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ACTIVIDAD NITROGENASA EN RELACION CON EL CARBONO
DISPONIBLE Y EL NITROGENO INORGANICO EN UN ARGIUDOL
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NITROGENASE ACTIVITY IN RELATION TO AVAILABLE CARBON AND INORGANIC
NITROGEN IN AN ARGIUDOLL

Nitrogenase activity (NA) in ¢

ricultural soil from the Centre and South of Santa Fe Province, Argentina., show low
values. although diazotrophic microorganisms are present in considerable quantities. In this study this fact is wried
to be explained by getting deep into the NA and carbon and inorganic nitrogen relationship using experimental
maodels with different complexity levels. Even though the relationship between both parameters is known this study
is aimed at getting useful information: 1) for the microbial processes interpretation in Argiudolls affected to
agricultural practices that produce organic matter accumulation (no-tilled system); 2) for a better understanding of
the expression of heterotraphic processes with high need of chemical energy. The results showed that:1) the NA
starts with the 0.4 mg C-glucose g™ soil addition; without this amount of carbon supply NA was not observed:2) 40
pg N-NI,+ g7 soil inhibited completely the NA but this total inhibition did not occur when 2 -4 mg C-glucose g
" soil were added. 80 pg N-NH + ¢ soil inhibited completely the NA even in presence of 4 mg C-glucose g-1 soil.
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INTRODUCCION

La actividad fijadora de nitrégeno estd condiciona-
da por la disponibilidad de carbono reducido y es
inhibida por la presencia de nitrégeno inorganico (NI)
(Burris er al. 1991, Knowles 1977). Este hecho puede
explicar la baja actividad nitrogenasa (NA) en muchos
suelos del sur de Santa Fe, donde latallade la poblacion
diazotrofica no aparece como limitante (Perotti ef al.
1985). En este trabajo se tratd de precisar la dependen-
cia de la NA con el carbono organico y el NI, por las
razones siguientes: 1) no hay estudios al respecto con
suelos de la region, v el auge reciente de précticas cultu-
rales conservacionistas que conducen a una acumuliacion
de materia orginica en superficie exige un mejor conoci-
miento de lacomposicion y funcionalidad del componen-
te microbiano heterotrofo del sistema: 2) el estudio de la
NA es un buen modelo para el estudio de otros procesos
heterdtrofos con altos requerimientos energéticos en los
suelos pampeanos.

MATERIALES Y METODOS

Suelo

Se utilizaron Argiudoles bajo siembra directa (SD) y la-
branza convencional {L.C) del centro y sur de la Provincia de
Santa Fe (Argentina): San Jorge (SD-barbecho desoja: SD-trigo

fertilizado con urea: LC-pastura de 5 afos; LC-trigo), Chabds

-

(SD-barbecho de soja: SD-trigo fertilizado con urca; LC-cama
desiembra) y Casilda{barbecho semicubierto de sorgo forraj
césped de gramincas). Las muestras fucron tomadas en lotes de
productores. en forma aleatori n todos los casos las muestras
utilizadas corresponden a la capa superficial de 8 cm: sc
trasladaron al laboratorio inmediatamente luego de su extrac-
cidn, donde se seccaron conaire [orzado y s¢ lamizaron por malla
de I mm.

