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INTRODUCCION

La microbiología Pedológica constituya un capítulo 
esencial en el estudio de la vida sobre la superficie terree- 
tre.

Las pérdidas continuas en nitrógeno que sufre el suelo 
por filtración de los nitratos disueltos en el agua y arras­
trados al mar y por otra parte la reintegración a la atmósfe­
ra bajo forma de nitrógeno molecular por la acción de los gér 
menas de la desnitrificación, no pueden ser compensadas p o r  
las adiciones de fertilizantes efectuadas solamente sn la s 
tierras cultivadas* XIu fenómeno continuos independiente d e 
la energía humana y extensivo a toda la superficie ds la tie­
rra, es neoesario para mantener las reservas de nitrógeno com 
binado en el seno de los suelos.

Es asi como un cierto número de microorganismos son capa 
oes, gracias a la energía producida por la oxidación del car­
bono orgánico, de fijar el nitrógeno molecular de la atmósfe­
ra y realizar asi, la síntesis de su constitución celular.
Son estos ejércitos de obreros incansables los que mantienen 
las reservas de nitrógeno en el suelo y hacen posible la vida 
sobre el planeta; por ellos hablan los 10 a 40 kilogramos de 
nitrógeno fijados anualmente por hectárea.

Dentro de la armoniosa complejidad de las interreaacio­
nes microbianas en el seno del suelo, que van desde la simple 
vida aislada hasta la verdadera simbiosis, pasando por todos
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los grados da Xa sinergia, conocemos al proceso da Xa fija­
ción daX nitrógeno atmosférico, gracias a la acción da diñar­
nos aloroorganlsmos,

Esta fijación, an condicionas da oxlbiosis, as realizada
por los Azotobacter, bacterios haterótrofos que trabajan an 
suelos bien aireados, ricos en calcio y fósforo y pobres en 
nitrógeno asimilable.

En condiciones de anozlbioele, son los Clostridium pasto 
rianum los que trabajan, principalmente, en suelos mal sirca­
dos, impregnados da agua.

La® Leguminosas puedan realizar directamente la síntesis 
da sus tejidos gracias a los fijadores simbióticos, Rhizobiua 
leguminca&rn®. que s© encuentran en el suelo, er¿ estaco laten­
te, bajo forra de baotero!dos; pero, al contacto con los pa­
los absorbentes da las raíces do aquéllas, penetran an los te 
jldos, se multiplican, fijan al nitrógeno molecular y elabo­
ran su protoplaame, utilizado simbióticamente por la planta.

T an la actualidad, se conoaa también la fijación del ni 
trógeno atmosférico por las algas rardl-azulas o Myxophyeeae. 
Investigaciones realizadas por el Profesor fogg (1947), da la 
Universidad de Londres, ponen an eTidsnela que estos organis­
mos fotosintéticos, que son los autótrofos más completos cono 
cides y que afaetúan la síntesis de sus substancias a partir 
da anhídrido carbónico, agua, salas minerales y nitrógeno at­
mosférico, son capaces da vivir an la superficie desnuda da 
laa rocas, donde no se manifiesta Xa presencia da glüeidos,

"Podar fijador" as al término adoptado an Microbiología 
para designar esta facultad del suelo de asimilar al nitróge­
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no gaseoso de la atmósfera, gracias a la actividad de los mi­
crobios que proliferan en ese medio natural.

Berthelot fuá uno de los primeros promotores de la doe~ 
*rlna de la fijación microbiana, insistiendo sobre el rol fun 
damental cte los microorganismos en el ciclo del nitrógeno, no 
sólo como agentes de análisis de los compuestos nitrogenados, 
sino también como agentes de sintesis, a partir del nitrógeno 
molecular atmosférico.

J£n prinoipio, la acción de fijación parecía pertenecer a 
algas, especialmente a diatorneas, pero, algunas experiencias 
con bacterios del suelo, aislados por Ouignard, lo condujeron 
a concluir, textualmente, "que existen microbios de especies 
diversas, exentos de clorofila y aptos para fijar el nitróge­
no, especialmente ciertos bacterios del suelo".

La doctrina de la fijación microbiana, prevista y enun­
ciada por Berthelot, en el año 1885, carecía, en su época* de 
base experimental sólida. Un problema de orden sdorobiológl- 
eo, únicamente podía ser resuelto por medio de métodos micro- 
biológicos. T la microbiología de hace más de 60 años no po­
seía aún ningún método que permitiera abordar estas investiga 
clones con miras de éxito.

Esta microbiología se hallaba dominada por fórmulas ima­
ginadas en las conclusiones de investigaciones patológicas , 
que no tenían ninguna relación con los microbios del suelo.

Para aislar del suelo una especie determinada no se cono 
cía ningún procedimiento eficaz. Faltaba un principio total-, 
mente contrario; evitar las fórmulas inadecuadas, haciendo va 
riar la composición del medio, según los fines perseguidos,
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Este principio, tan flexible, es al que ha dado impulso aldea 
arrollo de los problemas agrobiológicos. "Principio de oultd 
to electivose ha llamado, pues permite elegir entre los mi­
crobios de los medios naturales, los agentes que interesan, u 
tilizancío una composición apropiada del medio de cultivo.

Así, una substancia energética rica, como la glucosa o el 
m&nitol, es ataoada rápidamente por una multitud de mioroorga 
nismos, paro a condición de encontrar en el medio una dosis 
conveniente de nitrógeno combinado asimilable. Sin este ni­
trógeno, ella se vuelve inatacable para la inmensa mayoría, pu 
dienao hacerlo, tan sólo, los microbios capaces de íijar «1 nj. 
trógeno gaseoso• En consecuencia, si hay proliferación en es 
tas condiciones exclusivas, ésta no puede ser más que la de 
un fijador,

Fué así como tfinogradsky aisló, en el año 139$, una aspe 
ele anaerobia que recibió el nombre de Clostridium pastoría- 
num. Y esto constituyó el advenimiento del período de las in 
▼oatigacíonas puramente biológicas.

Años más tarde, en 1901, Beijerinck descubría, empleando 
el medio de Winogradsky y trabajando en condiciones de &sim­
biosis, una nueva ©lase de gérmenes fijadores, que genérica­
mente denominó AAOTOBaOTEH.

Desde entonces, una legión de investigadores han trabaja 
do sobre este problema y, no obstante el número y la importan 
ela de loe trabajos publicados, el proceso de la fijación mi- 
erobiaca está lejos de ser comprendido en su totalidad.

En el sentido de aportar una información más sobre este 
tema tan extenso de la fijación áel nitrógeno atmosférico, se
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expone en el presente trabajo, Xas investigaciones realizadla 
sobre aistintas muestras Üo tierra del pala, tendientes a ais 
lar espacian a© *.sotobacter que proliíeraa en núes tro suelo, 
cosío así también, las pruebas efectuadas con el proposito d e 
estudiar la influencia que el molibdeno el tungsteno ejer­
cen en el proceso do fijación aerobia*



ANTECEDENTES HISTORICOS

BSI«EHIííCKf en 1901, descubrió la existencia da gér 
manas fijadores aerobios, oreando al género A^CTCBA.OTSR« Hn 
aaa mismo a£o aislé las espacies Azatobactsr cbrooeocctum y A- 
zotobaeter aglle. de suelos y aguas del canal de Delft, res­
pe ctiramente .

