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INTROLUCCION

La lilerobiclogia Pedolégicn constituys wun eapituloe
esencial en el estudio de la vida sobre 1z superficie terres-
trs.

Las pérdidas continuas en nitrégeno que sufre el sueloc
por filtracidén de los nitratos disueltos en el agua ¥y arras-
trados al mar y por otra parte la reintegracién a la atmba’a~
ra bajo forma de nitrégenoc molecular por la accién de los gér
menes de la desnitrificselén, no pueden ser compensadas por
las esdicionsz (e fertiiizauntss efoct.isdas solaumsate sn la s
tlerres cultivadas., Un foendasenc aoutloue,; indepeodlsuiss 4 e
la energis humana y extensivo a Secda la supsrficis ds Li tle-
rra, os necesario para mantener las reservas de nitrigsuo com
bingdo en el seno de los suelos,

Es asi como un clerto nfimeroc de misroorganismos son capa
ces, gracias a la energia producida por la oxldacidén del car-
bono orginico, de fijar el nitrégeno molecular de la atmbsfe-
Ta ¥ realizar esi, la sintesis de su constitucién celuiar.
Son estos ejéreitos de obrerce incansables los que msntienen
las reservas de nitrégeno en el suelo y hacen posible ls vida
sobre el planeta; por ollos hablan los 10 a 40 kilogramos de
nitrégeno rijados anualmente por hectérea.

Dentro de la armonivsus compiejidas de las 1interreaucio~
nes microbianas en el seno tel suelo, que van desde lz simpis

vida aislada hasta la verdadera simbiosis, pasandc por tedos



los grados de la sinergia, eonceemos el proceso de la fije-
eién del mitrégeno atmostrérico, gracias a la acoidén de Aiver-
sos mieroorganismos.

Esta fiJaoién, en eondiciones de oxibiosis, es realizadea
por los Azotobacter, brcterlos heterétrofos que trabajan en
suelos blen alrsados, ricos en caleio y fésforo y potres en
nitrégeno asimilabdle.

En sondicicnes de anoxibiosls, son log Clostridium pasto
rianum log que trabsjan, prineipslmente, en 2uelos mul sirea-
dos, impregnados de agua.

Lag leguminosas pueden realizer directamente le sintesis
de sus tejidos graclas a los £1judores spimbldéticos, Rhizobiua
legumircsvrus gue g8 encuentran on el suelc, en &éstaco laten-
te, bajo Torma e bactercldes, pevc, al contactc oon los pe-
los abscrbentesn 4¢ las railces d6 sjudllas, peaectran an los te
Jldos, se multiplicsn, fijan ¢l nitrégenc molesular y elabo-
sl su protoprlasms, utilizado simbidtioceamente por la planta.

Y or ls actualidad, se conoee tembidém 1la fijacidn del q;A
trdgeno stmosférico por las algas verdi-szules o Myxophyesas.
Investizaciones realizadas por el Profesor Fogg (1947), ds la
Universidad de Londres, ponen en evidencla que eatos organis-
mos fotcesintéticos, gque son los autétrofocs mds completos ocono
eidcz ¥y que efsctlan la sintesis de sus sudstancies a partir
de anhidrido sarbénico, agua, seles minersles y nitrégeno at-
mosférico, scn capaces de vivir en la superficie desnuda 4de
las rceas, dende ns se zinifissta la pressncla de gldeidos,

*Poder fijedor" es el t4rmino adoptadc em Ulorobiologia

para deaignar eata fasultad del suaslo de asimllar el nltrége-



no gaseoso de la atmbésfera, gracias & lu actividad de los mi~-
oroblos que proliferan en ese medio natural.

Berthelot fué uno de los primeros promotores de la doc~
trina de la fijacién microbiena, insistiendo sobre el rol fun
damental de los mioroorgenismos en el cioclo del mnitrézeno, uo
s88lo como agentes de anilisis de los compuestos nitrogenados,
8ino tamblén oomo agentes de sintesis, a partir del nitrégeno
moleculusr atmosférico.

En prineipio, la aceidn de fijaciédn parecia perisnecer a
algas, esneclialmente a diatomeas, pero, algunas experierncias
con bacterios del suelo, alslados por Guignard, lo condujercn
a oconcluir, textuaimente, "que existen miercbios de especies
diversas, exentos de clorofila y aptos para fijar el nitréige-
no, especialmente ciertos hacterios del suelo™,

La doetrina de la fljacién mieroblana, prevista y enun-
ciade por Berthelot, en el aiioc 1885, ocarecia, en su époun, de
base exgerimental sSlida., TUn problema de orden miorobislisi-
¢o0, inicamente podia ser resuelto por medio de métvodos micro-
biolégicos. Y la microbioclogis de haoe més de 60 arios no po=-
seia ain ningin método que permitiera abordar estas investiga
clones ocon miras de éxito.

Esta microbiologia se hallaba dominada por férmulas ima-~
ginadas en las conclusliones de investigaciones patoléglous,
que no tenian ningune relacién con los microbios del suelo.

Para aislar del suelo una especie determinade no se cong
¢ia ningin procedimiento eficaz. Faltaba un principio total-,
mente contrerioc: evitar las férmulas inadecuadas, haciendo va

riar la composicién del medic, segin los fines perseguidos,



Fete principlo, tan flexible, es a8l que ha dado lmpuiso al des
arrollo de los problemas agrobioléglcos. "Prineiplo de oculti
vo elective” se ha llamado, pues permite elegir enire ios mi-
eroblos de los medios nuturales, los agentes que interesan, u
tilizando une composleidén apropieda del medlo de gultivo,

481, upe substanclia energédtica rica, oomo la glucosa o el
manitol, eg ataocada rdpidamente por una multitud de mlorocrga
nismos, paro a ccndiclén de encontrar en el medio una dosis
convenients de nitrégeno combinado asimilable. Sin este ni-~
trégeno, ella se vuclve inatacable para la inmensa mayoria, pu
dlendo haserlo, tan =6lo, los microblos capaces ds fijar el ni
trégsno geseoso. DBn consecuencia, si hay proliferacién en es
tas scndioionss exclusivas, 4sta no pusde ser mis que la Je
un rijador,

Fué as{ como Winogradsky aisls, en el afio 1898, una asps
eie anaerobia que reeibid el nombre de Clostridium pastoria-
num. Y e3to coustituysd el advenimiento del pericdo de laz in
voatigaciones pursments bioldgiocas.

aiios mds tarde, en 1901, Beijerinmok deseubria, emplesy.o
el medio de Winogridsky y trabajando en coadleciones de aein-
bioeis, una Buev: olase de gérmenes fijadores, que gendrics-
ments dencmind AZOTOBACTEH,

Dezde entcnces, una lezidén de investigadores han trabaja
do sobre este probiema y, nv obstante el ndmero y ls ilmportan
eia de los trabajos publicados, el procese e la fijacidén mi-
ercbiana estéd lejos de ser comprendidc en su totalidad.

En el sentido fe sporter una informacién més sobre seste

temas tan extensc de le fijacién del nitrégeno stmosférico, se



2xpons eu 8. presente trabajo, las lnvestigaciones resilzasdes
soord ulsiiuntas mussiras de tierra dsl pals, tendiantes z aig
lar osyucliur do azobtobacier gue prolifersn on Duesiro suelw,
cowo agi también, las pruebas sTectuadss cun el propdsiituv 4 e
ggtudlar la influcacia gue ol molibdeno y sl tungsiasinc ejer-

cen o 3l proceso de Pljscidn werubia.



aNTECEDENTES HISTORICOS

BEIJERINCK, en 1901, descubrié la existencia de gér
menes fijadores aercbics, oreandc el génerc ALCTOBAGTER. En

ep¢ kismo aBo alslé las especies Azotobsctsr ehroocoscum Y A=

zotobacter aglile, ds sueloa y aguas del caiial de Delft, res-

pectivamsnte.
LIPMAN, en 1903, alsld, ds suelos de Zatados Unldos de A

mérica, tres nuevas especisa: Azotobucter vinelsndii, Azoto-

bactsr beljerianckil y Azotobaster woodstownii.

LOBNIS y #wISTEIWASN, en 1508, aislan del svelo, otra nue

va aspecie que denominan Azotobaoter vitreum,

LIPXAN, #p 1909, aisla la especie azotobactoar hilaardil.

LIPUMAR y BURGESS, en 1318, aislan uns nuavs esneole: A=
Zotobaetver sayranii. |

LOBJIS v SMITH, en 1923, estudisndo las distintas espe~
olea de Axotobacter, consideran gue Axotobaster bel jerinekii

Lipman, Azotobaoter woodstownli Lipwen, sgotobaster hilgardil
Lipman y Azotobaoter smyrnii Lipman y Burgess, scn ldéntlcos

a izotobaster ehroocoecum Bel jerinck, Iguainerte seuerden y

afirman que Azotcbacter vinelendii Lipmsn ez 1déntlec a Azo-

tobaoter aglle Beljerinck, eonsidsrando, ademsis, que Azoto-
bacter vitreum Lthnis y westermann es siro sinfuimo de Azoto-
bacter aglle Bei jerinck.