Condiciones experimentales en los estudios de labora-
torio

Ln las experiencias de laboratorio se empled solamente
suelo de lalocalidad de Casilda (Argiudol vértico. serie Peyrano),
gue posee las siguientes caracteristicas: MO: 2,6%: N
pl: 6,12, En las experiencias 1 y 2 se estudio el efecto de la
presencia de rastrojo y del sistema radicular sobre Ja expresion
delaNA. Seutilizaron cajas de plexiglass (18x13x2cm) conuna
cara desmontable, que fucron colocadas verticalmente, median-
te soportes especialmente disehados. en una camara de crece
miento de plantas con control de temperatura ¥ humedad (2
y 70% respectivamente) y una iluminacion de 274 plim
(14h/24h) durante 13 dias. Cada caja poseia 9 0 14 sitios para
realizar muestreos. Bl suelo (400 g suelo seco) se mantuvo con
agua destilada a una humedad del 30% (p/p). Desde el inicio de
las experiencias las cajas fueron cubiertas con papel de aluminio
para impedir ¢l desarrollo de algas. En los tratamientos con
aporte de rastrojo se utilizd sorgo forrajero (trozos de 2 -3 mm)
que se mezclo con el suelo en una proporeion de 936 mg de
material seco 400 g-1 suelo. Ln los tratamientos con planta se
sembraron 3 semillas germinadas de maiz (cv. Navajo 213140y
Los tratamicntos fueron: |- suelo; 2- suelo + planta: 3- suclo 4
rastrojo: v 4- suelo + planta + rastrojo. En la expericncia 3 se
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estudio el efecto de la suplementacion de distintas dosis de
carbono como glucosa (C-GLUY (0.1:0.2:0.4: 0.8: L0y 2.0 mg
C g suelo). En laexpericncia 4 se estudio el efecto combinado
de C-GLU y N-NH4+ (se emple6 1:2: 4 mg C-GLU y 40 80;
160 ug N-NI,Cl g suclo). En ambas experiencias se trabajo
con tubos de ensayo (capacidad 23.5 ml) con tapa a rosca con
septum de goma para posibilitar el muestreo de gases: I g suclo
seco por cada tbo se humecto con las soluciones aporte
mencionadas. hasta alcanzar una humedad del 30% (p/p). En la
experiencia 5 se estudio el cfecto de la eliminacion del NI
endogeno del suclo sobre la expresion de la actividad. P"ara
realizar esta extraceion. ¢l suelo (30 g) se mezcld con perlas de
vidrio (4 mm de diametro) v se colocd en una columna de
percolacion (4 em de didmetroy 14 emde longitud). La mezcla
fue tratada $ veces con 100 ml de CaCl, 5 mM (Chae, Tabatabai
1986). El andlisis del percolado dio 18,7 y 4.7 pg N ¢! como N-
NH,+ vy N-NO__respectivamente. | suclo luego del tratamiento
contenia 5.5 g g suclo de N-NH + y no contenia N-NO,. Ll
suclo tratado con CaCl y sin tratar se dividio en dos porciones.
En una de ellas se aportd una mezcla de azaeares (2 mg C-GLU
I 2 mg C-sacarosa g suclo) y en la otra porcion no sc realiza
ningin aporte. Los suclos asi tratados fueron incubados durante
21 h y luego de ese periodo se midid la NA.

Determinaciones analiticas

La NA se midio a través de la téenica de la reduecion del
C.H, (Boddey 1987) v se utilizaron muestras de 1 g de suelo.
humectadas al 50% con agua destilada. Las muestras se coloca-
ron en los tubos descriptos precedentemente de 23.3 ml: la
atmasiera del tbo Tue arrastrada con un flujo de N durante 4 s,
yel 10%del volumen del tubo reemplazada por C. 1, yaire (pO,
final de 0.02 atm). Los tubos fueron incubados a 32°C durante
24 h, v 48 hen laexperiencia 3. EIC,H acumulado sc midio por
cromatografia gascosa (KONIC Instruments SA. Barcclona.
Espaia) equipado con un detector de ionizacion de llama y
columnade Porapak N (Boddey 1987). Laactividad nitrogenasa
potencial (NAPY se midio de la misma manera que la NA, pero
en el inicio de la incubacion las muestras fueron suplementadas
con diferentes dosis de glucosa o glucosa + sacarosa, EI NI se
extrajo con KC12 N oo CaCl, (experiencia 3) y s¢ cuantilico por
destilacion-titulacion del filtrado (Bremner, Keeney 1963).

Anilisis estadisticos

1l estudio de las diferencias entre grupos en la experiencia 3
se realizo por el méwodo de andlisis de la variancia. kn la
experiencia 4 las variaciones resultaron no homogéneas, por lo

cual s¢ empled el west de Kruskal-Wallis (Sokal. James Rohlf

1979).
RESULTADOS

Actividad nitrogenasa en suelo bajo diferentes pricti-
cas culturales

La Tabla | muestra la produccion de CH, en
muestras obtenidas en las tres localidades estudiadas.
|.os valores en todos los casos se encuentran en el limite
de deteccion de la téenica, confirmando resultados
obtenidos en este laboratorio al analizar otros lotes
correspondientes al mismo tipo desuelo (Perotti. Chapo
resultados no publicados). En los suclos con barbecho
de soja v trigo (fertilizado con urea) de la localidad de
Chabas el NI presento valores de 29,0 y 35.7 ng N g

suelo respectivamente. EI N-NH_+ representa mas del
80% del N1enambos casos. En los suelos de San Jorge,
muestreados en dos fechas. el NI presenta valores entre
15,3y23.3 ugNg'sueloynoseobservaun predominio
neto de la forma amoniacal (Tabla 1). Aunque en esta
oportunidad no se realizaron determinaciones en los
lotes de Casilda, los valores normalmente observados
se encuentran dentro de estos rangos (Perotti datos no
comunicados).