U7MAH, en 1903, aislé, de suelos de ¿atado* Unidos de A 
aérioa, tras nuevas especies; Azotobacter vlnelandil, Azote» 
bastar beijerlaokii y Azotobaotar weodstownll.

LOHHIo y áf¿STW3MÁOT, en 1908, alelan del suelo, otra une 
va especie que denoadnan A zotoba o ter vi tre q» *

2ZVM&M, en 1909, aísla la especie Azotaba etar_ hilgardll,
XJBáAB y BUHOEBSS, en 1915, aíslan una nueva especie; A» 

zotobastar amarra!!•
I*9MIS y SUITE, en 1923, estudiando las distintas espe­

cies de Azotobacter, consideran que Azotobacter beljerinokll 
Llpaan, Azotobacter woodstownli Lipm&n, Asotobaeter bilgardil 
Lipman y Azotaba otar smyrnll Lipj&an y Burgess, son idénticos 
a Azotobacter ohrooooocum Beijeriuek, Igualmente acuerdan y 

afirman que Azotobacter vinelandll Llprnan es idéntico a Azo- 
tobaoter afilíe Beijeriaek, considerando, además, que Azoto» 
becter tí tren» Lbhnis y A©atérmana es otro sinónimo de Azoto­
bacter afile Beijerinck,

SÜllH, en comunicación privada, considera o. Azotobacter 
beiierinckii Lipman como una reza R no pigmenteex. de Azoto»



****** *hr*»*o**w B«ij*ria*k. AáaaC*, utlxm  v» Agoto!**- *' 
t e  Titras* l&fesls y vttttaaai, os « u  rasa S do débil da»- 
arrollo de dsotoBsotsr aullé Beijariaok.

WINOaRADSKT, s i l  ea&o BXBTOSR y TUS BEBOTf da 1933, «o»* 

a lia ra s  gua daba haw rM  ua& áisbl&eld& antra Asatobaatar a** 

a lia  Boijarla&fc y Asotofraeter T in a iaád il lip& an, soatr&riamea 

ta a laa aanelasiouas da loa anterioras lares t it ila re s ,p e r  la  

im posibilidad da pasar eu avidauola la  preseueia da foseas 

gn isticas sa lo s ro l t i  tos adultos da Asotobae fcer a s ila .

CEB3383, «a 1933, aoaliaaaáo Aaotabaeter ebroosotaua Bal** 
lariaek y Aaotobaetar bslleriuekll Lipiaas, saaontré %ua la 
aomposiaióa %uímte& da laa células ara práotieasaaate la sis* 
isa. 7or otra parta, aatudiaa&o la aoaposialéa filialaa da las 
télalas da Aaotobaoter ri&^laMll Lipû aa, aasoutré qa* 3» sray 
similar & la da las sálalas da Asotobaetex amella SsijariaoJc.

g?/ITK, es 1333, aísla da varios sael^s, usa rasa da Aso» 
tobseter ebroooooeum lo faroleaba sasitol, deslgaáadasala 
rasa sant t elae&111 v&.

XLXJTTO y TAIS K m  307f, an 1336, daserlbaa a Asotabastar 
ágil a, rar. atraída» eo&o una farsa da Ase toba otar sglla sis 
la propiedad da farmar pigmento*

STAí^ jET y ES, as 1939, aíslas, da suelos da la Iadia, la 
última aspaaia deaeripta? Asa toba atar In&leum.

Be aouardo al *BEH<B2'3 k'M¿j& 07 BITST^mTXTS SAO 
TSRXOLOGY*, da. adloidM, Lo&úraj, 134£, al género ASGTOBACTIR 
Bóijarisak, da la fasilia ASO TQ&AQT3RXACBA3 Borgay, Braad y 
Marrar, da la salarias BüBACTSHUHSAK Braad, Marrar y Hit»
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onana, de la orden SÜBACTEEI,iL£¿ Buchanan, de la oíase SCIUZO 
MYCEÜEtí Mgeli, comprende las especies siguientes:

1. AZOTOBACTER CHRQQOOOCOM Beljerlnck. (Cent.f .Bakt,, II 
Abt., 7, 1901, 567 y 9, 1902, 5; Baoillus azotobacter L5bnls 
y Hanzawa, Cent.f.Bakt,f II Abt., 42, 1914, 1; Bacillua ohroo 
cooous Buoiianan, General Syst.Baet,, Baltimore, 1925, 194),
De obroa, eolor; ooocos, grano» Es la espeole tipo*

2. AZOTOBACTER APILE Beijerinck. (Cent.f.Bakt., IIAbt. , 
7, 1901, 577). De agilis, ágil, rápido.

5. AZOTOBACTER IflDIOOM Starkey y De. (Soil Sei., 47,537, 
1939). De indious, de India.

En cambio, PGCHQN y TCHAN, en su «PRECIS DE MICRO- 
BIOLOGIE 0ü SOL", París, 1948, oonsideran cuatro es pecies  
principales:

I. Especies oon pigmento Tarde:
Azotobacter Tlnelandii (Lipman)
Azotobacter asile (Beijerinck)

II. Especies;
Azotobacter ohrooooocum (Beijerinck)
Azotobacter beijerlnokll (Lipman)

Consideran que las especies Azotobacter ohrooooocum, A- 
zotobaoter rinelandli y Azotobacter bei.1erlnckii, deben ser 
clasificadas en la familia de los Azotobacterlaeeae. clase eji 
pedal de la sub-ramlficación de los Mycobaoteriales (A.R.Pré 
▼ot).

En lo concerniente a Azotobacter agüe, esta especie apa 
rece bien diferenciada de las otras tres especies de Azoto*
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baoter: en particular, si se admita que la formación a# quis­
tas es uno da los caracteres esenciales dol grupo, es nacesa- 
rio reconocer que Aaotobacter aalle debiera ser eliminado del 
mismo. Otros caracteres, sobre todo su movilidad, lo aproxi­
man a las Monas: Winogradsky propone considerarla en un nuevo 
género denominado Az orno na a, en el que también se incluiría A- 
zotobacter agüe, var. atralca.
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LOS mAZOTOBáCTERh, SU METABOLISMO E INFLUENCIA
de los factores físicos Y químicos

Lo# TfAzotobaotorft son célula» sin endosporos, bas - 
toneltos relativamente grandes o también ooeos; a veces, oasi 
como levaduras, en apariencia. Bn este género, el tipo de fia 
gelo ha sido establecido como perítrico.

Son bacterios del suelo y del agua* aerobios obligados * 
0ram negativos y desarrollan en soluciones que contienen ni­
trógeno combinado en cantidad escasa o que no lo tienen en ab 
soluto.

La característica de este grupo ee la de fijar el nitró­
geno atmosférico y convertirlo en amoniaco* nitritos y nitra­
tos (Beijerlnok y van Balden, 1902). A este objeto se le s 
puede procurar una fuente de energía conveniente, tal como el 
manltol; la energía lograda con la oxidación de esta substan­
cia se utiliza en la fijación del nitrógeno. Qalney (1918 1 
observó que en un medio de manitol sintético sembrado con ti® 
rra abonada ee fijaban aproximadamente 8 mg de nitrógeno por 
50 mi del medio.

