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Resumen

El helecho acuatico, Azolla filiculoides, es nativo de Sudamérica pero invasivo en Europa y
Africa donde ha causado varios problemas a los ecosistemas acuaticos y a la utilizacién del
agua en lugares invadidos. Se ha implementado control biol6gico contra este helecho
usando un gorgojo especifico para él, Stenopelmus rufinasus. Estudios ecolégicos han
determinado que los cambios en las concentraciones de nutrientes presentes en el agua o
en el suelo pueden cambiar las relaciones ecolbgicas en un ecosistema. De esta manera, el
presente estudio se dedica a determinar la relacion entre el crecimiento del helecho A.
filiculoides, la concentracion de nutrientes presentes en el agua (N y P) y la presencia del
gorgojo S. rufinasus sobre este helecho. Se establecieron cuatro grupos de tratamientos de
agua con diferentes concentraciones de nutrientes (Muy Baja [N: 0,675 mg/l; P: 0,15 mg/l],
Baja [N: 1,35 mg/l; P: 0,03 mg/l], Media [N: 3,15 mg/l; P: 0,07mg/l], y Alta [N: 6,3 mg/l; P:
0,14 mg/l]. En cada tratamiento de concentraciones de nutrientes de agua se ubicaron
contenedores con una cantidad fija de A. filiculoides y con presencia de gorgojos con doce
réplicas. Adicionalmente, se corrio un tipo de grupo control (contenedores sin presencia de
gorgojos) con seis réplicas dentro de cada tratamiento de nutrientes. Los resultados
muestran que A. filiculoides tuvo un menor crecimiento en la concentracién Alta de
nutrientes comparado con el crecimiento registrado en la concentracion Muy Baja;
sugiriendo asi la intoxicacion del helecho por exceso de nutrientes. Asi mismo, A.
filiculoides tuvo un mayor crecimiento en carencia de gorgojos que en presencia de ellos.
Sin embargo, no se identificd una interaccién estadistica entre ambos tratamientos y por lo
tanto no existio efecto aditivo entre presencia de gorgojos y concentraciones de N y P
presentes.
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Abstract

The red water fern, Azolla filiculoides, is native to South America but is invasive in Europe
and Africa, where it has caused many problems to aquatic ecosystems and water utilization.
Biological control has been implemented against this weed by using its host-specific weevil
Stenopelmus rufinasus. Ecological studies have determined that changes of soil or water
nutrient concentrations could lead to changes on the ecological relationships that exist in an
ecosystem. In this context, the present study aims to determine the relationship between the
aqguatic fern growth, the concentration of water nutrients (N and P), and the presence of the
weevil S. rufinasus on this fern. Four treatment groups of water nutrient concentrations were
set (Very Low [N: 0,675 mg/l; P: 0,15 mg/l], Low [N: 1,35 mg/l; P: 0,03 mg/l], Medium [N:
3,15 mg/l; P: 0,07], and High [N: 6,3 mg/l; P: 0,14 mg/l]). In each treatment of water nutrient
concentrations, containers were placed with a fixed amount of A. filiculoides and with
presence of weevils with twelve replicates. Additionally, one type of control group was run
within each nutrient treatment (containers with Azolla free of weevils) with six replicates
within every nutrient concentration treatment. Results show that A. filiculoides had a lower
growth at the High nutrient concentration treatment compared to the Very Low nutrient
concentration treatment, suggesting a fern intoxication by the excess of nutrients. Likewise,
A. filiculoides had a higher growth in the absence of weevils than in their presence.
However, there was no interaction between both treatments and consequently there was no
evidence of an additive effect between the presence of weevils and the concentrations of N
and P.
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1. INTRODUCCION

1.1. Especies invasivas vegetales

El concepto de “especies invasivas” se refiere a las especies que se han
expandido mas lejos del lugar de establecimiento inicial, convirtiéndose asi en
abundantes a nivel local (Mack et al. 2000, Richardson at al. 2000, Campbell et
al. 2002, Burns 2006). Las especies exoticas son frecuentemente referidas como
especies invasivas. Sin embargo, el término exético es sindnimo de “no-nativo”,
y se refiere a especies que viven fuera de su area de distribucion nativa debido a
la influencia humana (Mack et al. 2000). La principal caracteristica de las
especies invasivas es que ademas de colonizar un nuevo territorio, ellas

persisten ahi hasta el detrimento del sitio (Mack et al. 2000).

Para las especies invasivas vegetales, en general, entre las caracteristicas que
las hacen “mejores invasoras” estan la rapida germinacion y crecimiento inicial
(Williamson 1999, Barrat-Segretain y Elger 2004). El término “hierba mala” (en
inglés “weed”) es ampliamente usado como sinénimo de “especies vegetales
invasivas” y se usa frecuentemente para referirse a plantas que crecen “fuera del
lugar” (Hamill et al. 2004). Hinz y Schwarzlaender (2004) apuntan que “invasores
gue vienen de poblaciones mas grandes, crecen mejor, tienen mejores
resultados reproductivos, bancos de semillas mas grandes, y una tasa mas alta
de regeneracion en el nuevo territorio comparado con el territorio nativo”. Un

mejor entendimiento de las caracteristicas que hacen a algunas especies



‘mejores invasoras”, permitiria a la ciencia predecir con mayor precision el
potencial de invasién de algunas especies que aun no han sido introducidas

(Pheloung et al. 1999, Daehler y Carino 2000).

Cuando una especie no nativa llega a un lugar nuevo, ésta puede encontrar
algunas caracteristicas bidticas que pueden ser ventajosas o0 desventajosas para
las invasiones (Alpert et al. 2000, Hinz y Schwarzlaender 2004). Dichas
caracteristicas incluyen la presencia de enemigos naturales, competencia por
espacio con otras especies, condiciones climéticas favorables, o areas alteradas
por actividades antropogénicas, entre otras (Callaway y Aschehoug 2000, Shea
y Chesson 2002, Bais et al. 2003, Daehler 2003, Arévalo et al. 2005). La similitud
de condiciones climaticas entre el area nativa y el area invadida puede ser
crucial para predecir el potencial territorio que podria ser invadido en dicha

nueva area (Arévalo et al. 2005).

Las invasiones biol6gicas traen consecuencias ecolbégicas, economicas Yy
sociales (Vitousek 1990, Randall 1996, Williamson 1999, Masters y Sheley 2001,
Sakai et al. 2001, Hoddle 2004, Lodge et al. 2006) tales como amenaza o
extinciones a especies nativas (Londsdale 1999, Josefsson y Andersson 2001,
Hoddle 2004), y pérdidas econ6micas y de recursos (Pimentel et al. 2000,
Masters y Sheley 2001, Hoddle 2004). Dichas invasiones son reconocidas como
importantes estresores de muchas comunidades alrededor del mundo (Ruiz et
al. 1999). Ademas, estas invasiones son consideradas entre las mayores

amenazas a la biodiversidad biologica de ecosistemas dulceacuicolas (Chapin et



al. 2000) donde se ha registrado una reduccién de riqueza y abundancia de
macréfitas acudticas nativas causadas por especies vegetales invasivas (Aiken

et al. 1979, Carpenter 1980, Room 1990, Sheldon y Creed 1995).

Las especies invasivas vegetales desplazan a especies nativas y reducen sus
poblaciones y, por lo tanto, alteran la disponibilidad de plantas hospederas para
organismos que viven o se alimentan de ellas (Kupferberg 1997, Mack et al.
2000, Solarz y Newman 2001, Hoddle 2004). Ademas, este hecho puede causar
una alteracion sustancial al ecosistema (Randall 1996, Londsdale 1999). Entre
los cambios del ecosistema que pueden ocurrir luego de que una 0 mas
especies invasivas han llegado, se puede mencionar la alteracién del ciclo de
incendios, del ciclo de nutrientes, de la hidrologia, y del flujo de energia. De esta
manera puede disminuir la abundancia y la supervivencia de especies nativas

(Mack et al. 2000, Nagel y Griffin 2001).