Actividad nitrogenasa en suelo rizosférico y no rizos-
férico suplementado con rastrojo (experiencias 1y 2)
LaNA. en los cuatro tratamientos, presenta valores
bajos (Tabla 2). Este resultado confirma los resultados
presentados en la Tabla 1. La NAP en los tratamientos
3y 4 presenta valores significativamente mayores que en
1y2(p=0.,01). Laincorporacion de rastrojo incrementa el
N-NH4+ del suelo(Tabla2). EIN-NH4+ de los tratamien-
tos de suelo + rastrojo es superior al suelo control enun
55% v 45% en las experiencias 1y 2 respectivamente
(p=0,01). La presencia de la planta aparece asociada
también con una disminucion importante del NI del
suelo, tanto en ausencia o en presencia de rastrojo.

Actividad nitrogenasa luego del aporte de carbono., de
amonio o de la eliminacion del N1 del suelo

La Figura | (experiencia 3) muestra los resultados
obtenidos al incubar las muestras con distintos aportes
de glucosa durante 48 h. La dosis de 0.4 mg de C-GLU
¢ suelo parece constituir ¢l umbral a partir del cual se
observa NA. Estadosis representael 50% del contenido
de C-GLU que se detecta en el suelo (Menéndez comu-
nicacion personal). Cuando esta dosis fue aumentadase
registro un 100% de aumento de la actividad a las 25 h,
sin que existieran diferencias entre las dosis de 0.8;1.0
v 2,0mg C-GLU. Luego de 48 hde incubacion, mientras
que en el suelo con agregados de 0.4y 0.8 mg de C-GLU
précticamente no se incremento el C,H, producido du-
rante las primeras 25 h, en el suelo con agregados de 1.0
y 2,0 mg de C-GLU se incrementd 4y 9 veces.
respectivamente. La AN producida por la adicion de
glucosa en la experiencia 4 confirma los resultados de
las medidas realizadas luego de 25 h de incubacién en
la experiencia 3. La incorporacion de 40 ¢ de N-NH +
ug ' suelo produce una inhibicién casitotal con las bajas
dosis de glucosa, mientras que con 2 v 4 mg de C-GLU
se reduce la actividad en un 69 y 41% respectivamente.
Con 80 pg de N-NH_ 1+ g' suelo la NA se expresa
débilmente sdlo conun aporte de 4 mg de C-GLU, ycon
160 pg ¢ suelo se inhibe totalmente con cualquiera de
las dosis de glucosa utilizada (Figura 2). La extraccion
del NI endogeno (suclo tratado con CaCl2), en la
experiencia 3, produce unaNA similaral suelosin tratar
(datos no presentados), coincidiendo con lo observado




Tabla 1D Actividad mitrogenasa (NA) y contenido de nitrogeno morganico Nl en Argindales
bajo diferentes mancejos

NI
Localidad Muestras NA (e gt suelo)
de (nmol C,H, a"'suelo)
suelo ) N-NO, N-NH +
Barbecho senucu- Trazas ND ND
bierto de sorgo
forrajero
Casilda
Césped de Trazas ND ND
aramineas
SD-barbecho 0.018 34 25.6
de soja (0,002 (0.7} (2.8}
Chaba SD-fertilizado Trazas 6,7 291
con urea (1.3 (L7
LC-cama 0.012 ND ND
de siembra (0.002)
SD-barbecho 0,023 7.0 83
de soja (0.002) (0.8) (2.2
(A)
LC-pastura de 0,012 8.8 7.8
3 anos (0.001) (1.9) (2.0)
San
Jorge SD-trigo fertiliza- 0.023 9.9+ 134
do con urea {0.001) (1.1) (1.3)
(B)
LC-trigo 0.017 5.1 1.2
(0.002) (1.4) (1,5)

ND: no determinado

SI¥: siembra directa,

LC: labranza convencional.