AZOTOBaOTER CHRQOOOCOUM Bei jerlnok
Son bastoncitos de Z a Z por 5 a 6 micrones, que se 

presentan oomúnmente en pares, en racimos y ocasionalmente en 
cadenas. Las células muestran 5 6 4  gránulos cromáticos re- 
frlngentee. Los organismos están rodeados de una membrana
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Ti8oosa do espesor variable, que generalmente se TuelTe par- 
duzoa en cultivos viejos, debido posiblemente a la transforma 
oión de la tiroslna en nielan! na. La materia colorante es in- 
aoluble en agua, alcohol, éter y cloroformo.

Su Azotobaoter ohrooooocum, la formación de pigmento es 
variable; algunos forman un pigmento pardo y otros son aoromó 
genos; se encuentran también formas intermedias (Qmeliaasky y 
Ssewerowa, 1911)•

Envejeciendo, las células disminuyen de tamaño, toman la 
forma de coooides o de mioroeooos, más o menos rodeados de mu 
oílago; finalmente elaboran una membrana y se enquistan,

il análisis químico de cultivos de 4 días, desarrollados 
sobre manitol ag&r, cuando secos, ha evidenciado contener me­
nos de 0,0 £ de hcmicelulosas, menos de 20 % de proteína cru­
da, menos de 5 % de cenizas y más de 50 $ de materiales seme­
jantes a la lignina. La fracción nitrogenada contiene menos 
de 1 # de nitrógeno amídioo, menos de 1 # de nitrógeno húmico 
y alrededor de 1 > de nitrógeno básico.

Su temperatura óptima es de £5 a £8*0. Fué aislado del 
suelo y ocurre naturalmente en la mayoría de los suelos oulti 
vados neutros o alcalinos.

AZOTQBACTER APILE BelJcrlnok
Son hastoneitos de 4 a 6 miorones de longitud, casi 

esféricos, £s activamente móvil por medio de numerosos flage 
los parítríeos. Algunas razas parecen ser inmóviles,

El análisis químico de cultivos de 4 días, desarrollados 
sobre manitol agar, cuando secos, ha evidenciado contener más
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A* 4 í de bemicelulosas» más de 45 $ *e proteínr. crude,má£ de 
7 # de cenizas y me nos de 4 $ de materiales semejantes a la 
lignina* La frecci ón nitrogenada cor tiene más de 1 # de ni­
trógeno amídieo, más de 1 % de nitrógeno húmico y 2 $ o más 
de nitrógeno básico*

Su temperature óptima es de 25 a 28*0. Fué aislado ori­
ginalmente de aguas del canal de Delft y ocurre naturalmente 
en aguas y suelos.

Pochoa y Tehan describen esta especie según la alimenta­
ción de las células.

finogradsicy considera que a una nutrición normal (malos 
alimentos; etanol, butanol, ácido butírico y benzoico, etc.), 
corresponde una morfología normal, mientras que a una nutri­
ción anormal (buenos alimentos; glucosa, manitol, etc.), co­
rresponde una morfología anormal*

1* Células sometidas a una alimentación normal*-
FORMAS ÍOTENüo.- Células orales, de 3*5 a 2*5 alerones , 

móviles. La reproducción se realiza por escisiparidad.
FORMAS ADULTAS.- Las células son más grandes y su proto- 

plasma, con gotitas de aspecto oleoso, está rodeado de una ce 
pa no coloreable. Estas células quedan en vida latente, du­
rante algunos meses, siempre que se preserven de la descen­
sión*

B* Células sometidas a una alimentación anormal*-
Sobre medios glucosados, se producen fenómenos de brota- 

olón, análogos a los ds Azotobaotsr vinelandll, que perturban 
su normal evolución* Son células extremadamente móviles, tan 
te en sus formas jóvenes como en las adultas*
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AZOTQBACTSR APILE, VAíL ÁTYPICA Kluyvar y Tan don Bout
Son células redondas, de 3*5 míerenes de diámetro,

aisladas o en diploooeos, de gran movilidad y de aspecto mona 
diforme,

ÁZQTQMQ’Zm XMDXCm Staaftay y Be
Son bastón©itoa elipsoidales de 0.5 a 1*£ por 1*7 a 

£,7 miorones, cuando desarrollan sobre agar glucosado, libre 
de nitrógeno*

Una da i&o características distintivas os la presencia 
de grandes y redondos cuerpos altamente refrlngentes en las 
células, comúnmente uno en cada extremo* Es móvil por medio 
de numeroso» flagelos parítriaos*

Al organismo desarrolla lentamente, pero con el tiempo 
produce grandes cantidades de limo* Poaaa gran tolerancia e. 
los ácidos, puesto que desarrolla on pH 3 a 9.

Taé aislado de suelos da India y ocurre naturalmente e n 
suelos.

AZOfOBAQTER BlXáBRXffQKXX Llaman
Son células casi esféricas, un poco más grandes $ue 

Aaotobaoter ehrooeoccum y Azotobaeter vinelandii, sin movili­
dad.

Bué aislado de simios y cultivado en medies bólidos se a 
videncia mejor la elaboración de un pigmento amarillo*

AZOTOBaOIAR YXKBUKB11 Lioaan
la morfología de ©ata especie, también cescripta por
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Poohon y Toban, es muy variable según la edad del ouitivo y
leo substanoias energéticas utilizadas*

1. Células somatinas a una alimentación normal*- 
jfORtóAb 8on fcactoncitos rechonchos, a.

redondeados» de 2¿*5 por 1.5 microneo, dotador, de un laovimíen?* 
to lento; el aspecto de los cultivos es perfectamente homogé­
neo.

FQBMA& Aí?0L!H&.- Los L«stoncitos se transforman en for­
mas ovales, más o menos redondeadas, cocoldes, de menores di­
mensiones (£*0 por 1.2 miorones).

fQW&kS VIAJAS (NMUüQCITQS)«- Cuando envejecen, hacia el 
quinto día, formado el velo en cultivos sobre medios líqui­
dos, los ooeoldes disminuyen su tamaño volviéndose casi esfé­
ricos (1*5 por 1.2 miorones)*

^ülkTjSS.- 11 estado de enquiatamiento es precedido, a re 
oes, de otro estado lneonstante y transitorio que podría ser 
llamado rtestado prequiático*, donde las células adultas o nan 
nooitoe se rodean da una substancia viscosa que los mantienen 
unidos flojamente, apareciendo en el seno de los mismos» pe­
queñas gotitas de aspeóte oleoso*

11 tamaño de los quistes difiere según provengan de célu 
las adultas o da nannccitos inannoquistes, más pequeños).

La velocidad da enquiatamiento es función del alimento 
suministrado a las células, siendo el butanol el que provoca 
un enquiatamiento precoz que se completa a las 5 6 6 días.