SNI'iH, eu comuniceoidén privads., ocongidexra n Azotobagter

beijerinckii Lipmen como una reze R no plawentec: de  Azotoe



deetez shrooeoseur Eeljerinek. Ademfs, afirms que Azotobag-
lor vitreum LOhnis y Westsrmann, o3 una razs 8 de dédil des-
arrello &e Azotohagler agile Beijerineck.

WINOGRADSKY, a3f somo KLUYVER y VAN REZNIN sn 1933, eon~
sideraz qus dahs haoerse una distineidn entrs Azotobaeisr a~

Klle Beilerinck y Axotobagter vinelaudii Lipman, csoutrariamen
te 2 la2s songlusiciies da 13 anteriorss lnvestiguldores,por la

iaposidilided 43 pousr sn evideuola 1z Jrescucis de formas
guisticas sa los aultivos sdultos da Lzotobacter agille,
QRERIZ, o2 1928, anallzendo Azoiobaster clhrocsoesum Bei~
Jerineir ¥y Azotobaster belieripnekil Iipmar, snsontrd gque le
sanpcaielda guimlea de las edlulas era prdeticamsate la mis-
sa. Por otra parta, estudiando la ecmzposicida quimica de las
sélulas do 3z0tovasker viselandll Llpuan, easontrd que es muy
siallar & la de las edlulas de Agzotobasicsr azlle Beljerinek,
EFYITE, ex 1038, alsla de varloe suzlvr, ung raze &6 Aso-

tobzater exrooccooum qus Lo farmenta aanitol, deslgnéndosela
yaze menitclaesitiva,
XLTYVER ¢ Vali DEN I0JT, en 1933, deseribsn a Azotodasier
1ls, var » 80m0 una forma de ‘zeotobeoter aglle sin
1s propledal? d¢ forazar pligmernio,.
STAFEEY y TB, ez 1939, slslan, 4o suslos de la Iadia, la

41tizs especis dsasripta: Agobodzotsr indloun.

De gousrde sl "BERGEI'S MANUAL 0F DETIRUINATIVE BAC
TERTOLOGI™, 6a. edloibs, Lonlres, 1948, al géasre AZCTOBACTER
Bei jevinek, de la familla AZOTOSAOTIRIACEAZ Bergey, Breed y
Marray, 46 la sud-erden RUBACTERIINEAR Breed, Murray y Hit-

'?'

i\(



ohsns, de la orden EUBACTERIALES Buchanan, de la olase SCHIZQ
MYCETES Nagell, comprende las especies sigulentes:
1. AZ0TOBACTER CHRCOCOCCUM Beljerinek, (Cent.f.Bakt,, II

Abt., 7, 1901, 567 y 9, 1902, 3; Basillus azotobacter LBhnis

y Hanzawa, Cent.f.Bakt,, II Abt., 42, 1914, 1; Bacillus ohrog
cogous Buchanan, General Syst.Baot., Baltimore, 1925, 194).
De chroa, eolor; eoccos, granoc. Es la especie tipo.

8, AZOTOBACTER AGILE Beijerinek. (Cent.f.Bak%t., IIAbt, ,

7, 1901, 577). De agilis, 4zil, rdpido.
3. ALTOBACTER INDICUM Starkey y De. (Soil Sei., 47,337,

1939). De indicus, de India.

En camblo, POCHON y TCHAN, en su "PRECIS DE MICRC-
BIOLOGIE DU SOL", Paris, 1948, oconsideran cuatro especles
principales:
I, Especlies ocon pigmento verde:

Azotobacter vinelandii (Lipman)

Azotobacter agile (Beljerinok)

II. Especies:

Azotobacter chroosoccum {Bel jerinck)

Azotobacter beijeringkii (Lipman)

Consideran que las especles Azotobacter ohroodoccum, A~

zotobaoter vinelandii y Azotobacter bei jerinckil, deben ser

clasificadas en la familia de los Azotobacteriaceas, clase eg

pecial de la sub-ramificacisén de los Mycobacteriales (A.R.Pré

vot) .

En lo econcerniente a2 .izotobaoter agile, esta especle apa

rece bien diferenciesda de las otras tres especles de Azoto-



Pegigr: 22 purbizsular, si s aduwits qus la forxmacidnm e quls-
tes 98 uno ds los caractares csenciales dsl grupo, 6s pecesa-

rio reconocer que izotobacter agile debiera ser eliminagdo del

mismo. Otros easracteres, sobre todo su mevilidsd, lo eproxi-
man » 1a® Monas; Winogrelsky prorone considerarls en un nuevo

género denominadc Azomonas, en el que también se incluiria A-

golobacter aglle, var, atypiea.



LOS "AZOTOBACTER", SU METWBOLISNO E INFLUENCIA
DE LOS FaCTORES PFISICOS Y UIMICOS

Los "Azotobacter” son ¢élulss sin endosporos, bas -
toricitos relativamente grandes o también cocos; a veoces, casi
como levadurag, en apariencla. En este género, el tipo de fla
gelo ha sido establecido como peritrico.

Son bacterios del suelo y del agua, aeroblos obligados ,
Oram negativos y desarrollan en soluciones que contienen ni-
trégeno ocombinado en cantidad escasa o que no lo tienen en ad
soluto.

La ocaracterfstica de este grupo es la de fijar el nitré-
geno atmosférico y convertirlo en amonfaco, nitritos y nitra-
tos (Beijerinok y van Delden, 1902). . este objeto se le s
puede proeourar una fuente de energia conveniente, tal como el
menitol; la energia lograda con la oxidacidén de esta substen~
oia se utiliza en la fijacidén del nitrégeno. Gainey (1918}
observé que en un medic de manitol sintético sembrado con tig
rra abonada se fijaban aproximadamente 8 mg de nitrégeno por

50 ml del medio.

AZOTOBACTER CHROOCOCCUM Beljerinck

Son bastoncitos de 2 a 3 por 3 a & micrones, que se
presentan ocomtinmente en parss, en racimos y ocasionalmente en
ocadenass. Las células muestran 3 & 4 grdnulos eromiticos re-

fringentes. Los organismos estdn rodeados de una membrana
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vigoosa de espesor variable, que generalmente se vuelvs par-
duzea en culiivoe viejos, debido posiblemente a la transforma
oidén de la tirosina en melanina. la materia colorante es in-
soluble en agua, aleohol, éter y cloroformo.

Bn azotobaoter ohrooceoccum, la formacién de pigmento es
variable; algunos forman un pigmento pardo y otros son aoromd
genos; 88 snoueatran también formas intermedias (Omeliansky y
Ssewerowa, 1911).

Enve jaciendo, las células disminuyen de tamafio, toman la
forma de ooocoldes o de miorocoocos, mds o menos rodeados de mu
oilago; flualmente e@lsboran uns membrena y se enguistan.

21 anélisis quimlco de cultivos de 4 dias, desarrollados
scbre maonitol agar, cuando s2cos, ha evidenclado contener me-
nos de V.5 % de hemicelulosas, menos de 20 % de proteina oru-
da, meucs ée D ¥ de oenizas y mds de 30 % de materiales seme-
Jantes =z la lignina., lLa fraecidén nitrogenada contiene menos
de 1 € de nitrégenc amidico, menos de 1 % de nitrégeno hdmico
Yy elrededor 48 1 ® de nitrdgeno dbdsico.

Su texperatura Sptima es de 25 a 28°C. Fué aislado del
suelc y oourre paturalmente en la mayoria de los suelos oulti

vedos neutros o alealinos.

AZOTOBACTER AGILE Bel jerinsk

Son tastoneitne de 4 2 & micrones de longlitud, casi

esféricos. Es activamente mévil por medio de numerosos flags
log peritricos. algunas razas parecen ser inméviles.
21 andlisis quimieo de cultivos de 4 dfas, desarrollados

sobrs manitol agar, cuando secos, ha evideneiado contener mis

-11-



d¢ £ % de hemicelulosas, més de 45 4 e protefn: crufe,mic e
7 % de cenizas y menors Q¢ 4 £ A2 natericles egarejantes = la
lignine, Ie freecidn rnitrogsneds cortiere wmée de 1 %4 de ni-
trégenc amidico, mde de 1 $ de nitrégenc nimico y 2 % o nds
€e rnitrégeno bdsico,

Su tempersturs éptime es d¢ 25 a 28°C, TFué aislsds ori-
ginclmente de aguss del c¢aual de Delft y oourre naturalmente
en aguas y suelos,

Poshon y Tehan desoriben esta especie segiin la aliments-
oién de laz oélulas,

Winogradsky oconsidera que a una nutriciém normal (malos
alimentos: etanol, butanol, deido dbutirico y benzoico, ete.),
eorresponde una morfologia normal, mientras que 2 una autri~-
eiin anormal {(buenos slimentos: glueosa, manitol, ete.), ©o-
rresponde una morfologia anormal.

1. Célulss sometidas a una ellmentacién normsl.-

FPURMAS JOVENLES.~ Células ovales, de 3.5 a 2.5 mierones ,
mbviles. La reprocduecién se realiza por eseisiparidad.

FORMAS ADULTAS.= Las oélulas son mis grandes y su proto-
plasma, oon gotitas de asyecto olaoso, ertd rodeado de una oa
pa no coloreable. Estas céiulas guedan en vida latente, du-~
rante alguncs meses, siemire gqus se preserven Ge la deEsosea-
eidn.