(A) ¥ (B): muestreos de mayo y agosto, respectivamente

Los niimeros entre paréntesis corresponden a los errores estandares de la media,
*P<0.05 (diferencia entre grupos. t Student).
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einética de la produccion de C 1 (nmol o suelo). 1:n el suplementado con glucosa (mg C ' suelo) v con NI 4 Cl

recuadro se indican las cantidades de mg C g7 suelo utiliza- (ng N g suclo) (experiencia 4).
das ¢n la experiencia 3.
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en las experiencias descriptas precedentemente. La
suplementacion con 2 mg de C-GLU + 2 mg de C-
sacarosa al suelo tratado con CaCl2 aumenta
significativamente la NA mas de 3 veces respeclo del
suelo queno fuetratado (4,46 y 1. 26 nmol CH g suelo
ensuelo tratado y sin tratar respectivamente, (p=0,001)).

DISCUSION

En el estudio a campo v en condiciones de labora-
torio se puso en evidenciaque en el suelo estudiado, que
posee una poblacion de microorganismos diazotroficos
importante (Perotti ef al. 1985) la expresion de la NA
estd fuertemente influenciada por: a) la disponibilidad
de carbono reducido y b) la presencia de NI.

Disponibilidad de carbono reducido

Elsuclo estudiado presenta una concentracion me-
dia de carbono tipo glucosa de 0,784 mg g' suelo
(Menéndez comunicacion personal) y posee una buena
capacidad para sustentar actividades microbianas
heterotréficas sin recibir suplementacion carbonada
(Lescure eral. 1992, Pidello 1991, Pidello er af. 1993).
El proceso de fijacion de nitrégeno tiene un elevado
costo energético, por lo cual los microorganismos
diazotroficos de vidalibre o asociativos deben disponer
de sustancias organicas reducidas, La baja disponibili-
dad de estos sustratos, especialmente en sistemas natu-
rales, puede limitar la expresion de este grupo funcional
microbiano (Burris et af. 1991). El agregado de fuentes
carbonadas puede revertir esta siluacion y permite
detectar actividad o incrementar la baja actividad de
muchos sistemas (Knowles 1977). Los resultados de la
Tabla 1, obtenidos en suelos regionales bajo distintas

condiciones de manejo, no muestran valores importan-
tes de NA en ningtin caso. Este resultado sugiere que la
baja actividad en estos suelos no puede asociarse clara-
mente con una practicacultural determinada. Los restos
de cosecha, los productos de su degradacion vy los
exudados radiculares, son utilizados como sustratos por
los microorganismos diazotroficos (Halsall er af 1985).
No obstante, los resultados presentados en la Tabla 2,
no indican que la incorporacion de rastrojo al suclo o la
presencia de plantulas haya incrementado la NA res-
pecto al suelo control.

Cuande se determind la NAP se observd que en
presenciaderastrojoy planta+ rastrojo, lasuplementacion
carbonada incremento significativamente los valores res-
pecto al suelo control y del suelo rizosférica control
(Tabla2). Esteresultadosugiere que al incorporar carbo-
no facilmente asimilable, se produce un aumento del
componente numérico y funcional de la poblacion
microbiana, lo que debe afectar las vias de degradacion
de los compuestos carbonados enddgenos v aumentar la
cantidad y diversidad de productos carbonados intermedios
que pueden ser utilizados como sustratos. Esta disponibilidad
decarbono en el medio puede permitir, entonces, la expresién
de grupos funcionales microbianos poco competitivos. Los
fijadores de nitrdgeno en el suelo estudiado, probablemente
estén dentro de este grupo, y el nivel de NA dependa mas de
la aparicion de condiciones favorables para la actividad
heterotréfica (disponibilidad de carbono reducido) que
del ntimero de bacterias (Sawicka 1987; Pidello 1981).
La suplementacion del suelo estudiado con distintas
dosis de glucosa (Figura 1) indica que para ohservar un
incremento en la NA se requiere un aporte de no menos
de 0.4 mg C g' suelo. Por otra parte, durante las
primeras 24 h después del aporte, la cinética de produc-