11 quiste es la forma de reposo, de resistencia da lo» A 
zotobacter y ellos pueden ser conservados durante meses y a- 
ños*
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*• C41ul»« «O— tito» a upí. «ll»«nt»ol6n anormal.-
fOBK4S tfOTOSEP»*- S« presenta la forme oral, móvil; míen*» 

tras que el estado de bastonelto móvil e» difícil de poner en 
evidencia*

90HTAS AB0LTAS (OIMállfES) «- Sobre trn alerto número de eé 
lula» aparecen trotee (yemas) eemejantes a lo» de lee levadu-
re»,

'iniSTIS*- El número de célula» capaces de enquietaree e» 
muy restringido i 1 % eon la glucosa) y loe quiste» son atlpi 
eos , enorme» {£ « 5 vece» el tamaño normal); el ouerpo sen» 
tral es refringen te, apena» coloreadle y tiene un aspeeto de 
degeneración grasa« Despeé» de cierto número de pasaje» «o* 
dre medios a la glucosa, los caracteres atípleos se acentúan 
y la cepa se vuelve aquistégena.

KXTaBClISMD PE IOS "AZ-Ô OBA C1TBR"

Be han ensayado une gran cantidad de sustancias sus 
eeptibles de ser utilisedes per los Azot*cdacter. ruede hacer 
se una diferencia entre los alimento» "normales1’ y los "aaor- 
males", siendo lee prireroe los artificiales de ledoratorio y 
lee segundos los hipotéticamente sospechosos de jugar un rol 
en la nutrición de loe Aasotodaeter en el seno del suelo* 

nutrición carbonada en el laboratorio,-
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La# distintas substancias ensayadas han sido azúcares , 
alcoholas, salas de ácidos volátiles y fijos, fenoles, subs­
tancias húaioasj, poliósidos elevados naturales, inulina, alad 
dón, celulosa, etc*

$s muy difícil astablecar al valor energético afectivo 
de cuerpos tan diversos y la relación de nitrógeno fijado al 
carbono consumido (H&/C), Los mejarea rendimientos observa - 
dos son del orden da 1 mg de Us fijado por 100 mg de C consu­
mido*

Desda 1912, Kooh y Saidel, hacen notar que, para cada 
concentración da substrato en C, existe un óptimo de tiempo 
de incubación que debe fijarse* Bonazzl, en 1921, precisaba 
que si la determinación de la relación se hacia una vez consu 
mido todo el carbono, el cultivo se realizaba en malas condi­
ciones, trabajando los Ázotobaeter, durante un cierto tiempo, 
en condiciones próximas a la inanición. De ahí, la necesidad 
de operar con un exceso de carbono, de detener el cultivo an­
tes de su agotamiento y de realizar un doble dosaje de este 
carbono, al comienzo y a la finalización del cultivo, para eo 
nocer de esta manera la cantidad utilizada.

Es el método que preconiza ftinogradsky para determinar 
el tiempo mínimo en función de la ganancia máxima en nitróge­
no, para una fuente dada de carbono. En efecto, esta deterad 
nación es la más importante pues las cepas difieren, sobre to 
do, por su "velocidad de fijación". Si se dejan obrar sufi­
ciente tiempo eepas diferentes, se constata que los rendimlen 
tos son sensiblemente los adames.

El "mecanismo" mismo de esta nutrición aún no se eonoce
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íntimamente. La fijación del nitrógeno es una reaeción endo­
térmica, siendo Azotobacter el germen cuya respiración se con 
sidera más intensa; el carbono juega un rol plástico y además 
un rol energético considerable. El problema se iia abordado 
por el estudio del desarrollo de gas carbónico. Mientras que 
los fijadores anaerobios, como Clostridium pastorianum, que­
man incompletamente el carbono con liberación de ácidos volá- 
tilee, de alcohol y de gas carbónico, los Azotobacter, al me­
nos con sus cepas puras, llegan hasta una combustión total, 
con desarrollo de gas carbónico solamente (Prinsheia, 1918}. 
Este desarrollo es máximo durante la fase de crecimiento loga 
rítmico, entre el segundo y quinto día, y disminuye luego; es 
tanto más intenso y precoz cuanto mejor asegurada se encuen­
tre la aireación del cultivo.

Sin embargo, el fenómeno de combustión es complejo, pare 
oiendo hacerse en £ tiempos.

Después de los trabajos de Alien y de Bonazzi sobre la 
relación COg/Og y sobre las titulaciones de azúcares repeti­
das regularmente en el medio de cultivo, es posible concluir 
que la cantidad de gas carbónico liberado (en la atmósfera y 
en solución en el medio) es superior a la del oxígeno consumí 
do, según la eonación teórica;

OeHlgOc ♦ 6 6 COg + 6 HgO

Es necesario tener en cuenta fenómenos de oxidación y de 
respiración intracélulares; el metabolismo del carbono se ha­
ría en £ tiempos sucesivos correspondientes a las £ fases de 
la vida del cultivo.
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£& la primara tasa, fase da podar fermentativo alorado 
(unidad da metabolismo por unidad da tiempo y por unidad oelu 
lar), el azúcar serla transformado en uno o varios compuestos 
no reductores y almacenados en el cuerpo microbiano, en la  
substancia capsular y quizás, difundiría en el medio. Sata fji 
se preparatoria as corta.

Durante la segunda fase, estos compuestos son en parta 
quemados y en parta utilizados para la constitución da la sus 
tanda eelular y capsular. Es la fase de asimilación del ni­
trógeno.

Aetualmente, es difícil representarse la naturaleza d a 
los complejos intermediarlos. Bonazzl emite, a titulo de hi­
pótesis, Xa siguiente opinión: considerando que, en cultivos 
conteniendo nitratos, la primera fase está caracterizada por 
una utilización considera ble de éstos, que juegan por otra 
parte un papel favorecedor frente a la proliferación, ae pue­
de admitir la formación de combinaciones hexoea-nitratos, aná 
logas a los hexosa-fosfatos de Earden y Voung. &s evidente 
que esto seria en un ceso muy particular, pues loe Azotobao- 
ter proliferan habitualmente en ausencia de nitratos.

Nutrición carbonada en el suelo.-
Se trata de uno de los problemas más difíciles y más dis 

cutidos de la microbiología del suelo, ya que numerosas hipó­
tesis emitidas y categóricas afirmaciones hechas no han podi­
do ser verificadas experimentalmente.

Dos series de experiencias permitieron obtener una idea 
más precisa sobre esta nutrición:

CULTIVOS aSPOUTAMOS SOBES PLACAS X)S SILICO-CEL.- L a
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siembra de píaoas do aílieo-gel oon granos de tierra puede 
considerarse, según tfinogradsky, como un© forma de "cultivo 
espontáneo". 31 ensayo en serie, da toñas las sustancias oar 
tonadas citadas anteriormente, permitieron obtener cultivos; 
ateniéndose a estas solas experiencias, estos cuerpos pareeen 
ser utilinables en el suelo,

o m n f o s  s s p o o t m i o s  sobes t i m m , m  ga â eslc-aba o ts

PIaOA MOLDABA,* Una tierra conteniendo Azotobactcr y presen 
tando las condiciones requeridas para una proliferación ñor, 
mal de éstos, fué enriquecida (1 $>) con cada una de las subs- 
taneias carbonada© a ensayar y tratada, sea con la téoniea de 
la eapa delgada, sea con la de la tierra amoldada. Después de 
4 a 5 días se leyeron los resultados: presencia o ausencia de 
colonias sobre tierra ano Id acia, microscopía directa en la tic 
rra en capa delgada. Los resultados difirieron completamente 
&e los de las experiencias precedentes, pudiando los alimen­
tos ser clasificados en;