1.2. Especies invasivas vegetales acuaticas

Las macrdfitas son plantas acuaticas que viven dentro o cerca de un cuerpo de
agua y pueden ser tanto emergentes, sumergidas o flotantes (EPA 2009). Estas
plantas son importantes para los ecosistemas ya que son productoras primarias,
ofrecen refugio, y ademas pueden servir como alimento para algunos

invertebrados acuéaticos (Suren y Lake 1989, Kelly y Hawes 2005).

Las caracteristicas mas importantes para el éxito de las plantas invasivas son

dependientes de su reproduccion, dispersion, fenologia, fisiologia,



requerimientos de habitat, grado de tolerancia al estrés ambiental e
interacciones interespecificas (Bryson y Carter 2004, Gordon 1998). Ademas, se
pueden considerar como otras caracteristicas favorables para el éxito de estas
plantas la habilidad para ocupar un “nicho vacante” y la falta de enemigos
naturales como predadores y/o patdégenos (Gordon 1998). La falta de enemigos
naturales es una de las razones para el éxito de una invasion causada por
plantas ya que casi todas llegan sin sus predadores, parasitos y patdégenos que

coexisten en el area nativa (DeWalt et al. 2004, Messing y Wright 2006).

Las plantas invasivas, en general, causan inmensos costos econémicos para la
agricultura y los recursos naturales en términos de pérdida de cultivos, pérdida
de utilidad de las tierras, problemas relacionados con salud, y los costos de
control (Hamill et al. 2004). Las plantas invasivas acuaticas (PIA) tienen
impactos negativos sustanciales sobre la cantidad y calidad de actividades
recreacionales como la pesca, entre otras (Eiswerth 2005), ademas de
navegacion comercial, control de inundaciones, generacion energética para

represas hidroeléctricas, etc. (Sheldon y Creed 1995).

Las plantas invasivas acuaticas (PIA) son consideradas una de las principales
amenazas a los ecosistemas ya que ademas amenazan a las especies no tan
abundantes y a las especies en peligro de extincion (D'Antonio y Vitousek 1992,
Gordon 1998, Wilcove et al. 1998, Mack et al. 2000, Blossey 2003). Se sabe que
los helechos acuaticos como de los géneros Azolla y Salvinia, transforman los

ecosistemas que invaden (Rivera et al. 2000, Adams et al. 2002, Amatangelo y



Vitousek 2009). Algunas veces, las PIA interfieren con el drenaje del agua y
proveen habitat para vectores de enfermedades humanas y animales (Kay y

Hoyle 2001).

1.2.1. Plantas invasivas acuaticas (PIA) y eutrofizacién

La eutrofizacion antropogénica ha incrementado la produccién primaria de
cuerpos de agua y ha cambiado la funcion relativa de los nutrientes que limitan
el crecimiento de las plantas (Beltman et al. 2000, Fourqurean y Zieman 2002,

Gusewell 2004).

Algunas plantas acuaticas son consideradas “malezas” debido a su capacidad
para crecer en cuerpos de agua eutroficos, ser una potencial amenaza para
otros organismos acudticos y alterar actividades recreacionales (Eiswerth 2005).
Los sistemas lénticos (cuerpos de agua sin movimiento), como los humedales,
son susceptibles a ciertos estresores (ej. contaminacion acuatica) debido a que
hay un mayor potencial de acumulacion de toxinas y dependencia de la calidad y
cantidad del agua que entra a través de riachuelos (Giller 2005, Ehrenfeld 2008),
resultando asi en la colonizacién de especies invasivas y no nativas (Ehrenfeld
2008). En Florida, se estima que las instituciones privadas y gubernamentales
gastan alrededor de 20 millones de ddlares al afio para el control de PIA (Reddy

y DeBusk 1984).

Algunas especies vegetales invasivas como Eichhornia crassipes, son usadas
para tratar cuerpos de agua contaminada debido a su habilidad para absorber

metales pesados y crecer rapidamente (Muramoto y Oki 1983, Zhu et al. 1999).



Por esta razén, cuando existen cuerpos de agua con este tipo de contaminacion,
E. crassipes se puede volver invasiva cuando su introduccion no ha sido
intencional (Coetzee et al. 2009). Ademas, las PIA pueden también promover
eutrofizacion a través de su influencia sobre las condiciones fisicas y quimicas
tales como la estructura térmica y el oxigeno disuelto (Carpenter y Lodge 1986,

Sheldon y Creed 1995).

1.3. Control Bioldgico

Existen varios métodos (quimicos, fisicos, y biologicos) que han sido
desarrollados para controlar especies vegetales invasivas y mantener su dafio
por debajo del limite econdmico y ecoldgico (Masters y Sheley 2001). A pesar de
sus efectos ambientales adversos, los herbicidas son los representantes del
control quimico (Masters y Sheley 2001). El retiro manual, el corte y el incendio
constan entre los mas comunes de los métodos de control fisico (Hobbs y

Humphries 1995, Masters y Sheley 2001).

El control biolégico consiste en el uso de enemigos naturales para controlar
poblaciones de especies no deseadas (Hobbs y Humphries 1995, Shea y Kelly
1998, Mack et al. 2000, Hoddle 2004). Los enemigos de las especies invasivas
gue son usados en programas de control biolégico pueden ser predadores,
patégenos o poblaciones competidoras de las especies invasivas objetivo
(Hoddle 2004). Los programas de control biolégico apuntan a controlar especies
objetivo con la introduccion de poblaciones exéticas de un nivel tréfico mas alto

(Mack et al. 2000, Hoddle 2004) o enemigos naturales en general que viven en



el area de distribucion natural de la especie peste objetivo (Mack et al. 2000,

Blossey 2003).

Pueden haber algunas combinaciones de métodos para controlar especies
invasivas. El uso combinado del control quimico y biolégico es un ejemplo usado
contra la patata Solanum tuberosum usando el escarabajo de la patata
Leptinotarsa decemlineata ademas de herbicida en los cultivos del noroeste de
los Estados Unidos (Williams et al. 2004). El uso de control mecanico (fisico),
quimico y bioldgico juntos, es también aplicado contra Mimosa pigra, usando la
polilla Neurostrota gunniella, ademas de herbicidas y tratamientos de control

mecénico con fuego en Australia (Paynter y Flanagan 2004).

El control biolégico ha sido exitoso en gran medida, pues ha resuelto o
disminuido la severidad del dafio causado por plantas invasivas (Room et al.
1981, Dennill y Donnelly 1991, Pemberton 1996). Alrededor del mundo, los
programas de control bioldgico han resultado en mas de 5000 introducciones
para el control de artropodos y mas de 900 para el control de plantas invasivas
(Hoddle 2004). El éxito del control biolégico depende principalmente de cuanto el
agente introducido para el control biol6gico puede reducir la aptitud o eficacia
biolégica (“fitness” en inglés) y la tasa de crecimiento poblacional de la especie
peste objetivo (Schutzenhofer y Knight 2007). En varios casos, el control
biologico ha sido la mejor solucion para afrontar problemas economicos y
sociales causados por especies invasivas. Algunos ejemplos incluyen al gorgojo

Cyrtobagous salviniae, el cual ha controlado a la especie acuatica vegetal



Salvinia molesta en Australia, Asia y Africa (Messing y Wright 2006); la especie
vegetal invasiva Alternanthera phyloxeroides (South American alligator)
controlada en Florida y Georgia en EU por un coledptero alticino (Mack et al.
2000); los helechos acuéticos Salvinia molesta y Salvinia minima controlados
naturalmente en los Estados Unidos por el gorgojo Cyrtobagous salviniae
(Jacono et al. 2001); y el helecho acuatico Azolla caroliniana controlado por el

gorgojo Pseudolampis guttata en Florida, EU (Buckingham y Buckingham 1981).

