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ENTRADAS  BIOLOGICAS  DE  NITROGEN0 EN UN 
BOSQUETE  RISEREÑO. ANALISIS  DEL  ARA 
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J.M. POZUELO GONZÁLEZ* y F. BERMÚDEZ  DE  CASTRO** 
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Abstract: NITROGEN. BIOLOGICAL  INPUTS  INTO A RIPARIAN  FOREST. ARA ANALYSIS. Annual acetylene-reducing 
activity (ARA) patterns in a riparian  forest is determined.  Free microorganisms, legumes and Alnus 
grutinosa shrubs and trees were  measured in spring, summer, autumn and winter. 

The studied  nitrogen-fixing  systems present different ARA  rates.  Maximum  ARA is found in October 
for free microorganisms, in July  for alder shrubs and in November for  aldertrees and  legumes. This  bio- 
logically  fixed nitrogen, when  released into  the environment, will represent an easily available source 
of  nitrogen  for  other  organisms in the  surroundings. 

INTRODUCCIBN 

La fijación  biológica  de  nitrógeno  ocurre  en  la  ma- 
yoría  de los ecosistemas  forestales  (Gordon,  1983), 
constituye  la  vía  más  importante  de  entrada  de 
nitrógenocombinado  (Söderlung  y  Svensson,  1976), 
regula  todo  el  ciclo  del  nitrógeno  y,  junto  con la 
fotosíntesis,  determina  la  producción  de los ecosis- 
temas. 

La  propiedad  de  reducir  nitrógeno  atmosférico  a 
nitrógeno  mineral sólo la  poseen  algunos  microorga- 
nismos  procariotas  en  vida  libre o asociados  con 

plantas.  Aunque  se  considera  que los sistemas 
simbióticos  son la vía  principal  de  entrada  de  nitróge- 
no al ecosistema, la  fijaci6n  libre  puede  alcanzar 
cierta  importancia  en los suelos con  niveles  de 
materiaorgánicaque no  supongan un factor  limitante 
para  el  proceso  reductor  de  nitrdgeno,  como  han 
puesto de manifiesto  los  estudios  realizados  en 
suelo,  rizosfera  y  restos  vegetales  en  putrefacción 
de  bosques  (Maggs  y  Hewett, 1986;  Silvester  y 
Bennet,  1973,  Roskoski,  1981).  En  este  caso, la 
cantidad  de  nitrógeno  fijado  no  depende  de la  densi- 
dad  de  posibles  plantas  huésped,  sino  del  número  de 
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microambientes  adecuados  para el  desarrollo  de 
microorganismos  diazotróficos  de  vida  libre. 

Por  esta  razón, al  estudiar  las  entradas  de  nitróge- 
no  atmosférico en un  bosque,  conviene  distinguir, 
por lo menos,  la  fijación  libre  y  lasimbiótica  y  separar 
los sistemas  leguminosa-Rhizobium  y  actinorriza- 
Frankia. 

En  este  trabajo  se  discuten los resultados  de  la 
reducción  de  acetileno  (ARA),  medida  a lo largo  de 
un año,  en un  bosque  ripario,  donde  la  única  actino- 
rriza es Alnus  glutinosa (L.) Gaertn.  y  las  legumino- 
sas  más  frecuentes: Lotus  corniculatus Medicago 
minima (L.) Bartal., M. orbicularis (L.) Bartal., M. 
sativa L., Melilotus  offcinalis (L.) Pallas, Trifolium 
angustifolium L., T. cherleri L., T.  glomeratum L., T. 
pratense L., repens L. y Vicia  sativa L. 

MATERIALES Y METODOS 

El  bosque  ribereño  estudiado se  encuentra aorillas 
del  río  Sorbe  en  Humanes  (Guadalajara),  coordena- 
das 3OTVL879218, a  720  m  6.n.m.  En él crecen 
A.  glutinosa,  Fraxinus  angustifolia Vahl. y  chopos 
clónicos  de  repoblación. 

Para  evaluar la  fijación  libre,  cada  mes  se  recogie- 
ron 1 O muestras  de 50 g  de  suelo  que  se  introdujeron 
en  frascos  de  vidrio  de 150 ml con  tapón  estanco  a los 
gases. 

Los nódulos  de  aliso  se  recolectaron  en 1 O ejem- 
plares  seleccionados  al  azar  y  se  mezclaron  para  ob- 
tener  réplicas  homogéneas.  Luego  se  distribuyeron 
en 1 O lotes  de 0.5 g  que  se  introdujeron  en  viales  de 
1 O ml. El  muestre0  se  realizó  por  separado  para  ar- 
bustos  y  árboles. 

Dado  que  no  era  posible,  por.su  escasez  y  diversi- 
dad,  medir el ARA de  cada  leguminosa,  se  mezcla- 
ron sus  raíces  y  se  extrajeron 1 O réplicas  cada  mes 
que  se  incubaron en  viales de 1 O ml. 

Los suelos  se  incubaron  durante  24  horas  en  con- 
diciones  ambientales,  en  una  atmósfera  con i de 
acetileno. 

Los nódulos  de  aliso  y  las  raíces  de  leguminosas  se 
incubaron  en el bosque  durante  una  hora  a20"C  y  en 
oscuridad  en  una  atmósfera  con 10% de  acetileno. 
Se  detuvo el  proceso  inyectando  en  cada  vial 0.1 ml 
de H,SO,  0.5  N. 