Tabla 2. Actividad nitrogenasa (NA). nitrogenasa potencial (NAP), nitrogeno morganico NI en

las experieneias 1 v 2,

Lxperiencia |

Experiencia 2

Tratamientos NA NAP NAP N-IN
N-NO, N-NH_+ N-NO, N-NIH +

1. suelo 0.022 6.0a 3.4a 28.6a 10,1a 3.6a 27.6a
0,002y (29 (1.1) 4.4) (1.8} (0.3) (2.3)
2. suclo 0,059 17.4a 3.9a 14.8a 8.8a 3.5a 16.1a
+ planta (0,02) 2.2) (1,2) (5.0) {1.3) {0.8) (2.8)
3. suelo 0.060 41,7hb 6.2a 44 4b 14,40 5.7a 40.1h
+ rastrojo (0,01 (6.4) 2.1 (4.1) (4.0 {0,9) (2,2}
4. suelo 0,069 479k 3.la 229a 16.9b i.la 12.1a
+ planta (0,02) (7.0} (L1 (3.8) (2.0 {1.5) (1.7)

+ rastrojo

I'ratamicntos con distintas letras en cada columna presentan dilerencias significativas
(I"<0.03). Los nameros entre paréntesis corresponden a los errores estindares de la media.



cion de C.H, en funcion de dosis crecientes de C-GLU
muestra que existio saturacion por sustrata a partir de
0.8 mg C g suelo, Este resultado es importante porque
indica que la expresion de la actividad durante algunas
horas luego del aumento de la disponibilidad de carbo-
no, también depende de la concentracion de enzima
presente. Elaumento importante de C2H4 con las dosis
mayores de C-GLU (1 y 2 mg C ¢ suela) solo se
observa después de las 24 h. lo que indica que seria
reflejo de un aumento de la concentracion de enzima
(aumento de la talla de la poblacion bacteriana).

Presencia de nitrogeno inorginico

Lainhibicionde laNA por compuestos nitrogenados
ha sido demostrada tanto en cultivos de diazétrofos
puros come en sistemas mas complejos (Knowles,
Denike 1974, Alexander. Zuberer 1989, Burris ef al.
1991). Ensistemas complejos, en los cuales intervienen
diferentes componentes bidticos v abioticos, los resul-
tados descriplos en la bibliografia son heterogéncos.
Zechmeister y Kinzel (1990) en un estudio con suclos
templados de Austria, observaron que la actividad no
era afectada por ¢l contenido de nitrgena combinado
del suclo. Knowles (1974) utilizo un suelo con bajo
contenido original de N-NH _+, al que suplementd con
glucosa y N-NH_+, y observd que la actividad se
detectaba recién cuando la concentracion del ion era
menorde 35 ug g suelo. Por otra parte, Pidello (1981)
sugirio que la presencia de NI elevado. podria indicar
que ¢l sistema tiene poca capacidad para inmovilizarlo
y por lo tanto reflejaria condiciones de baja disponibi-
lidad energética, poco favorables para la actividad
heterotrofica; en estas condiciones la bajaactividad seria
producto del efecto inhibidor del NI y de la poca
disponibilidad de sustrato. En laTabla I se muestran los
valores de N-NO, v N-NH_+, que se encuentran entre
3-9¥7-29 ug N ¢ suelo respectivamente, y que pueden
experimentar incrementos de hasta un 50% luego de la
incorporacion de rastrojo (Tabla 2). Si bien estas con-
centraciones podrian tener un efecto inhibitorio sobre la
NA, en ese nivel de estudio el agrosistema resulta
demasiado complejo v no es posible separar este efecto
de otros que podrian ir en ¢l mismo sentido. como por
ejemplo. que existicran condiciones de baja disponibi-
lidad de sustratos carbonados o que anivel de micrositios
la cantidad de NI fuera muy superior. Con el propésito
de abordar ¢l fenomeno en un sistema mas simple se
realizaron las experiencias 4 y 5. en las cuales se estudia
el efecto de la interaccion sustrato carbonado-N1 sobre
laexpresion de la NA. Los resultados de la experiencia
4 (Figura 2) muestran que en presencia de 40 g de N-
NH,~ g suelo la actividad comienza a manifestarse
solo en presencia de suplementaciones con 2 v 4 me de
C-GLU. Este resultado, que es similar al obtenido por
Knowles (1974), muestra claramente que el efecto
represor del N-NH_+ en el suelo estudiado esta en

L

relacion con la disponibilidad de carbono. Este hecho
fue confirmado en la experiencia 5, donde luego de
extraer el NI endogeno del suelo (23 pg g suelo) se
observo una actividad 3 veces mavor pero solo cuando
fue suplementado.
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