Por otro lado, ha habido algunos problemas con el control bioldgico ya que no
hay garantia de éxito (McFadyen 1998). Una de las razones es que los estudios
amplios de especies invasivas frecuentemente fallan en tomar en cuenta la
variacion en la expresion de ciertas caracteristicas de las especies entre
ambientes diferentes (Mack et al. 2000, Louda et al. 2003, Burns 2006). Esto
sucede debido a que la expresidbn de caracteristicas genéticas de algunas
especies es ambientalmente dependiente (Daehler 2003, Burns 2006), es decir
gue la expresion de ciertas caracteristicas depende del ambiente al que esté
sometido el organismo. Por lo tanto, la evolucion del organismo luego de la
colonizacion al nuevo ambiente se vuelve posible (Messing y Wright 2003).
Ademas, existe un riesgo colateral de atague hacia especies nativas
cercanamente relacionadas a la especie peste objetivo (Strong y Pemberton
2000). Existe también la posibilidad de que el agente de control biolégico no sea

lo suficientemente especifico con el hospedero (Hoddle 2004).



Ha habido algunas limitaciones para la aplicacion del control bioldgico contra
especies vegetales invasivas que crecen en cuerpos eutroficos de agua. Este es
el caso de control biolégico aplicado contra el jacinto acuatico, Eichhornia
crassipes, donde el éxito de este tipo de control depende de la calidad de la
planta, la cual es a su vez afectada por los nutrientes del agua donde crece
(Coetzee et al. 2009). Como describe Blossey (2003), cualquier introduccién de
biocontrol requiere una amplia investigacion previa para reducir la probabilidad
de ataque a especies no objetivo. No existen muchos ejemplos sobre impactos a
especies no objetivos (Pemberton 2000), donde el agente de control biolégico no
ha sido lo suficientemente especifico con la especie objetivo. Sin embargo, este
hecho no es evidencia de que el control biolégico sea seguro ya que no siempre
existe suficiente monitoreo de especies no objetivo luego de que la introduccion
del agente de control biolégico ha sido implementada (Simberloff y Stiling 1996,
Mack et al. 2000, Pemberton 2000). Entre los ejemplos de ataque a especies no
objetivo se encuentran la introduccion del gorgojo euroasiatico Rhinocyllus
conicus a Norte América para controlar al cardo invasivo Carduus nutans. Sin
embargo, este gorgojo empez06 a atacar a especies nativas de cardos (Mack et
al. 2000), algunas de las cuales son endémicas y citadas como especies en

peligro de extincion (Louda et al. 1997).

Entre las preocupaciones sobre el uso del control biolégico esta el incluir no sélo
los efectos troficos directos del agente de control biolégico en especies no
objetivo sino también competencia, desplazamiento, y otros tipos de

interacciones ecoldgicas (Messing y Wright 2006). Las consecuencias de tener
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cierto tipo de dafio sobre especies no objetivo pueden ser draméticas debido a
que tienen el riesgo de ser llevadas inclusive a la extincion (Simberloff y Stiling
1996, Mack et al. 2000). Sin embargo, nosotros debemos siempre pensar en que
si no se hace nada para controlar las especies invasivas, pueden haber peores

consecuencias (McFayden 1998).

El control biolégico empieza con la seleccion de agentes biologicos potenciales
con muestreos de campo en el lugar de origen de la especie peste objetivo
(Cuda et al. 2002, Wardill et al. 2005, Cuda et al. 2007). La seleccion del agente
mas efectivo esta basada principalmente en especificidad con el hospedero,
habilidad para dafiar a la especie objetivo, fenologia, fecundidad y facilidad de

crianza, entre otros (Blossey 1995, Wardill et al. 2005, Zhang et al. 2008).

La prevencion de invasiones es mucho menos costosa que el control post-
entrada (Mack et al. 2000). Por esta razon, algunos autores han resaltado la
importancia de andlisis moleculares para evitar efectos colaterales antes del
inicio del programa de control biolégico (Messing y Wright 2003, Wardill et al.
2005). Sin embargo, debido al costo de dichos andlisis, los practicantes del
control biolégico usan frecuentemente solo identificacion morfol6gica a pesar de

los riesgos que esto lleva consigo (Wardill et al. 2005).
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1.4. Control del helecho acuatico Azolla filiculoides mediante el

uso del gorgojo Stenopelmus rufinasus

Uno de los casos mas excepcionales de éxito de control biolégico ha sido la
erradicacion de Azolla filiculoides en Sudafrica (McConnachie et al. 2003,
McConnachie et al. 2004, Moran et al. 2005). La liberacion del gorgojo
Stenopelmus rufinasus fue llevada a cabo en 1997, luego de tres afios de
pruebas de seguridad sobre la aplicabilidad del agente de biocontrol sobre la
planta hospedera (Moran et al. 2005). El helecho acuéatico, Azolla filiculoides, es
un helecho flotante acuatico pequefio (1 — 2,5 cm) que es nativo del continente
americano (Sudameérica, Ameérica Central, y Norte América) y es invasivo en
Sudafrica (Jacot Guillarmod 1979, Lumpkin y Plucknett 1980, McConnachie et al.
2004). La planta fue registrada por primera vez en Sudéafrica en 1948
(Oosthuizen y Walters 1961). Se cree que esta planta fue introducida como
planta ornamental para peceras en 1947 (McConnachie et al. 2003). Hasta
inicios de los afos 80’s, la planta sélo vivia en pequefios esteros y charcos en el
area de Colesburg, en el centro del pais (Hill 1998, Hill y Oberholzer 2002,
McConnachie et al. 2003, McConnachie et al. 2004). Sin embargo, una
combinacion de agua enriquecida con fosfato, carencia de enemigos, y
dispersion entre cuerpos de agua por humanos y flujo de agua, facilitaron un
incremento en su distribucion, establecimiento y subsecuente abundancia (Hill

1998a, Hill y Oberholzer 2002, McConnachie et al. 2003).
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La presencia de Azolla filiculoides afectd negativamente a la biodiversidad de
ecosistemas acuaticos y tuvo otras implicaciones para la utilizacién del agua
(Gratwicke y Marshall 2001, McConnachie et al. 2003). Las consecuencias
fueron mayores cuando esta planta alcanzaba grosores de entre 5y 30cm (Hill y
Cilliers 1999). Entre los problemas que esta planta invasiva estaba causando a
los ecosistemas naturales acuaticos y a la utilizacion del agua se pueden citar el
incremento en la sedimentacién de limo en represas y rios, reduccion de la
calidad de agua para consumo (mal olor, color y turbiedad), un incremento de
enfermedades relacionadas con el agua, reduccion de la superficie de agua para
recreacion y transporte, reduccién de la calidad del agua para uso agricola,
taponamiento de bombas y canales de irrigacién, y ahogamiento de ganado que
era incapaz de diferenciar tierra firme de agua cubierta por el helecho (Hill y
Cilliers 1999, McConnachie et al. 2003). El cambio del paisaje por actividades
humanas tales como la introduccion de A. filiculoides podria inclusive resultar en

un incremento en el nimero de otras plantas acuaticas (Knapp et al. 2010).

