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RESUMEN 

La removilización de nitrógeno en las especies del género Gunnera implica algu-

nas diferencias por la endosimbiosis con la cianobacteria Nostoc que le brinda 

una mayor fijación de nitrógeno y, a su vez, mayor valor para los bosques mon-

tanos, principalmente en la provincia de Oxapampa, en los cuales se desarrolla 

una agricultura intensiva de corta duración perjudicial para el suelo. La presente 

investigación tiene como objetivo evaluar la removilización de nitrógeno de Gun-

nera margaretae respecto a su fertilización natural y posible conservación del 

bosque montano. La metodología aplicada fue la determinación del porcentaje 

de nitrógeno para distintos órganos vegetativos (tallos, raíces, hojas) a través del 

método de Kjeldahl.  La identificación de colonias formadas por las cianobacte-

rias Nostoc punctiforme y Oscilatoria sp., fue a través de microscopio a un au-

mento de 1000x. Los resultados obtenidos revelaron un porcentaje alto de nitró-

geno (1,72%), en comparación con leguminosas como la alfalfa (1,26%), trébol 

(0,4%) y frejol común (0,67%) consideradas fijadoras de nitrógeno por excelen-

cia. En este contexto, la conclusión fundamental del estudio arroja luz sobre la 

posibilidad de aprovechar los resultados obtenidos después de analizar deteni-

damente el proceso de fijación llevado a cabo por G. margaretae. Esta investi-

gación podría desempeñar un papel crucial al combinarse con otros estudios re-

lacionados, con el potencial de generar un impacto significativo en la producción 

de abonos orgánicos, la promoción de la sostenibilidad del suelo y, en última 

instancia, la mejora de la calidad de vida de los agricultores locales en la región. 

      Palabras clave: Gunnera, Nostoc, bosque montano, fijación de nitró-

geno. 

 



 

  

ABSTRACT 

The remobilization of nitrogen in species of the genus Gunnera involves some 

differences due to endosymbiosis with the cyanobacterium Nostoc, which pro-

vides it with a higher nitrogen fixation capacity and, in turn, greater value for mon-

tane forests, primarily in the province of Oxapampa, where intensive short-term 

agriculture harmful to the soil is prevalent. This research aims to evaluate the 

nitrogen remobilization in Gunnera margaretae concerning its natural fertilization 

and potential conservation of the montane forest. The methodology employed 

involved determining the nitrogen percentage in different vegetative organs 

(stems, roots, leaves) using the Kjeldahl method. The identification of colonies 

formed by the cyanobacteria Nostoc punctiforme and Oscilatoria sp. was con-

ducted through a microscope at a 1000x magnification. The results obtained re-

vealed a high nitrogen percentage (1.72%) compared to nitrogen-fixing legumes 

such as alfalfa (1.26%), clover (0.4%), and common beans (0.67%). In this con-

text, the key conclusion of the study sheds light on the potential to harness the 

findings after a thorough analysis of the fixation process carried out by G. mar-

garetae. This research could play a pivotal role when combined with related stud-

ies, with the potential to significantly impact organic fertilizer production, promote 

soil sustainability, and ultimately enhance the quality of life for local farmers in the 

region. 

Keywords: Gunnera, Nostoc, montane forest, nitrogen fixation. 

  



 

  

I. INTRODUCCION 

La aportación tanto económica como ecológica que brindan los bosques mon-

tanos tropicales es importante y lamentablemente durante muchos años no ob-

tuvo la atención de especialistas (Cubas y Lizetty, 2013). Estos bosques pre-

sentan un alto nivel de vulnerabilidad a causa de actividades antropogénicas 

como agricultura, ganadería, tala ilegal, etc. Durante el periodo comprendido 

entre 2013 y 2015, se evidenció que el 71 % de la deforestación en la Amazonía 

peruana se atribuyó al manejo de parcelas de 5 hectáreas, mientras que el 19 

% restante se relacionó con la gestión de parcelas de tamaño medio, oscilando 

entre 5 y 50 hectáreas. En estas últimas, se llevaron a cabo prácticas como la 

quema indiscriminada y la tala de árboles, según señalan los estudios de Be-

doya (2003) y Bedoya y Ramírez (2001). 

 Una característica del relieve de los bosques montanos es que la proporción 

de terrenos planos y con poca pendiente es escasa. En términos generales, las 

condiciones topográficas y las características del subsuelo se reflejan en lade-

ras largas con pendientes moderadas o pronunciadas, que se formaron sobre 

capas de rocas metamórficas y sedimentarias. Estas rocas tienen diferentes 

edades, pero la mayoría de ellas datan del Paleozoico y del Cretácico sin divi-

siones claras (Tosi, 1980). Además, en los bosques de este tipo se encuentran 

islas húmedas que se caracterizan por recibir altos niveles de precipitación a lo 

largo del año, lo que contribuye a la formación de vegetación exuberante y que 

a su vez son aprovechadas por los pobladores de la zona que se dedican a la 

ganadería. Las características edáficas, es decir, las propiedades del suelo, son 

un factor determinante en la explicación de la composición de la flora arbórea y 

herbácea en el bosque (Quiroz, 2016). Se han registrado árboles con tamaños 



 

  

que oscilan entre 20 y 30 m, destacando el ulcumano (Retrophyllum rospigli-

osii). Asimismo, a menudo se presentan epifitas y helechos (Ataroff y Monaste-

rio, 1987). Los géneros de angiospermas con mayor relevancia en este medio 

son Symplocos (Symplocaceae), Cedrela (Meliaceae), Clusia (Clusiaceae), 

Oreopanax (Araliaceae), Brunellia (Brunelliaceae), Ilex (Aquifoliaceae), Clethra 

(Clethraceae), Guarea (Meliaceae), entre otros (Tosi, 1980). 

