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RESUM 

S'han realitzat millores per a la determinaci6 de la fixaci6 biolbgica de nitrogen in situ, i 
s'ha desenvolupat un mttode útil per a ecosistemes palustres com els arrossars. El mttode 
consisteix en una ampolla de plhstic rígid i transparent, sense fons, suplementada amb sis- 
temes d'agitaci6 i de recollida de mostres. Les dades analitzades indiquen la validesa del 
mttode, com també la comoditat i autonomia que suposen durant el període de mostreig. 

Es comparen les dades de fixaci6 biolbgica de nitrogen de dues campanyes de mostreig: 
juny, amb cultiu d'arrbs, i gener, sense cap cultiu i s'observen uns valors similars a altres 
arrossars en el mes de juny; per contra, en el mes de gener no es va obtenir cap valor 
d'activitat nitrogenhsica. 

RESUMEN 

Se han realizado mejoras para la determinaci6n de la fijaci6n biol6gica de nitr6geno in situ, 
desarrollándose un método útil para ecosistemas palustres como 10s arrozales. El método con- 
siste en una botella de plástico-xígido &anspareite, desprovista de fondo, suplementada con 
sistemas de agitaci6n y de recogida de muestras. Los datos analizados indican la validez del 
método, asi como la comodidad y autonomia que suponen durante el periodo de muestreo. 

Se comparan 10s datos de fijaci6n biol6gica de niWgeno de dos campafias de muestreo: 
junio, con cultivo de arroz, y enero, sin cultivo alguno, obsew~ndose unos valores similares 
a otros arrozales en el mes de junio; por el contrario, en el mes de enero no se obtuvo valor 
ninguno de actividad nitrogenásica. 

ABSTRACT 

Some improvements in the method for the estirnation of in situ biological N2-fixation in 
wetlands, such as shallow-water ricefields have been develov. The device consists of a rigid 
transparent bottomless plastic bottle provided with an agitation system and with a syscm 
of withdrawn of aliquots. Analized data show that the device is usefull and is convenient 
to use it in the fie1d.- 

We compare data of biological dinitrogen fixation of two season: June, with rice 
cultivation, and January without cultivation. We saw similar values to other ricefields in 
June, for the contrary we didn't get any results about the nitrogenase activity in January. 

Key words: acetylene reducing activity, dinitrogen fixation, N2-fixing cyanobacteria, rice fields. 
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La fijación biológica de nitrógeno es un proceso muy irnportante en algunos sis- 
temas, ya que puede suponer una entrada importante de nitrógeno disponible para 
toda la biocenosis (Roger & Kulasooriya, 1980). 

Las cianobacterias fijadoras de N2 son un grupo mayoritario entre 10s micro- 
organismos fijadores de N2 presentes en ecosistemas palustres como son 10s 
arrozales. En este punto radica la importancia de su estudio en hábitats naturales 
o antropizados (arrozales), en 10s que pueden llegar a suponer una fertilización 
natural no contaminante (Roger & Kulasooriya, 1980). 

La determinación de la fijación de N2 en ambientes naturales se ha llevado a 
cabo por varios métodos, como son la medida de N total por el método Kjeldahl, 
usado por varios autores (Roger & Kulasooriya, 1980), la incorporación de lm2, 
utilizado bastante menos (Marumoto, 1986) y finalmente la actividad reductora 
del acetileno (ARA) que lleva a cabo el complejo enzimático Nitrogenasa presen- 
te exclusivamente en 10s microorganismos fijadores de N2. Cada método presenta 
sus ventajas e inconvenientes pero quizás el más sencillo, rápido y sensible sea el 
basado en la actividad reductora del acetileno. 

La determinación in situ de la fijación biológica del nitrógeno por el método 
de la ARA se llevó a cabo por primera vez en 1967 por Stewart et al., desde en- 
tonces se han realizado numerosas variaciones (Alimagno & Yoshida, 1977; Lee 
& Watanabe, 1977; Lee et al., 1977). Actualmente la determinación de esta acti- 
vidad biológica in situ est6 siendo abandonada. La causa de este abandono se debe 
principalmente a 10s problemas que conlleva, como son la baja difusión en agua 
de 10s gases que intervienen (acetileno y etileno) (Lee & Watanabe, 1977), 10s lar- 
gos períodos de incubación necesarios, y el consecuente calentamiento de la cá- 
mara de ensayo por el efecto invernadero (Roger & Kulasooriya, 1980). Otros au- 
tores están reemplazando estas técnicas por otras pseudotécnicas in situ que 
toman el material a determinar y 10 introducen en envases cerrados en 10s que poder 
extraer e introducir cómodamente 10s gases e incluso transportarlos para incubarlos 
bajo condiciones de laboratori0 (Lee & Yoshida, 1977). Nosotros pensamos que es- 
tas técnicas presentan la ventaja de facilidad de manejo y eliminan 10s problemas an- 
teriores, pero modifican el medio en el que se desenvuelven 10s microorganismos fi- 
jadores. 