La aplicacion del control manual (control mecanico) no podia ser llevada a cabo
contra A. filiculoides debido a su altisima tasa de crecimiento (15% diario bajo
condiciones ideales), y resultaba impractica para infestaciones grandes.
Ademas, si se logra la erradicacion mediante este método, seria inevitable el
restablecimiento de este helecho a partir de esporas liberadas antes de la
supuesta erradicacion (Hill y Cilliers 1999). La aplicacion del control quimico,
usando herbicidas como el glifosato, paraquat, diquat y kerosene mezclado con

surfactante, habia sido también implementada. Sin embargo, su aplicacion no
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era deseable, pues a pesar de que podia resultar en un control efectivo y rapido,
se necesitaba un seguimiento continuo a las plantas que germinan de esporas
ademas del riesgo de contaminacién con herbicida a plantas no-objetivo y
contaminacion del agua (Hill y Cilliers 1999). De esta manera, el control biolégico
fue visto como la Unica alternativa para el control de este helecho (Hill y Cilliers
1999). En diciembre de 1997, el gorgojo Stenopelmus rufinasus, visto como
agente de control biolégico, fue liberado en Sudafrica para controlar a Azolla
filiculoides luego de varios analisis de especificidad con el hospedero (Hill 1998Db,
Hill y Cilliers 1999). Hacia el final del segundo afio de su liberacién, el gorgojo
causo6 una disminucion significativa del helecho (Hill y Cilliers 1999). Finalmente,
luego de tres afios de la liberacion de S. rufinaus, el helecho dejé de ser
considerado una amenaza para los ecosistemas acuéticos de Sudafrica

(McConnachie et al. 2003).

Las especies del género Azolla que viven en el sur de Africa son A. pinnata, A.
nilética, y A. filiculoides, siendo las dos primeras especies nativas y la tercera
introducida (Ashton y Walmsley 1984). De acuerdo a Pemberton y Bodle (2009),
el gorgojo Stenopelmus rufinasus también se alimenta de A. pinnata, pero en un
grado menor que de A. filiculoides, resultando en una inhabilidad para soportar
poblaciones silvestres del gorgojo en ausencia de A. filiculoides (Hill 1998b). De
esta manera, la Unica planta hospedera capaz de soportar viablemente

poblaciones del gorgojo S. rufinasus seria el helecho invasivo A. filiculoides.
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Los beneficios obtenidos del control biolégico de S. rufinasus contra A.
filiculoides pueden ser mostrados en términos de analisis econdmico de costo-
beneficio. En este sentido, Mc Connachie et al. (2003) determinaron un beneficio
de US$1093 por hectarea y US$206 millones para Sudafrica entera calculando
el Valor Presente Neto desde 1995 en adelante con una tasa de descuento del
8% y ajustando a valores constantes del afio 2000. La invasion de los cuerpos
de agua en Africa por plantas acuéticas introducidas, representa una de las
principales amenazas para el desarrollo socioeconémico de esta regién (Jones

2009).

1.5. Estado actual de Azolla filiculoides y Stenopelmus

rufinasus en la Republica de Irlanda y Gran Bretafia

Las islas oceéanicas son los lugares mas amenazados por especies exéticas
debido a que estos lugares constituyen rutas de mercado y usualmente albergan
a un rango mas limitado de especies que los ecosistemas continentales (Tibbetts
1997, Reaser et al. 2007, Kueffer et al. 2010). De las especies no nativas
establecidas en el Reino Unido, sélo el 8.5% de vertebrados, el 6.5% de insectos
y el 13.6% de plantas son consideradas pestes, lo cual indica que la mayor parte
de las especies no nativas establecidas no tienen un efecto significante en la

biodiversidad de este lugar (Manchester y Bullock 2000).

El helecho acuético invasivo, Azolla filiculoides, fue introducido en Europa en

1880 (Marsh 1914) seguido por una rapida colonizacion en Europa Occidental
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(West 1953). La planta lleg6 al sureste de Gran Bretafia al final del Siglo XIX
como planta ornamental (Janes 1998). Desde entonces, ha colonizado sistemas
lénticos y riachuelos de poco movimiento en Gran Bretafia, causando varios
problemas a los ecosistemas acuéticos y al potencial uso humano de dichos
cuerpos de agua (Janes 1998). La supervivencia a largo plazo y mayor
colonizacion de A. filiculoides en Gran Bretafia esta limitada debido a la muerte

causada por el invierno (Janes 1998).

El primer registro de Azolla filiculoides en la Republica de Irlanda fue hecho por
Brunker (1949) en el Condado de Wicklow, donde observo aproximadamente 25
metros cuadrados de agua cubierta por A. filiculoides. Sin embargo, un mes
después, Brunker visitd nuevamente el lugar y encontré que A. filiculoides estaba
cubriendo alrededor de 85 metros cuadrados (Brunker 1949). Estos registros

fueron confirmados afios més tarde por Carvill y Curtis (1973).

Se sabe que el agente de control bioldgico, el gorgojo Stenopelmus rufinasus,
vive naturalmente en el Reino Unido desde 1921, aunque no ha sido
intencionalmente liberado (Baars y Caffery 2008). En Irlanda, se lo reportd por
primera vez en el condado de Fermanagh en el afio 2007 (Nelson 2007) y
subsecuentemente fue reportado en el condado de Cork asociado con
infestaciones de Azolla filiculoides (Baars y Caffery 2008). Luego de este ultimo
registro, las poblaciones del gorgojo han sido monitoreadas mensualmente para
entender las interacciones entre ambas especies (Baars y Caffery 2008, Baars et

al. 2009).
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1.6. Especies de Estudio

1.6.1. Azollafiliculoides Lamarck

Azolla filiculoides Lam. es un helecho pequefio (1-2.5 cm), acuético, flotante,
heterosporo, que es nativo de Sudamérica (Jacot Guillarmod 1979, Lumpkin y
Plucknett 1980, McConnachie et al. 2004) y que pertenece a la familia
Salviniaceae (Smith et al. 2006). Los miembros del género Azolla tienen una
asociacion simbidtica con la cianobacteria Anabaena azollae, la cual permite a la
planta fijar nitrégeno de la atmésfera (Lumpkin y Plucknett 1980, Metzgar et al.
2007). Entre todos los organismos fijadores de nitrégeno, los sistemas
simbidticos tienen la mas alta tasa de fijacion por unidad de éarea, y la tasa de

Azolla-Anabaena es aun mayor que la de las leguminosas (Wagner 1997).

Azolla ha sido dividido en dos secciones que se basan en la estructura
reproductiva: Azolla y Rhizosperma, las cuales aparentemente se separaron
hace 50.7 Ma (Metzgar et al. 2007). Los miembros de la seccion Azolla tienen
tres flotadores en el aparato de la megaespora y los miembros de la seccién
Rhizosperma tienen nueve flotadores (Metzgar et al. 2007). Es asi que Azolla
filiculoides pertence a la seccion Azolla, al igual que A. rubra, A. caroliniana, A.
mycrophylla, y A. mexicana. Mientras que A. nilotica y A. pinnata pertenecen a la

seccion Rhizosperma (Metzgar et al. 2007).