Los bosques montanos remanentes destacan por su diversidad de especies y 

endemismos, lo que los convierte en ecosistemas con un alto potencial. Los 

bosques montanos enfrentan una rápida deforestación debido a la confluencia 

del hombre, careciendo de un plan de manejo forestal para especies y a su vez 

la topografía compleja y el clima regional los hacen especialmente vulnerables 

(Vicuña, 2005). La conservación de los bosques montanos es importante por 

ser fuente primaria de agua, porque la zona es generalmente húmeda. Según 

registros entre el 2004 y 2019 se estima que los bosques montanos de Yunga 

han sufrido una deforestación que alcanza las 5.062.93 ha (MINAM, 2003). En 

los países de Sudamérica entre los años 2010 y 2020 hubo una pérdida de 

alrededor de 2 597 000 ha de diferente tipo de bosques (FAO, 2020). Exacta-

mente, se presentó una pérdida de 15 millones ha al año en el Perú debido al 

cultivo y la ganadería, lo que señala una alerta para esta clase de funciones del 

ecosistema como el mantenimiento de la calidad del agua favorable para los 

seres vivos, creación y sostenimiento de suelos fértiles (FAO, 2010). 

En el valle de Oxapampa, se ha observado una variación y deterioro significati-

vos en los ecosistemas naturales, con un impacto especialmente notorio en la 

calidad del suelo. En este contexto, la mayoría de las especies autóctonas del 



 

  

área rural han sido desplazadas por agroecosistemas que no contribuyen al 

enriquecimiento del medio ambiente, (Buendía et al., 2017).La presencia de co-

berturas vegetales ha tenido un impacto positivo en el suelo. Esto se debe a 

que estas coberturas promueven el aumento de contenido de materia orgánica 

y nutrientes en el suelo al descomponer la biomasa tanto a nivel aéreo como 

subterráneo. Además, han mejorado características físicas del suelo, como la 

porosidad, la estructura y la estabilidad de los agregados. También se ha ob-

servado un incremento en la capacidad de retener humedad y en la capacidad 

de intercambio catiónico del suelo. Estos efectos beneficiosos han llevado a una 

reducción en el escurrimiento del agua y han contribuido a prevenir la erosión 

del suelo, al mismo tiempo que han aumentado la actividad biológica en el suelo 

(Arenas et al., 2019). 

La familia Gunneraceae, es una familia monotípica que consiste únicamente del 

género Gunnera, el cual se compone de 63 especies (Christenhusz, 2016; 

Chase, 2016) de las cuales 44 están distribuidas en la región neotropical (Mora-

Osejo, 2011). En el Perú se presentan cinco especies: G. annae Schindl., G. 

bolivari J.F. Macbr,, G. magellanica Lam., G. margaretae Schindl., y G. peru-

viana J.F. Macbr.; ninguna de las especies peruanas es endémica puesto que 

también están presentes en los vecinos Colombia, Ecuador, Bolivia y Chile 

(Ulloa et al., 2017). 

Desde hace más de cien años se conoce la relación endosimbiótica de ciano-

bacterias con el género Gunnera (Jonsson, 1894), principalmente Nostoc 

punctiforme, la cual realiza la fijación de nitrógeno en sus órganos vegetativos 

(Wilkinson, 2000). Por medio de una investigación en la cual Gunnera arenaria 



 

  

realiza endosimbiosis con Nostoc punctiforme, precisamente se encontró 5.2 

mg de proteína en forma simbionte y 1.1 mg de proteína de manera aislada 

(Silvestre y McNamara, 1976), a causa de la catalizacion de la enzima nitroge-

nasa, puesto que el nexo planta-simbionte es una táctica que brinda la posibili-

dad para que los nutrientes sean aprovechados al máximo, favorece los ciclos 

biogeoquímicos del planeta y produce  resultados emergentes para la creación 

y población vegetal (Lu y Hedin, 2019; Haselkorn, 1978). Precisamente en cia-

nobacterias independientes, la conversión del nitrógeno atmosférico (N2) en una 

forma utilizable depende del complejo enzimático conocido como nitrogenasa, 

que es sensible al oxígeno (Haselkorn, 1978). Este complejo se encuentra prin-

cipalmente en células especializadas llamadas heterocistos, que funcionan en 

condiciones anaeróbicas para proteger la nitrogenasa del oxígeno. El nitrógeno 

fijado en este proceso se transforma posteriormente en componentes celulares 

esenciales con la ayuda de dos enzimas, la glutamina sintetasa (GS) y la gluta-

mato sintasa (GOGAT). Durante la transformación de una célula vegetativa en 

un heterocisto, hay un aumento del doble tanto en la actividad de la GS como 

en los niveles de proteína, lo que mejora la utilización eficiente del amoníaco 

producido por la reacción catalizada por la nitrogenasa (Bergman et al. 1992; 

Rai, 1990). Esta asociación entre los organismos genera cambios importantes, 

en el estudio realizado por Osborne (1989), se pudo identificar como el aumento 

de más de diez veces en el peso de las plantas y el área foliar sugiere que la 

cianobacteria aporta beneficios adicionales más allá del suministro de nitró-

geno. Gunnera requirió niveles inesperadamente altos de nitrógeno combinado 

para obtener efectos similares a los proporcionados por el cianobionte. Esto 



 