£, Células sometidss & una alimentmolén anormsl,-

Sobre medios glucosados, se producen fenduenos de brota-
0i6n, andlogos a los de Azotobacter vinelandii, gque perturban
su normal evelucién., Son oélulas extremadewenite mévilee, tan

to en sus formes j6venes como en las adultes.



AZOTOBACTHER AGILE, VAi:d, ATYPICA Kluyver y wvan den Bout

————

Son células redondas, de 3.5 micrones de didmetro,
aisladas ¢ en diploococos, de Zran movilidad y de wspecto mona

difoime,

ALUT0UBACTER INUICUM bStarkey v e

Son vastoneitos elipacideles de .5 a 1.2 por 1,7 a
2,7 microues, cuando desarrollan sobre agar giucosado, 1libdbre
de nitidgenc,

Une de ias caructeristioas dlsbt.ntivas os la presencia
de 2 graudes y reduados ¢uerpos albumente refringesntes en las
oéiulas, eominmente uno en eada extremo. Es mévil por medio
dé numercosos flagelos peritricus,

Bl orguuiswo desarrolla lentamsitce, pern son el tlampo
produce grundes cautliades de limo. Toa~a gran tolerancia &
los deldos, puestc que desarrolla on pH 3 u Y.

fué alsiado de suslos de Iszdia y osurre neturnlmente e n

suelos,

AZOPOBACTER BEIJERINGKII Lipman

Son eélulas easi esféricas, un pooc mis grandes que
Asotobaoter ohrooeoccunr y .Azotobacter viselandii, sin movilie
dsd.

Fué aislado de suwwlos y culiivado em medics <6lidos se ¢

videucia mejor lua elaboraeidén de un plguento swarillo.

AKTUBACTER ViNELANDLIL L1

La morfuiogla de esta especie, tamoién deseripta por

- 13 -



Pochon y Tehan, es muy variable segin la edad del oultivo ¥y
les substenoclas esergiticas uviligadas,

i Céiulas sowetidas a una alimentavidn normal.«

FORMAL JUVRNE:Z (« Zon tarctoneitos rechoersches, A& extrénos
redondeados, de 2.5 por 1.5 micreunes, dctader de vo movimico-
to lento; el sspecto de log cultivos ez perfecirrmente homugéd-
neo,

FURMAL ALULY4S,- Tos bagtoneitos se tranaforman en for-
mas ovales, mds o menos redondeadas, cocoldes, 48 menores di-
mensiones (£.0 por 1.2 miorones),

FORMAS VIEJAS (NARNOCITOS).- Cuando envejecen, hacia el
quinto dis, formado el velo en cultivos sobre medlos 1liqui-
dos, los cocoides disminuyen su tamaiic velviéndose casi esfé-
ricos (1.5 por 1.Z miorones).

JUISTES .~ Bl estado de enguietamiento ee precedlido, a ve
ces, de otro estado lneonstante y transitorio que podrfa ser
llamedo "estedo prequistico™, doude las ¢élulas zJultas o nan
noeitos se rodean £8 unz substancia vieroosa que los mantienen
unidos flo jemente, aparasciendo er el geuc de los mismos, pe-
gueias gotitas de aspeoto oleoso,

El tamziio &2 lce quistes difiere segin provengsn de célu
las sdultas © &s nannocitos {namnoguistes, mids pegueiios).

La velooidad de enguistamiento es funcliédn del alimento
purinistrado a las células, siendc el butanol el gque provoea
un enquistamlento pregoz gue se sompletza o lus 6 ¢ 8 dias.

El quiste es ia forma de reposo, de rasistencia deo lus A
zotobacter y ellos pueden ser conservados Qurante meses y a-

fios.



2, Células someti una entacidén anormal,~

FOFMAS JOVRYES,~ Se presenta le forma ovel, mévil; misne
tres que e) eatado de beastoneito mévwil em 41ffeil de poner en
evidenels.

FORMAS ADULTAS (GEYANTES) .- Sobre un clerte nfmero de ed
lulas aparecen brotes (yemas) seme jantes a los de las levedn-
raa,

IULSTES.= El1 nimerc de edlulas saneoes de enquistarse eos
muy restringido { 1 % eon le glueosa) ¥ los quistes son atipl
8of, encrmes (2 2 3 veces el tamefio rorwal); el cuerpo sem~
tral ss rafringecte, spenss coloreabie y tiene un aspeoto de
degenerasién grasa. Uespués de cierto nimerc de pasajes so-
bre medios a la glucosa, los sarscteres atipicos se acentfan

¥y la eepa £e vuelve squistégena.

VETAPCLISMC DPE I0S “AZOWCBACTER"

YETABOLICMO CLFBORATO

Se Len erngeyadc ure gror esntided de sustanclas sus
septibies de gor utilizedss por los Azctobecter. Puede haoer
ge una diferereia entre los slirentoe "normsizes™ y los "anor-
malez”, giendo loe prireroe los srtificleles de leboraterie y
los segrndes lcos hiretéticarente eospecheoroe de jugar wn rol
ap la putricidém de los izotobaeter on el seno del suelo,

Nutrieliér cearbonada en el leborateric.-

- 15 «



Las distintas substancies ensayadas han sido azdoares ,
alooholes, sales de Acldos voldtiles y fijos, fenoles, subs-
tancias himiocas, polidésidos elevados naturales, inulina, almi
46n, celulosa, ete.

Es muy diffeil establecer sl valor energético efestivo
de ouerpos tan diversos y la relacién de nitrégeno fijsdo al
earbono eonsumido {Ng/C). Los mejores rendimientos observa -
dos son del orden de 1 mg de Ng fijado por 100 mg de C consu-
mido,

Desde 1912, Kooh y Seidel, hacen notar que, para cada
econcentracién de substrato en C, existe un Sptimo de tiempo
de incubacién que debe fijarse. Bonazzi, en 1921, precisaba
que si la determinaciém de la relacidn se hacia una vez oonsu
mido todo el carbono, el cultivo se realizaba en maslas oondl-
ciones, tradajando los Azotobacter, durante un cierto tiempo,
en ocondiciones préximss a la inaniecién, De ahf, la necesidad
de operar con un exceso de oarbono, de detener el scultivo an-
tes de su agotamiento y de reslizar un doble dosaje de este
earbono, al comienzo y a la finalizacldn del ocultivo, pars eo
nocer de esta manera la cantidad utilizada.

Es el método que preconiza winogradsky para determinar
el tiempo minimo en funcién de la ganancia mdxima en nitrége-
no, para una fuente dade de carbono, En efesto, esta determi
nacidn es la mds importante pues las cepas difieren, sobre to
do, por su "velooidad de fijaoidén", Si se dejan obrar sufi-
olente tiempo eepas diferentes, se coustata que los rendimlen
tos son sensiblemsnte los mismos,

El "mecanismo”™ mismo de esta nutricidn altn no se conooe
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Intimsmente, La tijacién del nitrégeno es una resscién endo~
térmica, siendo Azotobacter el germen cuya reapiracidn se con
sldera mds intensa; el carbono juega un rol pldstico y ademds
un rol energético considerable. £l probleme ss ha abordasdo
por el estudlo del desarrollo de gas carbénico. Mientras que
los f1jadores anaeroblos, como Clostridium pastorianum, que-
man incompletamente el carbono con liberacidén de dcidos vold-
tiles, de alcchol y de gas oarbdnico, los azotobeseter, al me-
nos con sus cepas puras, llegan hasta una combustién total,
con desarrollo de gas oarbénico solamente (Frinsheim, 1918).
Este desarrollo es miximo durante la fase de erecimiento loge
ritmico, entre el segunio y quinto dfa, y disminuye luego; es
tanto mis intenso y precoz cuanto mejor asegurada 2ze encuen-~
tre la aireacidén del cultivo,

Sin embargo, el fendémeno de combustién es complejo, pare
clendo hacerse en 2 tiempos.