Cada planta de Azolla filiculoides consiste en un rizoma flotante ramificado con
hojas alternas y sobrepuestas, y raices que caen hacia dentro del agua (Hilll y

Cilliers 1999). La planta cambia a un color rojizo cuando experimenta
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temperaturas frias y luz solar directa (Janes 1998, Hill y Cilliers 1999, Metzgar et
al. 2007). Este cambio de color es causado por pigmentos de antocianina dentro
del tejido fotosintético (Janes 1998, Metzgar et al. 2007). Esta planta puede
reproducirse asexualmente por produccion de esporas durante el verano y la
primavera, las cuales le permiten a la planta superar el invierno y la extrema

sequia (Hill y Cilliers 1999).

1.6.2. Stenopelmus rufinasus Gyllenhal

Stenopelmus rufinasus es un gorgojo pequefio, perteneciente a la familia
Curculionidae; mide alrededor de 1,7 mm de largo con un color gris-
negro cubierto con escamas tanto rojas, negras y blancas (Hill y Cilliers 1999).
Los adultos pueden vivir alrededor de dos meses y las hembras pueden producir
entre 128 y 474 crias durante toda su vida (Hill y Cilliers 1999). S. rufinasus basa

su dieta en especies del género Azolla.

La hembra adulta inserta un huevo en la punta de una hoja de una planta de
Azolla. Este huevo eclosiona luego de alrededor de cuatro dias de la
ovoposicion. El tiempo que toma desde el huevo hasta el comienzo de la etapa
adulta es alrededor de veinte dias (Hill 1998b, Hill y Cilliers 1999). Existe
dimorfismo sexual en S. rufinasus en el cual el primer esternito abdominal es
plano o ligeramente concavo en la mitad en los machos, pero es

extremadamente céncavo en las hembras (Hill 1998b).

La efectividad del control usando a S. rufinasus como agente controlador contra

A. filiculoides podria ser inclusive mejorada una vez que se entienda de mejor
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manera cOmo estos dos organismos interactdan en un contexto mas amplio, es

decir, tomando en cuenta las condiciones bidticas y abioticas del entorno.

1.7. Objetivo General

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de los nutrientes Nitrégeno y
Fosforo presentes en el agua sobre la relacion entre el gorgojo Stenopelmus

rufinaus y el helecho acuético Azolla filiculoides.

1.7.1. Objetivos especificos

e Entender, en un sentido mas preciso, la relacidn existente entre el
crecimiento del helecho Azolla filiculoides y la concentracion de nutrientes

presentes (Nitrégeno y Fosforo).

e Determinar cémo la presencia y depredacion del gorgojo Stenopelmus

rufinasus afecta al crecimiento del helecho Azolla filiculoides.

e Precisar como el crecimiento de Azolla filiculoides es afectado tomando en
cuenta tanto la presencia del gorgojo S. rufinasus, como los nutrientes

presentes (Nitrégeno y Fosforo).

1.7.2. Hipotesis

Se esperaba que las plantas que crecen en agua con concentracion Baja y Muy
Baja de nutrientes tengan un crecimiento menor que aquellas que crecen en
agua con una concentracion Media y Alta de nutrientes. También se esperaba

gue las plantas sometidas a una densidad mayor de parejas de gorgojos tengan
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un menor crecimiento que aquellas que crecen con un numero mas bajo de
parejas de gorgojos, debido al efecto de depredacién sobre las plantas. Por lo
tanto, se esperaba que aquellas plantas que crecian bajo concentracion Alta de
nutrientes como bajo densidades menores de gorgojos tengan mayor
crecimiento respecto a aquellas plantas sometidas tanto a concentraciones bajas

de nutrientes y densidades mayores de gorgojos.

2. MATERIALES Y METODOS

Para evaluar la influencia de los nutrientes del agua sobre la relacidn existente entre
los gorgojos Stenopelmus rufinasus y el helecho acuético Azolla filiculoides, se

llevaron a cabo medidas del peso de las muestras del helecho.
2.1. Areay Periodo de Estudio

El estudio se llevo a cabo en un invernadero en Rosemount Horticultural Station,
ubicado en las coordenadas geograficas 53.305172 N; -6.232799 O, University
College Dublin, Dublin, Republica de Irlanda, con una altitud de 32 msnm. El
periodo de estudio fue desde junio 15 hasta agosto 15 de 2010. Los
experimentos se realizaron en un invernadero para homogenizar las condiciones
de luz y temperatura a las que estarian sometidos los distintos tratamientos. La
temperatura fue registrada automaticamente cada media hora durante todo el
periodo de estudio con un termémetro electrénico de marca Tintag Extra, modelo
TGX — 3080, obteniendo asi una x = 20,41°C, S= 2,95. Por su parte, aunque no

se tomaron medidas cuantitativas de luz, existieron dos tipos de tratamientos
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control para el tratamiento de depredacion sobre los helechos para descartar un

posible efecto de la luz sobre el crecimiento del helecho.

2.2. Analisis y Coleccién de Datos

El experimento, primeramente, consistio en criar los gorgojos hasta su etapa
adulta, y luego usarlos en el experimento. Para obtener los gorgojos, se
colectaron algunas plantas de Azolla filiculoides infestadas de este coledptero, el
12 de junio de 2010 en una pequefia acequia junto al rio Barrow, cerca de
Bagnelstown, en el condado de Carlow ubicado en las coordenadas geograficas

52.712009° N; 6.956722° O.

Las plantas de Azolla filiculoides colectadas en el campo fueron separadas de
Lemna minor (otra especie de planta acuatica nativa) y colocadas en varios
recipientes para criar a los gorgojos para los experimentos posteriores. Estos
recipientes fueron chequeados diariamente, varias veces al dia, para colectar a
los adultos recién emergidos. Cada cierto numero de dias (alrededor de 5 a 6
dias), nuevas plantas de Azolla eran colocadas dentro de dichos recipientes
como suplemento alimenticio para las larvas y para los gorgojos adultos.
Finalmente, cuando un suficiente nimero de gorgojos habia alcanzado su
adultez, estos fueron separados en parejas (macho y hembra) y colocados en el
armado del experimento junto a su muestra correspondiente de Azolla

filiculoides.
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Los ensayos experimentales consistian en cuatro diferentes grupos de
recipientes grandes (Largo, 70cm; Ancho, 45cm; Altura, 45cm) los cuales fueron
armados bajo un invernadero localizado en Rosemount Horticultural Station.
Cada uno de los grupos tenia una de las distintas concentraciones de nutrientes
del agua (Muy Baja [MB], Baja [B], Media [M], y Alta [A]). Cada grupo estaba
ademas formado por seis de dichos recipientes interconectados entre si para
albergar el mismo tipo de agua con la misma concentracién de nutrientes. Dicha
interconexién se llevo a cabo usando tubos PVC. Para cada grupo, un aparato
de bombeo de agua fue colocado en el ultimo recipiente para bombear el agua
de regreso al primer recipiente, y de esta manera lograr que el agua circule a

través del sistema dentro de cada tratamiento (Fig. 1y 2).

Alrededor de 652 litros de agua fueron suministrados para cada grupo de
recipientes. Adicionalmente, se afiadi6 Kemira® Hydroponic Solution y una
solucion stock de Nitrato de Calcio a cada tratamiento para alcanzar las
concentraciones deseables de Nitrégeno y Fosforo (Tabla 1). Calculé los valores
de concentraciones de Nitrégeno y Fésforo basado en el informe “Water Quality
in Ireland 2004 — 2006”, elaborado por la Agencia de Proteccién Ambiental de
Irlanda (Environmental Protection Agency of Ireland, 2008). En este informe
presentado por EPA de Irlanda, se considera a 0,03 mg/L de Fdosforo como el
limite maximo de concentracién para agua libre de contaminacion. Asi mismo,
para el Nitrégeno, se establece que el limite maximo de concentraciéon para agua
libre de contaminacion es de 1,35 mg/L. Por esta razon, las concentraciones

Bajas para ambos nutrientes cumplieron con estos valores, mientras que las
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concentraciones Muy Bajas se establecieron en la mitad de dichos valores para
N y P. En el caso de las concentraciones Medias y Altas de N y P, éstas se
establecieron como el doble del valor de las concentraciones Baja y Media para

ambos nutrientes, respectivamente (Tabla 1).

