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La culpa, por lo que cuentan, es del
nitrégeno...... Las plantas han patentado su
propio sistema para fijar el nitrégeno en las
células merced a trucos muy ingeniosos y sin
molestar a nadie. Pero los animales para ganar
tiempo y no darle mas vueltas al asunto, han
resuelto el problema comiéndose las plantas y
asimilando de este modo el nitrdgeno ya
manufacturado......De los seres humanos para
gqué hablarte. Comemos plantas, animales
herbivoros y también carnivoros: todo vale. Si
algun ser en el mundo ha hecho divisa del “todo
vale”, somos nosotros......el hombre es el
depredador total, la fiera mas completa de las
conocidas. La culpa de esta feroz condicion, si
es que nos empefiamos en hablar de culpas, la
tiene, ya digo, el nitrogeno: ¢no se podia haber
fijado en las células él solito, sin tantos melindres
ni complicaciones?.

(Politica para Amador. Fernando Savater)
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la fijacion biologica del nitrégeno y la
reproduccion en el proceso de propagacion del sistema Azolla-Anabaena en su

entorno.

Para lograrlo, se desarroll6 un disefio en bloques completos al azar de 9
tratamientos cada uno de ellos con 3 repeticiones (T1: Sedimento Nobol + nada;
T2: Sedimento Nobol + carbon; T3: Sedimento Nobol + bacterias;T4: Sedimento
Mangle + nada; T5: Sedimento Mangle + carbén); T6: Sedimento Mangle +
bacterias); T7: Sedimento Samboronddn + nada); T8: Sedimento Samborondoén

+ carboén); T9: Sedimento Samboronddn + bacterias).

La densidad de siembra fue de 3 unidades de Azolla Anabaena/bandeja de 1.6 L
de agua; con un de recambio de agua de alrededor del 10% diario para
compensar la evapotranspiracion, una vez montado el ensayo se evaluaron los
parametros fisicoquimicos del agua una vez por semana. Los parametros fisicos
durante la experiencia se indican: pH tuvo un minimo de 6.18 a un maximo de
8.16; conductividad de 740 a 2280 uS/cm.

Asi mismo se analizaron macro y micronutrientes en el suelo; se demostré que
los sedimentos presentan mayor concentracion de nitrogeno, a la finalizaciéon de

la experimentacion.

Las especies del nitrégeno presentes en el agua fluctuaron de la siguiente
manera: N-NO, 0.02 a 0.24 mg/L; N-NO;z 0.8 a 3.2 mg/L; N-NH3 0.01 a 0.73
mg/L. En cuanto al rendimiento de crecimiento de Azolla-Anabaena entre 0.238 a
0.640 t/h*d, siendo los de mejores resultados los tratamientos con presencia de

sedimento de Samborondén.

Se determind que en el proceso de fijacion bioldgica del nitrégeno del sistema
Azolla-Anabaena es de alrededor de 3.0 kg N /h*d promedio, asi como la
caracteristica peso de la panca de arroz cultivado con urea es mayor que el
cultivado con Azolla, dando ha entender que gran cantidad del nitrégeno

artificial va principalmente a la panca.

viii
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CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El nitrégeno (N) es un elemento esencial en el crecimiento y desarrollo de los
cultivos, en donde interviene configurando aminoacidos, proteinas, acidos
nucleicos y otras macromoléculas organicas. Las plantas utilizan el nitrégeno
en forma de nitrato (NO3) o de amonio (NH,"), pero estos compuestos estan
presentes en el suelo en cantidades limitadas, ademas de que se pierden
facilmente por el lavado en los suelos y por la reduccién biolégica del nitrato
(NO3). Los cultivos requieren generalmente para crecer cantidades
relativamente grandes de nitrdgeno, por lo que frecuentemente este elemento

resulta el nutriente limitante de los suelos.

El principal reservorio de nitrogeno es la atmoésfera, que lo contiene hasta en un
78 %. Sin embargo, la mayoria de los seres vivos, incluyendo todas las plantas y
los animales, son incapaces de utilizar directamente el nitrégeno diatomico (N)

para sus procesos hioquimicos vitales.

Por lo tanto, a pesar de la gran cantidad de nitrégeno en la atmdsfera, la escasez
de nitrdgeno en el suelo constituye un factor limitante para el crecimiento de los

vegetales.

Una alternativa original del abono nitrogenado quimico es la fijacién biolégica de
nitrégeno, que la realizan ciertas bacterias. Estos microorganismos poseen un
complejo enzimatico que se encarga de convertir el nitrégeno elemental en
amonio que es directamente aprovechable para las plantas, o es oxidado a

nitratos por bacterias nitrificantes presentes en los suelos (Sprent, 1979).

Capitulo 1. Introduccién 1



Por su alta capacidad fijadora de nitrdgeno, la asociacién simbidtica entre Azolla
sp. y la cianobacteria filamentosa Anabaena sp. ha adquirido en los ultimos afios
mucha importancia para la agricultura, especialmente de arroz (Carrapico et al.,
2001; Watanabe, 2000; Peters 1983). Su empleo adquirié impulso en la década
de 1970 debido a la crisis energética que amenazaba la produccion de

fertilizantes inorganicos de nitrégeno.

En el Ecuador, las investigaciones practicas del sistema Azolla-Anabaena se
iniciaron en el afio 2000 por iniciativa del Instituto de Ciencias Quimicas y
Ambientales (ICQA) de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL) a
través del proyecto “Aplicacion de la simbiosis diazotréfica entre Azolla y
Anabaena como abono verde para el cultivo de arroz en el Litoral Ecuatoriano”
(Montafio, 2000) financiado por el Programa de Modernizacién de los Servicios
Agropecuarios (PROMSA). Por estudios se ha establecido que el Azolla-
Anabaena puede fijar alrededor de 600 kg de nitrégeno por hectarea por afio en
condiciones Optimas de temperatura, luz y composicion quimica del sustrato
(Peters, 1985).

1.2. El problema

El sistema Azolla-Anabaena es un simbionte formado del helecho acuatico
Azolla y la cianobacteria Anabaena que se puede utilizar como abono en plantas
y pienso de animales. Este simbionte estd empezando a desatar gran interés en
el Ecuador debido a sus peculiares ventajas en los planos econémico, social y

medioambiental.

En el Instituto de Ciencias Quimicas y Ambientales (ICQA) de la Escuela
Superior Politécnica del Litoral (ESPOL) se han desarrollado los proyectos
“Desarrollo del Recurso Azolla Anabaena y aplicaciones en los sectores agricola,
pecuario y acuicola” y “Converting Rice Fields into Green Fertilizer Factories”,
contando con el patrocinio de la SENACYT y del Banco Mundial a través de su

programa “Development Marketplace” respectivamente.
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Los proyectos mencionados se han centrado en el desarrollo de distintas
aplicaciones cientifico-tecnologicas del sistema Azolla-Anabaena como
biofertilizante nitrogenado para cultivos de arroz, debido a que el arrozal
constituye el ecosistema natural de propagacion del Azolla. Los enfoques
principales de los trabajos se han dirigido al cultivo y mantenimiento del helecho,
asi como al estudio de usos en varios tipos de agricultura, ganaderia y
acuicultura. En este sentido, no se ha profundizado en la quimica de los
eslabones de ciclo del nitrdgeno relacionados con el crecimiento del Azolla y de

los repartos en las matrices agua, suelo y en el propio simbionte.

El sistema Azolla-Anabaena fija nitrégeno en forma de NH; (amoniaco), que
luego hidroliza a NH;" (amonio) en los ecosistemas acuaticos, para
inmediatamente evolucionar, mediante reacciones bioquimicas, a NO, (nitrito) y
NOs™ (nitrato). Tales especies ibnicas nitrogenadas al incorporarse a la quimica
del agua, juegan un papel clave en el desarrollo de la vida animal y vegetal de

los ecosistemas acuaticos relacionados.

1.3. Diagnéstico Del Problema

El conocimiento tropical y su resultado ciencia tropical es uno de los servicios en
los que Ecuador puede realmente establecer una diferencia aportando
soluciones para muchos problemas incluyendo los de salud y medio ambiente

gue enfrenta el mundo en desarrollo tropical.

La agricultura del Ecuador y de cualquier pais, como sector primario y basico de
la economia, requiere del mayor aporte de conocimiento posible, sobre todo
ahora que debe enfrentar especiales desafios en los terrenos de la
competitividad, sostenibilidad, calidad, seguridad e interaccibn con el

medioambiente.

Con ser el nitrégeno uno de los elementos quimicos claves en el desarrollo de la
flora en general y de la agricultura en particular, en el tema del uso del sistema
Azolla-Anabaena como biofertilizante, casi no se conoce la cuestion de la

estructura y funcionamiento de las especies quimicas que activan el ciclo del

Capitulo 1. Introduccién 3



nitrégeno, sobre todo en los eslabones agronémicos (amonio, nitrito, nitrato).
Menos aun se conocen las reacciones especificas de tales especies con el
medio bidtico y abidtico circundante, que finalmente provean pistas para la

optimizacion cientifica de la actividad agricola en todos los terrenos.

Esta tesis se propone contestar con fundamentos cientificos y en el marco de
conocimiento tropical, algunas de las acuciantes inquietudes que aqui se han
planteado. De otro lado, los estudios del Azolla, del suelo, del agua y demas, en
cuanto se sitian en el Ecosistema Guayas, van a producir resultados que
pueden ayudar a explicar fenébmenos tan complejos como el desbalance de ciclo
del nitrégeno, especialmente en lo que se articula con la fijacién del nitrégeno y
la desnitrificacion de extensas zonas geograficas y que estarian implicados en

los presentes fendmenos desastrosos de erosion del filo costero ecuatoriano.

Conviene recordar la historia del Ingeniero Quimico en el pais, empezé por dos
acontecimientos importantes la refinacion del petréleo en 1940 a cargo de Anglo
Ecuadorian y el funcionamiento en 1942 de la Planta cloro-soda por el Ing.
Svolod Krochin, con lo cual las instituciones universitarias en el pais se
propusieron en formar estos profesionales, arrancando en 1947 en la Escuela
Politécnica Nacional, siendo el Ingeniero Quimico desde sus inicios un hombre
de conocimientos en procesos industriales, evolucionando para aprovechar los
residuos y mas adelante en el cuidado y proteccion del ambiente. Llegando en
estos momentos a ser un propulsor de la investigacion en busca de nuevos

conocimientos en interés del Ecuador.
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo principal

Evaluar la fijacion bioldgica del nitrdgeno en el proceso de la propagacion del

sistema Azolla-Anabaena en su entorno.

1.4.2. Objetivos particulares

a) Determinar la reproducciéon del Azolla en las condiciones establecidas en el

experimento.
b) Determinar las concentraciones de las especies io6nicas del nitrégeno
(NH4", NO,, NO3) en el medio acuatico de la reproduccion del biosistema

Azolla-Anabaena.

c) Determinar los niveles de nitr6geno fijados en el suelo por el Azolla durante

el ciclo de desarrollo del experimento.

d) Determinar la biodisposicion de las especies agroquimicas del suelo por

efecto de la propagacion del Azolla.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1. El Nitrégeno

2.1.1. Introduccién

El nitrdgeno es un componente esencial para los seres vivos, la disponibilidad de
este limita la productividad en la agricultura y en el ambiente en general. La
mayoria de los organismos vivos son incapaces de metabolizar el nitrégeno
debido a su inercia quimica (Olivares, 2008). Por lo tanto, la conversién de
nitrégeno a formas metabolizables, tanto en forma de amonio (NH,") o de nitrato
(NO3), es fundamental para el desarrollo y supervivencia de todos los

organismos.

2.1.2. Nitrégeno, elemento esencial

El nitrégeno es un elemento diatdmico, se encuentra en estado gaseoso a
temperatura y presion normal, siendo incoloro, inodoro, insipido, no téxico y sin
propiedades comburentes, casi totalmente inerte, ademas de las propiedades
fisicas indicadas en la Tabla 2.1, sin embargo bajo la influencia de
catalizadores, electricidad, elevadas temperaturas y presiones se vuelve
reactivo, formando compuestos.

El nitrégeno es un elemento muy versatil debido a su distribucién electrénica (1s?
2s? 2p?), lo que le permite tener diferentes estados de oxidacién que van de +5
a -3 por lo cual, puede formar compuestos inorganicos y organicos (Faure y
Mensing, 2005). En la Tabla 2.2, puede observarse los principales compuestos

que forma el nitrégeno.
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Tabla 2.1. Propiedades fisicas del nitrdgeno

Férmula quimica N,

Peso molecular 28.013 g/mol
Temperatura ebullicion (1 atm.) -195.8 °C
Temperatura de fusion (1 atm.) -210 °C
Temperatura critica -146.9 °C
Presién critica 33.9 bar
Densidad gas (20°C, 1 atm.) 1.161 g/L
Densidad liquido (p.e., 1 atm.) 0.808 g/L
Peso especifico (aire=1) 0.967
Solubilidad en agua (0 °C, 1 atm.) 2.33 cm® N,/100cm? H,0
Calor especifico 1.039 J/g°K
Calor de vaporizacién 47.56 callg
Calor de fusion 6.88 call/g

Fuente: Kirk et al, 2000
El Nitrogeno, constituye un elemento clave en la vida, es componente esencial
de los acidos nucleicos (ADN y ARN), y de las proteinas (Taiz, 2006). Todos los

organismos requieren nitrdgeno para vivir y crecer.

Tabla 2.2. Especies comunes del nitrdgeno en el ambiente

Especie Estado Formula Valencia
Nitrato lon NOs +5
Nitrito lon NOy +3
Trioxido de Nitrégeno Gas N2O; +3
Oxido nitrico Gas NO +2
Oxido nitroso Gas N,O +1
Nitrégeno Gas N, 0
Hidroxilamina Gas NH,OH -1
Amoniaco Gas NH3 -3
Amonio lon NH,"* -3
Amina Organica Solido R NH, -3

Fuente: Gilpin, 2006

El nitrogeno es el cuarto elemento mas abundante en los organismos vivos,
después del carbono, oxigeno e hidrégeno, representando en el aire el 79.08 %

en volumen (Stevenson, 1986).
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A pesar de esto, gracias al proceso biolégico de algunas bacterias vy
cianobacterias, el nitrdgeno que se encuentra en la atmdsfera puede ser
asimilable, al romper la unién de sus enlaces por medios enzimaticos y asi poder
producir compuestos nitrogenados, que pueden ser aprovechados por la
mayoria de los seres vivos, en especial las plantas, que forman relaciones

simbidticas con este tipo de bacterias.

Asi también, la combinacién de inercia y el bajo punto de ebullicion (-198°C)
hacen al N, ideal para algunas aplicaciones industriales, tal como la congelacién
de alimentos, el nitrégeno liquido se obtiene para usos industriales por
licuefaccién del aire y subsiguiente destilacion fraccionada (Haber-Schaim,
1977). La produccion de nitrégeno liquido es un paso intermedio para la sintesis
del amoniaco y la produccion de &acido nitrico, que son sin duda los mas
importantes compuestos nitrogenados para la industria. Sus usos incluyen la
produccion de explosivos, combustibles para cohetes, plasticos y otros
petroquimicos, pero alrededor del 80% de toda la produccion industrial de

compuestos de nitrégeno son los fertilizantes (Cox, 1995).

2.1.3. Ciclo del nitrégeno

El ciclo de nitrégeno, uno de los mas complejos ciclos en la naturaleza, es el
movimiento del nitrégeno entre la atmdsfera, biosfera, hidrosfera y la geosfera,
llevandose a cabo en él, una serie de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos
que convierten el nitrdgeno gaseoso a organico, para finalmente ser devuelto a

la atmdésfera por la desnitrificacion (Figura 2.1).

En este sentido, se necesita de una gran cantidad de energia para desdoblarlo y
combinarlo con otros elementos como el carbono y el oxigeno. Existen cuatro
mecanismos para convertir el nitrégeno (aire atmosférico) en formas mas
reactivas (Smil, 2000).
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Figura 2.1. Ciclo del nitrégeno (Fuente: Taiz, 2006; edicion: Autor)

Esta ruptura puede hacerse por los siguientes mecanismos: descargas
eléctricas, combustion de combustibles fosiles y fijacién fotoquimica, que
proveen suficiente energia como para formar nitratos (NOj3’). Este ultimo

procedimiento es reproducido en las fabricas productoras de fertilizantes.

Naturalmente, el nitrégeno es constantemente fijado de la atmésfera ya sea por
la accion de descargas eléctricas (rayos) o por procesos bioldgicos. La fijacion
de nitrégeno se produce quimicamente, en menor medida, cuando las
moléculas de nitrégeno (N,) se oxidan a pentéxido de nitrégeno (N.Os) durante
tormentas eléctricas en la atmésfera. En la lluvia, este éxido de nitrégeno
reacciona con el agua y produce acido nitrico (HNO3) que se deposita en el
suelo y cuerpos de agua superficial, donde finalmente se fija como nitrato
(NOs).

Finalmente la fijacion del nitrégeno es llevada a cabo por bacterias que usan
enzimas en lugar de la luz solar o descargas eléctricas, siendo el amoniaco el
primer producto de fijacion biolégica de nitrégeno, que es casi siempre asimilado
tan rapidamente como se forma. Estas bacterias pueden ser las que viven libres

en el suelo o aquellas en simbiosis, que fijan el nitrogeno sélo cuando estan
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presentes en nodulos con las raices de ciertas plantas (Leguminosas) para fijar
el nitrégeno, destacando los géneros Rhizobium o Azotobacter, las cuales
también actuan libremente. Otro grupo son las cianobacterias acuaticas (algas

verdeazuladas).

Una vez que el nitrdgeno ha sido fijado en el suelo las bacterias autotrofas
(Nitrosomonas spp y especies de Nitrospira spp), que juegan un papel muy
importante en el ciclo de este elemento, al transformar el amonio (NH,") en nitrito
(NOy). La modificacion por otro tipo de bacteria (Nitrobacter spp) convierte el
nitrito en nitrato (NOj3"). Estos dos procesos involucran la oxidaciéon quimica en
condiciones aerdbicas y se les conoce como nitrificacion del nitrégeno. El nitrato
queda disponible para ser absorbido por las plantas, aunque también por ser
muy soluble se pierde facilmente en el sistema suelo por lixiviaciéon a las aguas

subterraneas y cuerpos de agua superficiales.

Sin embargo, teniendo en cuenta que la mayoria de las plantas pueden asimilar
el nitrogeno Unicamente en forma de amonio (NH;") o nitrato (NO3) y que
aparecen en el suelo en concentracion limitada, no es sorpresa que el nitrégeno

a menudo sea el nutriente mas limitante para el crecimiento vegetal.

Bajo condiciones anaerébicas (o por lo menos andxica), el nitrato puede ser
devuelto a la atmésfera como nitrégeno molecular. Este proceso se llama
desnitrificacion y es llevado a cabo en suelos y aguas por ciertas bacterias
desnitrificantes pertenecientes a los géneros Achromobacter, Alcaligenes,
Micrococus, Pseudomonas y Thiobacillus, que devuelven parte del nitrdgeno
inorganico del suelo a la atmosfera en forma gaseosa, produciendo asi una
“pérdida” de este elemento para los ecosistemas y la biosfera. Estas bacterias

habitan en pantanos y en fondos carentes de oxigeno.

