Ar. Inst. Biol. Univ. Nal, Autén. de Méx, 46 (1975), Ser, Biol, Exp. (1): 13-18, 30-V1-1982

REGISTRO DE LA FIJACION DE NITROGENO EN
EL SISTEMA LAGUNAR HUIZACHE Y CAIMANERO,
SINALOA, MEXICO

GUADALUPE DE La Lanza, VIRGILIO ARENAS,
Javier TaBoaba* y MiGUEL A. RODRIGUEZ

Laboratorio de Quimica v Productividad Acuitica,
Depto. de Zoologia, Instituto de Biologia, UNAM.

RESUMEN

Mucstras de sedimento y de agua procedentes de distintas localidades del Sistemma
Lagunar Huizache y Caimanero de Sinaloa y con diferentes caracteristicas en com-
posicién, fueron sometidas directamente a la prueba de la reduccidn del acetileno.
De las trece estaciones estudiadas sdlo tres muestras resultaron fuertemente positivas,
De estas muestras se obtuvieron siete cepas en medios de cultivo carentes de nitro-
geno, dichas cepas fueron sometidas a reducir nuevamente al acctileno, obteniéndose
resultados negativos. Después de una serie de cambios en la composicién de los
medios de cultivo, periodos largos de incubacién y estade de anacrobiosis se logré
reducir levemente el acetileno.

Al parecer, el aporte de compuestos nitrogenados por fijacién bacteriana en los
sedimentos lagunares, es significativo, Sin embargo, a nivel de cultive en medios
sintéticos disminuye la capacidad de fijacidén debido posiblemente al tipo de sustrato,

ABSTRACT

Sediment and water samples from thes Huilzache-Caimanero Lagoon obtained at
different localitics and having different characteristics of composition were directly
submitted to the acetylene reduction test. Of the thirteen samples studied only
three were positive, From inoculations made into adequate culture media, seven pure
bacterial strains were obtained. The isolates were again submitted to the acetylene-
reduction test and gave negative results. After a scries of changes in the composition
of the media, long incubation periods, and anaerobiosis conditions the acctylene
was slightly reduced.

Tt scems that the flow of nitrogen compounds by bacterial fixation in lagoon sedi-
ment is significant. However, the strains grown in synthetic media showed a low
capacity to reduce acetylene, possibly due to the type of sustratum.

INTRODUCCION

A pesar dec que el contenido de nitrégens  marios acudticos son capaces de asimilarlo
molecular en el aire es de 78% vy en el  para producir compuestos aprovechables,
mar 67%p, no todos los productores pri-  puesto que las formas mas utilizables por
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ellos son sales inorginicas como nitratos,
nitritos y sales de amonio (nutrimentos).

En el ciclo del nitrégeno del ambiente
acudtico, el mayor aporte varia segin las
condiciones ambientales y locales, pero
en rasgos generales las fuentes mas im-
portantes de nitratos y amonio son las flu-
viales, las atmosféricas y la actividad bac-
teriana. Sin embargo, en aquellos ambien-
tes donde estas fuentes de nutrimentos son
inferiores o han disminuido, puede presen-
tarse en forma significativa el aporte de
compuestos inorganicos nitrogenados por
algas azul-verdes y bacterias fijadoras de
nitrégeno molecular.

Se ha estimado la cantidad de nitrége-
no fijado por bacterias en el medio acua-
tico, tanto en la columna de agua como
en el sedimento y en cierta flora.

MacRoy et al. (1973), registraron un
valor miximo de fijacion de nitrégeno por
bacterias de 29 pg N(m®-dia}-! en sedi-
mentos que contenian raices y rizomas de
Thalassia. Bunt v colaboradores (1971),
calcularon un valor de 0.37 pug N(m*-
dia}-?, en ensayos in sty en sedientos de
Thalasia,

Patriquin y Knowles (1972}, cuantifi-
caron el nitrégeno fijado en muestras que
contenian raices, rizomas y sedimentos por
un lado, y hojas de pastos marinos por
otro, registrando el miximo valor para
estas tiltimas con 33 pg N por gramo de
hoja formada.

Whitney et al. (1975), obtuvieron va-
lores de nitrégeno fijado de 136 ng

N(m?-h}-' en lodos intermareales; en se-
dimentos de Spartina alterniflora 116 y
65.4 pg N(m*-h}-! y en charcos de ma-
rea 1,400 a 5,000 pg N(l-h)-%,

Segin Head y Carpenter (1975), A4zo-
tobacter en simbiosis con Codium sefia-
lan valores de fijacién de nitrégeno de 4.2
a 7.3 ug N(g-h)-'/peso seco. Los valores
anteriormente presentados reflejan varia-
cién, tanto desde el punto de vista esta-
cional como de localidad, y permiten re-
conocer la importancia en el aporte de
nitrégeno a través de bacterias, tanto li-
bres como siinbidticas.