En cada tratamiento de concentracidon de nutrientes del agua, se colocaron
recipientes flotantes con plantas de Azolla filiculoides con distintas densidades
de gorgojos (Fig. 3). Estos recipientes flotantes carecian de base y tenian un
didmetro de 21cm. La altura total de estos recipientes fue de aproximadamente

15cm, el nivel del agua alcanzaba los 12 cm desde la base.

Respecto al tratamiento de densidades de gorgojos, cinco tratamientos se
corrieron por cada tratamiento con las concentraciones de nutrientes. Estos
tratamientos de densidades diferentes consistieron en dos, cuatro y seis parejas
de gorgojos, teniendo cada una cuatro réplicas para cada tratamiento de
nutrientes. Adicionalmente, se establecieron dos tipos de control sin gorgojos
para cada tratamiento, con tres réplicas de cada uno. Un control con tapa con
malla (al igual que los recipientes que contenian gorgojos) y otro control sin
malla. Esto, para discriminar la influencia del bloqueo de radiacion ocasionado

por la malla sobre el crecimiento de la planta.

Para medir la relacion entre los distintos numeros de parejas de gorgojos en
cada tratamiento de concentracion de nutrientes, se midio el peso de cada planta
cada cuatro dias. Para llevar a cabo el proceso de medicion, se introducia una

malla por debajo del recipiente flotante (volviéndose esta malla su base) y luego
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se sacaba todo el recipiente con su respectiva muestra de helecho flotante con
sus gorgojos correspondientes. A este recipiente que tenia la base de malla, y
sobre ella el helecho, se lo secaba sobre papel secante (cuyo peso era de 9
gramos aproximadamente) por dos minutos. Luego, este recipiente, con todo su
contenido bibtico adentro, era pesado usando una balanza Sartorius GMBH
Cottingen, Fab. #:1403 MP8 — 1. La balanza tenia una precisiéon de un numero
decimal. El peso del recipiente vacio era de 106,9 gr. y fue restado de los pesos

totales para obtener el peso del helecho.

Usando un ANOVA para medidas repetidas, comparé el efecto de las distintas
concentraciones de nutrientes sobre el peso en gramos de las muestras
vegetales. Asi mismo, con un ANOVA para medidas repetidas, evalué la
influencia de las distintas densidades de gorgojos sobre el peso en gramos de
las muestras de Azolla filiculoides. Con un analisis preliminar de los promedios
de pesos de aquellas muestras sometidas a las tres densidades de gorgojos y a
los dos tipos de control de ausencia de gorgojos, determiné que la significancia
estadistica para esta prueba podria deberse a las comparaciones entre ausencia
y presencia de gorgojos y no a las comparaciones entre todos y cada uno de los
tratamientos (Tabla 2). Por esta razén, decidi renombrar los niveles de
densidades de gorgojos. Asi, en lugar de separar a las distintas densidades
individualmente (cero [control], dos, cuatro y seis parejas de gorgojos), separé
entre “presencia” y “ausencia” de gorgojos. Realicé nuevamente la prueba
ANOVA para medidas repetidas usando esta variable independiente con los

nuevos niveles.
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Usando la misma prueba de ANOVA para medidas repetidas, comparé la
interaccion entre los tratamientos de nutrientes (Nitrégeno y Fosforo) y la

presencia y ausencia de gorgojos con el crecimiento de A. filiculoides.

Para los analisis estadisticos se us6 el programa StatView 5.0 para Windows,
ademas de Microsoft Excel 2007 para la representacion grafica de los

resultados.

. RESULTADOS

Los resultados obtenidos mediante la prueba de ANOVA para medidas repetidas
muestran que el crecimiento de A. filiculoides bajo los tratamientos de
concentraciones de nutrientes es significativo (F3 4= 17,118, p<0,0001). Azolla
filiculoides tuvo un crecimiento significativamente mayor en el tratamiento de
Muy Baja concentracion de nutrientes, seguido por el crecimiento en las
concentraciones de nutrientes Baja y Media, para finalmente mostrar un
crecimiento mucho menor en el tratamiento de concentracion Alta (Fig. 4, Tabla
3). También encontré diferencias significativas en el crecimiento de las plantas
en presencia y ausencia de gorgojos (Fi, s4= 42,122, p<0,0001). Las plantas que
carecian de gorgojos crecieron mas que aquellas que presentaban gorgojos (Fig.
5, Tabla 4). Sin embargo, la interaccion entre los tratamientos de
concentraciones de nutrientes y de presencia y ausencia de gorgojos no fue
significativa sugiriendo que los efectos que causan estos tratamientos no son

aditivos.
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En casi todos los casos donde existié presencia de gorgojos, a partir del dia 16
ya no hubo crecimiento de Azolla filiculoides (Fig. 4). La razdn de esta detencion
de crecimiento pudo ser causada por la muerte de A. filiculoides, pues el color y
la textura de las plantas (Fig. 6) mas el detenimiento del crecimiento sugieren su

muerte.

. DISCUSION

Respecto al crecimiento de Azolla filiculoides frente a los tratamientos de
concentraciones de nutrientes (N y P) en el agua, se obtuvo que su crecimiento
fue significativamente mayor en el tratamiento de Muy Baja concentracion de
nutrientes que en el tratamiento de concentracion Alta de nutrientes. Esto
sucedi6 al contrario de la hipotesis planteada que predecia que el crecimiento de
A. filiculoides seria menor en condiciones de Baja y Muy Baja concentracion de

nutrientes que en condiciones de Alta concentracion de nutrientes.

Estos resultados pueden deberse a que en la concentracion Alta de nutrientes, el
exceso del nitrégeno podria haber resultado téxico para la planta y asi impedir
su crecimiento normal (Fig. 7, 8 y 9) (Fenn et al. 1998, Fenn et al. 2003, Bobbink
et al. 2010). Otro factor importante para explicar el bajo crecimiento de A.
filiculoides en la concentracion Alta de nutrientes pudo deberse a que su
simbionte Anabaena azollae tiene un indice de fijacién de N, menor cuando se
encuentra expuesto a niveles altos de nitrdgeno inorganico, como nitratos por
ejemplo (De Nobel et al. 1997). Asi mismo, bajo condiciones bajas de nitratos,

Anabaena azollae tiene un indice mayor de fijacion de N,y posiblemente es en
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parte responsable del mayor crecimiento de A. filiculoides bajo dichas
condiciones de nutrientes. Asi mismo, cambios en la concentracion del fosforo
en el medio son causantes de variaciones en la tasa de crecimiento de

Anabaena sp. (Viner 1973).

Por otra parte, el pH del medio y las concentraciones de nutrientes presentes
cumplen interacciones importantes en cuanto a la absorcion de los nutrientes
necesarios para la planta (Breeze et al. 1987, Valverde et al. 1997). Por esta
razon, en el caso de que hubieran existido cambios en el pH del medio, éstos
pudieron influir en las diferencias en los tratamientos de distintas
concentraciones de nutrientes. Otra razon posible para explicar un menor
crecimiento de A. filiculoides bajo condiciones Altas de nutrientes, se puede
deber a que el exceso de fosforo impide la absorcion normal de micronutrientes
esenciales para el funcionamiento optimo de las plantas. Entre dichos
micronutrientes se pueden citar al zinc (Warnock 1970, Safaya 1975,
Christensen y Jackson 1980), y al hierro (Biddulph y Woodbridge 1952, DeKock

y Wallace 1965) el cual causa clorosis en la planta.