  

pudo deberse a la baja absorción de nitrato y a la actividad de la nitrato reduc-

tasa registrada en Gunnera y podría explicar por qué Gunnera en la naturaleza 

es tan dependiente de su cianobionte fijador de N2 (Bergman et al. 1992; Os-

borne, 1991). Es así como Gunnera, en contraste de otras plantas, lleva a cabo 

una actividad de nitrogenasa hasta diez veces mayor (Silvester, 1976). En ese 

sentido, el objetivo de esta investigación es evaluar la removilización de nitró-

geno en Gunnera margaretae respecto a su fertilización natural y posible con-

servación del bosque montano. Aunque Gunnera no pertenece a las legumino-

sas, tiene la capacidad de fijar niveles significativos de nitrógeno mediante la 

endosimbiosis con la cianobacteria Nostoc punctiforme, siendo una opción va-

liosa como planta silvestre en la región. La información recabada se podría uti-

lizar para futuros estudios, como la elaboración de abono orgánico y compost, 

con el propósito de restaurar ambientes degradados por la agricultura en bos-

ques montanos. La justificación de esta investigación se basa en la restauración 

ambiental y los beneficios económicos derivados de la restauración de áreas 

degradadas. Se espera que las especies de Gunnera adquieran importancia 

económica a medida que los pobladores empleen la planta para mejorar la fer-

tilidad del suelo y generen oportunidades económicas locales. Además, se des-

taca la generación de empleo y la mejora de los cultivos como beneficios socia-

les, sentando las bases para investigaciones aplicadas futuras y aprovechando 

la ventaja de tener estas plantas en el territorio local. 

 



 

  

II. METODOS 

2. Descripción de Área de Estudio 

La investigación se desarrolló en el valle de Oxapampa, ubicado en el departa-

mento de Pasco, Perú, específicamente sobre el km 9 de la carretera que con-

duce de Oxapampa a Villa Rica (Figura 1), cuyas coordenadas son -10.64449"S, 

-75.35267"W; a una altitud de 2245 msnm. En la zona se registra un clima de 

tipo húmedo-semicálido, característico de la selva alta, con una temperatura me-

dia anual máxima de 17.9 °C y una precipitación anual de 1,461 mm (Ramos, 

2023).  La topografía de la zona se caracteriza por el relieve inclinado, con pocas 

áreas de pendientes suaves, ya que la mayor superficie corresponde a las lade-

ras de los valles. El suelo es de media profundidad y textura variable entre media 

y fina con pH mayor a 7. Respecto a la vegetación como resultado de la alta 

actividad agrícola como el cultivo de granadilla, rocoto y maíz y ganadería de 

vacunos, se han deforestado extensas área de bosques montanosUna de las 

especies propias de la zona es el ulcumano (Retrophyllum rospigliosii). En la 

provincia, un porcentaje cercano al 32% de su superficie está reservado para la 

preservación de la naturaleza, a través de Áreas Naturales Protegidas que inclu-

yen al Parque Nacionale Yanachaga Chemillén, la Reserva Comunal Yanesha y 

el Bosque de Protección San Matías San Carlos, y también zonas de conserva-

ción gestionadas a nivel municipal como el Bosque de Shollet. Estas áreas son 

de gran importancia debido a su diversidad de ecosistemas, complejos ecológi-

cos, y su significativa herencia cultural e histórica (Municipalidad Provincial de 

Oxapampa, 2010). 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ubicación de la zona de muestreo 

Fuente: Google Earth (2023) 

 

 

2.1. Colecta de muestras 

Dado que se tenía información preliminar sobre la existencia de una especie per-

teneciente al género Gunnera en ubicaciones específicas a lo largo de la carre-

tera que conecta la ciudad de Oxapampa con el área conocida como El Abra, se 

llevó a cabo el desplazamiento hacia la zona señalada para llevar a cabo la re-

colección correspondiente. . Una vez ubicada una población de Gunnera inde-

terminada en el campo se recolectaron 5 kg de órganos vegetativos de la planta 

(raíz, tallo, hojas). Las partes vegetativas fueron recolectadas con la ayuda de 

herramientas como guantes de poda, pala pequeña, cuchillo y tijera de podar. 



 

  

Con la ayuda de la pala se extrajeron de raíz tres individuos completos que fue-

ron divididos en partes y depositados en sacos de propileno rotulados para su 

traslado. Además, se tomaron fotografías y apuntes de sus características. Las 

muestras fueron trasladadas al laboratorio de Ingeniería Ambiental de la Univer-

sidad Científica del Sur en donde se analizaron. 

 

2.2. Identificación de la especie.  

En una primera instancia se realizó una revisión literaria y fotográfica para cono-

cer la apariencia de las plantas del género Gunnera, ya que se había recogido 

información sobre su presencia en la zona por referencias personales.  Morfoló-

gicamente, las plantas colectadas son de tamaño mediano a grande; tienen un 

rizoma grueso que mide alrededor de 4-5 centímetros de diámetro. El rizoma 

presenta lepidófilos (= pequeñas hojas a manera de escamas) numerosos, rígi-

dos y pueden ser enteros o ligeramente cortados, especialmente en la mitad del 

margen. Son estrechamente lineales u obovados, con dimensiones que oscilan 

entre 1 y 4.5 centímetros de ancho y 0.3-0.4 centímetros de grosor, y tienen una 

superficie lisa de color rojo intenso. El pecíolo es largo, alcanzando los 60-80 

centímetros en la base y disminuyendo a 5-8 milímetros en el extremo superior. 

Es ligeramente acanalado y carece de pelos, pero presenta pequeñas protube-

rancias espinosas en toda su superficie. Las hojas son en forma de riñón, con un 

diámetro de 50-125 centímetros, y tienen 9 lóbulos. La base de la hoja es cor-

dada, no peltada, y los lóbulos tienen ápices agudos, a veces subdivididos en 2-

3 sublóbulos. Los senos de la hoja representan aproximadamente un tercio de 

su longitud total, y el margen generalmente presenta dientes afilados, aunque 

ocasionalmente puede ser entero. La superficie superior de la hoja es rugosa, a 



 

  

veces lisa en algunas áreas, y tiene pequeñas áreas areoladas con protuberan-

cias espinosas. El color de la hoja es verde opaco, mientras que el envés mues-

tra una venación prominente, espinosa y peluda, de tonalidad verde claro (Mora-

Osejo, 2011). Cabe mencionar que los ejemplares se encontraron únicamente 

en estado vegetativo por lo que no se les pudo comparar con los descriptores 

para inflorescencias, flores y frutos.  