Los análisis  de  ARA  se  realizaron  en  un  cromató- 
grafo de gases  KONIK  CROMATIX  NKN 

series,  fabricado  por  KONIK  Instruments  (Barcelo- 
na)  con  detector  de  ionización  de  llama  y  columna  de 
Porapak R, de 150 cm  de  longiuud  y  0.32  cm  de 
sección. 

RESULTADOS 

El ARA de los microorganismos  libres  oscila  entre 
0.08  nM  de  etileno al  día  por  gramo  de  suelo  en  julio 
y 1.63  en  octubre; el matorral  de  aliso  tuvo el maximo 
en  julio  (12433.36  nM C,H,h-l glde nódulo seco), y 
los árboles,  en  noviembre  (14527.26).  Ambos 
mostraron  actividad  nula  en  alguno o en  todos los 
meses de  invierno. El intervalo  de  actividad  de  las 
leguminosas  fue  2091.97-42306.56  nM H, h-lg-' 
de  raíz  seca,  en  agosto  y  noviembre  respectiva- 
mente.  La  velocidad  de ARA, agrupada  por  estacio- 
nes,  aparece  en  la  tabla 1. 

El análisis  de  la  varianza  indica  diferencias  esta- 
dísticamente  significativas  entre  las  cuatro  estacio- 
nes  del  año  para  p  99%  en  microorganisrnos le- 
guminosas. Los valores  de  F  son  6.77  y  5.99,  res- 
pectivamente.  En el  caso  de los alisos  las  diferen- 
cias  se  establecen  entre  las  estaciones  (F=  4.11 , 
95% 3 p 3 99%) y  no  se  aprecian  entre  las  dos 
zonas  (F=  1.23). 

DISCUSION 

Aunque los fijadores  libres,  excepto  las  cianobac- 
terias  (Paul,  1978),  a  penas  se  consideran  en los 
estudios  sobre  fijación  de  nitrógeno  ("Gill et  al., 
1981),  es  indudable  que  contribuyen  a  las  entradas 
de  nitrógeno  en el sistema  y  por  ello  no  conviene 
ignorar  la  fijación  libre. Los valores de ARA detec- 
tados  en el bosque  ribererio  de  Humanes  y  su  fluc- 
tuación  anual,  cuyos  máximos  y  mínimos  se  rela- 
cionan  con  la  temperatura  y  humedad  edáficas 
dptimas  para  el  crecimiento y metabolismo  micro- 
bianos,  son  parecidos  a los que  se  han  observado 
en  otros  suelos  con  vegetación  diferente  (Bermú- 
dez  de  Castro et  al., 1987).  Las  fluctuaciones de los 
alisos  varían  según  sean  árboles o arbustos  y, 
mientras  que  en los primeros  se  mantiene el mode- 
lo que  Bermúdez  de  Castro  y  Schmitz  (1981)  en- 
cuentran  en  alisedas  de  esa  zona, los segundos 
tienen  el  ARA  máxima  en la época  de  calor  intenso, 
como  si la altura  reducida,  densidad  elevada  y 
crecimiento  sobre  terreno  pedregoso  y  con  nivel 
freático  alto  les  permitiera  asumir  mejor  el  estrés 
hídrico,  sobre  todo  el  impuesto  por el  déficit  de 
presión  parcial  de  vapor  de  agua  en  la  atmósfera. 
Las  leguminosas  tienen  velocidades  de  ARA  consi- 
derables  incluso  en  invierno  y  verano,  cuando  las 
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TABLA 1. ACTIVIDAD REDUCTORA DE ACETILENO (ARA) EN EL BOSQUE RIPARIO DE HUMANES  (GUADALAJARA)' 

Estación 

Primavera 

Verano 

otoño 

Invierno 

Fijación  libre*  Alisos**  Leguminosas*** 
Arbustos  Arboles 

-t 

-t 

-t f 

-t 

-t f -t 

-t 

* nM C2H4 día-' 

** nM C,H4 h-' (peso  seco  de  nbdulo) 

*** nM C2H, h-l g-l (peso  seco  de  raíz) 

condiciones  del  entorno  limitan  la  actividad  nitroge- 
násica  y  cabría  esperar  disminuciones  más  inten- 
sas.  Se  debe  tener  en  cuenta  que  en  cada  mues- 
tre0 se  recogieron  leguminosas  propias  de la  esta- 
ción  y  por  ello  incide  de  manera  especial el estado 
fenológico  de  las  plantas  (Masterson  y  Murphy, 

Además,  aunque  sujetas a los estreses 
ambientales  periódicos,  con  la  bajada  de la tempe- 
ratura,  desarrollan mCls tejido  nodular  para  com- 
pensar  así la  disminución  de  nitrógeno  fijado  por 
unidad  de  tejido  (Gordon, El  déficit  hídrico 
del  verano,  que  afecta  también  a la  reducción  de  di- 

nitrógeno  ya  que el nódulo  no  dispondría  de  agua 
suficiente  para  mantener la turgencia y exportar los 
productos de fijación  por el  xilema  (Engin y Sprent, 

no  es  demasiado  intenso  para  estas  herbá- 
ceas  pues  crecen  bajo  un  dosel  lefioso. 

Aunque la  velocidad  de  ARA  que se ha  medido 
sólo se  puede  interpretar  como  una  posibilidad  de 
entrada  de  nitrbgeno,  es  indudable  que el  nitr6ge- 
no  fijado  se  liberará al medio y constituirá  una 
fuente  de  nutrientes  para los organismos del eco- 
sistema. 
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