Después de los trabajos de Allen y de Bonazzi sobre 1la
relacién C02/02 y sobre las titulaciones de azticares repeti-
das regularmente en el medic de cultivo, ez posiblie oconcluir
que la cantided de gas carbénieo liberadc ien ia atmdsfera ¥y
en solucién en el medio) es superior a la del oxigeno consumi

do, seglin la ecuacidén tedrica:
CgHypOg ¢« 6 02 — 6 002 + & H20

Es necesario tener en cuents fenémencs de oxidacion y de
respiracién intracelulares; el metabollismo del carbono se ha-
ri{a sn 2 tiempos sucesivos oorrespondientes a las 2 fases de

la vida del eultivo,
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En la primera fass, fase de poder fermentativo elevado
(unidad de metabolismo por unidad de tiempo y por unidad selu
lar), el szicar seria transformado en uno o varios compuestos
no reductores y almasenados en el cuerpo miorobianoc, en la
substancla capsular y quizds, difundiris en el medio, Esta fa
a8 praparatoria es coria,

DInrsnte la segunda fase, eutos compuestos s0n en parte
quemados y en parte utilizsdos rara la ecnstitucién de la sus
tancia eelular y capsular, Es la fasc de arizilacién del ni-
trégeno,

Aetualxmente, as diffeil representarse la raturaleza d e
los complejos intermedisrios. nazzi emite, a t{tulo de hi-
pbtesice, la siguiente opiniém: considerando gque, ern eoultivos
conteniendo nitratos, la primers fose estd caracterizadea por
une utllizaecién considerable de éztos, que Juegan por otra
parte un papel favorecedor frente a la proliferacién, se pue-
de admitir lc formaseién de combinaciones hexcsa-ritratos, and
logas a los hexesa-fosfatos 49 Harden y Young. £ evidente
gue ezto meria en un ceso muy particuiar, pues los Azotobao-
ter proliferar habitualments en ausencis de nitretos,

Nutrieidr easrbongdu er el suslo,-

Se trata de uno de los problemas mis diffclles y mis dis
eutidos de la microbiologia del suelo, ya que numerosas hipd-
tezls emitides y categlriocas afirmaciones hechas no han podi-
do ser verificadas experimentslimente,

Dos series de experienciss permitiseron obtensr una idea

mis preocisa sobre esta nutricién:
CULTIVOS ESPONTAREQL SOBRE PLACAS DE SILICO-GEL,- La



siembra Ge placas 40 silico~gel oon grancs de tierrs puede
sonsgiderurse, seglin winogradeky, como uns forma de "oultivo
espontdneo™. ZEl1 ensayo sn serle, da tolas las sustancias oar
bonadas eitadas anteriormente, pormitlaron nbttener ocultivos;
atenidndoss a estas solas oxperienciay, estos cuarpne paresen
ser utilizadles en &l 3uelo,

CULTIVOS BEPUNTANECE 30BRE ITIZRRA EN CA%A DFLCADA O EN
PLACA AUDLDADA.~ Una tlsrra contsnisado lzotobaeter y presen
tando las oondjciornes requeridas rars ums procliferacién nor
mal de éstos, fué enriquecida (1 %) con osda una de las subs-
tencias carbonadus a enseysr y trotads, sea cor la téoniea de
la eapa celgeda, sea con la de lu tierra zmoldade. Después de
4 a & dias se ieyercn lce resultacdos: presencie c susencie de
colounius sobre tierra emoldade, misrosconfs directs en la tie
rra &L ozps Gelgada. Los resulicdos difiriercn ecompletamente
de los de las experienciss precedsntes, pudlendo los slimen-
tos ser clesifieados en:

Muy favorables: Hexoszs, ebtsnol, manitnl, &0ido benzoleo
deldo pirdvlco, dcidou sitrico,

Posco favorables: Pontosas, lactosga, dutansl,

Inutilizables: Acido féralco, asétloo, propibémico, buti-
rioo, tdrtrico, suecinico, ldetico, salieciliec, fenol.

ANALISIS GRITICC DI ES7AS IXFERIENCIAS,~ S8 uota una 4i
vergenola eatre los resultacdos oblenidos con las dos serles,
sobre siliec-gel 7 sobre tierrz; un eierto nimero de alimen-
toes utiliizables scire silico-gel nc lc eon en cultivos scbre
tierra, Este hecho es curiceo y parsdojel; 1la +tierra ten-

drfa un verdadero poder inbibidor scbre le utilizecidén de sa-
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ton elimentos por las eélulas de Azotcobacter, al menos &n pre
sencia de otros gérmenes del suelo (Pochon y Techan),

Hecha ecsta critica experimental, eémo considerar, en es-
te primer estado, la nutricidén de los izotobacter en el sue-~
Jo ?

Los restos vegetales, que son la fuente esencial de g¢ar-
bono del suelo, contiene siemnre gran exceso de carbono en re
lacién a su tenor en nitrbgeno; sin embargo, gracias a estas
trazas de nitrégeno, los heterétrofos no rijadores entran en
aecién y degradan los compuestos earbonados tisulares: hemice
lulosaas, pentosanos, hexosanos, almidén.,.. oon formecién de
alcohol. deidos y de gas; la descomposicién de la e¢elulosa
ror los Baocterios apaerobios libevan igualmente estos mismos
guerpos; la degradscidén de los compuestos con nficleos woicli-
cce libera doldo benzoieo., Cuando las Gltimas trezas de ni-
trézenoc ssimilable han sido azotadss, la proliferacidém de los
heterstrofos se detendrsd y los Azotobsoter entrardn en aceidn
utilizendo las substanclas csrbonadas degradadas provenlentes
de la preolifer=2cién de los heterdtrofos., Cuande los Azotobas
ter heyan fijado suficiente nitrégenc y enriquecidv asi el
suelo, loe heterétrofos no rijadores entrarin de nuevo en ac-
eién, llevando més lejos la degradacién de los elementos car-
bonados del tejido vegetal y un nuevo c¢lelo resomenzard.,

Una hipétesis complementaria, indispensable para expli-
car la nutricién de los .zotobacter en el suelo, ha sido emi-
tide haoe musho tiempo bajo la forma de uns simblosis entre
los Bacterios eceluloliticom aerovios y estos fijadores,

En sintesis, los procesos de la nutricidén esrbonada de



los Azotobacter en el suelo se conoretarfa en le:

i. Utilisacidén de ciertos productos, residucs de fermen-
tacidén del tejido vegetal, dejados por loz Heoterios heterd-
trofos no f£ijadorss.

2, Simbiosis oon los Bagterios oziulolifticcy aerodios,

Junto a astos dos prcossocs asenciazles, $3 han Ddropuesho
otras hipétesia gue no has sido del todo confirmesdas axperi-
mentalmentsa:

1, Utiliza0ibn de clertos productos elabaralcs en la prg
ximidad de las raisllilas vegetales, &n lo jyue hebituslusnte
se llama la rizosfera.

8, Simblcsis con lag slgss.

METABOLISMO bIWRCGINALT

Bl probiema del meiabulismo nitrogenatn Ge lus AzZo~

tobacter debe ser cousiderado desde tres puutos de viste alfs

renies:
Aeuién de lus substuncias pitrogenslas sobra los "Azoto~
bacter”,~

3egin se trate de ouitlvos puros o da la flora total, las
substansias nitrogeoudas tendria accic.ass bhlan difsrentes; en
el primer 0aso se aslate a una mciifleacildn del metadbolismo
eelular, en ol smegundo o8 el equillbrio de la flors el que se
encuenira profundamente perturbedo.

SUBSTANCIAS NITRUGRNALAS ¥ "A-OTUBACTER” EN CULTIVGS PU-
ROS,» La adloidn de nitrdgeno asimileble, en forma de nitra-
tos o sules amoniseales, &« un medio lfguido o z0lido, oonte~

niendo una subsiancia ocarbonada energéticz, lsjos de inhidbir
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el cultivo de una ocepa pura de Azotobacter, mds bien lo favo-
reos; pero, no hay filecién del nitrégeno molescular.

SUBSTANCIAS NITROGENADAS Y "AZOTOBACTER" EN EL SENO DE
1A FLORA TOTAL.~ Mientrae que el =clo enriquecimiento en ear
bono des una tierre podbre en nitrégenc trae una proliferacién
abundante y cesi exelusiva de szetebeeter, el enriquecimiento
simultédneo en sarhono y en nitrégenc seimilable, permite 1la
pululaoidén de los heterdtrofos nc fijadoras (Yongos y Bacte-
rios) y de manera alguus 1la de loe Azotobdaster,

Meoanismo celulsr de la fijagidn del nitrigeac,-

Dos grandes tenvrias se anfrentan, anc»tande eada una de
ellas argurwntos ds pean, narn nn ha 3140 nosible conelliar-
laa totalmonte,

Sezfin Winogradaky, el término intermedi~rioc de la f£ija-
0ién scria ol smoniaco, mientras nue Vintanen onina aque eeria
la hidroxilamins.

El desarrollo de amonisco ec indudahle, mern, nientras
aque %“incgrrdsky lc conslidera somo 2l primer tlempo de la fija
cién, Virtanen 1o interpreta somo un fendmeno de deseminaoién

La HIPOTESIS DE WINOGRADSKY (1930, 1932) me zpoya en que
la eantidad de amoniaco desarrocllada ez muy superior a la del
aitrdzens £ljado definitivamente bajo forme orzérica ¥ no pue
de, en consecuencia, provenir de la desaminscién de éste; ade
mis, este deserrollo parsiste daspuds do la muerte de las oé-
lulas. Ea3 necesario, nues, admitir en la c¢éluls =azotobaste-
riana, un sistema enzimdtico "azohidrasa", eatslizando la ain
tesis amoniacal; este aistema es deshidrogenaunte y la acelém

de deshidrogensoisdn s ejerce sobre el slimento, hasta su eon
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euno total, después sobrs la materia eelular misma; el aeep-

tor de hidrigeno es el nitrdgesno molesular.
N=F + 8 ——» FN=FH —tﬂ- HolN-NNe —1—& £ NHz