Debido al valor que ticne este tipo de
aporte en el ciclo del nitrégeno en ciertos
ambientes acuaticos, el trabajo aqui pre-
sentado consiste en un estudio preliminar
de bacterias f{ijadoras de nitrégeno en un
ambiente lagunar temporal de importan-
cia pesquera. El Sistema Lagunar Iluiza-
che y Caimanero, Sin., tiene una gran
trascendencia camaronera y muestra 2 es-
taciones anuales: la estacidén seca en que
pierde ¢l 707% de su volumen total y la
estacién de lluvias. Durante la estacién
de secas, el drea es cubierta en su mavoria
por vegetacion haléfita { Sugeda mexica-
na, Stand.) que posiblemente le sirve co-
mo material fertilizante al descomponerse
en la época de luvias, teniendo asi una
alta tasa de disponibilidad de nutrimmentos
y una produccién primaria elevada que
soporta una significativa produccién ca-
maronera,

MATERIAL Y METODOS

En las estaciones de muestreo que se
senialan en el mapa de la Laguna Huiza-
chey Caimanero (Fig. 1), se colectaron
muestras de agua, sedimento y haléfitas vi-
vas y en descomposicién, durante la épo-
ca de lluvias (septiembre 1977).

Cada estacion fue seleccionada de acuer-
do a distintas caracteristicas del sustra-
to, y se ubicaron a una profundidad en-
tre 10 y 50 cm; las muestras de agua se
colectaron por arriba de la interfase y las
de sedimento fueron superficiales. El con-
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Fig. 1. Localizacién de las Estaciones de muestreo en el Sistema Lagunar
Huizache y Caimanero.

tenido de inateria orgdnica, asl como las
caracteristicas granulormétricas en las esta-
ciones fueron estudiadas por De la Lanza
(1978). Las temperaturas registradas osci-
laron entre 29 y 31°C. La salinidad pre-
senté durante la época de lluvias un gra-
diente en el area de muestreo de 2 al
15%/40. De los compuestos inorganicos de
nitrégeno, el NH, fue el mis abundante,
variando entre 0.78 y 2.28 pg-dtomo
N-nl-* de agua intersticial en el sedi-
mento superficial {Arenas, comunicacién
personal). En cada estacién se tomé una
sola muestra, en frasco ampula estéril se-
llado in situ y transportado y mantenido
en refrigeracién, durante 72 hrs como
méximo, antes de ser sometido a la prue-
ba de la reduccién del acetileno a etileno
(Stewart, et al, 1967) ; desarrollindose en
la siguiente forma: a una muestra de 10 a
15 g contenida en frascos dmpula (60

ml} con tapén de hule y cerrada her-
méticamente con capucha de aluminio, se
le inyectaron .15 atms de acetileno en
ambiente de He; la muestra se dejé incu-
bar durante 24 hrs, y transcurrido este
tiempo, se determind la presencia de eti-
leno por cromatogralia de gases (Taboa-
da et al, 1971).

Las muestras que resultaron positivas
fueron sembradas por triplicado en el me-
dio de cultivo sélido 77 § (Allen, 1951)
con el objeto de hacer el analisis bacte-
riolégico y mantener las cepas para es-
tudios posteriores. Asi mismo se realiza-
ron una serie de restembras para aislar
las colonias que fueron confirmadas por
morfologia y tincién de Gram.

Posteriormente, las colonias obtenidas
fueron inoculadas por triplicado en el
medio solido de Lipman (Allen, 1951),
que tiene como dnica diferencia con el me-
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dio 77 §, la presencia de molibdato d.
sodio, obteniéndose una segunda separa-
cién de colonias (diferenciadas por tincién
de Gram).

Estas 0iltimas, fueron sometidas de nue-

vo a la prueba de la reduccién del ace-
tileno bajo distintos periodos de incuba-
cién, edades del cultive y algunecs cambios
en la composicién quimica del medio de
cultivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

De 1as trece estaciones de muestreo (més
una p.-ueba hecha en el laboratorio con
la hal‘fita viva). sélo se obtuvicron resul-
tados positivos iniciales para las estaciones
1 en sedimento, y 2 en sedimento y hals-
[itas en descomposicién; sin considerar a
las estaciones 1 en agua v la 3 en agua
y sedimento (trazas), le resto no redujo
el acetileno.

Entre las caracteristicas de los sustratos
que soportan organismos [ijadores de ni-
trégeno esti el contenido y el tipo de
materia orginica: a este respecto. la os-
tacibn 1 (en sedimento) es una regién
donde se encuentran almacenes dc pesca
y se desecha todo material de desperdicio
de camarén. Las otras muestras franca-
mente positivas (la estacidon 12 en sedi-
mento de haléfitas en descomposicién, y
la haléfita en descomposicién). represen-
tan también un sustrato rico en materia
orginica como fuente de carbono. En el
resto de las estaciones, posiblemente 1a can-
tidad de carbono proveniente de materia
orgénica, no fue la suficiente para mante-
ner el desarrollo de microorganismos o
la capacidad para fijar nitrégeno molecu-
lar.