Para la identificación de la especie se utilizó la monografía de Gunneraceae por 

Luis Mora-Osejo et al. de Flora Neotropica publicada por New York Botanical 

Garden en 2011. El uso de la clave dicotómica presentada en la monografía, a 

su vez corroborado con la descripción, condujo a la identificación de la especie 

Gunnera margaretae Schindl. 

 

2.2.1. Identificación de cianobacterias 

Para la identificación de Nostoc se utilizaron una muestra líquida (mucílago) y 

muestra sólida (fragmentos de tallo), la cual se pudo trabajar observando en el 

microscopio a un aumento de 20x, 40x y 100x. Una vez ubicados en el laboratorio 

de la Universidad Científica del Sur se procedió a recolectar en un beaker de 

vidrio esterilizado de 50 ml con la ayuda de una espátula de laboratorio el mucí-

lago presente a simple vista entre el tallo y el peciolo de la planta, rodeado de 

lepidófilos (Figura 2) 

 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Mucílago de G. margaretae en la base del peciolo y el tallo. 

Además, se realizaron cortes transversales con la ayuda de un bisturí en la parte 

interna que une el peciolo y el tallo de la planta (Figura 3) y se prepararon dos 

tubos de ensayo de vidrio diferentes (ambos de medida 15 mm x 100 mm). En el 

primer tubo de ensayo se colocó agua destilada y un fragmento de muestra 

donde se rotuló como SF (sin formol); en el segundo tubo de ensayo se colocó 

un fragmento de muestra con agua y formol a una concentración de 1%; la pro-

porción de volúmenes que se utilizó fue nueve volúmenes de agua y un volumen 

de formol (3 gotas de formol y 27 de agua) y sucesivamente se rotuló como CF 

(con formol) con la finalidad de fijar la muestra. Howat et al. (2014) mencionan 

que el formol ayuda a la preservación de las características del tejido como si 

estuviera vivo, por lo que consiste en una muy buena técnica para la fijación de 

tejidos vegetales, ya que, ayuda a la conservación de sus estructuras. Luego se 

cubrieron con un pedazo de papel parafilm y fueron almacenados con la ayuda 

de una gradilla en la refrigeradora del laboratorio por menos de 24 h a una tem-

peratura de 5°C.  



 

  

 

Figura 3. Parte interna de G. margaretae. Los rectángulos resaltan la presencia 

de colonias de cianobacterias 

Posteriormente se pasó a realizar cortes de los fragmentos almacenados en 

forma de láminas muy finas con la ayuda de un bisturí para observar la muestra 

en el microscopio. En una primera instancia, se observaron las láminas muy finas 

con agua destilada. Los finos cortes fueron colocados en láminas portaobjetos e 

hidratados con agua destilada, con la ayuda de un gotero y se observaron con la 

ayuda de un microscopio binocular marca OLYMPUS a los aumentos de 20x, 

40x y 100x. Es importante mencionar, que la identificación se realizó con una 

especialista en microalgas que se basó a la identificación taxonómica en base a 

la observación morfológica como las formas celulares, tipo de cadenas y medi-

ción de la célula. 

 

 



 

  

2.2.2. Preparación/preservación de muestra 

a) Separación del material 

En un inicio se diseccionaron los órganos vegetativos (raíz, tallo, hojas) de la 

muestra recolectada. Las muestras frescas llegaron con las raíces y el tallo 

con lodo arcilloso piedras e insectos y las hojas llegaron con menos suciedad 

en pequeños ramos rotulados. Se procedió a seleccionar y clasificar las par-

tes vegetativas que serían óptimas para el análisis. Se acondiciono las mues-

tras realizando un lavado y desinfección con la ayuda de una piseta con agua 

destilada (2 L); se dejaron oreando (escurrido) por 1 día en un colador grande 

de plástico para que se sequen. Una vez retirada gran cantidad del lodo arci-

lloso y piedras se pasó a separar los tallos y raíces, cortándolos en pequeñas 

dimensiones (rodajas) homogéneas para que el tiempo que dure el secado 

en la estufa sea igual en toda la muestra. Para ello se utilizó un cuchillo, una 

tijera de laboratorio larga y una tabla de picar (Figura 4). 

 

Figura 4. Corte de partes vegetativas de G. margaretae 



 

  

Luego se pasó a colocar las rodajas de raíz en una bandeja de plástico 

grande con papel Kraft en la base y se repitió el mismo procedimiento para 

las rodajas de tallo para colocarlas en la estufa. En primer lugar, se colocó la 

bandeja con la muestra homogénea de tallos en ambos niveles dentro de la 

estufa de la marca Thermo Scientific a una temperatura de 40 °C por 3 días 

y la bandeja con la muestra homogénea de raíces se quedó en la estufa por 

1 día en la misma temperatura (Figura 5). 

En cuanto a las cantidades de muestra tanto de tallos y raíces es importante 

mencionar que en una primera instancia se midieron en la balanza digital de 

3000 g/0.01 g de la marca EEA las cantidades cortadas en partes pequeñas 

antes y después de ser ingresadas en la estufa; para el caso de las raíces 

tuvimos un peso de 226.7 g en total de muestra cortada y oreada y luego de 

ingresar a la estufa un total de 66.96 g. Para los tallos tuvimos un peso de 

2442.10 g de muestra cortada y oreada y luego de ingresar a la estufa un 

total de 174.5 g. 

 



 

  

Figura 5. Colocación de rodajas de G. margaretae a estufa. 

Pasado el tiempo de secado y deshidratación, la muestra de tallo y raíces se 

trituro con un mortero, cada parte triturada se almacenó en una bandeja para 

realizar posteriormente un pulverizado utilizando una licuadora (marca THO-

MAS modelo TH-740V). Cada pulverizado pasó por un tamiz de tamaño de 

malla MESH 212μm (N°70) (Figura 6), con el objetivo de quedar lo más fino 

posible. Por último, se procedió a pesar cada pulverizado por separado y se 

colocó en frascos esterilizados de vidrio de 100 mL rotulados con el tipo de 

muestra, fecha, y nombre de tesista.  