La HIPOTESIS DE VIRTANEN (1938) se apoya sobra hechos ¥y
sobre una interpratecids semejante s 1la emitide para le f£lja-
¢ién simbiltica en ias Leguminosas, En ol medio de oultive
de algunas cepas de Azotobacter vinelandii se encontraron trg
zas de hidrozxllomina y se ha poildo vvidenciar lau formaeiénm
ée oxime de la hidroxilamina. Si se hsaoe pasar sobre un sul~
tivo adulto de Azotobacter una sorriente del iadtops 186 del
pitrégeno (Burris), se cobserve gue el nitrfgero 15 e f£1jado
en maycr parts sobre el scido glutdmieo ¥ necesorismente 8o~
tre sl 40ido aspidrtico, mientras que lJas substancias niltroge-
radas sclubles exeretades en el medio de cultivo (v en perti-~
ecular el amonfeeo), son axtremademente poores. En corsesuen-
ois, es probable que estos Gltimos scp produztos de exereslénm
prcverientesa de la autolisis,

Virtanen v Laine, estudiardo la f£ijacidc del nitrdgeno
por gérmenes simbisdticoe (Lsguminomsas y Rhlzoblum), hallaror
en los nédunlos de las ralses metahamogloblna y crean gue en @
llos existe un eauilibrio entra la hemoglobina y la metahemo-
slobina; y, como eoronasidén de sua experlieacias sobre le ex-
orecién de oroduatos nitrogenados por las Lezuminosas,han for
mulaao la hindtesis que se sintetiza por las siguientes eous~
olonas, dnnde relacionan la fijaeidn del nitrdgeanc oom los
cambios de valeneia de la hamoglobina:

N2 + metahamoglobing (Fe***} m——= NHROH + hemcgliubina (Fe**)

-%-



cood CO0R
{ f
G=a C-I3-0H
IEgOE + | —— | + Hz0
?nz CHE2
I
C00R GOCH
40, oxal~ oxima oxal~
acédtlco cedslon
?QDH GOoHd
|
O=-K-0H G-z
| + 2 Ho e | + 00
Uiy UHp
[ |
CO0H QD0H
do.ampirtico

Begin eilos, la hldroxilamine, no se produciria diracta-
mants dcd nitrdgono meleouiar, sino laego &2 uas seris de fu-
83 intermedias.

PYor obtra pards, las experisncias rexlizadasg por Lostyts-
euecw y Soheloumowa (1931} permiten afirmar tumbién que el pro
eeco injielf-l en la £3ijaclén do) nit>fgens por el Azotubacter,
eg ie formesiéu de amonfiaco,

Burk (1934; ha sutableoido una hipdtesis pare rspresau-
tar 12 1 jacidn del nitrégeno por el izotobacter, 3 ouyoc zls-

tens total quoe deternina esa f1Jacidn denomina "igutusa™,

———— T
Mg +» B ———= N:E

N2 ———m § + F

donde E rsyresenta la eunzime espseiflea (nitrcgenasa), la qus
83 ooxbinz con #1 aitrdgens moleculsr formendo el complejo EN
ZINi=-sUBSTRATO ¥2E, ziendn 42ts uas resocldéu reversible., XEn

una segunds faax3, este complejo ss desconpone, o9sta vez, irre
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versiblemente en E (nitrogenasa) y los productos P correspon-
dientes a un aumento de oélulas de iszotobacter,

Constitucién del cuerpo eelular y estado quimigo del ni-

trégeno fijado,-

Los cuerpos microbianos contienen alrededor de 10 4 de
nitrégenc total y 8.6 % de cenizas, de las cusles, el 60 % co
rresponde al dcido foeférico.

El nitrdégeno exerstado soluble, que pasa al medio de cul
tivo, corresponde de 10 a 25 % del nitrégeno fijado. ZEste ni
trégeno soluble es complejo: los 2/3 son precipltables por el
acetsto de plomo, 1/2 por el deoido fosfotingstico, 1/8 por el
sulfato de aluminio y menos de 1/5 por el dcido tricloroacéti
@0; un poco mis de 1/2 es dializable a través del gelofdn.

Ademés de la fraccidén nitrogenada se encuentra una frae-
oién gluocidica, en parte soluble y que pasa al medio, mal co-
nocida, no es reductora y, después de hidrélisis, da un azi-

ear fermentescible dextrézirs.

INFLUENCIA DE LO: FACTORES FISICCES Y QUINMICOS

ACCION DE LA TEMPERATURs

La tamperastura 4ptima correspondes a 28°C,siendo sus
1imites de 9 a 33°C. las células y quistes mueren por un ca-~
lentamiento de 30 minutos a 45-50°C.

ACCION DEL pH




Los Azotobacter trabajan en suelos neutros o ligers
mente aloalinos. En cultivos puros (Fred y Lavenport, 1918,
su desarrollo se efectiia entre los pH 6.5 y 8.6. En el labo-
ratorio, los limites de tolerancia varian ligeramente segln

las especies y asimigmo las ocepas:

ESVECIR pH OPTIMO pH LIMITE
INFERIOR
Azotobacter chroocoscum 7.4 -~ 7.8 5.8
Azotobaoter beijerineki 7.7 - 7.8 8.8
Azotobacter vinelandil 7.5 = 7.7 5.9
Azotobaoter indiecum - 3.0

ACCION DEL rH.-

Excluyendo los fenémenos de interrsaccliones bacte -
rianas, el rH es funcidn, en el suelo, del grado de humedad

de éste.

ACCION DE IiS ELEMENTOS MINERALES

Son suatro elementos, caleio, fésforo, potasio, meg
nesic, quienes tlenen una acecién considerable sobrs el des -
arrollo de los Azotobaocter y sobre la tasa de fijacién. La
sensibilided de estos microorganismos frente a estos ouerpos
e8s tal que se ha podido fundar sobre ella, un método de dosa~
je blolégico en el suelo, en vista de las me joras gue aporta.

El ealoio obra directamente sobre el metsbolismo {rol ea
talftico); obra iguelmente por la neutralizacién &e 1los dei~
dos y el mantenimiento del suelo a un pH vecino de la neutra-

lidad (rol tampon).
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El frésforo es (til sobre todo bajo la forms de A1 o tri-
foefato alecalino {(rol tampon y catali{tico); existe una rela~
oién entre el résforo presente, el fésforo conswmido, el ni=-
trégeno fijado y la proliferacién; en condielones normales se
fijan 5 a 5.7 mg de nitrégeno por cada miligramo de téafcro
consumido.

La adioidén del potasio estd ligada a la de los ouerpos
precedentes; para 1 gramc de azicar consumido es necesario
0.38 mg de poteslo, y cael otro tanto de eceslcio y magnesio.

El azufre es indispensable y tlene uns szecién ocomplels,
sobre todo bajo forma de sulfato.

EZ1l hierro tiene una accién oatalitica muy favorable vy,
con el doido silfeico, serfe el responmable de la secifin esti
mulante de log extractos acuosos de tierrs en los medlos dae
eultivo; en el suelo, obra sgobre todo bsjo form=s c¢oloidal, en

compuestos orgdniocos.
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METODOS Y TEONICAS ENSAYADOS PARA EL AISLAMIENTO
DE CERMENES DEL GRUPO "AZOTOBACTER"

Desée el desoubrimiento de los Azctobaoter por Bei-
Jerinck en 1501 haste el me joramiento de las téoniocas, basa~
des sobre un nuevo priveipic ecclégico, por Wincgradsky e a
1925, los métodos de eaislamiento estebar ingpircéos em los de
lz baeteriologis corriente,

Los métodos antiguos de ocultivo, de aizlamiento y de oon
servacién se basan en el sigulente principic: tratdndose de
gérzenes que utlilizan el aitrbgeno atmesférico, se realiza el
oultivo en un medio liguido, eguilibrado desdc el punto d e
vista salino, oconteniendo una substancia energética carbonada
y excluyendo toda forma de nitrégeno mineral u orgdnice. Bn
un medio asi, sélo pueden proliferar loz fijadores de nitrége
no y mediants una gerle de rasajes ga puede lograr un enrique
cimiento en Azotobacter. Luego, 20obrs medio sclidificado a
la gelosa, se trata de aislar colonias a partir de las oua-
les, mediante frecuentes replcuss podrdn ser manrtenidas y con
servadas lag ocepes, en cultivo puro, durante largo tiempo.

Desde 1926 hastza 1938, Wirosradsky analizé las imperfec-
oiores de estos métodios, las oue explican las dificultades en
sontradas y los errorecs de interpretecidn sometidos.

Le orftice mds grave cae sobre la utilizacién &e medios
l1fquidos. Las particules de tierrs gue cirver para le siem-

bra ozen &l fondo del balén, &n una zona del 1lfquido que estd

-28-



mal alreada, donde, =21 menor desarrollo de anaerobios, satu-
ran el liquido de gas earbénico, haeciendo mds precaris 1la pTro
liferacién ds los merobios. Kl cultivo de los Azotobacter oc
misnza, pues,en condicicnes pooe favorables y, ‘rieamente las
fornae méviles, a sxnensag de lse oiras, son lsg que ganan la
superficie pera conestitulr el velo ccracterfistico de su proll
feracién, Y a falta de estas forias mbviles, es necesario que
la muestra sea particularmente riea en Azotobacter para gue
se gonstituya este velo.