A pesar de que la mayor parte del nitrdgeno se encuentra en la atmésfera, la
reserva realmente activa de este elemento se encuentra en el suelo, ya que aqui
van a parar los desechos organicos de los organismos vivos y los restos de
éstos. Y es asi, como las bacterias oxidantes del nitrégeno concluyen el proceso
de descomposicion de estos materiales, convirtiendo el nitrdgeno organico en

inorganico (nitratos).
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Asimismo, los animales herbivoros sintetizan sus proteinas a partir de los
vegetales, mientras que los carnivoros las obtienen a partir de los herbivoros
recibiendo de esta manera el nitrdgeno requerido para el metabolismo,
crecimiento y reproduccion. En las personas el consumo promedio de nitrégeno
es de 11 g/dia/afio (Fink et al., 1999), el nitrégeno absorbido en exceso por
animales y humanos acaba formando iones amonio, que resultan tdéxicos y son
eliminados, siendo devueltos al suelo. Esta eliminacién se hace en forma de
amoniaco (algunos peces y organismos acuaticos), en forma de urea (el hombre
y otros mamiferos) o en forma de acido Urico (aves y otros animales de zonas
secas), asi como también al descomponerse los cadaveres el nitrégeno en forma
de materia organica muerta es convertida en gran medida a amonio por la accion
de bacterias heterétrofas, aunque algo del nitrogeno en forma de materia
organica muerta se convierte en materia organica no biodegradable (materia
organica recalcitrante) y la otra parte llega a transferirse al detritus del agua o
sedimento, o en el humus de los suelos (Sawyer et al., 1994). EI amonio puede
ser absorbido en las superficies de las particulas de arcilla en el suelo, mientras

en el agua es soluble.

Desde que se consiguio la sintesis artificial de amoniaco por el proceso Haber,
fue posible fabricar abonos nitrogenados, los cuales se emplean actualmente en
grandes cantidades en la agricultura. Su mal uso produce, a veces, problemas
de contaminacion en las aguas, asi como posible erosion de la salud humana y
del medio ambiente debido al nitrégeno mal expresado de la urea (Montafio
2010a).

De una manera u otra el nitrdgeno es un elemento que esta presente en todos
los procesos que se desarrollan en el ambiente, empezando su ciclo en la
atmasfera, en la geosfera, todo finalmente regresa de nuevo al principio.

2.1.4. Fases del ciclo

El ciclo del nitrogeno tiene cinco etapas, de las cuales so6lo la asimilacion no es

realizada por bacterias:
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a) Fijacion de nitrégeno. La fijacion de nitrégeno es la conversién del nitrégeno
del aire (N) a formas distintas susceptibles de incorporarse a la composicion del
suelo o de los seres vivos, como el ion amonio (NH4") o los iones nitrito (NO,") o
nitrato (NO3"); y también su conversidn a sustancias atmosféricas quimicamente
activas, como el diéxido de nitrégeno (NO;), que reaccionan facilmente para

originar alguna de las anteriores.

La fijacién de nitrégeno puede ser abidtica o bioldgica:

Fijacion abiotica. Se forman 6xidos como consecuencia de la combustion de

compuestos organicos, descargas eléctricas, etc., que son arrastrados al suelo

por la lluvia, 0 amonio por el proceso industrial Haber-Bosch.

Fijacion industrial. El proceso Haber-Bosch de fijacion de nitrogeno es el de
produccion de amoniaco. Se realiza haciendo pasar una mezcla
estequiométrica de nitrégeno atmosférico e hidrégeno por un catalizador
metalico (hierro, cobalto, molibdeno) a 500°C y 200 atm (Kirk, 2000). Después
el amoniaco se oxida a acido nitrico, que al combinarse de nuevo con
amoniaco rinde nitrato amoénico, que se utiliza como explosivo y como
fertilizante.
N2 (g) + 3 H2(9) — 2 NH; (9)

La produccién de cianamida es otro proceso industrial de fijacion de nitrégeno y
se realiza haciendo pasar nitrégeno atmosférico sobre carburo de calcio
caliente en presencia de un catalizador. La cianamida se emplea como

fertilizante y para elaborar cianuro.

Fijacion bioldgica. La fijacion biolégica del nitrdgeno atmosférico consiste en la

incorporacion del nitrégeno atmosférico, a las plantas, gracias a algunos
microorganismos, principalmente bacterias y cianobacterias que se encuentran
presentes en el suelo y en ambientes acuaticos. Esta fijacion se da por medio de

la reduccion de nitrégeno gaseoso (N2) en amoniaco (NHj3) o nitratos (NO3).

N, + 8e + 8H" + 16ATP — 2NHs + H, + 16ADP+ 16 P
Fosfato inorganico
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Estos organismos usan la enzima nitrogenasa para su descomposicion, este

proceso crucial solo puede ser llevado a cabo por unos pocos grupos de seres

vivos (Ver Tabla 2.3), todos ellos procariotas (Sprent J. y Sprent P., 1990).

Tabla 2.3. Microorganismos fijadores de nitrégeno

Tipo de .
. . . Importancia
Microorganismo metabolismo al L
.. econdmica
fijar N
i - Beneficios
_ Bacillus polymyxa Aerébico, _
Bacilaceas Clostridi heterotrofico marginales en
ostridium agricultura
Azotobacter
Azomonas insignis
Azotobacterias Azotococcus agilis Anaerabico, Beneficios a
Beijerinckia derxii heterotréfico cosechas no
eijerinckia derxii confirmados

Derxia gummonsa

Xhantobacter flavus

Enterobacterias

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter aerogenes

Erwinia herbicola

Citrobacter freundii

Azospirillum brasilense

Anaerdbico o
microaerofilo

Anaerdébico o
microaerofilo

Rizobiaceas

Rhizobium

Bradyrhizobium

Microaerdfilo,
heterotrofico

Importantes en la

fijacion
asociativa

Microaerdfilo,

Uso potencial en

Streptomicetaceas |Frankia heterotrofico bosques
Methylocystis Microaersfilo, Obteer|on de
Metanomonadaceas autotrofico proteina
Methylococcus unicelular
. . . . . . g Mineria
Tiobacteriaceas Thiobacillus ferrooxidans | Microaerdfilo . .
microbiana

Anaeroébico o

Cianoficeas Anabaena . e
microaerdfilo, ]
Nostoc fotolitotrafico Cultivo de arroz
Gloeothece
Spirulina Produccion de
proteina
Synechococcus unicelular
Cromatiaceas Chromatium vinosum Anagrob!c_o,
fotolitotrofico
Anaerobico,

Clorobiaceas

Chlorobium limicola

fotolitotrofico

Rodospirilaceas

Rhodospirillum rubrum

Rhodopseudomonas
palustris

Rhodobacter capsulatus

Rhodomicrobium vannielli

Anaeradbico,
fotoorganotrofico

Depuracion de

aguas residuales

Abono

Pienso para
piscifactorias

Fuente: Castillo y Cardenas, 1990
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Sin embargo, como la nitrogenasa solo funciona en ausencia de oxigeno, las
bacterias deben de alguna forma aislar la enzima de su contacto. Algunas
estrategias utilizadas por las bacterias para aislarse del oxigeno son: vivir debajo
de las capas de moco que cubren a las raices de ciertas plantas, o bien, vivir
dentro de engrosamientos especiales de las raices, llamados noédulos, en

leguminosas como los porotos y arboles como el tamarugo (Rhizobium).

La relacion entre Rhizobium y sus plantas huéspedes es mutualista: las bacterias
reciben carbohidratos elaborados por la planta, y la planta recibe nitrdgeno en

una forma asimilable.

En medio acuatico la fijacién de nitrogeno es realizada por cianobacterias.
Algunas especies de helechos de agua, como el Azolla, tienen cavidades en las
cuales viven en simbiosis la cianobacteria, Anabaena azollae, responsable de la
fijacion de nitrogeno. La cantidad de nitrégeno fijado por estas bacterias es

impresionante 200 millones de toneladas anuales (Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Fuente global de nitrégeno reactivo

Fuentes antropogénicas Cantidad nitrogeno fijado anual (tg)
Fertilizantes 81
Leguminosas y otras plantas 40
Combustibles fosiles 21
Quema de biomasa 40
Drenaje de los humedales 10
Limpieza de terrenos 20
Total 212

Fuentes naturales

Microoganismos, algas, relampagos 216

Fuente: Vitouseket al Galloway et al., 1995; Capone, 2001; and Smil, 1999; IFA DATA BANK, 2002
Elaboracién: Autor

b) Nitrificacion. El siguiente paso en la reaccion del nitrogeno es la nitrificacion,
donde el ion amonio es convertido a la forma de nitrato en un proceso de
oxidacién microbioldgica. La modificacion de NH," a NO; depende de la
temperatura del suelo. La transformacion, es decir, la conversion ocurre

rapidamente bajo condiciones aireadas con una temperatura entre 15 a 30°C y
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pH de 6.5 a 7.5 (Keeney et al, 1972), asimismo, este proceso se ve completado
entre dos a cuatro semanas. Esta fase es realizada en dos pasos por diferentes

bacterias, hongos y organismos autétrofos.

Primero las bacterias del suelo Nitrosomonas y Nitrococcus convierten el amonio
en nitrito (NOy). Este proceso ocurre de acuerdo a la ecuacion (Kuznetsov,
1970):

2NH, +30,—>2N0O, +2H,0+4H*

Luego, otro grupo de bacterias, Nitrobacter, transforman el nitrito en nitrato. Este
proceso genera energia que es liberada y utilizada por estas bacterias como
fuente de energia primaria. Normalmente, en los suelos los niveles de nitrito
(téxico para las plantas) suelen ser muy bajos en comparacién con los niveles
de nitratos ya que el nitrito se transforma en nitrato con mayor rapidez de la que

se produce, pudiéndose expresar como:

2NO;, + O, —» 2 NO5

Estas reacciones de oxidacion producen acidez. Pero el nitrato no es el Unico
producto que se origina durante la nitrificacion. Las diferentes reacciones que
tienen lugar durante la nitrificacién producen varios 6xidos de nitrégeno (NO,
N2O, NOy).

Varios investigadores han estudiado la fuente del oxigeno en estas reacciones
(Hollocher et at., 1981; Andersson y Hooper, 1983; Kumar et al., 1983; Hollocher,
1984) y la idea actual es que dos de los oxigenos en el NO3™ derivan del agua y
otro deriva del O,, pudiendo haber un intercambio adicional de oxigeno entre el

nitrato y el agua.

¢) Asimilacion. La asimilacién ocurre cuando las plantas absorben por sus
raices compuestos organicos nitrogenados para su crecimiento, sean estos en
forma de nitrato (NOs’) o amonio (NH,"), especies formadas por la fijacién de
nitrégeno o por la nitrificacion, aunque parece que prefirieren el amonio como

fuente de nitrégeno (Rosswall, 1981). Luego, estas moléculas son incorporadas
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tanto a las proteinas, como a los acidos nucleicos de las plantas. Los animales
asimilan nitrégeno cuando se alimentan de los tejidos de las plantas

convirtiéndolos en compuestos nitrogenados animales.

El primer paso dentro del proceso de asimilacion es la reduccién del nitrato a
nitrito en el citoplasma (Oaks, 1994), el cual es catalizado por la enzima nitrato

reductasa de acuerdo a la reaccion:

NO; + NAD(PH + 2H" + 2e — NO, + NADMP) + H,0

Dicha reaccién consume dos electrones suministrados por una molécula de
piridin-nucledtido reducido. La forma mas comun de la nitrato reductasa utiliza
s6lo NADH como dador de electrones. La absorcion del nitrato por la planta
disminuye a bajas temperaturas, en anaerobiosis y en presencia de inhibidores
de la respiracion, lo que demuestra que es un proceso dependiente de energia
metabdlica.

Seguidamente, es la conversion del nitrito (NO;’) formado, ién altamente reactivo
y potencialmente téxico, por la enzima nitrito reductasa que lo reduce a amonio,
en una reaccién que requiere seis electrones donados por la ferredoxina (Fd)

reducida, acorde a la siguiente reaccién:

NO, + 6Fdey + 8H" + 6€ — NH, + 6Fdy + 2H,0

El poder reductor requerido se genera en las reacciones luminicas de la

fotosintesis o en la glucdlisis y respiracion.

La glutamina sintetasa (GS) combina el amonio con el glutamato para formar

glutamina (Figura 2.2 A):

Glutamato + NH," + ATP — Glutamina + ADP + Pi

Esta reaccion requiere la hidrolisis de un ATP e involucra cationes divalentes
como Mg,", Mn," 0 CO," como cofactores. Las plantas contienen dos clases de
GS, una en el citoplasma y la otra en los plastidos de las raices o en los

cloroplastos de tallos y hojas. Las formas citosélicas son expresadas durante la

Capitulo Il. Marco Teorico 16



germinacion de las semillas o en los células vasculares de las raices y tallos
produciendo glutamina para el transporte intracelular de nitrégeno. La GS en los
plastidos de raices genera nitrégeno, en forma de amida para el consumo,
mientras que la GS de los cloroplastos de los tallos reasimila el NH,* producido

por fotorespiracion (Lam et al 1996).

Al aumentar el nivel de glutamina aumenta la actividad de la glutamato sintasa
(también conocido como glutamina 2-oxoglutarato aminotransferasa, o GOGAT).
Esta enzima transfiere el grupo amida de la glutamina al alfa-ceto glutarato,
produciendo dos moléculas de glutamato (Figura 2.2.A). Las plantas contienen
dos tipos de GOGAT: Una forma que acepta los electrones del NADH y la otra

acepta electrones de la ferredoxina (Fd):

Glutamina + a-ceto-glutarato + NADH + H' — 2Glutamato + NAD"

Glutamina + a-ceto-glutarato + Fdieg — 2Glutamato +  Fdyy

La NADH-GOGAT se encuentra en los plastidos de los tejidos no fotosintéticos,
tales como las raices o las células vasculares de hojas en desarrollo. En las
raices la NADH-GOGAT esta involucrada en la asimilacion de NH," absorbida
desde la rizosfera (suelo cerca de la superficie de las raices), en las células
vasculares de las hojas en desarrollo, la NADH-GOGAT asimila la glutamina

translocada desde las raices o de las hojas senescentes.

La ferredoxina dependiendo del tipo de glutamato sintasa (Fd-GOGAT) se
encuentra en los cloroplastos y sirve en el metabolismo fotorespiraciéon del
nitrégeno. Tanto la cantidad de proteina y su actividad aumentan los niveles de
luz. Las raices, especialmente bajo la nutricidon de nitrato, tienen Fd-GOGAT en
plastidos. Fd-GOGAT en las raices presuntamente funciona para incorporar la

glutamina generada durante la asimilacion de nitrato.
El amonio puede también ser asimilado a través de una via alternativa, la

Glutamato deshidrogenasa (GDH) cataliza una reaccion reversible que sintetiza

o desamina al glutamato (Figura 2.2.B).
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a-ceto-glutarato + NH," + NAD(P)H — Glutamato + H,O + NAD(P)*

La forma NADH dependiente de GDH se encuentra en las mitocondrias, y una
forma dependiente de NADPH se localiza en los cloroplastos de los 6rganos
fotosintéticos. Aunque ambas formas son relativamente abundantes, sus roles
especificos aun no han sido resueltos. Se sabe que la GDH no puede sustituir
las reacciones GS-GOGAT para la asimilacion del amonio, y que la funcién

primaria de la GDH es la desaminacién del Glutamato (Figura 2.2. B).

(A) o S
¥ Glutamine Glutamate
COOH synthetase  COOH COOH  gynthase COOH COOH
Hll'. NH (GSJ HC—NH, + l 0 (GDGATII HC I'\III-I + Hl.l'_ NH
— NH, — NH; =0 —————=* H(—(NHK; —NH,
| LN | 7Yy |
'l:Hz ATP 'l:Hz ':||'|z MADH + H*  NAD" CH; Cle
+ ar or
Ammonium I|:H2 @ Il:Hz IC|H2 Fd;oq Fdy  CH, cle
NHI + (—0O C—@ C—0 C—0 C—0
| | | [l ll
o o o (o] o)
Glutamate Glutamine  2-Oxoglutarate 2 Glutamates
(B) Glutamate

COOH dehydrogenase  COO

H
O | (GDH) |
(NHF) + c=0 He @ + HO
| N 1

Ammonium T"'z NAD(FH  MAD(F)* 'Cl"'z

CH, CHy
| |
(=0 C—0
[ I
1] 1]
2-Oxoglutarate Glutamate
@ Aspartate
COOH COOH aminotransferase COOH COOH
| | (Asp-AT) I |
HC —@ + =0 ——— —@ + =0
I I I |
CH, CH CH, CH,
I I I |
CH; 'ﬁ— o ﬁ -0 CH,
I |
C—0 o 0 C—0
I [
0] 0]
Glutamate  Oxaloacetate Aspartate  2-Oxoglutarate

Figura 2.2. Estructura y reacciones de los compuestos involucrados en el
metabolismo del amonio en la planta (Fuente: Taiz, 2006)
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Una vez asimilado el nitrégeno en glutamina y glutamato, es incorporado en
otros aminoacidos por reacciones de transaminacion. Las enzimas que catalizan
estas reacciones son aminotransferasas. Por ejemplo, la aspartato

aminotransferasa (AAT) cataliza la siguiente reaccion (Figura 2.2. C):

Glutamato + oxalacelato — aspartato + a-ceto-glutarato

En la reaccion mostrada el grupo amino del glutamato es transferido al
aspartato. Las aminotransferasas se encuentran en el citoplasma, cloroplastos,
mitocondrias, glioxisomas y peroxisomas. Las aminotransferasas localizadas en
cloroplastos tienen un importante rol en la sintesis de aminoacidos, debido a que
hojas de plantas o cloroplastos aislados expuestos a diéxido de carbono
marcado, rapidamente incorporan el carbono marcado en glutamato, aspartato,

alanina, serina y glicina.

d) Amonificacién. También denominada mineralizacion del nitrégeno, consiste
en un conjunto de reacciones a través de las cuales el nitrégeno de proteinas y
otros compuestos presentes en la materia organica se libera en forma de

amonio, siendo ésta forma asimilable por las plantas (Singh et al., 1996).

Los compuestos proteicos y otros similares, que son los constitutivos en mayor
medida de la materia nitrogenada aportada al suelo, son de poco valor para las
plantas cuando se afaden de manera directa. Asi, cuando los organismos
producen desechos que contienen nitrégeno como urea (orina) y acido urico
(excreta de las aves), asi como de los organismos muertos, éstos son
degradadas por bacterias presentes en el suelo y en el agua, liberando el
nitrégeno al medio, bajo la forma de amoniaco (NHj3). El nitrégeno presente en el
suelo es el resultado de la descomposicidon de materiales organicos y se
encuentra en forma de compuestos organicos complejos, como proteinas,
aminoacidos, acidos nucleicos y nucleotidos, que son degradados a compuestos
simples por microorganismos (bacterias y hongos) que se encuentran en el
suelo. Estos microorganismos usan las proteinas y los aminoacidos para
producir sus propias proteinas y liberan el exceso de nitrégeno en forma de

amoniaco (NH3) o ién amonio (NH4").
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CHzo(NHg) + O, — NH4Jr + HCO3

materia oxigeno amonio bicarbonato
organica disuelto

Los iones amonio positivos pueden ser atraidos por particulas cargadas
negativamente como la arcilla y materia organica solida y de esta forma ser
resistentes a percolar. Los iones amonio pueden empezar a percolar hasta que

la capacidad de intercambio cationico del suelo sea satisfecha (Ayans, 1975).