El hecho de que posiblemente no hubo diferencias reales en el crecimiento del
helecho entre los tratamientos tomando en cuenta las diferentes densidades de
gorgojos (2, 4 y 6 parejas), se puede deber a la compensacion de biomasa que
realizaria este helecho frente a la herbivoria causada por el gorgojo
Stenopelmus rufinasus. Es ampliamente reconocido que muchas plantas

compensan la herbivoria de artropodos de varias maneras para recuperar su
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aptitud o eficacia biolégica y su produccion de biomasa (Trumble et al. 1993,
Stowe et al. 2000, Boege 2005, Newingham et al. 2007). La compensacion de
biomasa en las plantas frente a la herbivoria es principalmente asociada a altos
indices de fotosintesis y a la reubicacién de recursos almacenados dentro de la
planta (Chapin y McNaughton 1989, Trumble et al. 1993, Hochwender et al.
2000, Stowe et al. 2000). De esta manera, en el caso de que haya habido
compensacion de biomasa, la compensacion en A. filiculoides no fue suficiente
para alcanzar los niveles de biomasa que se dan en ausencia de gorgojos, pero
si pudo haber sido suficiente para eliminar diferencias entre los distintos niveles
de predacion bajo las diferentes densidades poblacionales del gorgojo. Sin
embargo, las diferencias en densidades poblacionales pudieron también haber
sido poco sustanciales entre si y ser mas bien ésta la razén de la carencia de

diferencias estadisticas entre dichas densidades.

El helecho acuatico Azolla filiculoides y el gorgojo Stenopelmus rufinasus tienen
interacciones muy complejas, no solamente entre ellos, sino también con el
medio en el que viven. Como se ha visto en este estudio, la depredacion
causada por S. rufinasus sobre A. filiculoides no disminuye su peso de manera
lineal respecto al numero de depredadores presentes en las muestras vegetales.
Probablemente, la biomasa de A. filiculoides disminuye a una tasa mayor en
aquellas muestras donde existe un nimero mayor de gorgojos presentes. Sin
embargo, esto no pudo ser detectado en este estudio. Se requeririan estudios
mas profundos que evallen directamente la compensacion de biomasa frente a

la depredacion.
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Es interesante observar que en agua contaminada con compuestos nitrogenados
y fosforados, potenciales nutrientes de las plantas, el crecimiento de Azolla
filiculoides fue menor que en agua no contaminada, es decir con menor
concentracion de dichos nutrientes. Si el objetivo de los programas de control
biologico contra A. filiculoides es precisamente erradicar a esta planta, se
pensaria que es mas facil llevar a cabo dicha erradicacion cuando el agua esté
contaminada con estos nutrientes, pues técnicamente la invasion de esta planta
seria mas lenta debido a que su crecimiento es menor bajo estas condiciones.
Sin embargo, la contaminacion de los cuerpos de agua nhaturales no
necesariamente se relaciona solo a estos dos nutrientes sino muchas veces a
metales pesados u otros compuestos que podrian afectar de manera diversa la
interaccion de todos los organismos dentro del ecosistema (Oglesby y
Edmonson 1966, Sawyer 1966, Fruh 1967, Lund 1972, Tapp 1978, Beltman et
al. 2000, Cloern 2001, Scavia y Bricker 2006). La interaccién del helecho con el
gorgojo podria también resultar alterada en estas condiciones, ademas de la
tasa de crecimiento de la planta invasiva en cuestion, al igual que sucede con el
Jacinto de agua, Eichhornia crassipes (Coetzee et al. 2009). Por esta razon,
recomiendo tratar la contaminacién de dichos cuerpos de agua separada y
anticipadamente del control biologico, pues las interacciones entre los
organismos Vvivos y con los contaminantes en el cuerpo de agua podrian actuar
negativamente frente a los programas de erradicacion de especies invasivas a

través de agentes bioldgicos.
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De acuerdo a Mgller-Jgrgensen y Ledn-Yanez (1999), en el Ecuador existen
cuatro especies de plantas del género Azolla, todas ellas nativas. Las especies
presentes en el Ecuador son Azolla caroliniana Wild, Azolla filiculoides Lam., A.
mexicana C. Presl., y A. microphylla Kaulf. Tanto A. caroliniana como A.
microphylla son especies costeras continentales registradas hasta los 500 msnm
en la provincia del Guayas, aunque A. microphylla también ha sido registrada en
Galapagos (Mgller-Jgrgensen y Ledn-Yanez 1999). Por su parte, A. mexicana y
A. filiculoides son especies andinas registradas a partir de los 2500 msnm. A.
mexicana ha sido registrada en la provincia del Cotopaxi entre los 2500 y 3000
msnm. A. filiculoides ha sido registrada en las provincias del Cotopaxi, Imbabura,
y Napo entre los 2500 y 3000 msnm y entre los 3500 y 4500 msnm (Mgller-

Jorgensen y Ledn-Yanez 1999).

En el Ecuador no se conoce practicamente nada sobre la ecologia de estas
especies, ni tampoco ha habido registros de su depredador natural Stenopelmus
rufinasus, ni de otras especies de artrépodos que se han identificado como
depredadores naturales del género Azolla, tales como Pseudolampsis guttata
LeConte (Chrysomelidae) y Pseudolampsis darwini Scherer (Chrysomelidae)
(Buckingham y Buckingham 1981, Casari y Duckett 1997, Hill y Oberholzer
2002). P. darwini ha sido registrada en Brasil y Uruguay (Casari y Duckett 1997),
lo cual adicionalmente sugeriria que esta especie se podria encontrar también

en otros paises de Sudamérica, como Ecuador por ejemplo.
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Hasta el momento, el mayor conocimiento sobre el género Azolla en el Ecuador,
publicado de manera cientifica, respecta a la asociacion simbiética Azolla-
Anabaena en cuanto a la fijacion de Nitrogeno. Montafio (2010) public6 como
tesis doctoral la aplicacion de Azolla caroliniana como fuente fijadora de
Nitrégeno para los ecosistemas del Rio Guayas. En esta publicacién se explica
como implementando la explotacion de Azolla-Anabaena en el Ecuador se
abasteceria la demanda actual de Nitrdgeno estimada en 387 357 toneladas.
Montafio (2010) sugiere que la aplicacién y explotacion de Azolla-Anabaena
podria ser la mejor opcion de reemplazo a la Urea como fuente fertilizante de
Nitrogeno en el Ecuador y el mundo. Sin embargo, al no conocerse nada sobre
la ecologia de Azolla en el Ecuador, y sabiendo todos los problemas de invasion
que ha causado tanto en Africa como en Europa, pienso que seria conveniente
estudiar la ecologia en condiciones naturales de Azolla caroliniana antes de
explotarla; pues, a pesar de que es una especie nativa para el Ecuador, es muy
probable que al intentar manejar sus poblaciones, incrementandolas
artificialmente, su sobreproduccién sobrepase los limites controlados y colonice
los hébitats naturales donde A. caroliniana no ha llegado aun. De esta forma,
podria afectar los ecosistemas acuaticos naturales tanto de manera fisica (uso
del agua para navegacion, consumo, represas hidroeléctricas, etc.) como
biologica (desplazamiento de otras especies nativas, modificaciones en las
relaciones tréficas, competencia con otras especies vegetales acuaticas por
nutrientes, etc.). Ademas, se deberia también estudiar la posibilidad de

colonizacion (en el caso de que no se encuentren aun en el pais) de los
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depredadores artrépodos naturales conocidos hasta el momento pues la
invasion de cualquiera de ellos (Stenopelmus rufinasus, Pseudolampsis guttata y
Pseudolampsis darwini) podria devastar la produccion de Azolla como

biofertilizante.