Un medio asf, es lguslmente desfavcorable para cbtener um
esuriguecimientoc, base de un alslamientc ulterior. En efecto,
eu el rondo del balén, proliferan los Clostridium, apaerobios
muy pocivos & los aszotobacter y, a medida gque el nitrégeno or
ginico es introducido zl mecic por el Jjuege mismo de la fija-
8ién, loz organismos heterbdtrofos entrar en aceidn y, estas
dor prolitreraciones, en el curso da lca rpaszjes, pueden lle-
&> & apular el dessrrollo de los Azotobactar,

Liesde #1 punto de vista fisloléamico, sze concvea la extre-
mz varlahilidsd é&e un gran nimers de especies hactarianas, la
extrems labilidad de clertos cersgteres en funcidn de las va-
Tiacziones 4= scnstitucidn del medlo o de las condlciones d e
cultivc, 4demds, es pceo favorable hacer sufrir s un germen
ur gray nlmero de pessjes antes de estudisr propiedades gue
pretenden ser lss natursles cque posee en gu medlo amblente ha
biiumi. De ahi la enorms irpcrtarcia que tiens la eleseidn
de lce slimentcs energéticos a utilizar. Los "buenos alimen~
tos* (manitol o azfeares) son quemsdos por loe heterétrofos

sn presencis de nitrigeno agimiiable y log “malos alimentos™



de jados por sllos son los que utilizardn los Azotobacter al
euntrar en aecsién,

Tratar de alslar une cepa en sultivo puro e2 una loable
1nguletud pars un bacteridlogo, psro una tentseidn peligrosa
para 8l agrooldlogo: aislada de lcs gérmenes con los ouales
normelmente ogurrs en el suslo, una especle puede, en ei labe
ratoric, manifestar propiedades gque jlamés podria tener en 1la
neturalezs. Es ssi ocomo un clerto nfimero de especies quse han
81d¢ aieladas y descriptas eomo f1jadoras de nitrézeno, no han
sido reencucirades en el suelc en su forms activa, adn con mé
tedos mda adevuados,

En lous mdtodor modernoe, los cultivoa sen rezlizados so-
bre medtas tau prérimos coms sean rosidles d=] medlo suels,
ses 1s tlorre mlsmg, se2 un medio minersl, realizendo uns al-
rezeiln perfecia de la zoxz de prolifevseidn, Dichos medios
peradter ur "dominlo absoluto™ rdpido de lom Azotodbaster so-
bre los otros gérmenes, facllitando asfi el estudioc de los oa-
rechberes de lag 6apss, despuds de su alslamiento dsl suelo,

Adomds, permiten dosajes faciles de nitrégenc y de amoniaoco.

De ios numerosos métodos demcrintos, se ensayaroa
distintos medios liquidos y sdliidos,
Yura los ensayos eu medios ligquidos, se prepsraron las
g8lsuicutogs soluciouas:
BUi0 Ue BEYJBRINCK
MEDIUO) cseaveresrvos 2.0 g
EsHPO4 o 00oncvcnnne 0.2 g
Hz20 gorrient2 ...... 1,000.0 ml
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MELIO DB LIFMAS
u“lnitol * 6 soPIss0ERN 1!.0

&
KeHPCL ...ovnienvnnny 0.2 g
MgS04.7 HeO ........ 0,2 g
Cally ........ sesses 0,02 g

FeCle.& F20 (104) .. 1 gota
HzO destllads ,...., 1,000,0 ml

MELIO DE ASHBY
Manitol .....vevenns 20,0
E2BiCL vovranennnsea 0.2
Hg564.7 E20 «.uuvu.. 0,2
RECL veeniniresioans e.2
36504.5 TR0 ..v..... 0.1
Celis ..o vevunvens 5.0
1120 degtlilada .,...,. 1,000.0

E‘mﬁfﬂ-km&

MEDIO DE BORK, sMOLLIFICALO
Manltol ...oceecncers 2C,0
KH2POg .cvvevcarocos 6.2
KoHFO4 cuvvevnonnens c.8
MgB04.7 Eg0 ........ 0.2
CaSCg.k HaC .......0 0.1
Mo, ¥@ ..uvesannenes 1.0 m*®

m A M N »n

63‘302’5 LR A R AR I A Y ) mtc g
HgO deatilede ......, 1,000,0 ml

* Splueidn cortenisndo 1 mg Fe y 0.1 mg Wo npor mililitro.

&
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MECIO 77 DE FRED Y WAKSNAN

Manitol ....ce0ceuse 10.0 g
KeHFO4 .vvvvvinnnnna 0.5 g
MgS04.7 H20 ........ 0.2 g
FaCl ..ivvnvennnnnes 0.2 g
MnSO4.4 HeO ........ trazas
PeCln.6 HoO ........ trazes

Hp0 destiladas ...... 1,000,0 ml

VEDICU BASE DE WINOGRADSKY

KHoPO4L cvvvrvnnnnnns 1.0 @
KgHPO4 .occvennnnane 0.2 g
KgsS04.7 Ho0 ........ 0.6 g
NaCl ......cnvvvnee. trazas
PeClx.6 H20 ...,.... trazas
MnS04.4 H20 ........ trazas
NagMoO4g covvercannns trazas

Hg0 destilada ...... 1,000.,0 ml

Los primeros oinco medios, al manltocl, se repartleron en
frascos de Erlenmeyer en capas de 2 om de profundidad y fue-
ron esterilizados en autoclave a 120°C,

E)l medio de Winogradsky también fué repartido en frascos
de Erlenmeyer en capas de 2 om de profundidad, a los que se a
gregaron distintas substamoias energéticas (glucosa, manitol,
benzoato de sodio) y carbonato de calcio; luego se esteriliza
ron en autoclave a 120°C,

Preparados los medios, fueron sembrados con un poco d e



tierra ¢ ineubados en estufa a 27-28°C.

El comportamiento de los diferentes medios fué muy varig
ble. El1 medio de Beljerinok (fig.l M.l) se enturbié ligera-
mente haola el segundo dia, apareciendo un velo en su superfi
eie que, observado mioroscépicamente, evidencid estar formado
por células de Azotobaoter. En ocambio, el medio de Winograds
ky, oon adicién de glucosa (fig.l M.2), mostrd netamente 1la
ingerencia de otros gérmenes, pudiendo obgervarse las burbu-

Jas producidas por el gas carbénico dezarrollado.

En todos los casom, se efectusron varios preparados eon
los velos formados y la observecién mieroscépica de los mis~
mos, evidenciaron notables diferencias en la morfologia 4d e
los Azotobacter, oomo asi tamdién en la riqueze de los mismos

Con los velos formados se realizaron repigues sobre mue-

vos medios 1li{quidos para obtener un enriguecimiento en Azoto-



baster y, finalmente, se efectuaron pasajes sobre medios soll

dificados heste lograr cultivos puros.

Entre los métodos modernos, fuercn snsaysdas 1l as
téonloas asonse jedar por fiinogradeky:

QULTIVO ESPONTANEQO EN TIERRA AMOLDADA

Las muentrac de tierra fveron temizecdes y adicions~
das de 5 % de almidép, 2 4 de maritol y 2 4 de gluoosa, Tres-
pectivamente; luego, melaxadas eor un poco 4@ agua hasta ob-
tenoién &e mases homogéneas, Heochn esto, se llenaron 3 cajas
de Fetri de 10 em de dldametrc con las distintas tlerras preps
radas y se alisaron con un porte himedo, Diohas cajas fueron
eolocadas en otrus més grendes, contenlendo un poco de agua ¥
recublertas de su teps, formendo cémara himeds. El econjunto
se llevé a estufa £ 28-30°C,

Al terser dls cparecleron, sobre la superficie de las
tierras, pequeiics colonias bhisliness, formedes casl exclusiva-
mente por células de Azotobacter,

Con las ocolonies eparecides se realizaron pasajes sobre
placas preparadas en la sigulente forma:

Plsca de tierrs smpldada, eon su correspondliente tape ,
enriqueoida oon £ % de benzosto de scdlo y 0.2 # de fosfatc
ponopotésioo y esterilizadas a 120°C durante 20 minutos,

1z siembra se reclizé en estrias en la superficle ds 1la

tierra y cox lss colonias desarrolladas se verificd su pureza

CULTIV0 SOBRE PLACAS DE GEl SILICEO

Pora la preparacién de placas de ailico-gel, se mex



elaron partes iguzles 4e doido clorhidrico puro (13°Bé) y si-
licato de godlo (5-3°B4), vertiendo el siliocato sobre el dci-
do y agltando son culdado., Tsta solucidn fué distribufda en

gajas de Petri en la sigulante foraa:

SO0 ml para cajas de 10 om de idmetro
800 i para cajas de 20 om de dldmstro

¥ s dejarcn er reposc durante mis de 24 horas hasta ques el
gel vidré bien bajo el chogue, I: elirinzcién del exceso de
dcldo slorhfériec y del clorurc de sodic formede, me logré
por lavade con agua corriente durante tres dfas, terminpando
eon lavados repetidcs con agus destilade hirviente hasta que
las G(ltivas zguas Ge levedc Aleron resscién negativa pare olo
TUurcs.