Los suelos de bajo pH son mas eficientes en el proceso de adsorcién del ion
amonio que aquellos de pH elevado y los suelos con alto contenido organico son
menos eficientes que los suelos minerales con una capacidad similar de

intercambio catidnico.

Hay una etapa denominada Inmovilizacién, proceso contrario a la mineralizacion,
por medio del cual las formas inorganicas (NH;" y NOs) son convertidas a

nitrégeno organico y, por tanto, no asimilables.

e) Desnitrificacién. Es el cuarto paso en el ciclo del nitrégeno. La reduccion de
los nitratos (NO3’) a nitrégeno gaseoso (N), y amonio (NH,") a amoniaco (NHs),
se llama desnitrificacién, y es llevado a cabo por las bacterias desnitrificadoras,
generalmente del género Pseudomonas, Micrococcus que revierten la accion de
las fijadoras de nitrogeno, retornando el nitrégeno a la atmdsfera en forma
gaseosa. Este proceso ocasiona una pérdida de nitrégeno para el ecosistema;
ocurre donde existe un exceso de materia organica y las condiciones son
anaerobias, ademas de que hay poca disponibilidad de agua y un alto pH,
aunado a los escurrimientos de los fertilizantes al suelo. El fendmeno de la
desnitrificacion se debe, a que en condiciones de mucha humedad en el suelo, la
falta de oxigeno obliga a ciertos microorganismos a emplear nitrato en vez de

oxigeno en su respiracion.

Un ejemplo de la reaccién de oxidacion de la glucosa y reduccién del nitrato es el

siguiente (Hutchinson, 1957):

CeH120e + 12NO35 < 12NO, + 6CO, + H),O
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y de la reduccidn de nitrito a nitrgeno molecular:

C6H1206

+ 8NO;

>

N, + 2C0O, + 4CO;~ + 6H),0

2.1.5. Aportes y pérdidas de nitrégeno dentro del ciclo

Los procesos que influyen a la aportacion y pérdida de los compuestos del

nitrégeno en el ambiente se sintetizan en el cuadro que continda.

Aportes

Naturales

Lluvia (a)

Fijacion biolégica del nitrégeno atmosférico por las
plantas.

Fijacion bacteriana del amoniaco que va disuelto en
el agua.

Artificiales

Abonos organicos (estiércol).

Abonos inorganicos (fertilizantes quimicos).

Pérdidas

Absorcién por
las plantas

En los procesos de asimilacion y absorcion, las
plantas incorporan los compuestos amonicos y los
nitratos para transformarlos en proteinas y otros
compuestos nitrogenados.

Lixiviacion o
lavado del
nitrato

Es el arrastre del nitrato por el agua del suelo que
percola mas abajo de la zona radicular. Este
proceso es el que produce la contaminacién de las
aguas subterraneas, ya que, en general, una vez
que éste deja de estar al alcance de las raices,
contintia su descenso hacia los acuiferos sin apenas
ninguna transformacién quimica o biolégica..

Arrastre por
escorrentia

Una parte del agua de lluvia o del exceso riego no
se infiltra en el terreno sino que fluye hacia terrenos
mas bajos o cursos superficiales de agua pudiendo
arrastrar cantidades variables de N de los suelos
agricolas. En general, estas pérdidas de N del suelo
son pequefias, excepto cuando la escorrentia se
produce poco después de un abonado nitrogenado
quimico.

Desnitrificacion

Es causada por bacterias anaerobias formandose
gas nitrogeno y 6xido nitroso que se pierden en la
atmésfera (Mara, 2004).

Volatilizacion

(b)

Aunque puede haber pérdidas importantes de N por
volatilizacibn cuando se abona con amoniaco
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anhidro, resultan mas frecuentes aquellas que
ocurren cuando se emplean abonos nitrogenados en
forma amodnica en suelos alcalinos, sobre todo si el
pH es mayor de 8. La urea puede experimentar
también pérdidas variables por volatilizacion
después de transformarse en amonio en el suelo. El
estiércol, si no se incorpora al suelo, puede perder
del 10 al 60 por 100 de su N por volatilizacion,
debido a que una parte importante de su N puede
estar en forma amoénica.

(a) Contiene cantidades variables de Nitrégeno en forma de amonio, nitrato y
oxidos de nitrogeno. En los sistemas naturales la lluvia constituye una fuente
importante de N. Sin embargo, en los sistemas agricolas, este aporte (5-15

kgN/ha/afio) es pequefio en comparacion al de los fertilizantes.

(b) En cultivos inundados, como por ejemplo el arroz, el nitrégeno organico pasa
rapidamente a forma amoniacal (FAO, 2010), no formandose nitrato por las
condiciones anaerdbicas en el medio. Asi gran parte del nitrato aportado como

abono se transforma en amoniaco perdiéndose rapidamente por la volatilizacion.
2.2. Sistema Azolla-Anabaena

2.2.1. Introduccion

El Azolla es un helecho acuatico con pequefas hojas alternas y raices simples
que cuelgan dentro del agua (Figura 2.3), se reproduce vegetativamente aunque
también por esporas. Su nombre proviene de las voces griegas: azo (secar) y

ollyo (matar), aludiendo a su muerte cuando el entorno del helecho se seca
(Lumpkin, 1993).
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Figura 2.3.Vista superior de Azolla Caroliniana (Fuente: Autor)

El Azolla presenta una relacién simbidtica hereditaria con el alga verde azul
Anabaena azollae (Figura 2.4), una cianobacteria fijadora de nitrégeno, también
denominada diazotrofica, siendo la Unica especie conocida que mantiene una
relacion simbidtica a lo largo de todas las fases del ciclo de vida del helecho
(Van Hove, 1989).

Figura 2.4. Anabaena azollae: (a) heterocistos; (b) célula vegetativa; (c) Noédulos
polares; (d) Azolla Filicuoides: tricomas (Fuente: Carrapigo, 2006).

La asociacion entre la Anabaena azollae y el Azolla se caracteriza
principalmente por una alta productividad y alto contenido proteico, por lo que el

helecho puede crecer sin fertilizantes nitrogenados (Peters y Meeks, 1989).

Capitulo Il. Marco Teo6rico 23



Se reconocen 7 especies de azolla, las cuales se desarrollan en climas
tropicales: A. Nilotica, A. Pinnata, A. Filiculoides, A. Rubra, A. Microphylla, A.

Mexicana y A. Caroliniana.

2.2.2. Descripcion Taxon6mica

Por muchos afios el género Azolla se clasifico dentro de las Salviniaceas, cuya
caracteristica principal es la de ser una familia de helechos criptdgamos flotantes
(Calvert y Peters, 1981). La identificacion se hace complicada debido a la usual

ausencia de los esporocarpos (Lumpkin, 1989).
El género se divide en seis secciones, y seis especies vivientes en funcién de
sus o6rganos reproductores, i.e. sacos flotantes de megasporas y gloquidios de

las masulas.

Las especies identificadas se encuentran dentro del subgénero: Euazolla con

tres sacos flotantes, y Rhizosperma nueve sacos flotantes (Peters et al., 1974).

Tabla 2.5. Taxonomia del Azolla en funcién de sus érganos reproductores

Divisién Secciones Especie de Caracteristica  Posicion en
(Subgéneros) Azolla del gloquidio (1) la masula (2)
Pterdfita
Orden Euazolla
Salvinales (3 sacos Filiculoides Septado Sup. total
flotantes) (Lam)
Caroliniana Septado Sup. total
(Wild)
Familia
Salvinaceas Mexicana Septado Sup. total
(Azollaceae) (Presl.)
Microphylla Septado Sup. total
(Kaulf)
Género
Azolla Rhizosperma  Pinnata (R. Simple no Sup. interior
(9 sacos Brown) septado
flotantes)
Nilotica (De Ausente (3) Ausente
Cainse)

(1) Hills y Gopal (1976), (2) Konar y Kapoor(1974), (3) Demsalsy (1953)
Fuente: Lumpkin, 1991
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2.2.3. Distribucién geografica

El sistema Azolla-Anabaena es comun encontrarlo en estanques, canales y en
arrozales que se encuentran dentro de las regiones calidas templadas y

tropicales alrededor del mundo.
Aun cuando los seres humanos hayan ejercido algun tipo de accion en la
dispersioén del Azolla, su correspondiente distribucion endémica se presenta de

acuerdo a las zonas indicadas en la Tabla 2.6.

Tabla 2.6. Distribucién de las especies de azolla

Especie Azolla Distribucion geografica

Caroliniana En el oriente Norte América y también en el Caribe

Filiculoides Sur de América del Sur y el Occidente de Norte América
incluyéndose Alaska

Microphylla Ameérica tropical y subtropical

Mexicana En el norte de Sudamérica hasta el occidente de Norte
América

Rubra Oceania

Nilotica En las regiones altas del Nilo a Sudan

Pinnata En lo mayor parte de Asia y en la costa de Africa tropical

Fuente: Lumpkin, 1991 y Saunders 1992

2.2.4. Especies Nativas

En el Ecuador se ha reportado la existencia de 4 variedades de Azolla:
micropylla Kaulf, caroliniana Wild, filiculoides Lam y mexicana C. Presl
(Jorgensen et al, 1999), como puede apreciarse en la Tabla 2.7. A lo largo de
los proyectos Azolla-Anabaena encabezados por el Dr. Montafio y auspiciados
por PROMSA (Montafio, 2004), SENESCYT (Montano, 2008), Banco Mundial
(Montafio, 2010), los muestreos centrados en el Ecosistema Guayas

permitieron encontrar una especie nativa, que corresponde al Azolla Caroliniana.
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Tabla 2.7. Disposicidon geografica del Azolla-Anabaena dentro del Ecuador

Especie Azolla  Ubicacion geografica

Caroliniana En la provincia del Guayas

Filiculoides En las provincias del Cotopaxi, Imbabura y en el Napo.
Mexicana En la provincia de Cotopaxi.

Microphylla En las provincias de Galapagos y Guayas.

Fuente: Jorgensen et al, 1999

2.2.5. Morfologia del Azolla

Las hojas del Azolla presentan forma triangular o poligonal, y flotan en la
superficie del agua, dando la apariencia de alfombra con un color verde oscuro a
rojizo. El diametro de las hojas varia entre 1 a 2.5 cm en especies pequefias,

como el Azolla pinnata y hasta 15 cm en el caso de Azolla nilotica.

Los lobulos dorsales presentes en el Azolla, tienen la caracteristica principal de
ser clorofilica con excepcion de los bordes del l6bulo que no tienen coloraciéon
simbionte (Figura 2.5). Los lébulos ventrales son translicidos, se ubican en la
superficie del agua y sostienen a las hojas y son de caracteristica casi

aclorofilada .

Los estomas, otra estructura, se encuentran dispuestos en hileras verticales
sobre ambas superficies del I6bulo dorsal y la parte superior del Iébulo ventral,
respectivamente. Al inicio, los estomas estan formados por dos células
separadas, que mas adelante se uniran para dar origen a una sola célula anular

provista de un poro central.
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Figura 2.5. Seccion transversal de hoja de Azolla (Fuente: Sevillano et al., 1984)

El rizoma principal es la estructura que sostiene varias ramas alternas. Existe
ademas una zona denominada de abscision que se ubica justamente en el punto
de unién de cada rama y juega un papel importante en la reproduccion

vegetativa.

Colgando hacia el agua se encuentran ubicadas las raices adventicias o en otras
ocasiones se puede dar el caso de que se introduzcan en el lodo. Su longitud
varia en virtud de la especie que se trate, entre 1 a 5 cm en el caso de la A.

pinnata y hasta 11 cm en el caso de la A. nilotica.
El desarrollo de las raices de Azolla es acropétalo, partiendo de las ramas por
encima de la superficie inferior del tallo, presentando una zona de abscisién en

su punto de union.

Las raices jévenes cuentan con una envoltura, la que se desprende durante el

crecimiento de los pelos basales de la raiz.
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2.2.6. Reproduccion

El sistema simbiético es sostenido a lo largo del ciclo de vida de los helechos,
donde la cianobacteria y las bacterias siempre estan presentes (Figura 2.6), ya
sea en las cavidades de la hoja dorsal del I6bulo o en las estructuras sexuales

(Esporocarpos) (Carrapico, 1991, 2002) .

sporocarps

megasporocarp's chamber

megasporocarp’s chamber
fertilization

Figura 2.6. Ciclo de vida de Azolla, mostrando la permanente presencia de las
bacterias y cianobacterias (Fuente: Carrapigo, 2010)

El Azolla puede reproducirse en forma vegetativa y sexual. En condiciones
naturales, la Azolla se multiplica por reproduccion vegetativa. Bajo ciertas
condiciones se observa la formacion de o6rganos sexuales y una nueva
generacion esta formada por el embrion fertilizado. La reproduccion sexual no es
muy comun y parece estar influenciado por factores medio ambientales
(Carrapigo, 2010).
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El Azolla generalmente se reproduce vegetativamente, consiste en la
multiplicacion por la fragmentacién de las hojas. Esto ocurre cuando los rizomas
secundarios o ramas forman una capa de abscision en sus bases y se
desprenden de los principales rizomas. Una raiz comienza a emerger de la base
de la rama que separa tan pronto como las células de la capa de abscision

comienzan la maduracion.

Después de la separacion de la planta madre, las nuevas plantas se comportan
de forma independiente. A medida que la planta joven crece en tamano, también

crecen mas raices, desarrollandose completamente en 15 a 20 dias.

El helecho Azolla es un ejemplo de heteroespora, es decir tiene dos tipos de
esporas que son producidas en la misma planta. La esporulacién ocurre durante

un periodo especifico del afio, y no en todas las especies.

En la primera esporulacion el Iébulo ventral inicial de una rama lateral, en lugar
de formar un Iébulo en la hoja, el helecho produce dos esporocarpos que son de
dos tipos, microsporocarpos y megasporocarpos. El microsporocarpos, tienen
alrededor de 2 mm de diametro, cada uno produce 8 a 130 microsporangios,
cada uno con 32 o 64 esporas que se llama microsporas agregando entre 3 a
10 masulas (Moore, 1969). El megasporocarpo, tiene alrededor de 0.5 mm de
diametro produciendo un megasporangio Unico que contiene una sola

megaspora.

En la madurez, tanto el megasporocarpo y microsporocarpo se abren. El
microsporangio se rompe liberando microesporas en las estructuras filamentosas
conocidas como gloquidios y hundiéndose hasta el fondo. Después de un
periodo de latencia cada microespora germina y crece hasta convertirse en un
prétalo que a su vez produce gametos masculinos (anterozoides). La
megaespora, aun unida al megasporocarpo, germina y se desarrolla en un
prétalo que produce gametos femeninos (oosferas). Las oosferas son
fecundadas por anterozoides formando embriones. Cada embrién germina vy
empuja afuera al esporocarpo para formar una plantula, el esporofito, flota en la
superficie del agua, necesitando uno o dos meses a partir de la germinacion

para producir una plantula que se elevara hacia la superficie.
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2.2.7. Identificacion y clasificacion taxonémica de Azolla Caroliniana

La clasificacion se fundamenta en las caracteristicas botanicas de la planta. Se
observa una planta pequefia, acuatica y flotante con tendencia a aglomerarse y

formar masas compactas en la superficie del agua cuando esta flotando.

La coloracion de las hojas es de verde claro a intenso, dependiendo del grado de
sombra y disponibilidad de nutrientes; en algunos sitios presentan coloracion
rojiza debido a la exposicién directa de la luz solar, que puede deberse a la
producciéon de antocianinas, que en muchas plantas es un mecanismo de
defensa de la luz ultravioleta, aunque en la actualidad existe la hipotesis que la
coloracion rojiza también podria deberse a la concentracion elevada de nitratos
(Guerrero et al, 2009).

En el habitat natural se observa que este helecho vive asociado a otras plantas
acuaticas como la lentejilla, jacinto de agua y diversos tipos de algas verde

azules.

El tallo es rastrero, suave y crece como un tricoma. Las raices alcanzan
longitudes de 3 a 4 cm, son ramificadas y nacen de cada ramificacion del tallo

subdicétoma.

El tamafio de una hoja de Azolla-Anabanena normalmente desarrollada es de
0.5 mm de largo y cerca de las partes apicales de los tallitos estan sobrepuestas
como escamas. Cada hoja consiste de dos Iébulos: el I6bulo superior posee
muchas papilas, es de color verde claro y flota, en su borde se encuentran de 2 a
4 hileras de células sin clorofila, las hojas son sin nervadura; el I6bulo inferior es

de aproximadamente 0.7 a 0.8 mm de largo; es transparente—parduzco.

La reproduccién es principalmente vegetativa, se lleva a cabo a través de
frecuentes fragmentaciones del tallo en trozos pequenos, las que rapidamente

aumentan su tamafo para repetir este proceso.
En la parte interior de un Iébulo inferior se observa un megasporangio. En la

parte derecha se reconoce el indusio en forma de “gorrito”; debajo del indusio se

reconocen tres flotadores y por debajo de ellas se ubicaba una sola megaspora.
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Se establece que las muestras de Azolla utilizadas corresponden a la especie de

Azolla caroliniana Willd y su clasificacién corresponde a las categorias:

HELECHO AZOLLA
Divisién: Pteridophyta
Clase: Filicopsida
Orden: Salviniales
Familia: Azollaceae
Género: Azolla
Especie: caroliniana

N.C: Azolla caroliniana

ALGA ANABAENA AZOLLAE
Divisién: Cyanophytas
Clase: Cyanophyceae
Subclase: Hormogonophycideae
Orden: Nostocales
Familia: Nostocaceae
Género: Anabaena
Especie: azollae

N.C: Anabaena azollae

2.2.8. Proceso de fijaciéon en el Azolla

En las cianobacterias, las condiciones anaerdbicas se crean en unas células
especializadas llamadas heterocistos (Figura 2.7). Los heterocistos son células
redondas y de gruesas paredes celulares que se diferencian cuando las
bacterias filamentosas se ven privadas de NH,". Estas células, entre otras
adaptaciones carecen del fotosistema I, el fotosistema productor de oxigeno en
la fotosintesis por lo que no se genera oxigeno. Los heterocistos son una
adaptacion para la fijacion de nitrégeno ya que estan extendidos en

cianobacterias filamentosas aerdbicas que fijan nitrogeno.
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Figura 2.7. Cianobacteria Anabaena sp. Puede observarse su morfologia
filamentosa y dos heterocistos (Fuente: Internet)

Las cianobacterias que no tienen heterocistos pueden llevar a cabo la fijacién de
nitrégeno solo en condiciones anaerdbicas como las que existen en campos

inundados.

En paises asiaticos las cianobacterias fijadoras de nitrégeno con y sin
hererocistos, son el principal modo de mantener un aporte de nitrégeno
adecuado en el suelo de campos de arroz. Estos microorganismos que fijan el
nitrdgeno cuando los campos se inundan y mueren cuando se secan liberan el
nitrogeno fijado en el suelo. El Azolla mantiene una asociacion simbiética con la
cianobacteria Anabaena. La asociacion Azolla-Anabaena puede fijar entre 30-60
kg nitrégeno atmosférico por hectarea en 30 dias. Ademas, los helechos,
contiene 3-6% N en peso seco y podria duplicar la biomasa en cada 3-5 dias

(Watanabe, 1982) bajo condiciones favorables.