Muy favorables; Sexos&s, etanol, manltol, ácido benzoico 
ácido pirúvloo, ácido cítrico,

Foco favorables; Fentosus, lactosa, butanol.
lautilizables: Acido fórmico, acético, propiónico, butí­

rico, tártrico, suocínico, láctico, salicílioo, fenol.
ANALISIS OfilflCC DI ISI*A3 ¿reiHXSSOlAS,- Se nota una di 

verganoia entre los resultados obtenidos con las dos series, 
sobre silleo-gcl y cobre tierra; un cierto número de alimen­
tos utillsabie© sobre sílice-gel no lo ©on en cultivos sobre 
tierra. Bate Lecho es curioso y paradojal; la tierra ten­
dría un verdadero poder irúiibidor cebra la ut ilinación de es-



to-a alimentos por las células da Azotcbacter, al manos en pre 
senda de otros gérmenes del suelo (Poclion y Tchan) *

Hecha esta crítica experimental, cómo considerar, en es­
te primer estado, la nutrición de los izotobacter en el sue­
lo ?

Los restos vegetales, que son la fuente esencial de car­
bono del suelo, contiene siempre gran exceso de carbono en re 
lación a su tenor en nitrógeno; sin embargo, gracias a estas 
trazas de nitrógeno, los heterótrofos no fijadores entran en 
noción y degradan los compuestos carbonados tisulares: hemloe 
lulosas, pentosanos, hexosanos, almidón... con formación de 
alcohol^ ácidos y de gas; la descomposición de la celulosa 
por los Bacterios anaerobios liberan igualmente estos mismos 
cuerpos; la degradación de los compuestos con núcleos cícli­
cos libera ácido benzoico. Cuando las últimas trazas de ni­
trógeno asimilable han sido agotadas, la proliferación de los 
heterótrofos se detendrá y los ázotobacter entrarán en acción 
utilizando las substancias carbonadas degradadas provenientes 
de la proliferación de los heterótrofos. Cuando los Azotobao 
ter hayan fijado suficiente nitrógeno y enriquecido así e 1 
suelo, los heterótrofos no fijadores entrarán de nuevo en ac­
ción, llevando más lejos la degradación de los elementos car­
bonados del tejido vegetal y un nuevo cielo recomenzará.

Una hipótesis complementaria, indispensable para expli­
car la nutrición de los Azotobacter en el suelo, ha sido emi­
tida hace mucho tiempo bajo la forma de una simbiosis entre 
los Bacterios celulolítico® aerobios y estos fijadores.

En síntesis, los procesos de la nutrición carbonada de



los Azotobaetsr su «1 suslo ss oonoretaria en la;
1, Utilización de ciertos producto®, residuos de fe m en­

tación del tejido vegetal, dejados por los Bacterios heteró- 
trofos no fijadores.

¿simbiosis eon los Bacterios oslulolí ticos aerobios.
«Tonto a estos dos procesos esenciales, so dan propuesto 

otras hipótesis que no han sido del todo confinadas experi- 
mentalmente;

1. Utilización de ciertos productos elaborados en la pro 
ximidab de las raicillas vegetales, en lo *ue h&bitualsuents 
•e llama la rizosfera.

£. Simbiosis con las algas.

METABOLISMO
J¿1 problema del metabolismo nitrogenado fia los Azo~ 

tobaater debe ser considerado desde tres puntos de vi:tu dlf^ 
rentes;

Aeción de las substancias aitrogenalas sobre loa 14NÜ&Z 
baoter*

Según se trate de cultivos puros o de la flora total, las 
substancias nitrogenadas tendrán acciones bien diferentes; sn 
Si primsr caso se asiste a una modificación del metabolismo 
sslular, sn el segundo es el equilibrio do la flora el que es 
sncusntra profundamente perturbado.

masfAUoim siSRóamius r ú b q ^qbas^ r * m  m v n w s  ro­
sos.* la adición de nitrógeno asimilable, en forma de nitra­
tos o salee amoniacales, a un medio líquido o sólido, conté- 
miando una substancia carbonada energética, lejos de inhibir
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•1 cultivo de una cepa pura de Azotobaoter, máa bien lo favo­
rece; pero, no bay fijación del nitrógeno molecular,

SUBSTANCIAS NITROGENADAS T MAZOTOBACTERW EN EL SENO DE 
LA FLORA TOTAL,- Mientras que el solo enriquecimiento en car 
bono de una tierra pobre en nitrógeno trae una proliferación 
abundante y ceai exclusiva de Azotabaéter, al enriquecimiento 
simultáneo en carbono y en nitrógeno asimilable* permite la 
pululaoión de los heterótrofos ne fijadores (Hongos y Bacte­
rios) y de manera alguna la de lo® Azotobaoter,

Mecanismo celular de la fijación del nitrógeno,- 
Do® grande® teorías se enfrentan, aportando cada una de 

ellas argumentos ds peso, pero no ha sido posible conciliar - 
las totalmonte.

Según Winogradsky, el término intermediario de la fija­
ción soría el amoníaco, mientras que Tirtanen opina que eería 
la hidroxilamina,

El desarrollo de amoníaco es Indudable, pero, mientras 
que Winogradsky lo considera como el primer tiempo de la fija 
ción, Virtanen lo interpreta como un fenómeno de desaminaeiÓn 

La HIPOTESIS DE WXNOGMDSKT (1930, 1932) se apoya en que 
la eantidad de amoniaco desarrollada es muy superior a la del 
nitrógeno fijado definitivamente bajo forma orgánica y no pus 
de, en consecuencia, provenir de la desaminaeiÓn de éste; ade 
más, este desarrollo persiste después do la muerte de las cé­
lulas, Es necesario, pues, admitir en la célula azotobaete- 
riana, un sistema enzimátteo "azohidrasa1’, catalizando la sín 
tesis amoniacal; este sistema es deshidrogenante y ls acción 
de deshidrogenación se ejerce sobre el alimento, hasta su son



Bumo total, después sobra la materia celular misma; el aeep- 
tor de hidrógeno e» el nitrógeno molecular.

K*H + 8H ----- HH=HH -±J3L KsiH-Jffis -±-M- 2 HH5

la HIPOTESIS DE VIRTáHjSH (1956) se apoya sobre hechos y 
sobre una interpretación semejante a la emitida para la fija» 
oíón simbiótica en las Leguminosas* Bu el medio de cultivo 
de algunas cepas de Azotobaeter vinelandil se encontraron tra 
zas de hidroxilamina y se ha podido evidenciar la formación 
de exima de la hidroxilamina. Si se hace pasar sobre un cul­
tivo adulto de Azotobacter una corriente del isótopo 15 del 
nitrógeno ÍBurrls), se observa que el nitrógeno Ib es fijado 
sn mayor parta sobre el laido glut&rdec y accesoriamente so* 
bre si ácido aspártioo, mientras que Xas substancias nitroge­
nadas solubles excretadas sn el medio de cultivo (y en parti­
cular el amoníaco), son extremadamente pobres. Bn consecuen­
cia , es probable que estos últimos son productos de excreción 
prevenientes de la autollsls.