Para evitar variar las condiciones fisicoquimicas a las que están sometidos 10s 
microorganismos fijadores hemos diseñado un sistema que permite una rapida y 
cómoda determinación de la fijación biológica de N2 in situ, sin alterar el medio. 
Asi mismo hemos mejorado el método de forma que se pueden almacenar las 
muestras de gas durante un período de al menos 1 mes. 
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Preparacion de la camara de incubacion 

El modelo ha sido desarrollado para determinar la fijación de N2 en sistemas pa- 
lustres como son los arrozales. El modelo consiste en una cámara de incubación 
a la que se aplica el método de la redución del acetileno. 

La cámara de incubación (Fig. 1) se basa en una botella de plástico rígido y 
transparente de 5 1. de volumen a la que se ha eliminado el fondo. El modelo ade- 
más.comprende un sistema de agitación consistente en un motor provisto de una 
hélice y una bateria, este motor est6 sujeto a una varilla por medio de una pinza 
especialmente diseñada para este fin, que permite sumergir de forma constante la 
hélice a una profundidad de 2 a 5 rnrn evitando asi la turbidez del agua. 

Finalmente hay un sistema de recogida de muestras mediante una doble aguja 
de jeringuilla y una serie de tubos vacutainer a 10s que se les hizo el vacio, tapa- 
dos con un tapón de goma. 
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Figura 1. Diagrama de la cámara de ensayo utilizada para la determinación in situ de la acti- 
vidad reductora del acetileno en aguas someras. 



El modelo diseííado permite un rápido montaje de la cámara de incubación 
con su sistema de agitación y una cómoda recogida de muestras. 

Experimentos en el campo 

Los experimentos fueron llevados a cabo en 10s arrozales valencianos que rodean 
el lago de La Albufera. Se realizaron en dos épocas distintas del aiío, la primera 
durante el período de cultivo del arroz en 1988 (junio); en esta se comprobó la va- 
lidez del sistema (Quesada et al., 1989). Y otra en el mes de enero de 1989 cuando 
no habia ningún cultivo. Las condiciones ambientales erm netamente diferentes. 

La metodologia seguida fue la misma en 10s dos periodos de muestreo: en cada 
punto se disponían 2 cámaras de incubación, una de ellas como control, sin acetile- 
no, con el fin de deducir el etileno ambiental, y otra a la que se reemplazaba el 10% 
del aire de su interior por acetileno. En las dos cámaras de incubación se recogian 
3 alicuotas a intervalos de 1 hora durante 5 h, estas alicuotas se recogian en tubos al 
vacio hasta que se podia medir el etileno formado en un cromatógrafo de gases. 

Paralelamente a la determinación de la ARA, en cada punto de muestreo se 
midió el PH, irradiancia y temperatura, asi como la cantidad de P soluble y de 
compuestos nitrogenados (N%,NO3-,NO2-). También de cada punto se recogió un 
alicuota de suelo para contar el número de cianobacterias fijadoras existentes. Es- 
tas deterrninaciones se explican detalladamente en Quesada et al. (1989). 

Experimentos de laboratori0 

Para asegurarnos de la total fiabilidad del método desarrollado, se hacia necesario 
comprobar que las muestras recogidas y almacenadas en 10s tubos vacutainer no 
sufn'an alteraciones ni pérdidas durante el tiempo que estaban en 10s mencionados 
tubos. En este sentido se hicieron pruebas para comprobar el vacio real que pre- 
sentaban 10s tubos, a fin de ver el factor de dilución y la permanencia del gas. Para 
estos ensayos se trabajó con distintos recipientes herméticos a 10s gases. 

El muestreo realizado en el mes de junio sirvió para comprobar la validez del mo- 
delo. En esta época la fijación biológica del N2 era variable, dependiendo del pun- 
to de muestreo medido. Sin embargo, en las medidas realizadas durante el mes de 
enero de 1989, la fijación biológica del N2 dió resultados negativos, independien- 
temente del punto de muestreo elegido. 

Los resultados anteriormente citados pueden deberse a que las condiciones 
ambientales que habia en las dos épocas de muestreo erm muy diferentes entre si 
(Tabla 1). En el mes de junio resultaban muy adecuadas para la actividad ciano- 
bacteriana (Roger & Kulasooriya, 1980), pero en el mes de enero las condiciones 
eran desfavorables, con valores de irradiancia y temperatura bajos. 
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Tabla 1. Condiciones ambientales y número de cianobacterias presentes en el arrozal en las 
épocas de muestreo. 

-- 

Temperatura del Irradiancia Núm. de cianobacterias. 
Mes de agua. Medida Mix. Mín. Mediala 

muestreo ("(3 (pn01.m-2.h-~) (C.F.U.) 