2.2.9. Condiciones para su crecimiento
Para que el Azolla-Anabaena pueda desarrollarse y mantener el sistema

simbidtico en buenas condiciones es necesario tener en cuenta los siguientes

factores para su crecimiento:
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Temperatura.Debe oscilar entre los 20°C y 28°C, aunque hay especies tropicales

pH.

Agua.

Viento.

Luz.

que crecen a temperaturas que fluctuan entre los 30°C y los 35°C
(Tabla 2.8). El sistema Azolla-Anabaena no resiste temperaturas

inferiores a 0°C o superiores a 35°C.

Los suelos con un pH entre 6 y 7 son los mas adecuados.

El agua es un factor importante ya que el helecho es sensible a la
sequedad, es recomendable mantenerlas en cierta profundidad de
agua estancada (1 cm) y requiere hasta 25 mg de fosforo

aproximadamente por kg de suelo humedo.

El viento fuerte puede matar al Azolla ya que lo empuja a un lado

de la parcela del terreno acumulando una masa densa.

En condiciones sombreadas el Azolla mantiene su color verde
natural, mientras que la luz directa llega a tornar de color rojizo sus

hojas.

Tabla 2.8. Rango de temperaturas para diferentes tipos de Azolla

Subgénero

Especies Temperatura del agua (°C)
Minimo Maximo  Optimo para

crecimiento

Euazolla

Rhizosperma

. filiculoides 0-10 38-42 20-25
. caroliniana <0-10 45 20-30
. mexicana - - 30-33
. microphylla 5-8 45 25-30
. pinnata

. pinnata var. Pinnata <5 >40 16-33
A. pinnata var. Imbricata 0 45 20-30

Fuente: (Cagauan etal., 1991)

Para mantener el sistema Azolla-Anabaena adaptada a laboratorio, se utiliza un

medio de cultivo, como el H-40 (Tabla 2.9), también denominado Hoagland, que

es el mas recomendado para el desarrollo del Azolla-Anabaena.
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Tabla 2.9. Solucién nutritiva Hoagland H-40. Componentes

Macronutrientes Conc.| Micronutrientes Conc.| Fe-EDTA Cantidad
(mol/L) (g/L) (9)

CaCl,.2H20 4.0| CuSOs. 5H,0 0.040| FeSO4. 2.00

7H20

MgSQO,.7H20 1.6| H3;BO; 1.425| EDTA-Na2 2.68

NaCl 1.0| CoCl,. 6H,0O 0.020| H»0O 200.00

KH,PO, 0.7| ZnSO,. 7H,O 0.110

K;HPO,4.3H,0 0.1| Na;MoOQO,. H,O 0.125

KCI 2.0| MnSO,. H,0O 0.765

Fuente: (IRRI, 1991)

2.2.10. Fertilizacion

El principal fertilizante que se necesita es fosforo, que debe ser soluble en el
agua y aplicarse a las parcelas en una proporcion de 150 a 225 kg/ha.
Ocasionalmente se adiciona cenizas de tamo de arroz como fuente de potasio

en una proporcion de 20 kg/ha, asi como otros abonos organicos.

Los porcentajes de los nutrientes minerales en el sistema Azolla-Anabaena

(peso seco) son los siguientes:

Nitrégeno 4-5%

Fosforo 0.5%
Potasio 1-2%
Calcio 0.5%
Magnesio 0.5%
Hierro 0.1%

En casos de deficiencia de algunos de estos elementos, el Azolla cambiara en

sus caracteristicas.

Deficiencia de fosforo: cambian su color a café-rojizo, son fragiles y las raices se

alargan.
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Deficiencia de calcio: los Iébulos dorsales se tornan rojizos, la anabaena se
libera al medio.

Deficiencia de potasio: se torna amarillenta y después de color pardo.

Deficiencia de hierro: disminuye la cantidad de clorofila hasta tornarse amarilla la

planta.

2.2.11. Analisis bromatolégico

Analisis bromatolégicos en tejido foliar fueron realizadas en ESPOL-ICQA-
Laboratorio de Bromatologia por el método Kjeldhall dieron 7.02 % y en INIAP-
Boliche 5.02 % de nitrdgeno, que en valor de proteina es alrededor de 37.5 %.
Estos resultados concuerdan con estudios de cepas de Azolla-Anabaena

capaces de acumular en su biomasa aproximadamente un 8 % de N.

Tabla 2.10. Perfil de aminoacidos de Azolla-Anabaena nativa de invernadero

Aminoacido %
Acido aspartico 2.14
Treonina 0.93
Serina 0.94
Acido glutamico 2.75
Prolina 0.88
Glicina 1.23
Alanina 1.52
Valina 1.18
Metionina 0.29
Isoleucina 0.92
Leucina 1.67
Tirosina 0.70
Fenilalanina 1.16
Histidina 0.45
Lisina 0.89
Arginina 1.10
Triptofano 0.42
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Se analizaron aminoacidos de Azolla-Anabena nativa de invernadero
desarrollado en los laboratorios del INIAP-Santa Catalina con los resultados que

se muestran en la Tabla 2.10.

2.2.12. Pestes y plagas

Al sistema Azolla-Anabaena como todas las plantas las atacan diversas
enfermedades y plagas. Algunos organismos llegan a infestar las raices y se

pegan también a las hojas, incluyendo los siguientes.

- Hongos, como la Rymnaea que causa manchas grises en la superficie de
las hojas, para combatirlos se recomienda rociar con insecticidas

organicos.

- El damping-off o también denominado mal de almacigos, que aparece a

temperaturas elevadas, se lo puede combatir utilizando ceniza vegetal.

- Insectos, en especial los lepidépteros como el Barrenador, Barrenillo
pardo, Barrenillo gris, el gusano hilandero y acaros, se alimentan de las
hojas de las plantas y se combaten rociando soluciones de insecticidas

organicos, como alcohol de ajo o aji picante.
- Moluscos, como caracoles de tierra y de agua, cangrejos y pulgas de

agua que se comen las raices y las hojas de las plantas, se combaten

rociando soluciones de insecticidas organicos como el jugo de la ortiga.
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2.3. Teoria del color

2.3.1. Introduccién

Desde hace muchos afios se ha usado el color como ayuda para la medicién de
un compuesto o grupo de compuestos que hacen parte de una sustancia
quimica, cuando hablamos de color, no es mas que el reflejo de luz blanca que
despiden los objetos que nos rodean (Kippers, 2002); al reemplazar el ojo
humano por otros detectores de radiacion se puede estudiar la absorcion de
sustancias, no solamente en la zona del espectro visible, sino también en

ultravioleta e infrarrojo.

Quizas la técnica mas usada para determinar la concentracion de dichos
compuestos es la colorimetria. El fundamento de la técnica consiste en el paso
de luz blanca a través de una solucion coloreada, algunas longitudes de onda se

absorben con preferencia sobre otras.

2.3.2. Atributos del color

Segun Potter (1970), la luz reflejada por un objeto de color puede ser dividida en
tres componentes a los que se han dado los términos de Valor, Matiz y Croma.
El Valor (Valué) se refiere a la claridad u oscuridad del color. ElI Matiz (Hue) a la
Longitud de Onda predominante que determina si el color es rojo, verde o azul.
El Croma (Saturacion, Pureza) se refiere a la intensidad del color. El color de un
objeto puede definirse con precisiéon en términos del valor numérico de estos
tres componentes, esto se conoce como Colorimetria de Estimulo Triple, y es la
base de varios instrumentos de Medicién de Color y sistemas de anotacion de
color. Las muestras que tienen los mismos tres niumeros son del mismo color.
Estos numeros varian segun si color de una manera sistematica que puede ser

reproducida graficamente en un Diagrama de Cromaticidad.
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La intensidad del color es proporcional a la concentracion del compuesto que se
mide, mientras que la cantidad de luz absorbida es proporcional a la intensidad

del color y por lo tanto a la concentracion.

2.3.3. Radiaciones Electromagnéticas

Pueden considerarse como un conjunto de corpusculos, llamados fotones, los
cuales llevan asociada una onda. La energia de radiacion esta relacionada con
la longitud de onda. Las longitudes de onda mas cortas poseen mayor energia
que las longitudes de onda mas largas. De tal manera que se puede hablar de
un espectro electromagnético constituido por las radiaciones electromagnéticas,
mismo que se ha dividido en varias regiones, de acuerdo con la longitud de onda

(N) y la energia, como se expresa en la Figura 2.8.

Rayos X (1-100 nm)

Ultravioleta (100-390 nm)

Visible (390-700 nm)

Infrarrojo (700-100 000 nm)
Microondas (100 000- 1 000 000 nm)

O &~ N =

El 6rgano de la vista, puede percibir diversas radiaciones energéticas de
distintas longitudes de onda, sin embargo puede apreciar solo aquellas que se
encuentran entre los 400 y 700 nandmetros; este proceso se lleva acabo cuando
pequefas celulas ubicadas en la retina del ojo, también llamadas conos,
registran radiaciones de energia, a las que llamamos luz, convirtiéndolas en
impulsos eléctricos, que a través del sistema nervioso llegan hasta el cerebro

donde concluye con una sensacion de color (Kuppers, 2002).
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T
= DOndas herfizianas
Fayos X m g | Infravermelhg Lraggr. televisio I
E] = radia) |
_-E g Ondas longas J|
Rayos ;-'-’ N |
Gama 5 = |
| | | | ] L1 1
I I — | I | I |
1A imy - = . 1mm icm im 1km
- —
- . —
- ESPECTRO VISIVEL - .
{my)

Vende Amarelo

(=]
=
]
E
=

T
o
=
[

Uitra-vialeta

Figura 2.8. Espectro electromagnético
Fuente: Kam Teng, 2010

2.3.4. Curvas Espectrofotométricas

Por lo general los objetos deben sus colores a la absorcion selectiva de
diferentes cantidades de luz dentro de sus longitudes de onda visibles. Las
longitudes de onda no absorbidas son aquellas reflejadas o transmitidas por los
objetos y visibles por el observador. En otras palabras, los objetos amarillos
caracteristicamente absorben la luz azul, los objetos rojos absorben la luz verde,

entre otros.

Fisicamente, el color de un objeto es medido y representado por Curvas
Espectrofotométricas, las que diagraman fracciones de la luz incidente (reflejada
o transmitida) como una funcién de la longitud de onda, por todo el espectro

visible.

2.3.5. Espectrofotometria: cuantificacion

Dentro de los métodos colorimétricos, se utilizan medidas de energia radiante,
ya sea emitida, absorbida o reflejada. Estas medidas se determinan a través de
técnicas fotométricas. Las técnicas fotométricas tienen su fundamento en las

interacciones de las radiaciones electromagnéticas sobre la materia.
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2.3.5.1. Aspectos tedricos de espectrofotometria cuantitativa

Bozimowsk et al (1983), sefalan que la absorcion de luz por parte de una
sustancia es una propiedad caracteristica de ella, que puede ser utilizada para

su identificacion y cuantificacion.

Todas las sustancias absorben Iluz en alguna region del espectro

electromagnético (VIS, UV, IR, etc.).

La absorcion de luz depende de la estructura quimica del compuesto
absorbente, y en especial de ciertos grupos funcionales, de modo que es posible
identificar un compuesto por medio de las caracteristicas de su espectro de

absorcion.

Ley de Lambert. Cuando un rayo de luz monocromatica pasa a través de un
medio absorbente, su intensidad disminuye exponencialmente a medida que la

longitud del medio absorbente aumenta.
Ley de Lambert: | = I, e™;'

Ley de Beer. Cuando un rayo de luz monocromatica pasa a través de un medio
absorbente, su intensidad disminuye exponencialmente a medida que la
concentracion del medio absorbente aumenta.

Ley de Beer: | = I e™,°¢
Estas dos leyes se combinan en la ley de Beer-Lambert: =1, e
Ley de Beer-Lambert

Cuando se pasa un rayo de luz monocromatica de intensidad inicial | a través de
una solucién en un recipiente transparente, parte de la luz es absorbida de
manera que la intensidad de la luz transmitida | es menor que lo. Ocurre alguna
disminucion en la intensidad de la luz por dispersion de las particulas o reflexion
en las interfases, pero principalmente por absorcion de la solucién. La relacion

entre | e lo depende de la longitud del medio absorbente, |, y de la concentracién
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de la solucién absorbente, c. Estos factores se hallan relacionados en la Ley de

Lambert y Beer.

La Ley Lambert Beer es un medio matematico de expresar como la materia
absorbe la luz. Esta ley afirma que la cantidad de luz que sale de una muestra es
disminuida por tres fendmenos fisicos:

1. La cantidad de material de absorcion en su trayectoria (concentracion).

2. La distancia que la luz debe atravesar a través de la muestra (distancia
de la trayectoria optica).

3. La probabilidad de que el fotén de esa amplitud particular de onda sea
absorbido por el material (absorbencia o coeficiente de extincion).
Para medir la absorbancia de una sustancia se utiliza el espectrofotémetro,
instrumento destinado a medir la absorcidbn por especies inorganicas y

organicas de luz monocromatica en la region ultravioleta / visible del espectro.

Los espectrofotdmetros dan la lectura directa de la absorbancia (A) o bien, el

porcentaje de transmitancia (%T). La relacién entre ambos es: A= 2- log %T.

2.3.5.2. Analisis espectrofotométrico

Todo método espectrofotométrico se basa en la comparacion de la absorbancia
de una sustancia de concentracion desconocida con la de una solucion de la
misma sustancia cuya concentracion se conoce y a la cual se denomina solucién

patrén o estandar.

La absorbancia de una solucion es la resultante de la absorbancia del soluto
cuya concentracion se desea conocer y la de otros componentes del sistema
(solventes, reactivos) que absorben también a esa longitud de onda. Estos
compuestos se denominan interferencias. Se debe descartar la absorbancia de
las interferencias, para ello es necesario hacer siempre una muestra que
contenga todos los componentes del sistema menos aquel que se desea medir.
Esta muestra se llama blanco y la absorbancia de éste debe restarse a las
muestras problema y a los patrones, o bien, con el blanco se calibra el

instrumento a absorbancia igual a 0, o sea 100% de transmision.
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CAPITULO 1ll
MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacidn de la Investigacion

El presente estudio de investigacion se realizd en el Laboratorio de
Cromatografia del Instituto de Ciencias Quimicas y Ambientales de la Escuela
Superior Politécnica del Litoral, ubicado en el km 30.5 via Perimetral, Campus

Gustavo Galindo en Guayaquil, Ecuador.

3.2. Materiales

3.2.1. Equipos de logistica

En el laboratorio se dispone de adecuada infraestructura eléctrica (110V y 220V
polarizada), equipos de muestreo, balanza analitica, estufa eléctrica, vidrieria,

equipos de computo, internet, informacion y personal técnico capacitado.

3.2.2. Equipos de muestreo

Para la ubicacion geografica de los puntos de muestreo se empledé el GPS
Magellan Triton 2000, que dispone de una pantalla tactil a color de 2.7 pulgadas,
tiene un receptor GPS Sirf Star Il y compatibilidad WAAS/EGNOS lo que permite

una precision de 3 metros.

El sistema de posicionamiento global (GPS) tiene por objetivo calcular la
posicibn de un punto cualquiera en un espacio de coordenadas (X, y, z),
partiendo del calculo de las distancias del punto a un minimo de tres satélites

cuya localizacion es conocida.
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La obtencion de muestras de un suelo se realizé empleando un barreno y una

lampa, siguiendo un camino zigzagueante por los lotes de estudio.

3.2.3. Equipo de anélisis

Colorimetro HACH DR 890

El colorimetro HACH DR/890 (Figura 3.1), es un fotometro de filtro con LED
(Light Emitting Diode) como fuente de luz, controlado por microprocesador,
apropiado para ensayos colorimétricos en el laboratorio o en campo de aguas
naturales, aguas industriales y cualquiera de sus variantes intermedias. El
instrumento esta precalibrado para mediciones colorimétricas comunes e incluye
una util funcion de calibracion para métodos del usuario y para futuros métodos
de HACH.

Figura 3.1. Colorimetro HACH DR/890 (Fuente: Autor)

Capitulo lll. Materiales y Métodos 43



Tabla 3.1. Especificaciones técnicas de colorimetro HACH DR/890

Caracteristicas Especificaciones

Rango de longitud de onda: 420, 520, 560, 610 nm

Ancho de banda espectral: 10 nm

Exactitud de longitud de onda: +1nm

Linealidad fotométrica: 1+ 0,002 A (0-1 A)
Reproducibilidad fotométrica: 1+ 0,005 A (0-1 A)

Precision fotométrica: + 0,005 A@1.0 ABS nominal
Lampara fuente: Diodo electroluminiscente (LED)
Detector: Fotodiodo de silicio

Concentracion, absorbancia, %

Modos de lectura de datos: , .
transmitancia

Almacenamiento de datos: Hasta 99 valores medidos
Rango fotométrico: 0-2A

Perdida de luz: <1,0% a 400 nm

Rango de funcionamiento: 0abd0°C

Tipo de baterias 4 Celdas alcalinas tipo AA
Peso de Instrumento 450 g (sin pilas)

Fuente: Manual Hach DR 890

En la Tabla 3.1 se presentan algunas especificaciones para el instrumento

DR/890, otras caracteristicas incluyen:

Capacidad de mas de 90 parametros de pruebas, desde el aluminio a zinc.
Seleccion automatica de la longitud de onda de acuerdo a los parametros
preprogramados.

Almacenamiento de datos y recuperacion de registro de datos de campo o
laboratorio.

Conversion de los resultados a formas alternativas para muchos
parametros (por ejemplo, POy, P,Os, P).

Temporizador de tiempo incorporado para controlar los tiempos de
reaccion especificos requeridos en los procedimientos de prueba.

Salida con adaptador IR (infrarrojos) para el conector RS232 que permite
la transferencia de datos del colorimetro con una impresora o0 un
ordenador externo.

Facilidad de ingreso de métodos por el usuario o nuevos métodos por
Hach.
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Procedimiento tipico de empleo de Espectrofotometro Serie DR/800

El procedimiento indicado abajo es referencial, siendo los volumenes especificos

de las muestras, los reactivos, las celdas de muestra e incluso los intervalos de

tiempo, pueden variar para cada procedimiento dado, en los métodos Hach.

Preparacién de

la muestra

1. Preparar la muestra y
la solucion de blanco (si
es necesario) para las
mediciones tal como se
describe en el
procedimiento de prueba
aplicable.

4, Colocar el blanco en el
soporte de celdas. Tapar
firmemente la celda de
muestra con la tapa del
instrumento.

7. Presionar: READ.

El cursor se movera
hacia la derecha, luego
aparecera el resultado.
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2. Presionar PRGM

La pantalla mostrara
PRGM ?. Utilizando el
teclado numeérico,
ingresar el numero de
programa  almacenado
para el parametro
deseado.

5. Presionar ZERO.

El cursor se movera
hacia la derecha y luego
la pantalla mostrara un
valor cero, la unidad de
medida y el parametro.

SETLR RECALL LT § L# <11

-HHEEE.

