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ACTIVIDAD NITROGENASA POTENCIAL Y CAPACIDAD REDOX EN

UN ARGIUDOL
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POTENTIAL NITROGENASE ACTIVITY AND REDOX CAPACITY IN AN ARGIUDOLL

Nitrogenase activity (NA) by soil heterotrophic microorganisms is expressed under highly demanding conditions of
C-energy availability. In this study, NA was measured after increasing the redox eapacity of the system through the
application ofsaccharidic compounds as extra energy source. Season samples of an agrieultural soil under continuous

no-tillage during & years was used (organic-C, 1.48%: total-N%, 0.1 8%: pH. 5.6). After 20 hours of incubation, the
redox capacity (expressed as O2 comsumption, based on CO2 evolution) and NA (acetylene reduction) of soil
supplemented with glucose, fructose or cellulose+glucose were measured. For the period of | 994-95, the spring soil
samplesexhibited lower redox capacity than winter soil samples (P<0.05) (when incubated with glucose, fructose and
cellulosetglucose). The winter soil NA incubated with fructose and cel luloset+glucose was lower NA (P< 0.05). The

quotient O2/C2H4 was higher in winter soil (incubated with glucose, fructose and cellulose+glucose).
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INTRODUCCION

La transferencia de energia en los sistemas biologicos
se realiza a través de mecanismos que involucran el
intercambio de electrones (e-) (Pelmont 1993); conocer-

los permite disponer de informacién para proteger y con- *

trolar las funciones bioldgicas en los agrosistemas, en
especial aquellas que demandan elevada cantidad de ener-
gia (Lynch, Poole 1978, Hartmann, Zimmer 1994). La
disponibilidad de C-energia en los suclos agricolas es el
principal factor que limita laexpresion de las nitrogenasas
delos microorganismos diazétrofos devidalibre(Silvester,
Musgrave 1991, Perotti ef al. 1995).

La expresion de las funciones microbianas que
involucran transferencia de e- se puede medir en rela-
cion con el factor capacidad redox del sistema (Kludze,
Delaune 1995) y de esta manera, comprender mejor los
mecanismos implicados en la expresian de la funcion.
Estudios anteriores mostraron que suelos Argiudoles
delsurde SantaFe, bajo siembradirecta, presentaban un
mayor contenido de C-oxidable, producian mayor can-
tidad de CO2 y la actividad nitrogenasa potencial era
menor (Pidello ef al. 1995). Este comportamicnto con-
dujo a postular la necesidad de estudiar mas profunda-
mente el impacto que ejerce el C-oxidable (factor capa-
cidad redox) como reserva de e-. Bl objetivo de este
trabajo fue cuantificar la capacidad redox y la actividad
nitrogenasa en muestras estacionales de un suclo bajo

siembra directa, luego de la adicién de distintos com-

puestos sacaridicos.

MATERIALES Y METODOS

El suelo, un Argiudol tipico de Chabads (Sur de Santa Fe,
Argentina) con una historia de cultivo bajo siembra directa de 8§
afos continuados y eultivo de soja de primera en los periodos
1993/94 y 1994/95: tenia las sipuientes caracteristicas (0-10em)
carbono orgénico: 1.48%:; nitrégeno 0.18%: pH en agua (1:1)
5,6. Seutilizaron muestras compuestas (0-10 cm) tomadas en las
siguientes fechas: 23/6/94. 19/9/94, 08/02/95 y 10/5/95 (las que
se denominaron invierno, primavera, verano y otofio respectiva-
mente). Luego del muestrea fueron llevadas al laboratorio,
secadas por aire forzado a temperatura ambiente, tamizadas
(malla Imm) y guardadas en freezer. La NA se midio por la
téenicadereduceion del acetileno y el factor capacidad redox del
suelo se estima a partir de la produceion de CO,. Se asumit que
el proceso de oxidacion de carbono organico tiene la reaccién
siguiente: CH 0, + 6 0,>6CO,+ 6 H,0

Losmoles de CO, se expresaron en pgde CO, yse convirtieron
en pg de O, mediante el cleulo: Y=0,727 x ;donde Y es g de Q,
g sueloy 0.727 la relacion del peso molecular del 0,y del CO,;
x €5 ¢l CO, respirado en pg (Kludze, Delaune 1995).

En Ia experiencia | se adicioné al suelo una solucion de
glucosa o fructosa (2 mg C g suelo seco) en agua destilada
estéril, en la experiencia 2 el suelo se suplementd con 16 mg C
(celulosa-glucosa, 95:5) g sueloseco. Estas concentraciones se
utilizaron por considerarlas no limitantes para la expresion dela
NA, segun resultados de ensayos previos. Elsistema experimen-
tal consistié en colocar 0,5 g de suelo (equivalente seco) en tubos
(22 ml) que fueron humectados con 1 mlde la solucion de glucosa
o fructosa en la experiencia 1,y | ml de agua destilada estéril en
laexperiencia 2. Los tubos fueron cerrados inmediatamente (tapa
con orificio a rosea y septum de goma), se reemplazé el 10% de
su atmasfera con C,H,, se agitaron por vortex y se incubaron
durante 20 h a 30°C. Se asumio que durante ese periodo de
tiempo no se alcanza a producir un empobrecimiento de O, que
limite la produceién de CO,. La produceion de los gases se
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analizo en un cromatografo de fase gaseosa (KONTK Tnstruments.
Barcelona, Hspafia). equipado con detector de ionizacion de
lTamay columna de Poropak N para el C,H, (N, como gas carrier)
y de conductividad térmiea con columna de Porapak Q para
medir el CO,. Todas las determinaciones se hicieron por
cuadruplicado la diferencia entre los tratamientos se analizé por
medio del test de andlisis de la varianza y las medias aritméticas
se separaron por el test miltiple de DSM.