En las Figuras 10 y 11 se muestran los lugares donde se localizaria Azolla
filiculoides, especie en cuestion del presente estudio, en el Ecuador segun
Mgller-Jgrgensen y Ledn-Yanez (1999), siguiendo los parametros de habitat
descritos por ellos (provincias donde se ha registrado a A. filiculoides y altura en
msnm). Segun estos parametros, existirian alrededor de 128 cuerpos de agua
con un &area en promedio de 17, 78 Km? + 59,5. Sin embargo, el area total
potencial a ser cubierta por A. filiculoides consistiria en la suma de las areas de

todos los cuerpos de agua resultando en 2276,36 Km?.

La presente investigacion provee resultados concretos respecto a cémo
interactan las dos especies, Azolla filiculoides y Stenopelmus rufinasus, en
condiciones de laboratorio, respecto a la concentracién de Nitrégeno y Fosforo
disueltos en el agua, y como el helecho responde en términos de biomasa a los
nutrientes disueltos (N y P) y a la presencia del depredador natural Stenopelmus

rufinasus presente en el helecho.

Es necesario realizar mas estudios de campo, tanto en lugares donde el helecho
es invasivo como en lugares, como Ecuador, donde es nativo para entender
mejor cudales son los factores que controlan su dinamica poblacional y como se

interrelaciona con las demas especies y el medio en que vive. Asi mismo, se
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recomienda hacer estudios donde se midan las condiciones fisico — quimicas del
medio de crecimiento a lo largo del tiempo del experimento (pH, micronutrientes
presentes, oxigeno disuelto, etc.) para que de esta manera dichas
concentraciones sean siempre controladas experimentalmente. Se recomienda
también tomar medidas de otros nutrientes en el medio que podrian resultar
fundamentales para el crecimiento y la fisiologia del helecho. Asi mismo,
recomiendo que se evalle la tasa de mortalidad de los depredadores, la cual a

su vez puede estar siendo afectada por el medio en que viven.
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6. TABLAS

Tabla 1. Concentraciones de Nitrégeno y Fésforo afiadidas a cada tratamiento de
concentracién de nutrientes.

Tratamiento Cantidad afadida de
para Kemira® Hydroponicy  Concentraciones de nutrientes
concentraciones  de Solucién Stock de alcanzadas
de nutrientes Nitrato de Calcio
del agua
Solucién (ml) Nitrégeno Fésforo (mg/L)
(mg/L)
Muy Baja 15 0,675 0,15
Baja 3 1,35 0,03
Media 7,02 3,15 0,07

Alta 14 6,3 0,14
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Tabla 2. Promedios y desviaciones estandar del peso de Azolla filiculoides bajo los tratamientos
de densidades de gorgojos. El simbolo "X " representa al promedio de crecimiento dentro de cada
tratamiento medido en gramos y "S" es la desviacién estandar.

Tratamiento

gorgojos

Tratamientos de Nutrientes

Alto Medio Bajo Muy Bajo

X S X S X S X S
2 parejas 17,49 7,49 21,79 12,79 22,72 10,94 26,72 15,21
4 parejas 19,73 9,48 19,79 10,50 19,18 7,93 26,31 14,79
6 parejas 16,37 7,74 18,98 11,00 20,45 8,48 25,94 14,10
Control 20,25 9,85 27,41 14,38 30,07 16,42 31,30 19,35

malla

Control sin 20,64 10,07 28,54 16,15 32,39 18,77 3501 21,16

malla

Tabla 3. Promedios y desviaciones estandar del peso de Azolla filiculoides bajo
los cuatro tratamientos de nutrientes. El simbolo "X " representa al promedio de
crecimiento dentro de cada tratamiento medido en gramos y "S" es la desviacion

estandar.

Tratamientos de

Peso de A. filiculoides

nutrientes
X S
Alta 18,72 8,89
Media 22,78 13,22
Baja 24,26 13,45
Muy Baja 28,60 16,84




Tabla 4. Promedios y desviaciones estandar del peso de Azolla filiculoides bajo
los tratamientos de ausencia y presencia de gorgojos. El simbolo " X " representa
al promedio de crecimiento dentro de cada tratamiento medido en gramos y "S"
es la desviacion estandar.

Tratamientos de Peso de A. filiculoides

gorgojos

X S
Ausencia 28,20 16,27
Presencia 21,29 9,55

7. FIGURAS

Figura 1. Armado del experimento donde se muestran los cuatro
tratamientos de concentraciones de nutrientes del agua. Invernadero
localizado en Rosemount Horticultural Station.
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Figura 2. Tratamiento de concentracion de nutrientes con los seis
recipientes del grupo correspondientes. Ademas, se muestran los recipientes

blancos pequefios flotantes donde Azolla filiculoides crecia con las
diferentes densidades de gorgojos.

Figura 3. Recipientes flotantes donde Azolla filiculoides crecia junto a su
respectiva densidad de parejas de gorgojos. Estos recipientes fueron

colocados en cada una de los tratamientos de concentraciones de
nutrientes.

47



65
55
45 h\/
& e Conc. Alta
S 35
w -
: //<’. Conc. Media
25 4 — Conc. Baja
Conc. Muy Baja
15
5
0] 4 8 12 16 20 24
Numero de dias

Figura 4. Peso total promedio de Azolla filiculoides bajo los cuatro tratamientos de
concentracién de nutrientes. Las lineas de colores muestran las distintas
concentraciones de nutrientes del agua.
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Figura 5. Peso total promedio de Azolla filiculoides bajo los tratamientos de ausencia y
presencia de gorgojos.
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Figura 6. Al lado izquierdo de la figura se encuentran muestras de Azolla filiculoides
destruida por accion del gorgojo Stenopelmus rufinasus, presentando despigmentacion y
textura rugosa. Al lado derecho de la figura se encuentran muestras de Azolla filiculoides

intacta y sin gorgojo.
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Figura 7. Peso total de Azolla filiculoides bajo el tratamiento de Muy Baja concentracion
de nutrientes. Las lineas de colores muestran las distintas densidades de gorgojos
presentes.
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Figura 8. Peso total de Azolla filiculoides bajo el tratamiento de Alta concentracion de
nutrientes. Las lineas de colores muestran las distintas densidades de gorgojos
presentes.

Prom. de concent. Alta y Muy Baja

65
55 -~
45 /

y/aN
//""’

Contral - Muy Baja

Gorgojos - Muy Baja

Peso {gr.)
W
(¥a]

25 Control - Alta
15 Gorgojos - Alta
5

0] 4 8 12 16 20 24
Numerode dias

Figura 9. Peso total promedio de Azolla filiculoides bajo los tratamientos de
concentraciones Alta y Muy Baja de nutrientes. Las lineas de colores representan la
ausencia y presencia de gorgojos.



Sitios de presencia de Azolla filiculoides
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Figura 10. Sitios de localizacién de Azolla filiculoides en el Ecuador, resaltando las

provincias de Cotopaxi, Imbabura, y Napo (Mgller-Jgrgensen y Ledn-Yéanez 1999).
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Figura 11. Ubicacion de los cuerpos de agua dentro de cada provincia del Ecuador (Cotopaxi,
Imbabura, y Napo) donde se encuentra A. filiculoides (Mgller-Jgrgensen y Ledn-Yanez 1999).