188 EEEEE 0871

[ zeno § awan Rl wwTen] wor R

3. La pantalla mostrara
las unidades de medida,
el parametro y el icono
ZERO.

6. Colocar la muestra de
prueba preparada en el
soporte de celdas. Tapar
firmemente la celda de
muestra con la tapa del
instrumento.
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3.3.  Metodologia

3.3.1. Localizacién del area de muestreo

Las areas de estudio se encuentran ubicadas en las localidades de Nobol,
Mangle y Samborondén. Las coordenadas de ubicacion de los sitios
muestreados corresponden a los indicados en la Tabla 3.2 en Coordenadas

Geograficas UTM huso horario 17, datum WGS 84.

Tabla 3.2. Ubicaciéon geografica de las areas de estudio

Sitio Coordenadas Descripcion del sector

Geograficas

UTM
Recinto 614251m E Las vias de acceso corresponden a una
El Mangle 9808821m S carretera de primer orden; para llegar a la

finca se debe recorrer una distancia de 2

km desde la via principal y a 58 km via a

Daule.
Hcda 642428 m E Las vias de acceso corresponden a una
g:\r\r(:;ctcr)cr)ir?dén 9786720 m S carretera de segundo orden; para llegar
a la finca se debe recorrer una distancia
de 0.5 km desde la carretera principal y a
16 km partiendo de la cabecera cantonal.
Nobol 609738 mE Las vias de acceso corresponden a una

9787253 m S carretera de primer orden; para llegar a la
finca se debe recorrer una distancia de 1
km desde el cruce vial y

aproximadamente a 32 km de Guayaquil.

Fuente: Investigacion de campo

Los sectores seleccionados fueron elegidos bajo los siguientes criterios:

a. Posibilidad de crecimiento y reproduccion de Azolla-Anabaena
b. Sectores de buena produccion arrocera
C. Distribucion geogréfica en el perfil ecuatoriano, (Figura 3.2).
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d. Facilidad de agua, en el caso de Samborondén y Nobol acceso a la
cuenca del rio Guayas con sus afluentes Daule y Babahoyo y en cuanto

al Mangle disponibilidad de agua subterranea.

Guaranda L

, .
» Bl
®
s— 28amborondon  Babahoyo
BmEn
» ElEhs
Guayaquil
ﬁzﬁgﬁ e 5t Boln

2 CHDONLE P8 DO e @ el B Ay VRN

Figura 3.2. Ubicacion geografica de sitios muestreados (Fuente: Google Earth)

3.3.2. Determinacion de la linea base edéafica de los sectores en estudio

Metodologia de muestreo

Se efectuaron varios recorridos por los sectores de Nobol, EI Mangle y
Samboronddn y se tomaron muestras representativas para ser posteriormente
analizadas. La toma de muestras se efectu6 el 6 de octubre del 2010, a
profundidad de 0 a 0.20 m empleando un barreno para muestreo de suelos
agricolas y una lampa (Figura 3.3). Las muestras fueron colectadas, enfundadas
e identificadas, conformando muestras de 1 kg, de las que por cuarteo se
destinaron al laboratorio agricola del Dr. Jorge Fuentes, destacado especialista,

para los analisis de aguas, suelos y foliares.
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Figura 3.3. Toma de muestras de suelo en sitios de estudio (Fuente: Datos de campo)

Andlisis de suelos

El objeto de realizar el andlisis de suelo fue determinar las condiciones del suelo

inicial y la diferencia de los mismos en el ensayo a emplearse.

Las muestras de suelos para fertilidad quimica fueron analizadas en el

Laboratorio de Analisis de Suelos del Dr. Jorge Fuentes, los métodos empleados

se indican en la Tabla 3.3, lo mismo que se explican a continuacién.

Tabla 3.3. Métodos empleados en la caracterizacion del suelo

Parametro

Método

Andlisis mecanico

pH

Conductividad Eléctrica
Conductividad intercambio catiénico
Materia Organica

Nitrégeno total

Fosforo

Potasio

Calcio

Magnesio

Hierro, Manganeso, Zinc, Cobre

Densimetro de Bouyoucos

Potenciometria; relacion suelo-agua y
KCI 1N; 1:2,5

Método Pasta Saturada

Percolacion Acetato de amonio

Walkley y Black % M.O. =% C x 1,724
Kjeldahl

Azul de Heteropoliacido

Fotometria de llama

Neutralizacion acida

Volumétrico EDTA

Olsen modificado

Fuente: Dr. Jorge Fuentes
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a) Textura por el método densimetro de Bouyoucos. La textura del suelo hace
referencia al tamano de las particulas del suelo, constituido por arena (0.05 a 2
mm), limo (0.002 a 0.05 mm) y arcilla (menor de 0.002 mm). Esta propiedad
determina en gran medida el comportamiento fisico y quimico del suelo. Este
método se basa en medir la densidad de la suspension del suelo, la cual esta en
funcién de la velocidad de sedimentacién de cada una de las particulas La
textura y la estructura (arreglo de las particulas de suelo en agregados) son los
dos factores que determinan el comportamiento del agua y del aire en el suelo, al
afectar la forma, distribucién y volumen de la fraccion de poros del suelo

(Koorevaar, et al.,1983).

b) pH: ElI pH es una de las mediciones mas comunes e importantes en los
analisis fisicos de suelo, ya que controla las reacciones quimicas y bioldgicas en
él. La determinacion del pH es afectada por varios factores tales como: el tipo y
cantidad de constituyentes organicos e inorganicos que contribuyen a la acidez
del suelo, la concentracion de sales, la relacion suelo solucién, la presion parcial
del biéxido de carbono, etc. Se mide en una pasta con una relacién 1:2.5 suelo-
agua, utilizando la técnica potenciométrica. Con ella se determina la actividad del
ion hidrogeno mediante el uso de un electrodo cuya membrana es sensible al

mismo.

¢) Conductividad Eléctrica. La medida de la conductividad de los extractos
obtenidos de un suelo permite establecer una estimacién aproximadamente
cuantitativa de la cantidad de sales que contiene. La relacion suelo-agua tiene
influencia sobre la cantidad y composicion de las sales extraidas, siendo

necesario especificar la relacion.

Para obtener la Conductividad Eléctrica del suelo en el extracto de Saturacion
inicialmente se prepara la pasta saturada; se extrae luego el extracto en un filtro

a presion. En el extracto obtenido se lee la conductividad Eléctrica.

d) Capacidad de intercambio catiénico (CIC) y cationes intercambiables. Se
empled el método de acetato de amonio a pH 7 (Chapman, 1965), usando el
primer filtrado para determinar la concentracién de cationes intercambiables de

calcio, magnesio, sodio y potasio por fotometria de emisién de llama.
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e) La matera organica se determind segun Walkley y Black (1934); La materia
organica tiene como principal componente al carbono, al cual acompafan
numerosos elementos en proporcion inferior. Es el carbono organico el que se
determina para posteriormente calcular la materia organica. Se aplica la técnica
volumétrica del método de Walkley y Black. Esta técnica se basa en una
combustion humeda de la materia organica con una mezcla de dicromato de
potasio y acido sulfurico; valor que indica el grado de acumulacion de materia
organica en un horizonte y se utiliza para diferenciar los suelos organicos de los

minerales.

f) Macroelementos. Estos elementos son esenciales para el crecimiento de las
plantas, produccién de frutos, entre otros procesos metabdlicos, son obtenidos
mayoritariamente del suelo y tienen origen mineral, salvo el nitrégeno que tiene

origen organico o atmosférico.

Los macroelementos se divididen en dos subgrupos, en funciéon al requerimiento

de las plantas, e incluyen:

Macroelementos primarios: N (nitrégeno), P (fésforo) y K (potasio).

Macroelementos secundarios: Ca (calcio), S (azufre) y Mg (magnesio).

g) Microelementos u oligoelementos. Las plantas tiene poca necesidad de estos
elementos, pero no quiere decir que sean menos importantes. Ellos son: B
(boro), Zn (zinc), Mn (manganeso), Fe (hierro), Mo (molibdeno) y Cu (cobre).
Generalmente los suelos agricolas tienen suficientes cantidad de estos

nutrimentos.

Los analisis de humedad del suelo, se realizaron en el Laboratorio de
Cromatografia del Instituto de Ciencias Quimicas y Ambientales de la Escuela
Superior Politécnica del Litoral. Para determinar la humedad del suelo las

muestras se colocaron a estufa a 105°C durante 48 horas.
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3.3.3. Métodos analiticos empleados en el agua

Semanalmente se realizé andlisis al agua de los tratamientos como también al
agua adicional, para poder estudiar la variacion de las caracteristicas del agua
utilizada en el experimento, hasta un total de seis semanas. Los parametros

determinados incluyeron:

a) Temperatura
La temperatura fue determinada mediante el empleo de un termémetro digital

OMRON, cuya lectura se puede visualizar en escala Celsius o Fahrenheit.

b) pH
Se realizé la medicién a temperatura ambiente con un pH-metro EUTECH
OAKTON pH 510 (Figura 3.4). El electrodo fue calibrado con disoluciones

tampén de pH 4, 7 y 10 antes de realizar las medidas.

¢) Conductividad
La medida de la conductividad se llevé a cabo a temperatura ambiente con un
conductimetro portatii ORION THERMO modelo Russell (Figura 3.5). La

conductividad eléctrica (CE) mide la cantidad de sales disueltas en el agua de

riego.

Figura 3.4. pH-metro EUTECH OAKTON Figura 3.5. Conductimetro
(Fuente: Programa Azolla) THERMO
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d) Nitrdgeno Amoniacal

El amoniaco fue medido mediante una reaccion de 10 mL de muestra con el
reactivo Salicilato de Amonio. Posteriormente se procedi6 a agitar y después de
un periodo de 3 minutos se agregd un segundo reactivo (Cianurato de Amonio),
se volvid a agitar la muestra y se dejé reposar nuevamente por 15 minutos. Una
vez transcurrido el tiempo necesario, se formé un complejo colorimétrico de color
verde y se midié en un espectrofotometro (HACH) a una longitud de onda de 620
nm. La intensidad de color fue proporcional a la concentracién de amoniaco
presente en la muestra, tomando como blanco 10 mL de agua destilada y

agregando los mismos reactivos que a la muestra.

e) Nitritos

La concentracion de nitritos fue medida como nitrégeno total de NO.. Para ello, a
10 mL de muestra se le agregé el reactivo Nitra Ver 3. Posteriormente se agito y
se dej6 reposar. Después de una reaccion de 15 minutos se formé un color rosa
cuya intensidad era directamente proporcional a la concentracién de nitritos

presente en la muestra.

Después de llevada a cabo la reaccion, la intensidad de color fue medida en
HACH a una longitud de onda de 520 nm, el espectrofotometro ajusta la curva
de calibraciéon automaticamente. Se tomaron 10 mL de la misma muestra sin

reactivo, la cual se colocé en el aparato y se ajusto la medicién a cero.

f) Nitratos

Para determinar el contenido de esta especie se agrego el reactivo NitraVer 5 a
10 mL de muestra. Se agitdé y se esperd un periodo de reaccion de 5 minutos.
Una vez trascurrido el tiempo indicado se procedié a leer en el HACH a una
longitud de onda de 520 nm, tomando como blanco 10 mL de la muestra sin

reactivo.

La concentracién medida es dada en mg NO=-N L. El rango analitico del
colorimetro para el analisis de Nitrato, de acuerdo al fabricante, 0 a 5 mg NO3-N
L™. El analisis involucra la reduccién de nitrato (NO™) a nitrito (NO™) por accion
del cadmio y la subsecuente reaccion de NO™ con &cido sulfanilico, para dar un

producto de color ambar.
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3.3.4. Organismos experimentales

Se recolectaron especies de Azolla Caroliniana del sector de San Gabriel Daule
las cuales fueron transportadas en bolsas de plastico en condiciones adecuadas
para la movilizacion, posteriormente se aclimataron los helechos recolectados

por un par de semanas a las nuevas condiciones.

Una vez alcanzado el tamafo apropiado, se llevd a cabo la distribucion del
rango de tamano y peso inicial de los helechos (0.02 a 0.03 gramos) que

formarian parte del experimento.

Las muestras obtenidas de Azolla, se asignaron al azar a los diferentes

tratamientos, sembrandose a una densidad de 3 Azollas/bandeja (Figura 3.6).

Figura 3.6. Seleccion, pesaje y siembra (Fuente: Investigacion de campo)

Los helechos estuvieron en condiciones de temperatura, luminosidad, y
humedad relativa idénticas, desde el 06 de octubre de 2010, fecha de inicio de la
fase experimental hasta el 19 de noviembre de 2010 cuando los helechos

coparon el espejo de agua de las bandejas.
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3.3.5. Pruebas preliminares

Se realizaron pruebas iniciales para obtener posibles matrices con los cuales se
trabajaria posteriormente, inoculando con un mismo numero de Azolla-
Anabanena y agua potable con los que se establecieron los ensayos indicados
en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Ensayo preliminar experimental

# Tratamiento Referencia
1 Sin Sedimento Fig. 3.7. a
2 Sedimento Fig. 3.7.b
3 Carbon - sedimento Fig. 3.7.c
4 Carbon Fig. 3.7.d
5 Nutrientes nitrogenados Fig. 3.7. e

Sedimento=suelo de sector agricola
Carbon de cascarilla de arroz (Fuente: Investigacion de campo)

Figura 3.7. Azolla en ensayo preliminar a. Sin sustrato, b. Solo sustrato, c.
Ceniza-sustrato, d. Ceniza, e. Nutrientes (Fuente: Autor)

De acuerdo a lo observado en la Figuras 3.7, se concluye mediante simple
inspeccion visual que los ensayos a y b fueron los de mejor rendimiento,

tomando en consideracion color del helecho y cantidad de biomasa.

De lo indicado se procedio a realizar las pruebas confirmativas con el ensayo
sustrato, con la diferencia que en lugar de agua potable se utilizé agua propia de
los sectores a estudiar, considerando que el cloro del agua potable influye en el

crecimiento.
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3.3.6. Unidad Experimental

El experimento de 6 semanas de duracion se realizé en las instalaciones del
Programa Azolla del Instituto de Ciencias Quimicas y Ambientales (ICQA) de la

Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL).

Este se llevé a cabo en tinas de plastico con capacidad de 1.60 L, a las cuales
se les agregd un recubrimiento de sedimento de los sectores agricolas,
simulando las caracteristicas de las condiciones de crecimiento del Azolla en

campo.

Se empled el colorimetro DR890 marca HACH que mide el desarrollo del color a
una longitud de onda determinado para el andlisis efectuado de la solucion
colocada dentro de la celda. En los analisis monitoreados un volumen especifico
(10 mL) es agregado en las celdas con un sobre de reactivo por un tiempo de
acuerdo al parametro a analizar. La medida de la absorcion es convertida a

concentracién usando una calibraciéon almacenada en el equipo.

Se evalud la reproduccion del Azolla-Anabanenas agregando 3 unidades del
helecho y disponiéndolos en una bandeja de crecimiento con 2 L de agua de rio.
Las bandejas plasticas tienen un area de 357 cm?. La altura de la columna
liguida en la bandeja fue mantenida en 5 cm. El experimento se desarrollé en
bandejas por triplicado, variando el sedimento con suelo de Mangle, Nobol y
Samboronddn. El sedimento fue analizado previamente asi como el agua

empleada.

Semanalmente fueron medidos parametros de calidad de agua tales como pH,
Potencial redox, Conductividad, Temperatura, nitrégeno amoniacal (NH,"),
nitritos (NOy), y nitratos (NO3’). Para ello se utilizaron las técnicas impresas en el
manual HACH DR/890 (Anexo), aprobadas por la agencia de proteccion
ambiental de los Estados Unidos (USEPA).

En el ensayo se trabajé con una tasa de recambio de agua de alrededor del 10

% diario, para compensar la evapotranspiracion.
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Se realiz6 una determinacion fisiolégica de un arroz cultivado con urea y Azolla

para saber el rendimiento y efecto de los fertilizantes en el arroz inundado.
3.3.7. Crecimiento

Semanalmente se llevaron a cabo calculo de area de cada tratamiento para
observar el desarrollo de los organismos con respecto al tiempo, asi mismo se

determind longitud de raices.

Se decidid determinar la tasa relativa de crecimiento (TRC) y la tasa de

duplicacion (TD).

La tasa relativa de crecimiento se determiné mediante la férmula (Espinoza,
2002):

TRC = (In Po-In P3) / t

Donde P, y P, son el peso seco inicial y final, respectivamente, y t es el periodo

de observaciones en dias. Los valores son presentados en dia™.

La tasa de crecimiento en términos de duplicacion (TD) se calculé mediante el

uso de la ecuacién de Aziz et al. (1983):
TD=t/r
Donde t=tiempo del crecimiento de Azolla en dias,

r=[log (wt / wo)/ 0.301]

Woy Wt son peso Azolla seco inicial y final.

3.3.8. Disefio Experimental

Se utilizé el disefio en bloques completos al azar o randomizados con tres

repeticiones (bloques) y 9 tratamientos, en la Tabla 3.5 se resumen.
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Tabla 3.5. Delineamiento Experimental

Caracteristicas

Tipo de disefio: DBCA
Numero de tratamientos: 9
Numero de repeticiones en cada dia: 3
Numero de dias del experimento: 42

Fuente: Autor, 2011

Los tratamientos fueron los establecidos en la Tabla 3.6, los mismos que

tuvieron tres (3) repeticiones por tratamiento con agua.

Tabla 3.6. Matriz de tratamientos del Azolla-Anabaena en bandejas

Muestras Tratamiento Repeticién Sedimento Matriz Abreviatura Simbologia
1 1 1 Nobol Sinnada SN T1R1
2 1 2 Nobol Sinnada SN T1R2
3 1 3 Nobol Sinnada SN T1R3
4 2 1 Nobol Carboén SN+C T2R1
5 2 2 Nobol Carbén SN+C T2R2
6 2 3 Nobol Carboén SN+C T2R3
7 3 1 Nobol Bacterias SN +B T3R1
8 3 2 Nobol Bacterias SN +B T3R2
9 3 3 Nobol Bacterias SN +B T3R3

10 4 1 El Mangle Sinnada SM T4R1
11 4 2 El Mangle Sinnada SM T4R2
12 4 3 El Mangle Sinnada SM T4R3
13 5 1 El Mangle Carbén SM+C T5R1
14 5 2 El Mangle Carbén SM+C T5R2
15 5 3 El Mangle Carbén SM+C T5R3
16 6 1 El Mangle Bacterias SM +B T6R1
17 6 2 El Mangle Bacterias SM + B T6R2
18 6 3 El Mangle Bacterias SM + B T6R3
19 7 1 Samborondén Sinnada SS T7R1
20 7 2 Samborondén Sinnada SS T7R2
21 7 3 Samborondén Sinnada SS T7R3
22 8 1 Samborondén Carboén SS+C T8R1
23 8 2 Samborondén Carbén SS+C T8R2
24 8 3 Samborondén Carbén SS+C T8R3
25 9 1 Samborondén Bacterias SS +B TI9R1
26 9 2 Samborondén Bacterias SS +B TI9R2
27 9 3 Samborondén Bacterias SS +B TI9R3

Leyenda de la Tabla 3.6.
S: Sedimento; C: Carbén de cascarilla de arroz; B: Bacterias (Fuente: Investigacion de campo)
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El carbon se adicioné para agregar carbono al medio, siendo de 40 g por cada
ensayo, estimando que ayudaria a mejorar la metabolizacion de los
microorganismos presentes en el suelo y agua, acelerando el crecimiento del

Azolla-Anabaena.