Egte medio, estrvietementc mirneral, sin subatanclas solu-
bles, nc es méds yque un scjporte 2l eunl debe agregarse sales Y
subatancias energétiocus convenlentes. Para ello se prepard u

na z0lueidn de la siguiente eoupssicién (Winogredasky):

KHoPO4 .vvceeveseneness 0.5 ¢
MgS04.7 HeO ...vvveee 0.5 8
HaCl ....ccvvvennesees 0.8 g
Poep(80g)m cevecesensss trazas
¥nS0g.4 HoC ..cvuvnone trazss
HpC destilads ,....... 100.0 ml

E)l pH de ests solucidn e5 4.9-5.,0; se lo aJustd a 7.3~
7.5 aon gotas de solucidr de hiiréxido de potasio.

Pare la preparacién de lar placas de gel siliceo en ea-
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Jam 1e Toird de 10 ox de 1ldnetrd, se vartierun E al de la sg
luslfe mineral en um naquedo vasd, azrsgando 0.8 g de manitvel
{zlucosa y benzoato de sodio pava otrus cafes) ¥ V.15 g de
carbonato de canlain, mfs 258 zoitus de hWidrdxido de potasio al
2 %; s agregd na nuro de mgug dostiladn, se Rlsio hervir unos
ninutns ¥y se voied agitando, o) 1fjguide hirvisute sobre las
plsoas,

les plsoens, ain $ape, ge liemren 2 cstufa a $5°C duran~
te wvarias horas hasts evmporzcién de la conpa 2fgu’de y &0 in-
tarrumpié el seesdo onando le srparficis ds) gol tomd un ss~
peoto mete,

B¢ fnooulsron lss pleses cou grancz de tierre, alinedndg
los regularmente, sobre 1a surerficie €cl gel.

Al sabo de 48 horse se evidspeisron eolonias de Azotodag

ter que se rréesgntaban en fornyaz 4Ae un MICUS aCu30, blakeo, @R

glodando lcs grancs de tierra (£ig2.%2).




ESPECIES DE OXRMENES IDENTIFICADOS, PERTENECIENTES
AL GENERO "AZOTOBACTER", EN DISTINTAS
MUESTRAS DE TIERRA DEL PAIS

Paras lograr ¢l alsiaziento &e gérmenss del grupe "A
sctolgeter” de las muestras de tierra obtenidas®, se prepara-

ron medios 1iquidos con lz solueién base 7Y d¢ Fred y Weks-

man:
EsHPO4g cveveeccennes 0.6 g
Mg804.Y HeO ........ 0.2 ¢
ST F3%l (oevvivennnnnsne 0.t g
XoS3Ca.4 H20 ,....... Yrazas
Falle.8 F20 ... c0uen trazags

Ho0 d29%11ada ,,.... 1,000,0 =1

Para eadla muastra aa destinaron tres Pruceos de Zrleame-
yor (£ig.3) asontenisndo R% ml da sate soluclén salins, a las
que se agregzaron, ) ml de rolusidn de menitol s1 10 %, 0.5 ml
45 atann) ¥ 1 m) de solucién Aa benrzo: to ds snalo al 1 £, res
peativamente.

C2de 2edio fué samdrs”0 con 1 m)l 4% suzrensidn Jo la muwes

¢ Ia mayor perie s las muestras ds tlerrs vutilizsdas en el
preseuts “rabajo fuerom ¢edidas gentilmente por sl Lie. BRI~
CARDO JULTO G:3TALDI, Ael Instituto An Miorcbiologia Agrieo
la 8¢l kinistorio de Agricultura y Ganaderia ds la Nacléa ¥y
soy sl Dr. ARCTOR TNRISUE CAMMAROTA, 481 Instituteo Médieo
Hawael dol Kianigsterio ée Marina de la Naelén.
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sra de tierrs zl B %,

Pig. 8

A partir del segrndo dfg de lu sismbra sc examind Aiarig
mente una gota de loz medlios hasta comprobar sl desarrolls de
Azocobvacter y, logrado éste, se realizaron raplques sobrs me-
divs golidiflieudus eon 1.3 % de agsr, oounteniendo la misme
fuente esarbdonada.

lss pleoas asi{ sembradas fueron incubadas a temperatura
amblente y se exsminaron lss colonias desarrolladas.

Los zialsmientos fueron reslizados por pasales sobre a-
gar inelinzdo, al manitol, eonservindose wuna cepa de Azo-
tobaeter ehrooeoocum (fig.4 I-A), ¥ otra de Azotobaster agi-
le (£ig.4 II-A).



El estvdio dée loe esrcoeteres mo *follglecs y tintoriales
de los gérreues alelados se reellzé con lee ocolonics desarro~
lladas 3 efectuundo preparedos ¢ue ge colorearcn con sl méto-
do de Gren (£ig.8), eor eritrosins y con Sudern negrc B, segia
el métcdéo ¢e Burdon (1946).



vig, B

El estudio de los oarsoteres fisioldgleos distintivos de
los malcroorganismcs » ~lados se realizé por pasajes sobre cal

¢o nutritivo glucosado:

Extraoto de ocazne ,,. 3.0 g
Peptons ....cenvvvan 8.0 g
Glucoss ...........s 10,0 g
Agus destileda .,.... 1,000,0 g

donde desarrolla blen Azotobacter agile, mientras que Azoto-
baster ohrooececum no luv hace en este medio peptonado,afin eon
agregzdo de gluecosa, propledad que permitid evidernclar en un
3010 gaszo estar en presencie de Azotobacter =agile.

En ningGn oaso pndo manifestarss la pregencia de Azcto-

bacter indieum, »or el hesho de no svidenciar en las oélulaa,



lus glSbulos dr grass earacteristicos de esta espesis,
En oconsecuencia, se vuslva a oconfirmar que la especis

méis difundida en nuestros suslos es Axotobastsar shroocoscum,

A sontinuseidén, se enumeran las musstras 43 tlarra
sxaminadas, su prosedenclia y especis de Azotobastsr i1dsntifi-

sada,

el I~ o, acu et —
g —— — A———— m——

] i

NOMERO DE ORIGEN DE LA MUBSTRA BS80S DR ZOTOBAC-

il

ORDEN DE TIERRA TER IDENTIFICAD. ;
a ) !
\ b ¥ BUENOS AIRES, Capital Fedse !
; rel - A. chroccoocum g
s e
f 2 RRAGADD, Buence ~irAs 1. chrcoeosoum i
CHASCOKUS, Buenos sires A. ehroosoecum :
FLURELCI¢ VARELA , Buenos

Aires A. ehroocsoscum

] PEBUAJO, Buenos Alires A. ehroosogcaum

é SAN MARTIN, Buenos Alres A. ohrooccoecum

7 PORTEZURLC, Catararca A, ehroososoum

8 j REORZ0, Catemareca Ao chreooosecum

9 ALTA GRACIA, Cérdoba &. ohrooecsoum

o BAILNELRTA, Cérdobs 4. ehroososcum

11 BELL VILLE, Cérdoba A, ehrooscoccun

12 BL CUADRADO, Cérdoba --
i3 LA PALDA, Cordoba -

14 SZRREZUELA, Cérdoba A, 3aroososcum

15 TILIA MARIA, <érdoda A. ohT000000uUR

b id JORRIBNTES, Corrlientes A, ohrvoeoedcun
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RUMERO DE ORI GEY: DS LA MUBSTRA ESPECIE DE AZOTOBAO-
ORDEN DE TIERRA TER IDENTIFICADA
17 GOYA, Corrientes A. ehroocoeeun
18 ITUZAINGO, Corrienteg A. ohroosoeoun
19 KERGEDES, Corrientex A. ohroecoceum
80 PASO DE 103 LIBRES, Co-
rrientes -

&1 SANTO TOME, Corrisutes 4., ohroceoccum
82 CONCORDIA, Batre Rios ——
23 14 Py, Zntre Rios A. ohroosossum
34 PARANA, watrs Riog L. O0ATDOCOCOUR
28 : TilkwaGUAY, Zatre Rios A, 01r00eICSUM
a3 2LCHI HUINCA, Bva Parda -
29  CATARACAS DEL IGUAZU, MKi-

siones A. ehroocossum
28 3 DB HAYO, Misionss -
29 | EL DORADO, Misiones -
90 \‘ OBERA, Misiones -
31 ] POSADAS, Klslionas A. shroocoocum
3% PUEKRTO IGUAZL, Miciones -
33 PLAKA HUINCUL, Licuquén A. ehroococcum
34 BAN CARICC DUE BARILOCHR,

1 Rfo Negro -
33 | @UANACACHE, San Jusn A. ehrooooecum
36 OHALANTA, San fuls A. eshroocoosum
=7 JUHIN, fan Luls A. shroososaum
&= ESTEIRAN%L, Santn Fe A. ehrooeoscum
39 | ROSLAIC, Santa Fe A, agile
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ORDEN

RUMERO DE ORIGEN DE LA MUESTRA

DE TIERRA

ESPECIE DE AZOTOBAC-
TER IDENTIFICADA

s

43

48

| 8AN CRISTOBAL, Santa Po
| TOSTADO, Santa Pe
VENADO TUERTO, Santa ¥e

ANATUYA, Santiago del Este

ro

MEDELLIN, Santiago del is-

tero

RIO CHICO, Tueumdn

- 45 -
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INFLUBRCIA DEL MOLIBDENO Y DEL TUNGSTEKNO
EN EL PROCESO DE FIJACICN AEROBIA DEL
NITROGENC MOLECULAR ATMOSFERICO

En ol gran clelo del nitrégenc em la superficis de
la biosfera, la filjaclidn del nitrdgeno molecular atmosférioec
es considerada como el primer eslabdn de la cadena de reacecic
nez indispensadle para mantsner el equilibric del nitrégeno,

Este prcceso de flijacidn, en eondisiones de oxiblosis,
es realizado por los Azotobacter, y el poder de fljacidn de
los mismos ss funcidn del niimero de oélulas f1jadoras y de su
aotividad, la cual, a su vez, depende de la influencia de los
factores fisliocos y quimiocos.