Junio 26,4/1,6 150 - 2000 3,3x105/6,3~105 * 
Enero 10,812.3 25 - 1050 3,3x107/5,0~107** 

* C.F.U. 1-1 ** C.F.U. cmS 

En cada punto de muestreo se determinaron también párarnetros quimicos y 
biológicos del agua (Tabla 2). El conteo de cianobacterias fijadoras en ambas 
épocas presentaba unos valores similares a 10s descritos en otros arrozales estu- 
diados (Roger et al., 1987); sin embargo la actividad nitrogenásica que presenta- 
ban en cada mes era muy distinta: mientras que en el mes de junio se obtuvieron 
valores máximos de unos 950 m o l  de eti1eno.m-2.h-1, en el mes de enero 10s va- 
lores máximos encontrados estaban próximos al límite de error del método. Esta 
aparente contradicción puede ser motivada por las condiciones desfavorables en- 
contrada~ en el mes de enero, que inducirian un estado de latencia de las ciano- 
bacterias en su hábitat; por otro lado es sabido que el método usado para el conteo 
de cianobacterias (dilución-plaqueo) no tiene en cuenta el estado fisiológico de 
10s microoganismos contados; por este motivo en el conteo están tarnbién inclui- 
das las formas latentes de resistencia. 

En una primera aproximación del método, las muestras de gases erm recogi- 
das directarnente en jeringuillas y trasladadas desde el punto de muestreo hasta el 

Tabla 2. Contenido en compuestos nitrogenados (NH4,N03-,N02-), P soluble en el agua del 
arrozal, asi como la actividad reductora del acetilen0 (ARA), en las distintas temporadas 

de muestreo. 

A.R.A. 
Muestreo Punto NH4 N03- N02- P soluble p o l  de 

(mg.-) ( m g )  (mg.1-I) ( m g )  etileno. m-Zh-l 

A 0 3  0,O 0,13 2,17 944,l 
Junio S 0,12 35.2 0,03 0,15 0,o 

X 0,24 8,8 0,27 0,07 3,l 

A 0,43 0.0 0,03 1 3  0,o 
H 0,85 13,2 0,66 0.7 0,o 

Enero J 0,24 0,o 0 8  0,11 0,o 
S 0,12 61.6 0 2  0,13 0,o 
x 0,12 6 6  0,18 0,15 0,O 
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Tabla 3. Estudio de la estanqueidad de 10s tubos Vacutainer. El factor de diluci6n calculado para 
10s distintos lotes de tubos era de 1,3 + 0,02. 

Punto Repetici6n % Permanencia % Permanencia 
15-1-89 27-2-89 

cromatógrafo de gases mis próximo, distante varios Km, con una periodicidad de 
unas 2 horas (Quesada et al., 1989), 10 que hacia bastante incómoda la determina- 
ción. En trabajos posteriores, las muestras de gases obtenidas eran almacenadas 
en tubos de ensayo al vacio, según se describe en materiales y métodos. Para estar 
seguros de la validez del sistema habia que comprobar la estanqueidad de 10s tu- 
bos a 10s gases (Tabla 3), viéndose que el contenido de gases se mantenia cons- 
eante durante al menos 1 mes, ya que las variaciones observadas parecen ser de- 
bidas a diferencias de la sensibilidad de la columna del cromatógrafo, y no a 
errores del método, ya que no parece probable un incremento de 10s gases con el 
tiempo. Se tomaron también varios tubos al azar, de distintos lotes, para compro- 
bar que el vacio era estándar, ya que si no 10 era podia distorsionar las medidas re- 
alizadas. Los datos obtenidos demuestran que prácticamente todos 10s tubos teni- 
an el mismo vacio con un coeficiente de variación del 1,53 %. 

Se comprobó también la posible presencia de acetilen0 y etilen0 dentro de 10s 
tubos vacutainer, encontrándose s610 cantidades traza que estaban muy por deba- 
jo del margen de error del método, calculado en un 2%. 

En el muestreo que se llevó a cabo en invierno, las muestras se almacenaron 
en 10s tubos vacutainer y su contenido se midió por cromatografia de gases una 
semana después y un mes después, obteniéndose unos resultados muy similares. 

La Última modificación afiadida al método diseñado por nosotros facilita la 
determinación de la fijación de nitrógeno en el campo, ya que hace posible el al- 
macenamiento de las muestras, sin que éstas sufran variaciones significativas, du- 
rante toda la campaña de muestreo, pudiéndose medir juntas todas las muestras 
recogidas ya en el laboratori0 base. 
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CONCLUSIONES 

Como conclusiones finales podemos decir que, por un lado, el método utilizado 
para determinar la actividad nitrogenásica in situ es factible y probablemente me- 
jora 10s métodos anteriores, ya que aumenta la fiabilidad de la determinación al no 
modificar el medio en que se encuentran 10s microorganismos fijadores de nitró- 
geno, a la vez que disminuye el tiempo de incubación necesario. 

Por otro lado, la mejora del método en el sistema de recogida de muestras 
permite una más cómoda y a la par fiable toma de muestras, permitiendo una 
autonomia de todo el periodo de muestreo, al poder almacenar las muestras sin 
variaciones aparentes de 10s resultados. 

Finalrnente podemos concluir que en 10s puntos muestreados durante el mes 
de enero de 1989 no se detectó actividad nitrogenásica, probablemente debido a 
las desfavorables condiciones ambientales. 
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