3.3.9. Factor de estudio experimental

Enla Tabla 3.7 se presenta una breve descripcion de los datos analizados.

Tabla 3.7. Factor de estudio experimental

Planteamiento del Determinacion del % N y area para seleccionar la

experimento: mejor metodologia.

Concentracion de Nitritos, nitratos, amonio, fosforo,
pH, Conductividad
Tratamientos: Métodos T1, T2, T3,T4, T5, T6, T7, T8 y T9

Observar si existe evolucion en la fijacion del

Factores de estudio:

_ nitrégeno (metabolitos) a través del Azolla, para
Variable de respuesta: . . _ N
seleccionar el mejor tratamiento para reproduccion

de Azolla
3 repeticiones 7 semanas dando un total de 21

Repeticiones: o
réplicas.

Fuente: Investigacion de campo

3.3.10. Estructuray croquis del disefio experimental
Los nueve tratamientos en estudio fueron asignados en Bloques completos al

azar (BCA) en bandejas de plastico cada uno, dispuestos experimentalmente

como se indica en Figura 3.8.
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Bloque 2 Bloque 1 Bloque 3
N K_J\ A

Figura 3.8. Estructura del disefio experimental bloques completos al azar con 9

tratamientos y 3 repeticiones (Fuente: Investigacion de campo)

3.3.11. Anéalisis Estadistico

Para el tratamiento estadistico de los datos de los que constan en el presente
trabajo, fue necesario el uso del programa informatico; InfoStat (2011) como
programa de analisis estadistico, y como hoja de calculo, MICROSOFT EXCEL
2010 (integrado en el paquete ofimatico MICROSOFT OFFICE 2010), programa

necesario para la organizacion, gestioén y presentacion de los datos.

El analisis estadistico realizado consté de las siguientes fases:

Exploracion estadistica de las variables

Como paso previo al resto de los analisis, se realizé un analisis exploratorio de
los datos de cada variable usando técnicas de estadistica descriptiva, a fin de
conocer el comportamiento de la poblacién y en los que casos en los que fuera

necesario una depuracién de los datos de la misma.

Comprobacion de la normalidad de varianzas de las variables

A continuacién se verifico la hipotesis de normalidad de varianzas, para ello se
utilizé el test de Kolmogorov-Smirnorv. Esta prueba es una alternativa a la
prueba de bondad de ajuste Ji-Cuadrado, preferida cuando la muestra es
pequefa, la prueba de Kolmogorov es exacta aun para muestras pequefias,

mientras que la prueba Ji-Cuadrado requiere de muestras suficientemente
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grande para que la distribucién Ji-Cuadrado sea una buena aproximacion de la
distribucion de la estadistica de la prueba. El nivel de significacion del test para

aceptar la hipétesis nula establecida, fue p<0.05.

Andlisis de la varianza de una via (ANAVA)
Una vez comprobado que los datos eran normales, se procedié a realizar los
analisis de varianza (ANAVA) para verificar la existencia de diferencias

significativas entre los tratamientos, para un nivel de probabilidad p<0.05.

Test de comparacién multiple de medias

Una vez realizado el analisis de la varianza, en aquellos casos en los que se
encontraron diferencias significativas, se procedi6 a realizar un test de
comparacion de medias con el objeto de analizar qué variables eran diferentes

entre si. Para ello se uso el test de Turkey

3.3.12. Planteamiento de hipétesis

Planteamos las siguientes hipétesis:

H1. La fijacion del nitrégeno permitirda entender el comportamiento del Azolla-

Anabaena frente a un cultivo inundado.

H2. Uno de los tratamientos es diferente a los demas en el rendimiento de

Azolla-Anabanena.

H3. El crecimiento del sistema Azolla-Anabaena ocurre en forma exponencial en

relacion con el tiempo.

H4. La calidad del suelo mejora debido al empleo del helecho Azolla.

HS5. El agua se enriquece de nitrogeno por las reacciones bioquimicas que

desencadena la evolucion del Azolla-Anabaena.
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3.3.13. Nivel de significacion y regla de decision

Habiéndose escogido un nivel de significacion del 5%, se aceptara la hipétesis
nula si el valor de F calculado corresponde a una probabilidad inferior a dicho
nivel, es decir, a p<0.05; caso contrario sera rechazada y se aceptara la

hipotesis alterna.

Capitulo lll. Materiales y Métodos 61



V. RESULTADOS Y
DISCUSION



CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

La fase experimental de esta tesis comprendié la ejecucion de los nueve
tratamientos planteados. Los resultados de los analisis permitieron evaluar la
fijacion nitrogenada del Azolla y su transferencia al agua y al sedimento. Por su
parte, los resultados del célculo del area de crecimiento realizados en este
estudio permiten establecer comparacion con otros estudios de propagacion. En
este capitulo se presentan los resultados de la parte experimental de este

proyecto.

4.1. Comparacion de suelo

Como parte inicial del proceso experimental se realizaron andlisis de suelo al
inicio y al cierre del mismo, para evaluar la biodisposicion de las especies
agroquimicas del suelo por efecto de la propagacion del Azolla cuyos resultados

se indican en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1 Resultados de analisis de suelos al inicio y cierre del experimento

Condiciones INICIAL FINAL

Pardmetro Unid.  Nobol Mangle Samborond. Nobol Mangle Samborond.
Arena % 17 12 10 7 29 6
Limo 25 35 50 30 28 40
Arcilla 58 53 40 63 43 55
Clase - A A AL/FAL Ap A A/AL
DA gr/lcm3 1.25 1.15 1.40 1.22 1.32 1.17
pH u. 6.65 7.20 7.20 6.45 6.83 6.42
CE 11 mmhos  0.88 1.15 0.88 1.43 1.07 1.15
MO % 1.04 1.84 1.32 2.29 2.03 2.46
N 0.06 0.11 0.08 0.14 0.12 0.15
CIC meq/ 39.20 38.26 22.14 36.17 24.08 32.84
Na 100 gr 1.18 0.85 0.56 1.42 1.17 1.13
Kint. 0.72 0.67 0.27 1.19 0.58 0.99
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Ca ppm 23.52 18.26 12.75 12.39 7.08 10.34

Mg 17.47 17.53 26.25 9.06 6.87 9.31
P 0.64 4.08 2.33 2.12 3.04 6.18
Fe 304.00 295.65 407.14 180.67 175.15 222.95
Mn 196.00 243.48 46.43 140.67 89.16 88.65
Zn 4.32 4.35 2.29 2.66 1.55 3.63
Cu 4.40 6.10 3.00 10.06 4.64 9.74
S 11.00 28.00 28.00 76.60 118.60 72.50

Fuente: Dr. Jorge Fuentes

Segun Navas (2000), el nitrogeno de un suelo sin cepa de Azolla, tiende a
disminuir con el tiempo. Sn embargo el contenido de N en los tratamientos en
estudio tienden a aumentar, por lo que se infiere que el Azolla estan aportando
al medio parte del N fijado por la cianobacteria, Anabaena Azollae.

Asi mismo, analizando el valor de materia organica en los sedimentos
estudiados se puede notar que al momento de arrancar con la prueba los valores
son algo menores, que después de los 42 dias de haber estado en tratamiento
con Azolla.

En el pardmetro hierro los valores desciende, que puede deberse a que el
Azolla para su reproduccion necesita ciertos niveles de hierro, el cual los ha
absorbido del sedimento donde se desarrolla, por ende los valores se reducen,

siendo conforme con los datos de crecimiento.

Cabe anotar que al finalizar el experimento se observé coloracién en las
bandejas plasticas de un tono rojizo, que puede deberse a la presencia de
hierro, donde la intensidad de color disminuye desde el sector de Mangle a

Nobol y a Samborondon.

Figura 4.1. Recipientes de la experimentacidn con disposicion rojiza en su fondo
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4.2. Crecimiento de Azolla

Las Azollas seleccionadas se dispusieron en las bandejas de investigacion, con
la densidad inicial presentada en la Figura 4.2 al cubrirse de Azolla el espejo de
agua (Figura 4.3) el experimento fue concluido.

e g o et

Figura 4.2. Disposicion del Azolla al Figura 4.3. Crecimiento de Azolla a
momento de iniciar la investigacion los 42 dias

Para mayor compresion y facilidad de explicacion los nueve tratamientos
estudiados se agruparon considerando las categorias: (1) Sector del sedimento
(Nobol, Mangle y Samborondén) y (2) Elementos agregados (Sin nada, Carbén y

Bacterias).

En la Tabla 4.2 se presentan los datos de rendimiento de Azolla en t/h*d, dando
la matriz Mangle el menor rendimiento 0.238 t/h*d, promedio de las 9 réplicas, y

Samborondén el mayor rendimiento 0.640 t/h*d.

Tabla 4.2. Rendimiento del Azolla en la fase experimental

Matriz t/h*d  Minima Maxima
Nobol 0.506 0.358 0.563
Mangle 0.238 0.139 0.464
Samborondén 0.640 0.562  0.764
Sin nada 0.455 0.139 0.672
Carbon 0.464 0.148 0.764
Bacterias 0.464 0.187 0.616

Fuente: Investigacion de campo
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Los rendimientos reportados (0.640) menores a 1.2 t/h*d determinados por
Montafio (2010), se explicarian por el cuidado del cultivo de Azolla, en contraste
a la experimentacion de este estudio que fue al ambiente natural, sin nutrientes

y sin proteccion del sol.

En las Figuras 4.4 y 4.5 se observa en resumen los datos de crecimiento
registrados durante el periodo experimental (dia 0, 7, 14, 21, 28, 35 y 42), para

la variable area en cada tratamiento.
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Figura 4.4. Comparacion del area crecimiento de Azolla en los tratamientos de

acuerdo a Sector del sedimento
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Figura 4.5. Comparacion del area crecimiento de Azolla en los tratamientos de

acuerdo a Elemento agregado
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De acuerdo a la Figura 4.4, Sector del sedimento, Samborondoén representa el
de mayor area desarrollada y Mangle el de menor rendimiento, mientras que en
la Figura 4.5, Elemento agregado, el tratamiento con bacterias es el de mayor

area, dando resultados similares para el tratamiento Sin nada y Carbon.

En cuanto a los resultados de tiempo de duplicacion de la biomasa reportados
en la Tabla 4.3, casi todos los tratamientos de la experimentacién fueron de 6
dias a excepcion de Mangle de 10 dias, difiiendo poco de lo reportado por
Espinoza (2002), de 4 dias, siendo estos realizados en recipientes que
contenian solucién nutritiva de Hoagland y 7.5 dias de Mosquera (2002) que

realizd un experimento con solucion similar al de Espinoza.

Tabla 4.3. Tasa relativa de crecimiento (TRC) y tiempo de duplicacién (TD) de

Azolla
Matriz TCR(d? TD (d)
Nobol 0.114 6.08
Mangle 0.063 10.92
Samborondoén 0.132 5.25
Sin Nada 0.112 6.19
Carboén 0.115 6.02
Bacterias 0.120 5.77

Fuente: Investigacion de campo

En la Tabla 4.4 y 4.5 se presentan los resultados obtenidos con el software

estadistico InfoStat en el ultimo periodo (dia 42) del desarrollo del experimento.

Tabla 4.4. Estadistica descriptiva del area de Azolla-Anabaena a los 42 dias del

ensayo
TRATAM Variable n Media D.E. Min Max Mediana
SM AREA 36.67 2.98 33.9 39.83 36.28

3
SM+B AREA 3 48.77 8.29 41.02 57.52 47.78
SM+C AREA 3 2451 0.75 23.68 25.14 24.71
SN AREA 3 119.07 17.66 99.33 133.37 124.52
SN+B AREA 3 216.2 14.23 199.77 224.65 224.18
SN+C AREA 3 132.52 10.95 121.87 143.75 131.93
SS AREA 3 234.91 23.95 220.45 262.56 221.72
SS+B AREA 3 311.76 25.1 283.1 329.85 322.32
3

SS+C AREA 247.67 28.91 225.23 280.29 237.48

Fuente: Investigacién de campo
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Tabla 4.5. Andlisis estadistico con el test de Tukey de la variable area de Azolla-

Anabaena a los 42 dias del ensayo

Andlisis de la varianza
Variable N R2 R2A] Cv
AREA 27 1 0.97 12

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC g CM F p-valor
Modelo 262156.62 10 26215.56 78 <0.0001
BLOQUE 128.46 2 64.23 0.19 0.8279
TRATAM  262027.15 8 32753.39 97.5 <0.0001
Error 5376.05 16 336.00

Total 267532.67 26

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=53.24335

Error: 336.0031 gl: 16
TRATAM Medias n E.E.
SS+B 311.76 3 10.58 A
SS+C 247.67 3 10.58 B
SS 23491 3 10.58 B
SN +B 216.20 3 10.58 B
SN+C 13252 3 10.58 C
SN 119.07 3 10.58 C
SM + B 48.77 3 10.58 D
SM+C 2451 3 10.58 D
SM 36.67 3 10.58 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)
Fuente: Investigacion de campo

De la Tabla 4.4, y 4.5 se observa y se confirma estadisticamente que:

La media (area promedio) por tratamiento de Azolla-Anabaena que presento el
valor mas alto corresponde al tratamiento Sedimento de Samborondén mas
bacterias (SS + B).

La D.E. (desviacion estandar) del area de Azolla-Anabaena de cada tratamiento
present6 la menor dispersion en el tratamiento SM + C, Sedimento de Mangle

mas Carbon.

El test Tukey formo 4 grupos, siendo el de mejor tratamiento el Sedimento de
Samborondén mas bacterias (SS + B) con un area promedio de 311.76 cm?. El
de peor tratamiento es el Mangle que agregando algo o sin nada esta al final de

los tratamientos.
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4.3. Parametros fisico-quimicos

En este acapite se presenta un resumen de los parametros ambientales pH,

Conductividad, registrados durante el periodo experimental.

En la Figura 4.6 se muestra el comportamiento de los valores de pH del agua

inicial y adicionada semanalmente por efecto de la evapotranspiracion.

pH
(u)

76 A, A

/\ MNobol
790 -\ P —s—Samboronddn

—i—Mangle

6.8

Tiempo

6.4 - ' (dias)

Figura 4.6. Caracteristicas del pH (u) registrado en el agua agregada por efecto

de la evapotranspiracion en el transcurso de la investigacion

En la Figuras 4.7 se observa un resumen de los datos registrados durante el
periodo experimental (dia 7, 14, 21, 28, 35 y 42), para la variable pH en cada

tratamiento.

De acuerdo a las Figuras 4.6 y 4.7 los valores de pH se observa tendencia hacia
arriba el agua del Sector del Mangle, tipo subterranea, en el restos delagua

obtenida de rios presenta un comportamiento parejo.

En la Figura 4.7 se observa claramente la diferencia en cuanto al valor del pH
en el grupo Sector del sedimento en cambio en el grupo Elemento agregado
son comunes en los tratamientos utilizados, por lo que no indica que no existe

diferencias en cuanto a sustancia agregada pero si al agua empleada.
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Figura 4.7. Comportamiento del pH (u) en los tratamientos de acuerdo a Sector

del sedimento y Elemento agregado en el transcurso de la investigacion

En la Tabla 4.6 y 4.7 se presentan los resultados obtenidos con el software

estadistico InfoStat en el ultimo periodo (dia 42) del desarrollo del experimento.

Tabla 4.6. Estadistica descriptiva pH (u) en el medio acuatico a los 42 dias del

ensayo

TRATAM Variable n Media D.E. Min Max Mediana
SM pH 3 797 0.74 7.17 8.64 8.09
SM+B pH 3 8.29 0.2 8.16 8.52 8.18
SM+C pH 3 7.96 0.36 7.68 8.37 7.83
SN pH 3 6.75 0.21 6.52 6.93 6.8
SN +B pH 3 6.74 0.49 6.28 7.26 6.67
SN+ C pH 3 6.69 0.31 6.39 7.01 6.67
SS pH 3 6.46 0.31 6.18 6.79 6.42
SS+B pH 3 6.54 0.23 6.41 6.8 6.41
SS+C pH 3 6.49 0.25 6.27 6.76 6.43

Fuente: Investigacion de campo
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Tabla 4.7. Andlisis estadistico con el test de Tukey de la variable pH (u) en el

medio acuatico a los 42 dias del ensayo

Andlisis de la varianza
Variable N Rz R2Aj Ccv
pH 27 0.91 0.86 4.13

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1.51 10 1.45 16.9 <0.0001
BLOQUE 1.26 2 0.63 7.34 0.0055
TRATAM  13.25 8 1.66 19.3 <0.0001
Error 1.37 16 0.09

Total 15.88 26

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.85063

Error: 0.0858 gl: 16
TRATAM Medias n E.E.

SM +B 8.29 3 0.17 A

SM 7.97 3 0.17 A
SM+C 7.96 3 0.17 A

SN 6.75 3 0.17 B
SN +B 6.74 3 0.17 B
SN+C 6.69 3 0.17 B
SS+B 6.54 3 0.17 B
SS+C 6.49 3 0.17 B
SS 6.46 3 0.17 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)
Fuente: Investigacion de campo

De la Tabla 4.6, y 4.7 se observa y se confirma estadisticamente que:

La media (pH promedio) por tratamiento de Azolla-Anabaena que presento6 el
valor mas alto corresponde al tratamiento Sedimento de Mangle mas bacterias
(SM + B).

La D.E. (desviacion estandar) del pH de Azolla-Anabaena de cada tratamiento
present6 la menor dispersion en el tratamiento SM + B, Sedimento de Mangle

mas bacterias, muy de cerca del Sedimento de Nobol (SN).

El test de Tukey formo 2 grupos, siendo claramente el grupo del Mangle el de
mayor pH promedio. El otro grupo formado por el resto de tratamientos, en

condiciones estadisticamente iguales.

Capitulo IV. Resultados y Discusién 70



En la Figura 4.8 se presenta el comportamiento de los valores Conductividad

(uS/cm) del

evapotranspiracion.
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Figura 4.8. Valores de Conductividad (uS/cm) registrada en el agua agregada

por efecto de la evapotranspiracién en el transcurso de la investigacion

En la Figuras 4.9 se observa un resumen de los datos registrados durante el

periodo experimental (dia 7, 14, 21, 28, 35 y 42), para la variable conductividad

en cada tratamiento.
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Figura 4.9. Comportamiento de la Conductividad (uS/cm) registrada en los

tratamientos de acuerdo a Sector del sedimento y Elemento agregado durante el

periodo experimental
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De la Figura 4.9 Se observa un incremento en la conductividad de todos los
tratamientos, el mismo que puede deberse por mayor presencia de iones;

concentracion, o movilidad, como también de la temperatura ambiental.

Realizando una comparativa de conductividad y pH de la Figura 4.7 y 4.9 el
sector Samboronddn tienen la misma tendencia, se encuentran en la parte baja

de los tratamientos.

En la Tabla 4.8 y 4.9 se presentan los resultados obtenidos con el software

estadistico InfoStat en el ultimo periodo (dia 42) del desarrollo del experimento.