 

 

Figura 6. Trituración, molienda y paso de malla MESH de la muestra. 

b) Medición de nitrógeno 

La medición de nitrógeno se realizó en el Laboratorio de Servicios de Análisis 

Químico (LASAQ), de la Universidad Nacional Agraria la Molina; el primer 



 

  

análisis realizado consistió en la entrega total de la planta fresca en su estado 

natural, separada en tallos, raíces y hojas donde se llevó a cabo todo el pro-

ceso de deshidratación (libre de H2O) hasta llegar a un estado sólido de par-

tículas muy finas (polvo) para que pueda pasar por el método de Kjeldahl.  

Para la medición de nitrógeno se entregó al Laboratorio de Servicios de Aná-

lisis Químico (LASAQ), de la Universidad Nacional Agraria la Molina una 

muestra de 100g de pulverizado de raíces y 100 g de pulverizado de tallos de 

G. margaretae. A los que se aplicó el método de Kjeldahl.  

En primer lugar, se pesó la cantidad de la muestra (por ejemplo 0.3074 g de 

pulverizado de tallos) que entró a digestión y la del catalizador (1.009 g) el 

mismo valor que fue agregado en todas las muestras. Cada balón de Kjeldahl 

contenía la cantidad de la muestra en gramos, ácido sulfúrico Q.P. y cataliza-

dor, esto se pasó a digerirse por un tiempo de 8 horas con el objetivo de 

perder el carbono y permanecer el nitrógeno. En segundo lugar, se realizó la 

destilación para la cual se utilizó un matraz de 100 mL y se colocó 10 mL de 

ácido bórico al 4% más 5 gotas de indicador, luego se agregó la muestra, 5 

mL de NaOH al 80% y 5 gotas de fenolftaleína  

Una vez la muestra tornó a color celeste fue el indicador de que todo el nitró-

geno se transfirió (se dejó reposando la muestra por 10 minutos). Finalmente 

se realizó la titulación matraz por matraz con HCL 0.2 M que fue el gasto he 

indicador al momento de cambiarse el color de naranja a celeste (color origi-

nal). 



 

  

En cuanto a los ensayos realizados utilizando la metodología líneas arriba es 

necesario mencionar que para la determinación de cada porcentaje de nitró-

geno se utilizó la siguiente ecuación. 

 

%𝑁 =
𝑉. 𝑔𝑎𝑠𝑡𝑎𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝐻𝐶𝐿 𝑥 𝑁. 𝐻𝐶𝐿𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟𝑎𝑑𝑜 𝑥 𝑚𝑖𝑙𝑖𝑒𝑞𝑢𝑖𝑣𝑎𝑙𝑒𝑛𝑡𝑒𝑑𝑒𝑁2 𝑥 100

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 
 

 

Fuente: AOAC Internacional official Methods of Analysis 19 th Edition 

(2012) 

 

Donde %N (porcentaje de nitrógeno), V.gastado es el volumen de HCl en 

mililitros del gasto de titulación que torno el color celeste a naranja (color ini-

cial) de la solución y N es el promedio de la normalidad verdadera es decir la 

concentración del HCl que  se utilizó para realizar la titulación, para la Mola-

ridad (M) en el caso del primer ensayo se obtuvo como resultado Tabla 1. 

Mientras que en el segundo ensayo nos arrojó el resultado Tabla 2. esto es 

a causa de que el peso del carbonato de sodio (Na2CO3) varia, así como 

también el gasto de HCl, finalmente se divide el peso del Na2CO3 entre el PM 

del Na2CO3 y este último entre el gasto de HCl para darnos el resultado final 

la molaridad (M). El miliequivalente N2 es un estándar equivalente del N2 y es 

igual a 0.014 (MILEQ), el peso de la muestra está en gramos y es la cantidad 

que se utilizó en cada corrida de los diferentes órganos vegetativos en la pri-

mera etapa a digerirse en el balón de Kjeldahl. 



 

  

 

Tabla 1. Molaridad para considerar del primer análisis 

Peso del Na2CO3 PM Na2CO3 
Gasto de HCl 

(ml) 
M 

0.1934 0.053 15.5 0.2354 

0.1873 0.053 14.9 0.2372 

0.1915 0.053 15.3 0.2361 

Promedio de Normalidad verdadera 0.2362 

 

 

Tabla 2. Molaridad para considerar del segundo análisis 

 

 

 

 

c) Análisis Estadísticos 

El análisis estadístico de uno de nuestros objetivos específicos se ejecutó con el 

apoyo del programa Excel, con el cual se elaboró tablas con los promedios de 

porcentaje de nitrógeno entre los grupos de los órganos vegetativos (tallos, raí-

ces, hojas) de G.margaretae. Cabe aclarar que se utilizaron los porcentajes de 

nitrógeno de ambos análisis; es decir de la primera colecta (primer viaje) consi-

derando tallos, hojas y raíces y la segunda colecta (segundo viaje) considerando 

Peso del Na2CO3 PM Na2CO3 
Gasto de HCl 

(ml) 
M 

0.1954 0.053 16.7 0.2354 

Molaridad 0.2208 



 

  

tallos y raíces que fueron omitidos por el laboratorio de la UNALM. Además, se 

elaboró diagrama de cajas. 

III. RESULTADOS 

3.1. Identificación de la especie de G.margaretae en el área de estudio. 

La identificación de la especie dio como resultado Gunnera margaretae Schindl, 

de acuerdo con la clave dicotómica utilizada en la monografía de Gunneraceae 

de Flora Neotropica (Anexo 6). Las características vegetativas del material co-

lectado concuerdan con la descripción en la publicación mencionada. Adicional-

mente se evidencio en campo que la población de Gunnera margaretae estu-

diada habitaba sobre un ambiente húmedo cercano a un pequeño riachuelo lo 

que concuerda con un dato indicado en la monografía. 