Vlrtanca y Laine, estudiando la fijación del nitrógeno 
por gérmenes simbióticos (Leguminosas y Hhl&obiua), bailaron 
en los nódulos de las raíces netahemoglobina y crean que en jí 
líos existe un equilibrio entre la hemoglobina y la aetahemo- 
globína; y, como coronación de sus experiencias sobre la ex­
creción de productos nitrogenados por las Leguminosas,han fqg 
mulaáo la hipótesis que se sintetiza por las siguientes ecua­
ciones, donde relacionan la fijación del nitrógeno con los 
cambios de valencia de la hemoglobina:
St! * JMtafcaaogloDlm y  • -  NH20H ♦ Hemoglobina



éo«aspartico
Según ellos, la hídroxi lamina, no se produciría directa- 

«anta dol nitrógeno molecular, sino luego de una seria de fa­
ses intermedias.

Vor otra ¡¿arte, las experiencias realisadas por £ostyts- 
Siisw y Scheloumowa (1931} permiten afirmar también que el pro» 
seco inioial en la fijación del nitrógeno por el Azotobaoter, 
es la formación de amoníaco*

Bur& (1934} ha establecido una hipótesis para represen­
tar la fijación del nitrógeno por el Azotobaoter, a cuyo sis­
tema total que determina esa fijación denomina "Asotasa"*

%  + 1 2ff¿3
WgB ---- & * P

donde S representa la enzima específica (nitregenasa), la que 
se combina con el nitrógeno molecular formando el complejo 
ZIXl-SUBSTHAÍO JgS, siendo ésta una reacción reversible. la 
una segunda fuse, este complejo se descompone, esta rea, irx*



versiblemente en S (nitrogenasa) y lo» productos P correspon­
diente» a un aumento de célula» de Azotobacter*

Constitución del Quemo celular y estado químico del ni­
trógeno fljado*-

Lo» cuerpos microbianos contienen alrededor de 10 % de 
nitrógeno total y 8*6 £ de cenizas, de la» cuales, el 60 $ co 
rreeponde al ácido fosfórico*

£1 nitrógeno excretado soluble, que pasa al medio de cul 
tiro, corresponde de 10 a 85 % del nitrógeno fijado. Este ni 
trógeno soluble es complejo; los 2/3 son preolpitable» por el 
acetato de plomo, 1/2 por el ácido fosfotúngstico, 1/5 por el 
sulfato de aluminio y menos de 1/5 por el ácido trioloroaoéti 
co; un poco más de 1/2 es dlallzable a través del celofán*

Además de la fracoión nitrogenada se encuentra una frac­
ción gluoldiea, en parte soluble y que pasa al medio, mal co­
nocida, no es reductora y, después de hidrólisis, da un azú- 
ear fermentesolblc dextróglro.

x n k o s n c i a  de los factores físicos y  químicos

ACCION DE LA TEMPERATURA
La temperatura óptima corresponde a 28*0,siendo sus 

límites de 9 a 33*0. Las células y quistes mueren por un ca­
lentamiento de 30 minutos a 45-50°C.
ACCION DEL pH
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Loa Azotobaotar trabajan en suelos neutros o ligera 
mente alcalinos. En cultivos puros (Fred y Davenport, 1910), 
su desarrollo se efectúa entre los pfí 6.5 y 8.6* In el labo­
ratorio, los límites de toleranoia varían ligeramente según 
las especies y asimismo las cepas:

BSPÍC1K pH OPTIMO pH LIMITE
INFERIOR

Azotobaotar ehroocoecua 7.4 - 7*6 5.8
Azotobaotar beijerincki 7.7 - 7.0 5*8
Azotobaotar vinelandii 7.5 - 7.7 5.9
Azotobaotar indloum a» 3.0

accioh peí rH.-
Rxoluyendo loa fenómenos de interreaoclones bacte­

rianas, el rH es función, en el suelo, del grado de humedad 
de éste.

ACCION DB LGS ELEMENTOS MIMBRALES
Son cuatro elementos, oalelo, fósforo, potasio, mag 

nesio, quienes tienen una acción considerable sobre el des­
arrollo de los Azotobaotar y sobre la tasa de fijación. l a  
sensibilidad de estos microorganismos frente a estos cuerpos 
es tal que se ha podido fundar sobre ella, un método de dosa- 
je biológico en el suelo, en vista de las mejoras que aporta.

II ealoio obra directamente sobre el metabolismo (rol ea 
talltico); obra igualmente por la neutralización de los áci­
dos y el mantenimiento del suelo a un pH vecino de la neutra­
lidad (rol tampon),
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El fósforo «a útil sobre todo bajo la forma de di o tri­
fosfato alcalino (rol tarapon y* catalítico); existe una rela­
ción entre el fósforo presente, el fósforo consumido, el ni­
trógeno fijado y la proliferación; en condiciones normales se 
fijan 5 a 5.7 mg de nitrógeno por cada miligramo de fósforo 
consumido.

Xa adición del potasio está ligada a la de los cuerpos 
precedentes; para 1 gramo de azúcar consumido as necesario 
0.38 mg de potasio, y casi otro tanto de calcio y magnesio.

El azufre es indispensable y tiene una acción compleja, 
sobre todo bajo forma de sulfato.

El hierro tiene una acción catalítica muy favorable y 9 
con el ácido silícico, sería el responsable de la acción estjl 
mulante de los extractos acuosos de tierra en los medios de 
cultivo; en el suelo, obra sobre todo bajo forma coloidal, en 
compuestos orgánicos.
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METODOS T TECNICAS ENSATADOS PARA El AISLAMIENTO
DE GERMENES DEL GRUPO w AZGTOBACTER"

Desde el descubrimiento de los Azotcbaoter por Bel- 
¿erinck en 1S01 hasta el mejoramiento de las técnicas, Basa­
das sobre un nuevo principio ecológico, por Wincgradsky • a 
1928, los métodos de aislamiento estaban inspirados en los ds 
la bacteriología corriente.

Los métodos antiguos de cultivo, de aislamiento y de oon 
servaoión se basan en el siguiente principio: tratándose de
gérmenes que utilizan el nitrógeno atmosférico, se realiza el 
oultlvo en un medio liquido, equilibrado desde el punto d e 
vista salino, eonteniendo una substancia energética carbonada 
y excluyendo toda forma de nitrógeno mineral u orgánico. Xn 
un medio así, sólo pueden proliferar los fijadoras de nltróge 
no y mediante una serle de pacajes se puede lograr un enrique 
cimiento en Azotobacter. Luego, sobra medio solidificado a 
la gelosa, se trata de aislar colonias a partir de las cua­
les, mediante frecuentes repiques podrán ser mantenidas y con 
servadas las cepas, en cultivo puro, durante largo tiempo.

Desde 1936 hasta 1938, Wlnogr&dsky analizó las imperfec­
ciones de estos métodos, las que explican las dificultades en 
contradas y los errores de interpretación cometidos.