Tabla 4.8. Estadistica descriptiva Conductividad (uS/cm) en el medio acuatico a

los 42 dias del ensayo

TRATAM Variable n Media D.E. Min Max Mediana
SM uS/cm 3 1805.7 49.7 1749.0 1842.0 1826.0
SM+B upS/cm 3 1810.0 195.2 1588.0 1955.0 1887.0
SM+C uS/cm 3 22133 65.1 2150.0 2280.0 2210.0
SN pS/cm 3 1502.0 233 1477.0 1523.0 1506.0
SN +B puS/cm 3 1390.7 101.2 1277.0 1471.0 1424.0
SN+ C uS/cm 3 1674.7 281.7 1350.0 1854.0 1820.0
SS pS/cm 3 8623 1121 740.0 960.0 887.0
SS+B uS/cm 3 1030.3 81.3 937.0 1086.0 1068.0
SS+C uS/cm 3 1303.0 279.7 994.0 1539.0 1376.0

Fuente: Investigacion de campo

Tabla 4.9. Andlisis estadistico con el test de Tukey de la variable conductividad

(uS/cm) en el medio acuético a los 42 dias del ensayo

Andlisis de la varianza
Variable N Rz R2Aj Ccv
puS/cm 27 0.92 0.88 9.86

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 4327739 10 432773.93 19.5 <0.0001
BLOQUE 109988.7 2 5499433 2.48 0.1153
TRATAM 4217751 8 527218.83 23.8 <0.0001
Error 354765.3 16 22172.83

Total 4682505 26

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=432.51
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Error: 22172.83 gl: 16

TRATAM Medias n E.E.
SM+C 2213.33 3 85.97 A
SM+B 1810 3 85.97 A B
SM 1805.67 3 85.97 A B
SN+C 1674.67 3 85.97 B C
SN 1502 3 85.97 B C
SN+B 1390.67 3 85.97 B C D
SS+C 1303 3 85.97 C D
SS+B 1030.33 3 85.97 D E
SS 862.33 3 85.97 E
Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes(p<= 0.05)

Fuente: Investigacién de campo

De la Tabla 4.8, y 4.9 se observa y se confirma estadisticamente que:

La media (uS/cm promedio) por tratamiento de Azolla-Anabaena que presento el
valor mas alto corresponde al tratamiento Sedimento de Mangle mas carbon (SM
+C).

La D.E. (desviacion estandar) de la conductividad del agua Azolla-Anabaena de
cada tratamiento presento6 la menor dispersidn en el tratamiento SN, Sedimento
de Nobol.

El test de Tukey formo varios grupos, siendo en todos los grupos el de mayor
Conductividad promedio el tratamiento formado sedimento mas carban.

4.4. Fijacion nitrogenada

En esta seccidén se presentan los datos obtenidos en la fase experimental a lo

largo del ensayo con el colorimetro DR 890 para las especies ionicas del
nitrégeno (NO,, NOs, NH,")
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4.4.1. Evaluacion del nitrégeno del nitrito

Se presenta el resumen de resultados de los andlisis colorimétricos realizados
tanto al agua inicial como al agua de los tratamientos. En la Figura 4.10 se
presenta una muestra de la reaccion del nitrégeno del nitrito después de haber

reaccionado con los quimicos, se realiza la lectura con el Colorimetro DR890.

Figura 4.10. Reaccion de nitritos para andlisis colorimétrico
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Figura 4.11. Caracteristicas Nitrdgeno del nitrito del agua agregada por efecto

de la evapotranspiracion en la investigacion
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En la Figuras 4.12 se observa un resumen de los datos registrados durante el
periodo experimental (dia 14, 21, 28, 35 y 42), para la variable nitrogeno del

nitrito en cada tratamiento, el dia 7 no se registrg por falta de implementos.
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Figura 4.12. Evolucion del Nitrégeno del nitrito en el medio acuético del Azolla-
Anabaena en los tratamientos de acuerdo a Sector del sedimento y Elemento

agregado durante el periodo experimental

Comparando la Figura 4.11 y 4.12 se observa un ligero incremento gradual del

Nitrégeno del nitrito.

En la Tabla 4.10 y 4.11 se presentan los resultados obtenidos con el software

estadistico InfoStat en el ultimo periodo (dia 42) del desarrollo del experimento.

Tabla 4.10. Estadistica descriptiva del Nitrdgeno del nitrito en el medio acuatico

a los 42 dias del ensayo

TRATAM Variable n Media D.E. Min Max Mediana

SM NO2-N 3 0.07 0.04 0.03 0.12 0.07
SM+B NO2-N 3 0.09 0.05 0.03 0.14 0.09
SM+C NO2-N 3 0.1 0.04 0.06 0.14 0.08
SN NO2-N 3 0.17 0.05 0.14 0.23 0.14
SN +B NO2-N 3 0.07 0.03 0.05 0.11 0.05
SN+C NO2-N 3 0.19 0.01 0.18 0.2 0.19
SS NO2-N 3 0.02 0.01 0.02 0.03 0.03
SS+B NO2-N 3 0.05 0.01 0.04 0.06 0.06
SS+C NO2-N 3 0.11 0.11 0.03 0.24 0.08

Fuente: Investigacién de campo
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Tabla 4.11. Andlisis estadistico con el test de Tukey de la variable Nitrogeno del

nitrito en el medio acuatico a los 42 dias del ensayo

Andlisis de la varianza
Variable N Rz R2Aj CcVv
NO2-N 27 0.68 0.48 48.9

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.08 10 0.01 3.37 0.015
BLOQUE 0.01 2 4.20E-03 1.84 0.1908
TRATAM 0.07 8 0.01 3.75 0.0117
Error 0.04 16 2.30E-03

Total 0.11 26

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS= 0.13830

Error: 0.0023 gl: 16
TRATAM Medias n E.E.

SN+C 0.19 3 0.03 A

SN 0.17 3 0.03 A
SS+C 0.11 3 0.03 A B
SM+C 0.10 3 0.03 A B
SM+B 0.09 3 0.03 A B
SM 0.07 3 0.03 A B
SN +B 0.07 3 0.03 A B
SS+B 0.05 3 0.03 A B
SS 0.02 3 0.03 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)
Fuente: Investigacion de campo

De la Tabla 4.10, y 4.11 se observa y se confirma estadisticamente que:

La media (N-NO;) por tratamiento de Azolla-Anabaena que presenta el valor mas

alto corresponde al tratamiento Sedimento de Nobol mas carbon (SN + C).

La D.E. (desviacion estandar) del N-NO, del agua Azolla-Anabaena de cada
tratamiento presentd la menor dispersion el tratamiento de Sedimento de

Samboronddn (SS) y Sedimento de Samborondén mas bacterias (SS + B).

El test de Tukey formo 3 grupos, siendo el grupo de Nobol (SN+C, SN) el de
mayor media. Un grupo intermedio que no muestras diferencias significativas

entre ellos, y uno al final de los tratamientos diferente al resto (SS)
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4.4.2. Evaluacion del nitrégeno del nitrato

Se presenta el resumen de resultados de los andlisis colorimétricos realizados
tanto al agua inicial como al agua de los tratamientos. En la Figura 4.13 se
presenta una muestra de la reaccién del nitrégeno del nitrito después de haber

reaccionado con los quimicos, se realiza la lectura con el Colorimetro DR890.

Figura 4.13. Reaccion de nitratos para analisis colorimétrico, notese el
precipitado formado
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Figura 4.14. Caracteristicas Nitr6geno del nitrato del agua agregada por efecto

de la evapotranspiracion en la investigaciéon
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En la Figuras 4.15 se observa un resumen de los datos registrados durante el

periodo experimental (dia 14, 21, 28, 35 y 42), para la variable nitrogeno del

nitrato en cada tratamiento, el dia 7 no se registro por falta de implementos.
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Figura 4.15. Evolucién del Nitrégeno del nitrato en el medio acuético del Azolla-

Anabaena en los tratamientos de acuerdo a Sector del sedimento y Elemento

agregado durante el periodo experimental

En la Tabla 4.12 y 4.13 se presentan los resultados obtenidos con el software

estadistico InfoStat en el ultimo periodo (dia 42) del desarrollo del experimento.

Tabla 4.12. Estadistica descriptiva del Nitrégeno del nitrato en el medio acuético

a los 42 dias del ensayo

TRATAM Variable n Media D.E. Min Méax Mediana
SM NO3-N 3 2 0.66 1.3 2.6 2.1
SM +B NO3-N 3 2.53 0.83 1.6 3.2 2.8
SM+C NO3-N 3 2.43 0.93 14 3.2 2.7
SN NO3-N 3 2.5 0.3 2.2 2.8 2.5
SN +B NO3-N 3 1.67 0.4 1.3 2.1 1.6
SN+C NO3-N 3 1.7 0.75 1 2.5 1.6
SS NO3-N 3 1.13 0.31 0.8 14 1.2
SS+B NO3-N 3 1.8 0.53 14 2.4 1.6
SS+C NO3-N 3 2.6 0.69 1.8 3 3
Fuente: Investigacion de campo
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Tabla 4.13. Analisis estadistico con el test de Tukey de la variable Nitrégeno del

nitrato en el medio acuético a los 42 dias del ensayo

Andlisis de la varianza
Variable N Rz R2Aj Ccv
NO3-N 27 0.48 0.15 32.47

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 6.48 10 0.65 1.48 0.2350
BLOQUE 0.3 2 0.15 0.35 0.7133
TRATAM 6.18 8 0.77 1.76 0.1600
Error 7.02 16 0.44

Total 1351 26

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.92450

Error: 0.439 ¢l: 16
TRATAM Medias n E.E.

SS+C 2.60 3 0.38 A
SM +B 2.53 3 0.38 A
SN 25 3 0.38 A
SM+C 2.43 3 0.38 A
SM 2.00 3 0.38 A
SS+B 1.80 3 0.38 A
SN+C 1.70 3 0.38 A
SN +B 1.67 3 0.38 A
SS 1.13 3 0.38 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)
Fuente: Investigacion de campo

De la Tabla 4.12, y 4.13 se observa y se confirma estadisticamente que:

La media (N-NO3) por tratamiento de Azolla-Anabaena que presenta el valor mas
alto corresponde al tratamiento Sedimento de Samborondén mas carbén (SS +
C).

La D.E. (desviacion estandar) del N-NO3 del agua Azolla-Anabaena de cada
tratamiento present6 la menor dispersion el tratamiento de Sedimento de Nobol
(SN).

De acuerdo al test de Tukey el parametro N-NOS3, estadisticamente no existe
diferencia significativa p<= 0.05.
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4.4.3. Evaluacion del nitrégeno del amoniaco

Se presenta el resumen de resultados de los andlisis colorimétricos realizados
tanto al agua inicial como al agua de los tratamientos. En la Figura 4.16 se
presenta una muestra de la reaccion del nitrégeno del nitrito después de haber

reaccionado con los quimicos, se realiza la lectura con el Colorimetro DR890.

Figura 4.16. Reaccidn del amonio para analisis colorimétrico

En la Figuras 4.18 se observa un resumen de los datos registrados durante el
periodo experimental (dia 14, 21, 28, 35 y 42), para la variable nitrogeno del
nitrato en cada tratamiento, el dia 7 no se registré por falta de implementos.
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Figura 4.17. Evolucion del Nitrdgeno del amoniaco del agua agregada por

efecto de la evapotranspiracién en la investigacion
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Figura 4.18. Evolucion del Nitrégeno del amoniaco en el medio acuético del
Azolla-Anabaena en los tratamientos de acuerdo a Sector del sedimento y

Elemento agregado durante el periodo experimental

En general, la pequefia variacion de la concentracion de N-NH;z; en el agua
durante del proceso de la Azolla-Anabaena puede atribuirse a pérdidas de
amoniaco por volatilizacion, inmovilizacion del nitrégeno por la flora acuatica y

adsorcién de N-NH, en los sitios de intercambio del suelo.

En la Tabla 4.14 y 4.15 se presentan los resultados obtenidos con el software

estadistico InfoStat en el ultimo periodo (dia 42) del desarrollo del experimento.

Tabla 4.14. Estadistica descriptiva del Nitrégeno del amoniaco en el medio

acuatico a los 42 dias del ensayo

TRATAM Variable n Media D.E. Min Max Mediana

SM NH3-N 3 0.22 0.18 0.07 0.42 0.16
SM+B  NH3-N 3 0.07 0.02 0.05 0.08 0.08
SM+C  NH3-N 3 0.34 0.19 0.14 0.51 0.38
SN NH3-N 3 0.52 0.21 0.31 0.73 0.52
SN +B NH3-N 3 0.33 0.26 0.05 0.56 0.38
SN+ C  NH3-N 3 0.31 0.08 0.22 0.36 0.34
SS NH3-N 3 0.14 0.11 0.01 0.21 0.20
SS+B NH3-N 3 0.09 0.06 0.04 0.16 0.06
SS+C NH3-N 3 0.12 0.04 0.08 0.15 0.13

Fuente: Investigacién de campo
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Tabla 4.15. Analisis estadistico con el test de Tukey de la variable Nitrégeno del

amoniaco en el medio acuatico a los 42 dias del ensayo

Andlisis de la varianza
Variable N Rz R2Aj Ccv
NH3-N 27 0.65 0.43 60.5

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.61 10 0.06 2.99 0.0249
BLOQUE 0.08 2 0.04 1.89 0.1830
TRATAM 0.54 8 0.07 3.26 0.0211
Error 0.33 16 0.02

Total 094 26

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.41654

Error: 0.0206 gl: 16
TRATAM Medias n E.E.

SN 0.52 3 0.08 A
SM+C 0.34 3 0.08 A B
SN +B 0.33 3 0.08 A B
SN+C 0.31 3 0.08 A B
SM 0.22 3 0.08 A B
SS 0.14 3 0.08 A B
SS+C 0.12 3 0.08 A B
SS+B 0.09 3 0.08 B
SM + B 0.07 3 0.08 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes(p<= 0.05)
Fuente: Investigacion de campo

De la Tabla 4.14, y 4.15 se observa y se confirma estadisticamente que:

La media (N-NH3) por tratamiento de Azolla-Anabaena que presenta el valor

mas alto corresponde al tratamiento Sedimento de Nobol (SN).

La D.E. (desviacion estandar) del N-NH3 del agua Azolla-Anabaena de cada
tratamiento presentd la menor dispersion el tratamiento de Sedimento de Mangle

mas bacterias (SM + B).

De acuerdo al test de Tukey para el parAmetro N-NH3, formo tres grupos, dos
extremos con diferencias claramente diferentes y un intermedio. El grupo de
Nobol (SN+C, SN) el de mayor media. El grupo intermedio no muestras
diferencias significativas. El tratamiento con la menor media el de Sedimento

mangle mas bacterias (SM + B).
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4.5. Balance de masa del nitrogeno en el sistema experimental

El Balance del nitrogeno (BN) en el ensayo experimental se calcula en base a
al sedimento de los sectores usados como sustrato, es decir Nobol, Mangle y

Samborondén, en las matrices suelo, foliar y agua.

4.5.1. Balance del nitrégeno en el suelo

El balance de nitrégeno reportado es el obtenido de los cambios en Nitrdgeno
Total (Nt) en el suelo, considerando como entradas el Nitrégeno inicial propio
del suelo, y el final aportado por el sistema Azolla-Anabaena, al cerrar el

experimento.

Se emplea la siguiente expresion para el calculo del nitrdgeno en el suelo:

[Ne-NiJ@N) | 100 (g WiH)  Wa(g) , 1000(mg) _ Ni(mg)
100 (g W) 100 (g Wh) 1(9)

En la Tabla 4.16. se presentan un resumen del nitrdgeno biodispuesto en el

suelo en los 42 dias de desarrollo del ensayo.

Tabla 4.16. Resumen del nitrdgeno biodispuesto en el suelo durante el ensayo

Condiciones Simb. Unid. Nobol Mangle Samborondén
Nitrégeno inicial N; (%) 0.06 0.11 0.08
Nitrégeno final Ns (%) 0.14 0.12 0.15
Peso suelo humedo Wi, (9) 782.00 781.50 782.20
Humedad H (%) 42.38 25.66 45.03
Nitrégeno Total N: (mQ) 360.47 58.09 300.98

Fuente: Investigacion de campo
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4.5.2. Balance del nitrégeno foliar
Los helechos fueron analizados para determinar la cantidad de nitrégeno fijado.

El BN fue la diferencia entre la masa inicial y la final, considerando el % de

nitrégeno total final para ambos.

Se emplea la siguiente expresion para el calculo del nitrégeno foliar del Azolla-

Anabaena obtenida en el ensayo:

We-Wil@) , Ne@N) , 10(gA) 1000 (mg) _ N:(mg)
100 (gAs) 100 (g Ay 1(0)

En la Tabla 4.17 se presentan los resultados del nitrégeno foliar del Azolla-

Anabaena.

Tabla 4.17. Resumen del nitrégeno foliar fijado durante el ensayo

Condiciones Simb. Unid. Nobol Mangle Samborondén
Nitrégeno foliar N¢ (%) 2.20 2.00 2.30
Peso inicial H W, (9) 0.03 0.03 0.03
Peso final H W (9) 33.02 3.96 70.76
Humedad H (%) 90% 90% 90%
Nitrégeno Total Ny (mg) 72.58 7.86 162.68

Fuente: Investigacion de campo

4.5.3. Balance del nitrégeno acuatico

De los datos presentados, no se puede establecer con certeza la disposicion del
nitrégeno especifica realizado por el Sistema Azolla-Anabaena en el medio
acuifero, considerando ademas que al haber otro medio como el sedimento que
este también influenciando el comportamiento de los especies idnicas

nitrogenadas.

En este punto realizaremos un balance considerando como entradas el
Nitrégeno inicial del agua, y asi mismo el final, en este sentido sumaremos los
valores de las tres especies idnicas estudiadas (NH4*, NO,, NO3) en el medio
acuatico, como Nitrégeno Total. ElI Nitrégeno organico se considerara

inexistente.
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Se emplea la siguiente expresion para el calculo del nitrdgeno total en el agua:

N{mg) . VdL) _ N(mg) . ViL) _ Nz(mg)

V(L) . N..(mg) . V.(L) _ N(mg)
L L L L

En la Tabla 4.18 se indica la calidad del agua inicial, final y agregada promedio

para cada uno de los tratamientos

Tabla 4.18. Calidad del agua nitrogenada empleada en todas las fases del

experimento

Condiciones Simb. Unid. Nobol Mangle Samborondén
Nitrégeno inicial Ng (mg/L) 0.942 0.903 1.096
Nitrégeno dia 7 N; (mg/L) 1.347 1.070 1.485
Nitrégeno dia 14 Ny (mg/L) 0.651 1.093 0.883
Nitrégeno dia 21 N»;  (mg/L) 1.924 1.016 0.802
Nitrégeno dia 28 Ns (mg/L) 1.045 0.633 0.768
Nitrégeno dia 35 N3s (mg/L) 0.811 0.674 0.841
Nitrégeno Final N¢ (mg/L) 3.18 2.02 2.62
Volumen inicial H Vi (L) 1.60 1.60 1.60
Volumen dia 7 V- (L) 1.20 1.20 1.20
Volumen dia 14 V14 (L) 1.20 1.20 1.20
Volumen dia 21 Vo1 (L) 1.00 1.00 1.00
Volumen dia 28 Vg (L) 0.90 0.90 0.90
Volumen dia 35 V35 (L) 0.50 0.50 0.50
Volumen final Vi (L) 1.50 1.50 1.50
Nitrogeno Total N: (mQ) -4.145 -1.191 -2.579

Fuente: Investigacion de campo

El nitrégeno negativo es debido que al adicionar agua por asunto de la
evapotranspiracién también se arrastraban iones nitrogenados que se asumen
que han sido transferidos al suelo.