La influensia que los elementoz minerales eJjercsn gobre
los Azotobeoter, ha sido ampliaments estudiada por numerosos
inveatigadores,

El frésforo mparecs como el elemento mde importante, con~
tenido en gren cantidsd en la célula azotobasteriana (Hoffe
mann y Hammer, Stoklasa). Papel importante juega también el
calolo, indispensable al metabolismo y al equililbrio hidroge-
niénico,

Asimismo, son neceserias las sales de magnesic y de pota
sio;, al igusl que el azufre, em ausencis del cual no desarro-
1le, al menos, Azotobacter chrocgoccum (Greaves y Anderscn).
También e jereen favorable eocién, las sales de hierrc, de &lu

minio, de manganeec y todos los otroe elementos que lntegran
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ol grupo de los elementos oligodindmicos.

Ultimamente, se ha prestado rartioular atencién al molid
deno, elemento necesario para el desarrollo del Azotobaoter
(Borthels). Krzemlienlewski y Kovats oonsidersn que el molib-
deno sjerce, sfectivamente, una aceién activente y sinérgioa
oon el hierro, hecho también eorroborado por Burk y eolabora-

dores.

Y eonsiderando estos Gltimos trabe jos, se ha ensays
do le influencia que, en el proceso de fijacién aerobia dsl
nitrégeno molecular atmosférico, ejercen distintas dosis 4 s
molibdeno y de tungsteno,

Con tal propésito me prepararon places de gel silfceoc en
oajas de Fetri de 20 om de didmetro,
Gomo medio nutritivo se utilizaron, para cada placa, 20

nl de una solucién constitufds por:

KoHPO4 .eevveavanaesss 0.250 ¢
MgS04.7 He0 .......... 0.15 g
NaCl ......c0000s00000 0,15 &
Peo(SOglz vouviuinanss trazaz
¥nSO4.4 B20 .......... trazas
Ho0 destilada ........ 100,00 ml

a los que se agregeron 0.5 g de oarbonato de calcio y 2 g de

manitol.
También se prepararon soluciones de molibdato de sodio
al 0.21 por mil y de tungstato de sodio al 0,15 por mil, para

obtener asi, conocentraciones de 0.]1 mg de molibdeno por mili-



1itro y de 0.1 mg de¢ tungsteno por mililitro, respeotivamente

Estos dos elementos fueron incorporados a los medios nu
tritivoe de acuerdo sl cuadro que ¢ detella més adelante.

Lag placzs asi prepsradas, se irocularcn con 1 g de tie-
rra fina homogensizada ¥y se llevaron a sztufa a 30°C durante
10 Afas., Después de ests lapso sz procedid a detsrminar el
contenidn en nitrdgeno de todas las plae=s,

Otras 4os placas preparadas en la misma forma, sin agre-
gado de mnlibdenc ni de tungsteno, 1o fusron Lacubadas y se
d086 dirsotamsnte en ellas, la c¢untidad de nitréganc oontenl-
do.

Los dosajes ds nitrdmeno sa re=lizaron segin el método
de Kjeldehl, Para cada determinaeidn ae utiliziron 20 ml de
doido sulfiiriso, 5 g de sulfato de cobrea ¥y 7 g de sulfato de
notasio. El amoniaco destilnds ze racosid an £0 ml de deildo
sulfirieo 0.1 N y el excesc 3o tituld con hidrsSxido de sodio
0.1 N, ntilizonde hellantineg como irndlcador.

Los resultndos obtenldos se exprssan sn sl ouadro giguien
te, dednsoidn heehs A5l nitrdgenc contsanido sn 1z tierra ino-
culede (0,83 mg de nitrégeno, zomo promedio de las dos plaeas

testige annlizadns).

NUMERO DE ]pxaca + SOL. NUTRITIVA,  MILIORAMOS DE Np

| + 1 g de TIERRA, F1IADCS
ORDEN '  CON AGREGADO DE a. %a. | Frome
\ determ, dotong.’ dio
1 - . 7.4 812 7.78
| 2 1 rpm Mo . B.82 | 7.71. 8.26
E 2 | 10 opm  ¥o | 10.21 | 10.78 10.48



NUMERO DE I PLACA

-~ S0L. NUTRITIVA

FTLIGRANOS DE Ne

i - 1 g 40 TIEZERRA, ¥1J.:.D0S

| ORDEN CON  4GRIGATD D Ta, 7 Ee, | Proma |

37 detarm. determ.  dio

4 33 prm Mo 9.63 9.54  9.51

1 5 130 ppm o 9.52 9.8%7 9.59
8 1 ppm W 7.37 8.32 7.84
7 0 pm W 8.19 8.07  8.13 |
8 50 pom W 8.1z 7.81  7.96
9 100 pom W 5.4 7.9  8,2¢ |
10 C.% ppm Mo ~ 0.5 ppm & 8.1¢ 8,28 8.19
11 5 opm No -~ 5 ppm W $.62 10,21  9.91
1 50 ppm ko - 50 ppm W 9.74 9.52  9.53
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CONCLUSIONES

los resultedon obltenidos en el pregents trabajo per

niten deducir las sizulentes sconelusiones:

1. Ds los métodos de ecultivo y aislamiento ensayados,
autigucs y modernos, no se ha obszervado una defiocisncia tan
grsaude oomo para degschar los primeros, pues= siguiendo una a-

decueds téonica, permiten lograr buenos resultedos,

2, De laz 45 muestras de tierra ensaysdas para el ailsla
miante de ospeciesr Ae Azotobacter, 35 de ellss evideneleron
cornbener este miercorgauismo, euyo estudis morrolégleo y fi-
#lolégico permitidé 1dertificar wupa forms 43  Azotobacier

chrcoecocur en oael leo totalldsd de lns oasos, ya que de una

8cle ruestre 1ogrd sislaree o irzotobeotar seile. De lo que

se 2oduee gue 2r o) 75.50 % de las mvestrag estudledas pudo

renersa de manifiesto J» prasencis de Arotcbaoter ohroogoccum

¥ ten #élc en el 2,28 % se logré alslar » Azotobaoter agile,
mientres que en ningin eapo pudo evidenciarse ls presencia de

Azotobaater indicum.

8. La adieidn de¢ 10 ppm de molibdeno & la tisrrzs ensayas.
da, vermitid el aumento de la fijeociér le nitrégeno erp un
54.7C 4. le adieifn de & ppm de molidbderc mée 5 ppm de tungs

teno a 1o tierrs ensavada, vermitio uc aumen’o Je 27,37 % de



nitrégeno fijado. De lo que se deduse que la dosls Sptima de
molibdeno sn la tisrrs serfa, sproximsduwenis, €e 10 ppm, pu
dienco ser reemplnzade eu wrie vor el tungstens, Ilavoreclei-
40 en estr forma lia ijacién adel nitrdgeus wlecuiar almosiée

Tico por los Azotobaoter,
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El géuero Azotobaoter agrupa variae especies de mi-
eroorganismos aeroblos oapaces de fijar el nitrfgeno molecu-
lay stmosférico,

Eeljerirok, en 1901, desocubrid 1la existencis de estos
gérmenes, aieldndolos de suelos y aguas del canal de Delft,

Er el presente trabajo se citan, en breve reseiia histéri
¢z, log investigadores que han profundizado en este tema des-
eriblendo nuevas especies alsladaz de distintos suelos, wemo
asinlens, las diversee oplniones vertidas respecto a las espe
cles gue merecen ger conslderadas,

En el siguiente cepitulo me desorihen distintas especies
de Azotobacter, su metabolismo oarbonado y nitrogensdo y las
influencias que sobre ellos ejJercen los faotores f isicsos ¥
quimicos.

A ocontinuasidn, ilustrando con algunas fotografias, se ds
tallan los métodos y técnicas ensayados pera el aislamiento
de gérmenes del grupo izotobaster, utilizando medios liquidos
y solidifieados y temblén medios naturales y placsas de gel sl
l1iceo.

En capitulo aparte, se puntualizan, en un ocusdro, las es
pecies de Azotobacter identificadas en 35 de las 45 muestras
de tierra del pails examinadas, detallandc los medios nutriti-
vos utilizados y el estudio de los caracteres morfolégicos,

tintoriales y fisloldzicoe efeotuado, citando los métodos de



ooloraocién empleados,

También se ensaysron distintas dosis de molibdeno y de
tungsteno, estudiando su influencia en el proceso de fijacién
aerobia del nitrégeno moleoular atmosférico.

Y, por filtimo, se enumeran las eonclusicnes deducidas de
los resultsdos obtenidos oon las eéxperienciss veslizeGas =

el presente trabsjo.
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