La crítica más grave cae sobre la utilización de medios 
líquidos. Las partículas de tierra que sirven para la siem­
bra oaen al fondo del balón, en una zona del líquido que está
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«ai aireada, donde, al menor desarrollo de anaerobios, satu­
ran el líquido de gas carbónico, haciendo más precaria la pro 
liforación de los aerobios, £1 cultivo de los Azotobacter qo 
mienza, pues, en condiciones poco favorables y, únicamente las 
fornms móviles, a expensas de las otras, son las que ganan la 
superficie para constituir el velo característico de su proli 
f«ración, Y a falta de estas forras móviles, es necesario que 
la muestra sea particularmente rica en Azotobacter para que 
ee constituya este velo.

Un medio así, es igualmente desfavorable para obtener un 
enriquecimiento, base de un aislamiento ulterior, Sn efecto, 
en el fondo del balón, prollferan los Clostridium, anaerobios 
muy nocivos a los Azotobacter y, a medida que el nitrógeno or 
gánico es introducido al medio por el juego mismo de la fija- 
oicn, los organismos heterótrufo? entran en acción y, estas 
dos proliferaciones, en el curso áa los pasajes, pueden lle­
go 7* a anular el desarrollo de los Azotobacter.

Desde el punto de vísta fisiológico, se conoce la extre­
ma variabilidad da un gran número de especies bacterianas, la 
extrema labilidad de ciertos caracteres en función de las va­
riaciones de constitución del medio o de las condiciones d e 
cultive. Ademán, es poco favorable hacer sufrir a un germen 
un greii número fie pase.jes antes de estudiar propiedades que 
pretenden ser las natursUes que posee en su medio ambiente ha 
bituai. De ali la enorme importancia que tiene la elección 
de leu alimentos energéticos a utilizar. Dos "buenos alimen­
tos^ (manitol o azúcares) son quemados por los heterótrofos 
en presencia de nitrógeno asimilable y los ”malos alimentos”



dejados por ellos son los que utilizarán los Azotobacter a 1 
entrar en acción.

Tratar de aislar una cepa en cultivo puro es una loable 
inquietud para un bacteriólogo, pero una tentación peligrosa 
para el agrobiólogoí aislada de los gérmenes con los cuales 
normalmente ocurre sn el suelo, una especie puede, en el labo 
ratorio, manifestar propiedades que jamás podría tener sn la 
naturaleza* Es así corno un cierto número de especies que han 
sido aisladas y descriptas como fijadoras de nitrógeno, no han 
sido reencontradas en el suelo en su forma activa, aún con aé 
todos adecuado#.

In loe métodos modernos, los cultivos n o n  realizados so- 
bre medios tan próximos como sean posibles del medio suelo, 
sea Ir. tiorra mismn, sea un medio mineral, realizando una ai­
reación perfecta de la zona de proliferación, Bichos medios 
permiten un "dominio absoluto*1 rápido de los Azotobaoter so­
bre loe otros gérmenes, facilitando asi el estudio de los ca­
racteres de las cepas, después de su aislamiento del suelo. 
Además, peralten dosajes fáciles de nitrógeno y de amoniaco.

Be los numerosos métodos desorlptos, se ensayaron 
distintos medios líquidos y sólidos,

Pura los ensayos en medios líquidos, se prepararon las 
siguientes solucionas: 

mJiQ m  BEi«íisHiiíaK
Manitol 20.0 g
XtffrO4 ,,---..----   0,2 g
EgQ corriente 1,000,0 al
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MIDIO BE LZmui
Mauitol 15*0 g
KgE?04 0.2 g
MgS04.7 HgO ........ 0.2 g
CuCX<r> .............. 0,02 g
ItOIs.e HSO (10*) .. I gota
HgO destilada ...... 1,000.0 mi

MEDIO m  ABHSI

Maaitol .....   20.0 g

JWí'Cg ............. 0.2 g
MSÍ304.7 HfeO .......   0.2 *
$e.Cl .....  ........ 0.2 g

W&SÚ4 * 2 HgO c . 0,1. g
C&QQg .    5.0 g
H3O destilada ...... 1,000.0 al

MEDIO DE Büm, Jtt&IfiOaDO
Manitol...... . 20.0 g
KH2PO4 .........   0*2 g
K2BFO4 ............. 0.8 g
ifggOg.? HgO ........ 0.2 g
üaSCg.fc H g O .......  0.1 g
Mo, F e ........... . 1.0 *1*
C&ífÔ  «.*«**«*•«««*. 20.0 g
HgO destilada ...... 1,000.0 jal

Solución oenteaiendo 1 ig li j 0*1 mg Mo por mililitro



MEDIO 77 DE FEW  X víAKSMAW
Manitol...... ..... 10.0 g
KgEK>4..... ....... 0.5 g
MgS04.7 H g O ..... . 0.2 g
H a C l ..... 0.2 g
MnS04.4 HgO ........ trazas
feClg.6 HgO ........ trazas
HgQ destilada ...... 1,000.0 mi

MEDIO BASE DE liaNOGEADSEX
SHgPO....... .
KgfíPO*........
MgS04 .7 HgO ___
NaCl ...........
JeClg.C HgO ....
M11SO4.4 HgO ....
HagMo04 „......
HgO destilada ..

Eos primeros claco medios, al manitol, se repartieron en 
frascos de Erlenmeyer en capas de 2 cm de profundidad y fue­
ron esterilizados en autocíave a 12Ü*C,

XI medio de Wlnogradsky también fué repartido en frascos 
de Erlenmeyer en capas de 2 cm de profundidad, a los que se a 
gregaron distintas substancias energéticas (glucosa, manitolt 
benzoato Ae sodio) y carbonato de calcio; luego se esteriliza 
ron en autoclave a 1¡¿0* C.

Preparados los medios, fueron sembrados eon un poco d e
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tierra • incubado» »n «atufa a 27-28*0.
SI comportamiento da loa diferentes medio» fué muy Tarda 

ble, SI medio de Beljerinok (fig.l M.l) »e enturbió ligera­
mente hacia el aegundo día, apareciendo un Telo en »u superfi 
ele que, observado mloroaeópioamente, evidenció estar formado 
por células de Azotobaeter. Sn cambio, el medio de Wlnograd¿ 
ky, oon adición de gluooea (fig.l M.2), mostró netamente la 
ingerencia de otros gérmenes, pudiendo obeerTarae la» burbu­
ja» producida» por el gas carbónico desarrollado.

Flg. 1

Sn todo» lo» oa»oc, »e efectuaron Tarloa preparados con 
lo» Telo» formado» y la obserTaolón microscópica d» lo» mis­
mos, cridanoiaron notable» diferencias en la morfología d e 
lo» Anotobaotar, como así también en la riqueza de loe mismo» 

Oon los Telo» formado» se realizaron repiques sobre nue- 
tos medios líquidos para obtener un enrl que cimiento en Azoto-
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ba®t«r y, finalmente, se efectuaron pasajes sobre medios sol¿ 
dificados hafita lograr cultivos puros*

Entre los métodos modernos, fueron ensayadas l a s  
téenloas aconsejadas por Winogradsky:

CULTIVO XSP02WA&S0 EN TIERRA AMOLLADA.
Las muestras de tierra fueron tamizadas y adiciona* 

das de 0 % de almidón, B $ de «arito 1 y 2 $ de glucosa, res­
pectivamente; luego, malaxadas cor un poco de agua hasta ob­
tención de masas homogéneas„ Hecho esto, se llenaron 3 cajas 
de Petri de 10 em de diámetro con las distintas tierras prepg 
radas 7 se alisaron con un porta húmedo. Dichas cajas fueron 
colocadas en otras más grandes, conteniendo un poco de agua 7 
reeublertas de su tapa, formando cámara húmeda, XI conjunto 
ee llevó a estufa a 28*50#C.