 

3.2.  Caracterización de Nostoc como endosimbionte en G.margaretae. 

Se comprobó la endosimbiosis que desarrolla la planta hospedera con una cia-

nobacteria mediante la identificación tradicional que es la taxonomía en base a 

las observaciones morfológicas, es decir, a ver las formas celulares, como es la 

cadena, forma de la célula, cuanto mide; en este estudio, en la que se confirmó 

la presencia de Nostoc punctiforme, por medidas tomadas de hormogonios y a 

un tamaño de 10 μm. Además se diferencia de las demás por sus características 

como la presencia de colonias multicelulares de forma esférica, color verde claro, 

flexible y envuelta en el mucílago. Igualmente, se identificó los diferentes esta-

dios de su ciclo de vida como son los hormogonios y primordios (alargamiento 

de forma de rosario) seguido por filamentos hasta el aumento y formación de 

colonias (Fig. 7) y por ende de mucílago (característica propia) donde serán en-

vueltas.   



 

  

 

Figura 7. Distintos estadios de Nostoc punctiforme a) primordio envuelto de mu-
cilago b) formación de hormogonio (microscopio Nikon 1000x) 

 

En este caso en particular la fijación biológica de nitrógeno se realiza a través de 

los vasos conductores internamente en las glándulas de la base del peciolo 

donde a simple vista realizando un corte transversal de la estructura de la planta 

(Fig. 8) se ven las manchas verdes formando las colonias del endosimbionte. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Formación de colonias dentro de la estructura de G. margaretae a) 

observación a 40x b) observación a 60x a través de un corte transversal del pe-

ciolo. Las flechas indican las colonias de cianobacterias 



 

  

Es importante mencionar que, durante las observaciones al microscopio, se pudo 

identificar la presencia de la cianobacteria del género Oscillatoria (Fig. 9), la cual 

no realiza la fijación de nitrógeno debido a que no tiene la capacidad de formar 

heterocistos, pero que se encuentra allí debido a que encontró condiciones para 

poder proliferar como es el agua y nutrientes; forman poco mucílago y una capa 

delgada que las protegen para que se puedan desplazar.  

 

Figura 9. Presencia de filamento de Oscillatoria sp.(microscopio Nikon 1000x) 

 

 

3.3. Determinación de la concentración de nitrógeno en diferentes ór-

ganos de la planta (hojas, tallos, raíces) 

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la primera colecta de los órganos 

vegetativos, se observa que la hoja tiene valores mínimos (0.1092 %) de con-

centración de nitrógeno fijado y la raíz tiene el mayor valor de nitrógeno fijado 

con un (0.32 %)  

 

 

 

 

 



 

  

Tabla 3. Porcentaje de nitrógeno en hoja, tallo y raíz de la colecta 1 

Órganos  

vegetativos 

[N2%]  

Tres repeticiones 

Desviación 

Estándar 

Hoja 

0.109424 

0.109243 

0.109351 

 0.0001 

Tallo 

0.218414 

0.109243 

0.218486 

 0.063 

Raíz 

0.328055 

0.328164 

0.327947 

 0.0001 

 

En la figura 10 podemos observar que los datos de la concentración de nitró-

geno se aproximan para el caso de las hojas como las raíces, sin embargo, 

para el caso del tallo se puede acatar que hay una diferencia de la distribución 

de los datos, en la variación de concentración de nitrógeno que fijan. Esto 

indica un mayor error estándar, es decir, una mayor variabilidad en los datos 

de las repeticiones al calcular el porcentaje de nitrógeno en las muestras ob-

tenidas durante la primera colecta. Específicamente, esta variabilidad es evi-

dente en el caso del tallo, donde los datos muestran discrepancias entre sí. 

Esta discrepancia podría atribuirse a factores externos durante la realización 

de los ensayos, llevados a cabo en el laboratorio que colaboró en la determi-

nación de los porcentajes de nitrógeno. Lo habitual sería que todos los datos 

convergieran, como ocurrió con las demás muestras tanto en la primera como 

en la segunda colecta. 

 



 

  

Figura 10. Diagrama de Cajas de la colecta 1  

 
 

 

 

En la Tabla 4 se muestran los resultados de la segunda colecta de los órga-

nos vegetativos, se observa que el tallo tiene valores mínimos (1.21 %) de 

concentración de nitrógeno fijado y la raíz tiene el mayor valor de nitrógeno 

fijado con un (1.72 %). 

 

Tabla 4. Porcentaje de nitrógeno en tallo y raíz de la colecta 2 

Órganos vegetativos [N2%] 

Tallo 1.21  0.006 DE 

Raíz 1.72         0 DE 

 

 



 

  

En la figura 11 podemos observar que los datos de la concentración de nitró-

geno se aproximan para el caso de los tallos como de las raíces, sin embargo, 

para la raíz el porcentaje de nitrógeno fijado es superior. 

 

Figura 11. Diagrama de Cajas de la colecta 2  

 

 
 

 

 

 

3.4. Comparar la concentración de nitrógeno en G. margaretae y una 

leguminosa 

 

En la Tabla 5 se muestran los resultados de concentraciones de nitrógeno 

fijada para el caso de plantas leguminosas como es la alfalfa, el trébol alejan-

drino y el frijol común, considerando toda planta o parte de ella; destacando 



 

  

el mayor porcentaje de fijación en la alfalfa y el menos en el trébol alejandrino. 

Para el caso de G. margaretae la presente investigación se obtuvo como ma-

yor porcentaje en las raíces con un 1.72%. 