En las muestras que fueron positivas,
se llevé a cabo un anilisis bacteriolégi-
co para la separacién posterior. Como
resultade de los primeros inéculos en el
medio 77 S, se obtuvieron colonias de ba-
cilos Gram negativos para las estaciones 1
en sedimento y la 12 haléfita en descom-
posicién; en la estacién 12 en sedimento,

también [ueron Gram negativos pero con
la presencia de esporas diferenciadas por
la técnica de Wirtz-Conklin {Gradwohl,
1949) ; con relacidn a esie resultado, se
considera por lo general que las bacterias
esporuladas son Gram positivas aungque
algunas de ellas varian a Gram negativas
v son fijadoras de nitrégeno, como Bactllus
macerans v B. polymyxa (Buchanan y
Gibbons, 1974).

En la resiembra de las colonias del
medio 77 S al miedio de Lipman, en la
estacidn 1 en scdimento, se obtuvieron
cuatro tipos diferentes de colonias; y en
la estacién 12 en sedimento se conservd el
mismo tipo, con la excepcion de que no
se observaron esporas. Este cambio pu-
diera deberse a que el medio de cultivo
de Lipman contiene Mo (Alexander,
1977).

En total se obtuvieron 3 tipos de colo-
nias en el medio 77 § v 6 en el Lipman,
que en medio liquido v con un desarrollo
de 21 dias, {fueron sometidas cada una y
por separado a la prueba del acetileno
durante 24 hrs., obteniéndose resultados
negativos. Se confirmé la prueba con
nuevos indculos, mis uno que contenia
las @ colonias juntas, con resultados ne-
gativos nuevamente.

Entre los factores mas importantes que
inhiben la fijacién de N, por bacterias, se
encuentra; la presencia de sales de nitro-
geno, la fuente de carbono y el grado de
aerobiosis, por lo que se procedié al ana-
lisis del agua de los medios de cultivo con
los siguientes resultados:
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Agua destilada 1.6 pg atomo N-NH,I-!
Agua bidestilada 0.8 pg dtomo N-NH,l-!

El agua destilada fue usada en todos los
medios de cultivo anteriores y consideran-
do su alto contenido en NH;, se estimd
conveniente preparar nuevos medios con
agua bidestilada. Sin embargo, aun cuan-
do las concentraciones de este i6n fue-
ran altas, en el medio natural es posible
la fijacién de nitrégeno por bacterias, pe-
ro bajo condiciones distintas ya que el
amonio inhibe s6lo temporalmente la ac-
tividad de la nitrogenasa (Goering v
Necss, 1964: Schick, 1971: Head y Car-
penter, 1975},

Por lo que se refiere a la fuente de car-
bono utilizada por estas bacterias, los me-
dios de cultivo 77 § y Lipman contienen
sacarosa; en los dltimos cultivos experi-
mentales ¢sta fue sustituida por glucosa.
Este cambio obedecidé a que en el am-
biente natural, las hacterias simbiontes de
algas. utilizan el producto de secrecién de
estas ultimas que es glucosa (Head v
Carpenter, 1973).

En relacién a la concentracién de 0,
en el medio de cultivo, Dalton v Postgate
(1969%, han observado que en altas con-
diciones de aereacién o elevadas presiones
de (.. la fijacién es ineficiente y sobre
todo en relacién al consumo de carbono
como fuente de energia, y sugieren que la
optima fijacién se realiza en anaerobiosis.

Tomando en consideracién este tltimo
hecho, se llevd a cabo un siguiente indculo
en un medio de cultivo con minimas con-
centraciones de sales de N, fuente de
carbono glucosa y baja tensién de (. en
los medios de 77 S y Lipman.

Debido a que el desarrollo de las colo-
nias en todos los casos fue sumamente len-
to y difuso, el 1iltimo analisis de reduccion
de acetileno sc realizd en un cultivo de
11 dias, transcurridos los cuales se le in-
yectd ¢l acetileno y se registré el etileno
formado a los 14 y 21 dias después de Ia
inyeccién, obteniéndose los siguientes re-
sultados: después de 14 dias de la adicién
se obtuvo una respuesta ligeramente po-
sitiva en la estacién 12 en sedimento, que
prolongados a los 21 dias, se presenté el
mismo nivel de reduccién de acetileno,
asimismo aparecieron también ligeramen.
te positivas la estacién 12 en haléfitas en
descomposicién v un aumento significativo
para la estacidn 1 en sedimento.

Finalmente, las muestras iniciales que
redujeron ¢l acctileno, después de una se-
paracién bacteriolégica y un cultivo pos-
terior prolongado, lograron fijar nueva-
mente. Lo que significa, en términos ge-
nerales. que sblo bajo condiciones natu-
rales de sustrato {fuente de carbono, y
anaerobiosis, las bacterias fijadoras pue-
den aportar valores considerables de ni-
trogeno dentro de los sistemas en que
habitan, o bien que requieren mayor tiem-
po en condiciones de laboratorio.

Tanto la nitrificacién como la desnitri-
ficacién, en ambientes lagunares, puede te-
ner un papel importante en el ciclo del
nitrégeno de estos cuerpos de agua, en los
que la disponibilidad del mismo es con
frecuencia un faetor limitante. La cuanti-
fieacién de la fijacién de nitrégeno, debe
llevarse a cabo con el fin de eonocer el
funcionamicnto de estos ecosistemnas, sus-
ceptibles al deterioro por contaminacién.
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