Se realiza el balance global del sistema empleado de acuerdo a la expresion:

Nitrégeno Total fijado por el Azolla = Nsyeio +Nigliart Nagua
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En la tabla 4.19 se presenta el resumen del nitrégeno total fijado para cada

matriz (suelo, foliar y agua), en los 42 dias de iniciado la experimentacion.

Tabla 4. 19. Balance global del Nitrégeno total fijado en los 42 dias de desarrollo

del estudio

Matriz\Sector Nobol (mg) Mangle(mg) Samborondoén (mg)
Suelo 360.47 58.09 300.98
Foliar 72.58 7.86 162.68
Agua -4.145 -1.191 -2.579
Nitrégeno Total 428.9 64.76 461.08
Area (cm?) 357 357 357
Dias (d) 42 42 42
Nitrégeno fijado 2.86 0.43 3.07
(kg N / h*d)

(Fuente: Investigacion de campo)

Se llega a definir que el Azolla-Anabaena fija 3.07 kg N /h*d en el tratamiento
con sedimento de Samborondén seguido de Nobol 2.86 kg N /h*d, por lo que se
puede indicar sin problemas que el promedio es de 3.0 kg N /h*d, exceptuando

el sector del Mangle cuyo resultado queda lejos de los otros sectores.

4.6. Ensayo practico de fertilizacion orgénica y tradicional en el arroz

(Oryza sativa)

Se realiz6 determinacion fisiologica a tres muestras de arroz fertilizado con
Azolla fresca y otra con urea en lotes de Mangle y Samborondon, de acuerdo a

las partes indicadas en la Figura 4.19.
Al evaluar los cambios fisioldgicos que ocurren en los granos de arroz (Oryza
sativa), pueden obtenerse diferencias en el rendimiento, al usar diferente

fertilizantes.

Las parcelas fueron cultivadas con los demas fertilizantes agricolas, fosforo y

potasio.
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Espizas

Figura 4.19. ldentificacién de las partes principales en la planta de Oryza sativa

La produccién de arroz fertilizado con Azolla en Mangle fue 4.37 thh y
Samborondén 4.76 t/h, y 493 y 5.21 t/h, en el fertiizado con urea.
Comparandolos con la media de cosecha nacional de 3.92 t/h en arroz paddy y
al promedio de cosecha mundial (4.17 t/h) en el afio 2010, el arroz cosechado
con Azolla presenta un aumento por lote cosechado, aun cuando en sus

producciones con urea son menores.
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En las Tablas 4.20 y 4.21 se presentan los resultados de las determinaciones
fisiologicas realizadas durante el invierno del 2011 en los sectores de Mangle y

Samborondoén.

Tabla 4.20. Variedad de arroz INIAP 14 produccién el Mangle

Fertii Peso Largo Macollo Espiga Espiguilla Grano AP PA AP PA

zante total planta (u) (u) (u) (u) (@9 @ ) (%)
(@  (cm)

Urea 84 80 23 23 390 1777 40 44 47.62 52.38

Azolla 103 83 35 31 386 1875 55 47 52.82 47.18

AP = Arroz paddy, PA = Panca (Fuente: Investigacion de campo)

Tabla 4.21. Variedad de arroz SGO-667 (Capirona) produccién Samborondon

Fertili Peso Largo Macollo Espiga Espiguilla Grano AP PA AP PA

zante total planta (u) (u) (u) (u) @ @ @) (%)
(@  (cm)

Urea 296 122 25 23 612 2433 92 204 31.08 68.92

Azolla 119 92 15 15 316 1954 56 63 47.56 52.44

AP = Arroz paddy, PA = Panca (Fuente: Investigacién de campo)

De acuerdo a los datos de las tablas 4.20 y 4.21, los arrozales con urea
presentan pancas con mayor volumen (60%), contrariamente el porcentaje en
pesos de los granos de arroz que disminuye (40%); mientras que el arrozal
cultivado con el sistema Azolla-Anabaena el porcentaje en peso de los granos es

mayor (50.2%) siendo menor en las pancas (49.8%).

Por lo que se considera que la urea es rapidamente asimilada por los macollos
de la planta, por lo que presenta mayor porcentaje en la panca, y el nitrégeno
del Azolla es mas lento permitiendo una mejor absorcibn en la planta y

distribucion en el grano de arroz.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Del estudio se desprende que de los sectores estudiados, el de Mangle presenta
el de menor rendimiento en crecimiento y obtencién de nitrégeno en condiciones
naturales, el cual puede deberse a la calidad de agua y a lo mejor en cuanto a
disponibilidad de hierro que en estudios requiere la Azolla para una mejor
reproduccion. Mejorando su ambiente en fésforo y hierro podria esperarse

mejores resultados.

El sistema Azolla-Anabanea en los tratamientos de Samborondén y Nobol fijo
3.0 kg N /h*d que son sectores agricolas por excelencia, siendo el tiempo de
duplicacion de Azolla alrededor de 6 dias sin necesidad de agregar compuestos

fosforados.

Continuar usando al helecho, no solo como pienso, sino también usarlo en la
preparacion de abonos, por la rapida propagacion y composicion nitrogenada
que presenta, tomando en consideracion el continuo aumento de costos en los
fertilizantes nitrogenados y la necesidad de aplicar una agricultura orgéanica,

conduciendo una mejora en el ambiente.

El porcentaje en peso es mayor en los granos de arroz fertilizados con Azolla-
Anabaena (50.2%) en comparacion del 40.2% en el cultivado con urea,
contrariamente a la distribucién en la panca, siendo 60% en el sembrado con
urea y 49.8% en el plantado con Azolla, lo que da a entender que el nitrégeno
artificial va directamente a la panca de arroz siendo en realidad un desperdicio

para el agricultor.
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De acuerdo a los resultados presentados, el agua donde se desarrolla el Azolla-
Anabaena puede ser utilizado en la mezcla de aplicaciones foliares, por el

enriquecimiento del medio.

5.2. Recomendaciones

Desarrollar investigacion sobre la capacidad del Azolla-Anabaena de absorber
metales pesados, como cadmio, niquel, cromo entre otros, que seria de gran

utilidad en el tratamiento de residuos industriales.

Realizar un nuevo ensayo, empleado agua destilada en la que se agregue
nutrientes Unicamente en base de fésforo y potasio, sin utilizar sustrato y evaluar
nuevamente la fijacion del Azolla en esta condicion, siendo que al parecer el

suelo absorbe mas rapido el nitrégeno de lo que el Azolla-Anabaena fija.

Tener precaucion en el descenso del nivel de agua, debido a la
evapotranspiracion, que las Azolla-Anabaena no queden pegadas al recipiente,

lo cual conduciria a la muerte del helecho.

Al agregar el contenido de sobres de reactivos para el analisis, sacudirlos bien

para que no quede reactivo en los mismos, y a su vez en errores de medicion.

Continuar con la aplicacion de Azolla-Anabaena en los cultivos de arroz, por la
facilidad de sombra y agua que presentan al Azolla, tradicionalmente cultivados
en suelos inundados, representando un beneficio al agricultor, al

medioambiente y al consumidor.
Asi también emplear el helecho en la fertilizacion de cultivos organicos, sea en

forma fresca o en seco, por la fijacién nitrogenada que desarrolla, como por su

facil propagacion natural.
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ABREVIATURAS

ADP Adenosin difosfato

ATP Adenosin trifosfato

°C Grados Celsius

cal Calorias

CIC Conductividad de Intercambio Cationico
cm Centimetros lineales

cm? Centimetros cuadrados

cm? Centimetros cubicos

Cv Coeficiente de variacion

CeH12056 Glucosa

CO, Dio6xido de carbono

CO;5” Bicarbonato

d dia

DA Densidad Aparente

D.E. Desviacion Estandar

ESPOL Escuela Superior Politécnica del Litoral
g Gramos

gl Grados de libertad

g/L Gramos por litro

GDH Glutamato deshidrogenasa

h Hectarea

H., Hidrégeno molecular

J/Ig°K Joules por gramo por grados Kelvin
ICQA Instituto de Ciencias Quimicas y Ambientales.
Kg Kilogramos

L Litros



m Metros cUbicos

m Metros lineales

mg Miligramos

mg/L Miligramos por litro
mm Mililitros

Max Maximo

meq Miliequivalentes
Min Minimo

MO Materia Orgénica

n namero

N Nitrégeno

N Nitrégeno molecular
NO, [6n Nitrito

NOs [6n Nitratos

NH,* I6n Amonio

N-NO, Nitrégeno del nitrito
N-NO; Nitr6geno del nitrato
N-NH; Nitr6geno del amoniaco
nm Nandmetros

ppm Partes por millon
pH Potencial hidrégeno

PROMSA Programa de Modernizacion de los Servicios Agropecuarios

PO, [6n Fosfato

spp todas las especies del género

t Toneladas métricas

TRC Tasa relativa de crecimiento

TD tiempo de duplicaciéon

puS/cm MicroSiemens por centimetro

UTM Coordenadas transversal de Mercator
\% Voltios

% Tanto por ciento



GLOSARIO DE TERMINOS

Esporangio. El esporangio es la estructura de las plantas, hongos o algas que
produce y contiene las esporas.

Esporocarpo. Grupo de esporangios en los Helechos acuaticos; recubierto por
un indusio (Salviniales) o una pinna endurecida (Marsileales). Contiene los micro
y megasporangios.

Espigas. Grupo de espiguillas nacidas en el nudo superior del tallo. La rama
primaria de la panoja se divide en otras ramas secundarias y, a veces, terciarias.
Estas ultimas son las que llevan las espiguillas. Las ramas pueden estar

dispuestas solas o por parejas.

Espiguilla. El pedunculo o pedicelo es la ultima  ramificacion de la panicula;

puede estar unido a una o0 mas espiguillas.

Gloquidio. Pelo en forma de gancho que permite la fijacion. Azolla sp.

Macollo. El tallo se forma de nudos y entrenudos alternados, siendo cilindrico,

nudoso, glabro y de 60-120 cm. de longitud.

Macroesporangio. Megasporangio. Esporangio en el cual se forman las

macrosporas.

Macrosporocarpo. Estructura presente en lo Helechos que contiene los

megasporocarpos.

Masula. Grupo de microsporangios que llevan gloquidios en Azolla.
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Megaspora. Macrospora. Espora originada por meiosis a partir de un
megasporocito y que desarrollara un gametofito femenino en las plantas

heterosporadas. Generalmente tiene mayor tamafio que una microspora
Microespora. Espora producida por meiosis en un microsporangio, producira un
gametofito masculino. Presente en las plantas heterosporadas. Generalmente

tiene tamafo menor que la megaspora.

Nitrogenasa: Es el complejo enzimético responsable de la conversion de

nitrégeno atmosférico en amoniaco, formado por dos componentes proteicos.

Nitrobacter. Bacterias aerobias que convierten los nitritos en nitrato.

Nitrosomas. Bacterias nitrificadoras de tipo aerdbico, que convierten el amonio

en nitrito mediante la oxidacién del mismo.
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Métodos colorimétricos Hach Dr890

Nitrégeno del amoniaco (0 a 0.5 mg/L NHs™N)

PRGM
7

1. Ingrese el nimero
del programa
almacenado para
Nitrégeno de
amoniaco.

Presione: PRGM
La pantalla mostrara:

PRGM?

=

=

5. Afada el
contenido de un
sobre de Salicilato de
amonio a cada celda.
Tape ambas celdas y
agite hasta disolver.

9. Después de que el
temporizador suene,
coloque el blanco en
el soporte de la
celda. Cubra la celda
del blanco con la
tapa del instrumento

CONC

DATE
6 4
ENTER

2. Presione: 64 ENTER 3. Llene una celda

La pantalla mostrara
mg/L, NH;-N y el
icono ZERO.

Nota: Para formas
alternativas (NH;,
NH,), pulse el botén
CONC.

il D

6. Presione:
TIMER ENTER

Una reaccion de tres
minutos empezara.

ZERO

10. Presione: ZERO
El cursor se moverd a
la derecha, a
continuacién, se
mostrard en la
pantalla:

0.00 mg/L, NH5-N

con 10 ml de agua
desionizada (blanco)

- —y

—

q ]
ey =
a

7. Después de que el
cronometro suene
afada el contenido
de un sobre de
Cianurato de amonio
a cada celda. Tape las
celdas y agite hasta
disolver el reactivo

Nota: Color verde se
forma si el amoniaco
estd presente.

11. Coloque la
muestra preparada
en el soporte de la
celda. Cubra la celda
de la muestra con la
tapa del instrumento.

4. Llene una segunda
celda con 10 ml de
muestra.

ENTER

8. La pantalla
mostrara:

15:00 TIMER 2
Presione: ENTER

Una reaccion de 15
minutos comenzara.

READ

12. Presione: READ

El cursor se movera a
la derecha, se
mostrard en la
pantalla el resultado
enmg /L NHs-N



Métodos colorimétricos Hach Dr890
Nitrito, Rango bajo (0 a 0.350 mg/L NO, N)

PRGM
7

1. Ingrese el nimero
del programa
almacenado para el
Nitrégeno de nitrito
(NO,-N) utilizando el
polvo en sobre.

Presione: PRGM

La pantalla mostrara:

PRGM?

Nota: Para mds
precision, seleccione
un Blanco reactivo
corrector usando
agua desionizada

TIMER
| ce ENTER

5. Presione:
TIMER ENTER

Comenzara una
reaccion por un
periodo de 15
minutos. Agite la
muestra
vigorosamente hasta
que el crondmetro
suene.

Nota: Un color
rosado se desarrolla
si existe nitrito

ZERO

CONC
6 0
ENTER

2. Pulse: 60 ENTER
La pantalla mostrara
mg/L, NO,-N y el
icono de ZERO.

Nota: Para la forma
alternativa (NO,,
NaNO,), pulse el
boton CONC.

Nota: Ajuste el pH de
las muestras antes
del andlisis.

6. Cuando el
temporizador suene,
limpiar la superficie
de la celda de
residuos de liquido o
huellas digitales.

3. Llene dos celdas
con 10 ml de muestra
cada uno. En una
celda coloque la
muestra preparada,
en la otra el blanco.
Ponga el blanco a un
lado.

7. Coloque el blanco
en el soporte de la
celda. Cubra la celda
de la muestra con la
tapa del instrumento.

)-5)

4. Anadir el
contenido de un
sobre de NitriVer 3
Nitrito en una celda
(la muestra
preparada). Tape la
celday agite hasta
disolver.

Nota: La precision no
es afectada por el
polvo no disuelto

ZERO

8. Presione: ZERO

El cursor se moverd a
la derecha, a
continuacion, se
mostrard en la
pantalla:

0,000 mg /L NO,-N

Nota: Si el reactivo
blanco de correccion
estd en la pantalla
puede parpadear
“limite".



Métodos colorimétricos Hach Dr890
Nitrito, Rango bajo (0 a 0.350 mg/L NO, N)

READ
o« *

9. Coloque la 10. Presione: READ

muestra preparada

en el soporte de la El cursor se movera a

celda. Cubralacelda laderecha, a

de la muestra con la continuacion, se

tapa del instrumento. mostrara en la
pantalla el resultado

Nota: Lea la muestra enmg /L NO,-N

dentro de los dos

minutos después de

que el temporizador

suene.



Métodos colorimétricos Hach Dr890
Nitrato, Rango medio (0 a 5.0 mg/L NO3z N)

PRGM
7

1. Ingrese el nimero
del programa
almacenado para el
rango medio de
Nitrégeno de nitrato,
utilizando el polvo
en sobre.

Presione: PRGM

La pantalla mostrara:
PRGM?

Nota: Para mds
precision, seleccione
un Blanco reactivo
corrector usando
agua desionizada

TIMER
| ce ENTER

5. Presione:
TIMER ENTER

Comenzara una
reaccién por un
periodo de un
minuto. Agite la
muestra
vigorosamente hasta
que el cronémetro
suene.

TIME DATE
5 4
ENTER

2. Presione: 54 ENTER
La pantalla mostrara
mg/L, NO;-N y el
icono de ZERO.

Nota: Para la forma

alternativa (NOs),
pulse el botton CONC.

Nota: Ajuste el pH de

las muestras antes del

andlisis.

ENTER

6. Después de que el
cronometro suene, la
pantalla mostrara:
5:00 TIMER 2

Presione: ENTER

Una reaccion de cinco
minutos comenzara.

Nota: Un depdsito de
cadmio se mantendrd
después del Reactivo
NitraVer 5 Nitrato en
polvo se disuelve y no
afectard a los
resultados de la
prueba.

3. Llene dos celdas
con 10 ml de muestra
cada uno. En una
celda coloque la
muestra preparada,
en la otra el blanco.
Ponga el blanco a un
lado.

7. Después de que el
temporizador suena,
limpiar residuos de
liquido o huellas
digitales.

)-5)

4. Anadir el
contenido de un
sobre de NitraVer 5
Nitrato en una celda
(la muestra
preparada). Tape la
celda.

Nota: Es necesario
quitar todo el polvo
de la bolsa de
aluminio, tocando
varias veces hasta
que no salga mds
polvo.

8. Coloque el blanco
en el soporte de la
celda. Cubra la celda
de la muestra con la
tapa del instrumento.



Métodos colorimétricos Hach Dr890
Nitrato, Rango medio (0 a 5.0 mg/L NO3z N)

Nota: Un color dmbar
se desarrollard si
nitrégeno nitrato estd
presente.

ZERO READ
L 0 «
9. Presione: ZERO 10. Coloque la 11. Presione: READ Nota: E/ tiempo de
El cursor se movera muestra preparada en agitacion y la técnica
ala derecha, a el soporte de lacelda.  El cursor se moveraa influyen en el color.
continuacion, se Cubrala celda de la la derecha, a Resultados bajos
mostrard en la muestra con la tapa continuacion, se suelen ocurrir si la
pantalla: del instrumento. mostrara en la agitacion no es lo
pantalla el resultado  suficientemente
0,0 mg /L NO;-N Nota: Lea la muestra enmg/L NOs-N vigorosa. Para
dentro de los dos resultados mds
Nota: Si el reactivo minutos después de precisos, hacer
blanco de correccion  que el temporizador ensayos consecutivos
estd en la pantalla suene. en una solucion
puede parpadear estdandar y ajustar el
"limite". tiempo de agitacion
en £ 1 minuto para
obtener el resultado
correcto. Vea la
seccion

Comprobacion de la
precision para
obtener mds
informacion



Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia7 (a)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 7 (b)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia7(c)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 14 (a)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 14 (b)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 14 (c)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 21 (a)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 21 (b)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 21 (c)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 28 (a)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 28 (b)
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Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 28 (c)
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Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 35 (a)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 35 (b)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 35 (c)
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Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 42 (a)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 42 (b)




Determinacion del area de crecimiento del Azolla-Anabaena
Dia 42 (c)
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Na seca 0.48 0.44 0.47
Ca 0.40 0.32 0.28
Mg 0.28 0.32 0.24
Fe ppm 22000 19000 18000
Mn en 650 850 580
/n mstra. 110 98 95
Cu seca 28 25 27
H %bph 90.4 92.3 91.5
H %bps 946 1194.1 692.9
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