RESULTADOS

En laexperiencia | (Figura 1) la capacidad redox del
suelo de primavera (325y 340 gde O, g’ en los tratamien-
toscon glucosay ﬁuctosarespectivarﬁenlc) esmenoral de
invierno (428 y 413 ug de O, ¢! en los tratamientos con
glucosa y fructosa respectivamente) (P<0,05). Las mues-
tras de suelo de otofio y de verano presentaron valores
intermedios y no resultaron diferentes a las de invierno y
primavera. En la experiencia 2, las muestras de suelo de
cada estacion tratado con celulosatglucosa mostraron un
comportamienta similar a la experiencia 1, con valores
inferjores hasta 21% de O, consumido.

LaNA (Figura2)delas muestras estacionales tratadas
con glucosa no difirieron estadisticamente (P=0,05). El
suelo de invierno tratado con fructosa presentd la NA
menor (P<0,05), el mismo resultado se obtuvo con las
muestras suplementadas con celulosatglucosa(95:5) (ex-
periencia 2).

En la Figura 3 se observa laevolucion del cociente
0,/CH, delasmuestras estacionales. Laadicion de las tres
fuentes sacaridicas produjo una evolucion similar en las
muestras de primavera, verano y otofio, mientras que las
muestras de invierno produjeron un cociente mayor
(P<0,05).

DISCUSION

Elfactor capacidad redox es un indice de las oxidacio-
nes del carbono que se producen durante la actividad
respiratoria microbiana (Kludze, Del.aune 1995). La in-
troduccién de carbono reducido al sistema suelo permite
cuantificarla potencialidad de las oxidaciones microbianas
del carbono. Las diferencias en el consumo de O, (expe-
riencias 1 y2)se deberia, alaproporcidn dela poblacién en
el estado de dormancia-actividad en las distintas estacio-
nes, que depende de variaciones ambientales de origen
climatico y delestado fenolégico de los cultivos (Nedwell,
Gray 1987, Bossio, Scow 1995). T.a expresion de la
funcién fijadora de nitrégeno de los microorganismos de
vida libre en el suelo Argiudol que se estudia, requiere
deimportantes concentraciones glucidicas (Perotti efel.
1995).

En las experiencias descriptas el suelo se suplemen-
6 condosmonosacaridos (glucosay fructosa) que poseen
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Figura 1. Capacidad redox (expresado como O, consumido)
en las muestras de suelo de las experiencias | y 2. Las
muestras (invierno, [; primavera, P; verano, V y otofio, Q)
fueron suplementados con las distintas fuentes sacaridicas
(n4). Letras ignales indican que no hay diferencias dentro de
cada fuente sacaridica (P=0,05).
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Figura 2, Actividad nitrogenasa en las muestras de suelo de
las experiencias 1y 2. Las muestras (invierno, I; primavera,
P; verano, V y otofio, O) fueron suplementados con las
distintas fuentes sacaridicas (n4). Letras iguales indican que
no hay diferencias dentro de cada fuente sacaridica (P>0.05),
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Figura 3. Cociente O,/C,H,, en las muestras de suelo de
las experiencias 1 y 2. Las muestras (invierno, I; primave-
ra, P; verano, V vy otofio, O) fueron suplementados con las
distintas fuentes sacaridicas. Letras iguales indican que no
hay diferencias dentro de cada fuente sacarfdica (P=0,05).



igual poder reductor (Eroshin 1977)y aportarian al siste-
ma la misma cantidad de equivalentes reductores. No
obstante se observo una respuesta a la suplementacion
sacaridica diferente entre las muestras estacionales.

Las bacterias fijadoras de nitrogeno poseen unaselec-
tividad en la utilizacion de las fuentes carbonadas en
cultivos puros, por ejemplo hay especies del aénero
Azospirillum que utiliza dentro de los sacaridos a la
glucosa, otros la sacarosa o celulosa (Kricg, Dobereiner
1984). Estadiferencianutricional podriaexplicar las dife-
rencias en laexpresion de la funcion fijadora de nitrogeno
de las muestras estacionales a las fuentes empleadas.

El estudio de la relacion que existe entre un proceso
oxidativo, la respiracion, y otro reductor cono es la NA
permite evaluar los flujos de e- que se producen en el
sistema suclo. Estos intercambios de e- entre un proceso
global como el consumo de O, por parte de la poblacién
total de microorganismos aerobios y la reduccién del
acetileno, producto de una porcién pequefia de la pobla-
cion microbiana, permitiria analizar la estructura de la
poblacion y sus modificaciones (Anderson 1994).

La presencia de una importante cantidad de C-glu-
cosidico genera un factor capacidad redox que estaria
relacionado con la estructura de la poblacion microbiana
enunmomento dado. Laestructurase puede modificar por
condiciones ambientales, practicas de manejo e introduc-
cion de nuevas especies de vegetales. Los resultados
obtenidos en este trabajo indican que la cantidad de e-
derivados hacia la expresién fijadora de nitrégeno se
redujoen lasmuestras de invierno. Este hecho sugiere que
existieron modificaciones importantes en la estructura de
la comunidad microbiana entre las muestras analizadas.
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