 

Tabla 5. Porcentaje de nitrógeno plantas leguminosas 

 

Especie [N%] 

Gunnera margaretae 1.72 (raíces) 

Alfalfa  

Medicago sativa L.   
1.18 - 1.26 1 

Trébol alejandrino  

Trifolium alexandrinum 
0.1 (solo en hojas) - 0.4 2 

Frejol común  

Phaseolus vulgaris L. 
0.67 3 

1Ernst (2004)  

2Campillo et al. (2003)  

3Kipe-Nolt et al. (1993) 

 

 

IV. DISCUSION 

Conforme los resultados obtenidos, la removilización de nitrógeno en G. marga-

retae influye en la incorporación de nitrógeno del bosque montano, teniendo en 

cada grupo vegetativo diferentes niveles de concentración de nitrógeno desta-

cando los tallos y raíces.  

Los resultados concuerdan con Benavent‐González et al. (2019), que midió la 

concentración de nitrógeno de la área foliar de G. magellanica y obtuvo 0.12% 



 

  

de nitrógeno a comparación de las otras plantas estudiadas G. magellanica fue 

la especia fijadora de nitrógeno más importante, por lo que destaca para el fun-

cionamiento del ecosistema de Tierra del Fuego en Chile.  

Sin embargo el estudio de Silvester et al. (1969), mostró resultados muy distintos, 

utilizando un método diferente, que consiste en el ensayo de reducción de ace-

tileno para la especie de G. arenaria, obtuvo como resultado para las hojas un 

0.4% de N, para las raíces un 0.2 % de N  y para el caso de los tallos un 2.4% 

de N, el cual desarrollo mejor fijación de nitrógeno para el caso de las hojas y 

tallos y un menor resultado de fijación de nitrógeno para el caso de las raíces a 

comparación de los nuestros.  

Por otro lado, para el objetivo específico 2, se comprobó con éxito la presencia 

de Nostoc punctiforme como endosimbionte, asimismo, la presencia de la ciano-

bacteria Oscillatoria sp. Es cierto que Gunnera es independiente del nitrógeno 

debido a la endosimbiosis que realiza con diferente tipo de algas, conocidas por 

su alta fijación de nitrógeno. Sin embargo, esta simbiosis en particular que se da 

entre la planta y la cianobacterias fue investigada a lo largo de los años y se llegó 

a finiquitar que la cianobacteria mayormente presente y confirmada se identifica 

de vida libre y es Nostoc punctiforme (Reinke, 1872 & Hariot, 1892). Frecuente-

mente se descubrían diversos organismos en la parte del mucilago de la planta 

como hongos (Fusarium, Penicillium), bacterias y microzoos, por su exterior mas 

no por su parte interna (Flores, 1983; Towata, 1985) hasta el punto donde se 

encontró de forma intracelular de Gunnera la presencia del género Nostoc (Jons-

son, 1894). Se afirmó con el tiempo mediante diversos estudios que todas las 

plantas del género Gunnera cuentan con Nostoc formando un sistema (Silvester, 

1976). 



 

  

En la endosimbiosis que realiza Gunnera, las cianobacterias tienen la posibilidad 

de cambiar de un metabolismo fotoautótrofo a uno heterótrofo, de carbono orgá-

nico proporcionado por el hospedero a las cianobacterias para que así pueda 

sostener la fijación de nitrógeno, las cianobacterias pueden llegar a liberar hasta 

un 90% de su nitrógeno fijado como amoniaco hacia la planta (Warshan 2017, 

Khamar 2010), cualquier forma presente de azúcares en la planta es consumible 

para el apoyo de la fijación de nitrógeno y la síntesis de aminoácidos. 

 

Las cianobacterias que forman simbiosis con plantas requieren la diferenciación 

de los filamentos vegetativos en una etapa móvil transitoria, como es la forma-

ción de hormogonios con el fin de colonizar el huésped (Warshan et al. 2018). 

Esta endosimbiosis surgió con la aparición de algas a plantas terrestres desde 

millones de años atrás, donde hubo presencia de Nostoc en la comunidad mi-

crobiana (Knack et al. 2015).  

En otros términos a partir de los resultados encontrado en el objetivo específico 

4, al comparar la especie estudiada con leguminosas, precisamente para la al-

falfa, el trébol y el frijol común los resultados indican que G. margaretae es una 

especie altamente fijadora de nitrógeno a comparación de leguminosas que son 

populares por realizar endosimbiosis con bacterias y fijar cantidades altas de ni-

trógeno, es por ello, que la mayoría de veces son utilizadas como abono, siendo 

así aprovechadas por parte de la mayoría de agricultores. Según los estudios, 

los porcentajes de fijación de nitrógeno para la alfalfa oscilan entre 1.26% y 

1.18% de Ernst (2004); para el trébol un 0.4% de Campillo et al. (2003) y para el 

frijol común un 0.67% de Kipe-Nolt et al. (1993). A comparación de G.margaretae 

teniendo como resultado para la planta total una fijación de nitrógeno a un 3.04%. 



 

  

Esta especie silvestre de la zona de Oxapampa realiza un nivel avanzado de 

fijación de nitrógeno por su endosimbiosis con cianobacterias (Paredes, 2013). 

Los agricultores de la zona podrían considerar optar por fertilizantes producidos 

utilizando esta planta sin la necesidad de elegir fertilizantes con costos incremen-

tados. 

Los resultados obtenidos para el porcentaje de nitrógeno en cada órgano vege-

tativo de G. margaretae los cuales fueron en posición de comparación con los 

porcentajes de nitrógeno de diferentes leguminosas fueron para el caso de los 

tallos, raíces y hojas de ambos viajes que fueron realizados (1.21%, 1.72% y 

0.11%) respectivamente. Cabe mencionar que estos porcentajes fueron para la 

cantidad de dos plantas en los meses de febrero y abril de 2022. Según estudios 

los meses y épocas estacionales de cada año influyen en la fijación de nitrógeno 

de las plantas que realizan endosimbiosis, en el presente estudio se tomaron en 

cuenta como datos de leguminosas para realizar la comparación, la alfalfa Medi-

cago sativa L. considerando la planta completa, su fijación de nitrógeno por el 

mismo método que nosotros aplicamos (Kjeldahl) oscila entre 1.18% y 1.26% de 

N según Ernst (2004) y de la segunda leguminosa el trébol alejandrino Trifolium 

alexandrinum L., en la cual el porcentaje de nitrógeno en las hojas es 0.1% de N 

y considerando toda la planta un 0.4% de N según Campillo et al. (2003). Como 

tercera leguminosa se consideró el frijol común Phaseolus vulgaris L. con una 

fijación del 0.67% de N según Kipe-Nolt et al. (1993) para su estudio realizado. 

V. CONCLUSIONES 

Se confirma que la removilización de nitrógeno en G. margaretae influye en la 

incorporación de nitrógeno del bosque montano, obteniendo un alto porcentaje 

de fijación de nitrógeno al ser comparada con plantas de su mismo género, así 



 

  

como también con leguminosas, confirmando los datos bibliográficos más recien-

tes y encontrando diferencias con datos más antiguos. 

Por otro lado, se comprobó la presencia de Nostoc punctiforme como endosim-

bionte; el sistema Gunnera – Nostoc realiza una endosimbiosis muy particular 

que resulta ser clave para la fijación de nitrógeno en la planta silvestre de la zona 

y por tanto contribuir al medio y el ciclo biogeoquímico de la tierra. Este patrón 

es fundamental para nuestra comprensión de las retroalimentaciones planta-

suelo-nutrientes en la biósfera terrestre, que, a su vez, son esenciales para pre-

decir la dinámica futura del sistema de la Tierra y aplicar estudios posteriores 

que aportaran el máximo aprovechamiento de los recursos. 

Asimismo, se encontraron diferencias porcentuales tanto en los datos con mayor 

porcentaje de nitrógeno en los tres grupos de órganos vegetativos, así como una 

diferencia porcentual correlacionando estos grupos, resultando ser el órgano ve-

getativo de las raíces con el porcentaje de mayor fijación de nitrógeno y en se-

gundo lugar los tallos.  

Por último, se comparó la concentración de nitrógeno con leguminosas, conclu-

yendo que Gunnera margaretae supera en cantidades de nitrógeno fijado con 

gran diferencia a los tres casos de leguminosas tomados. La removilización de 

nitrógeno es un factor principal para la fertilidad del suelo, ya que al ser absorbido 

por el medio y luego depositado en diferentes partes vegetativas, significa que 

llegará un momento en el cual regresará como nutriente en el suelo y, por ende, 

será parte del ecosistema.  



 

  

En los últimos años, los bosques montanos del valle de Oxapampa han experi-

mentado un cambio significativo debido a la expansión de la agricultura, princi-

palmente enfocada en el cultivo de granadilla, piña y rocoto. Este proceso ha 

resultado en la degradación del suelo agrícola que forma parte integral de este 

ecosistema forestal. No obstante, al considerar la capacidad de G. margaretae 

para fijar nitrógeno, se vislumbra una oportunidad prometedora para convertir 

esta planta en un fertilizante natural altamente eficaz, lo que podría tener un im-

pacto positivo en la economía local. 
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Anexo 2. Informe de ensayos LASAQ N°02 ‐2022 ‐DQ. Porcentaje de Nitrógeno 

(Método kjeldahl) 

 

 

 

 



 

  

Anexo 3. Informe de ensayos LASAQ N°09 ‐2022 ‐DQ. Porcentaje de Nitrógeno 
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Anexo 4. Panel fotográfico de Toma de muestra en viaje a Oxapampa. 

  

Identificación de Gunnera sp. Crecimiento abundante alrededor de 

riachuelos. 

 

 

Toma de muestra (extracción de planta). Separación de hojas, tallos y raíces. 

 



 

  

 

 

Extracción de tronco y raíces de G. mar-

garetae 

Identificación visual de G.margare-

tae. (Lugar no accesible, riesgoso). 

 

Anexo 5. Panel fotográfico de Identificación de Cianobacterias en el laboratorio 

de ciencias ambientales la Universidad Científica del Sur. 

  

Colonias de Cianobacterias a simple 

vista en los nódulos del tallo de G. 

margaretae. 

Conservación de cortes (son formol y sin 

formol) para observación en el microsco-

pio. 

  



 

  

 

 

Preparación de cortes transversales 

(son formol y sin formol) para obser-

vación en el microscopio. 

Observación de colonias de Nostoc en el 

microscopio a un aumento 10 x, 40 x. 

  

Identificación de mucilago en Gun-

nera Margaretae. 

Extracción de mucilago para ser obser-

vado en el microscopio. 



 

  

 
 

Identificación de filamento de Oscilla-

toria sp. 

Identificación de Nostoc punctiforme for-

mando hormogonio. 

 

Anexo 6. Panel fotográfico de Preparación de la muestra en el laboratorio de 

ciencias ambientales la Universidad Científica del Sur. 

 
 

Parte de tallos y raíces antes de pasar 

por desinfección. 

Retiro de tierra y limpieza. 



 

  

 

 

Separación de G. margaretae. Medición de todas las partes vegetati-

vas. 

  

Deshidratación de partes vegetativas en 

la estufa a 40°C. 

Molienda de partes vegetativas. 

  



 

  

 

 

Pase de pulverizado por tamiz. Almacenamiento de pulverizado 

acorde a órgano vegetativo para pos-

terior análisis en la UNALM. 



 

  

 

 

 

Clave para las especies de Gunnera 

subgenero Panke 

Referencia: Mora-Osejo, L. E., Pabón-

Mora, N., & González, F. (2011). Gun-

neraceae. Flora Neotropica, iii-166. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

Anexo 7. Evidencia de envío al correo de la revista Peruana de biología. 
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