Al terear día aparecieron, sobre la superficie de las 
tierras, pequeñas colonias hialinas, formadas casi exclusiva* 
mente por células de Azotobacter.

Con las colonias aparecidas se realizaron pasajes sobre 
placas preparadas en la aiguíente forma:

Placa de tierra amoldada, con su correspondiente tapa , 
enriquecida con S $ de benzoato de sodio 7 0.2 $ de fosfate 
aonopotásioo 7 esterilizada a 120*0 durante SO minutos.

La siembra se realizó en estrías en Xa superficie de la 
tierra y con las colonias desarrollada© se verificó su pureza

CULTIVO SOBRE PLACAS DE GEL SILICEO
Para la preparación de placas de sílleo*gel, se mez
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alaron partes iguales ¿a áoido clorhídrico puro (13*Bá) y si­
licato de sodio (5-8®Bé), vertiendo el silicato sobre el áoi­
do y agitando *3on cuidado, lata solución fué distribuida «s 
cajas de Petri en la siguiente fOTia:

SO mi para oajas de 10 m  de diámetro 
S00 mi para cajas de 80 om de diámetro

y se dejaron en reposo durante más de 84 horas hasta que el 
gel vibró bien bajo el choque. I* eliminación del exceso de 
ácido clorhídrico y del clorure de sodio formado, se logró 
por lavado con agua corriente durante tres díae, terminando 
con lavados repetido» con agua destilada hirviente hasta que 
las últimas aguas de levado dieron reacción negativa para olo 
ruaros.

lote medio, estríetementr mineral, sin substancias solu­
bles, nc es más que un soporte al cual debe agregarse sales y 
substancias energéticas convenientes. Para ello se preparó u 
na solución de la siguiente composición (Winogreésky):

EH2PO4 ............... 0.5 g
MgSO^.? HgO .......   0.5 g
B a O l ..............  0.5 g
Veg(304)5  .......  trasas
MnSOg.á HgO   .......  tracas
HsO destilada ........ 100.0 mi

El pH de esta solución es 4.9-5.0; se lo ajustó a 7.3- 
7.5 eon gotas de solución de hidróxido de potasio.

Para la preparación de las placas de gel silíceo en ea-



jas de retri le 10 <m de iilustro, se ver tieron £ a ! di la so 
lucida Aineral on un pequeño vaso, asi*agando 0*5 g da oanitel 
(glucosa y benzoato da sodio para otras cajas) y 0.1$ g da 
oarbonat© da ©alele, más dos ¿jotas de hidróxído da potasio al 
Z $\ $a agragé >ia poco do agua dactilada, && íl.1¿o úarvir unos 
dimitas y se rolad agitando, el líquido sirviente sobra las 
pl&o&a.

Les placas, sin tapa, es lloraren a estufa a 35*0 duran*» 
ta varias boros hasta evaporación da la ©apa líquida y sa la- 
tarruupld al sesada ©tiendo la superficie S&3 gel toad un as- 
pasto asta»

8a inooularon las piases con granes de t.ierre., alineán&o 
los regularmente, sobra la superficie dol gcl*

Al oabo de 48 boras se evidenciaron oolonias de Asotob&j 
ter que se presentaban en forma de un musus acuoso,blanco, en 
globando los granos de tierra (fig.*).

Fie* «
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ESPECIES BE GERMENES IDENTIFICADOS » PERTENECIENTES 
AL GENERO "AZOTOBACTER", EN DISTINTAS 

MUESTRAS BE TIERRA BEL PAIS

Papa lograr el aislamiento te gérmenes iel grupo "A 
xctotaeter" do las maestras te tierra ©atenidas*, so prepara* 
ron metios líquidos con la solueíón tase 7T te fret y Nales*
man:''

EgHFO*............  0.$ g
Mgsot.r m e o ........ o*s g
PsCl ..............  O.t g
MnSO^.A H$0 trazas
F«31*,d F*Q ........ trazas
H«?G destilada ...... 1,000.0 «ú.

Para cada muestra a# destinaron tres fraseos de Brísame* 
yer (fig.3) eontaniendo S5 mi de sata soluelén salina» a las 
gas s# agregaron, 1 mi de solución te msualtol al 10 £, 0.5 mi 
ts et&uol y 1 mi de solución de b<m?o¿> to te sodio al 1 #» reji 
peet5.remente.

Cada medí© fué sembrado ©oa 1 mi de suspensión de la mmtg

* La mayor parte d© las muestras de tlorra utilizadas en el 
presente trabajo fueron eedidas gentilmente por el Lio. IX* 
GARBO JULIO S BTALBI, del Instituto de Microbiología Agrio© 
la tol Ministerio to Agricultura y Ganadería te la Naslém y 
por el Dr. HECTOR jSTRI-ítie c a w u i o t a , del instituto Médico 
ÑaVal del Ministerio to Marina do la Naeión.



tra de tierra al 5 $

TjLfg * 5

A partir del segvndo día de la siembra se examinó diaria 
•ante una gota ds les medios hasta comprobar #1 desarrollo de 
Axotobaeter y, logrado éste, se realisaron repiques sobre me­
dios solidificados con 1.3 % de agar, conteniendo la misma 
fuente carbonada *

Las placas así sembradas fueron incubadas a temperatura 
ambiente y se examinaron las colonial desarrolladas*

Los aislamientos fueron realizados por pasajes sobre a- 
gar inclinado, al manítol, conservándose una cepa de Axo­
tobaeter ohrooooooum (fig.é X-a ) , y otra de Asotobaeter agi- 
le (fig.d II-A).
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Fig. 4

11 estudio de loe eeraoteree mo rf ©lógico© y tintoriales 
d@ lo© gérmenes alelados ©e realisó ccn la© colonias desarro­
lladas y efectuando preparados que se colorearon con ol méto­
do de Oren (fig*8), toa erltroslna y con Sudan negro B» según 
el método de Burdon (1946) .
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IFig, 5

XX estudio de los oaraotares fisiológicos distintivos de 
los aieroorganismos slados se realizó por pasajes sobra sal 
&o nutrítiro glueosado;

Extracto carne ♦ . 3*0 g 
Peptona 5*0 g 
Glucosa 10,0 g 
Agua destilada 1,000.0 g

donde desarrolla bien Azo toba otar agüe, adentras que Azoto* 
baoter ohrooooecum no lo hace en este medio peptonado, aún con 
agregado de glucosa, propiedad que permitió evidenciar en nn 
solo oaso estar en presencia de Azotob&oter agüe,

Xn ningún easo pudo manifestarse la presencia de Azoto- 
baotar indieum, por el hecho de no evidenciar en las células*

40



los glóbulos dr grasa característicos da asta especie.
Su consecuencia» se rualra a confirmar que la aspada 

más difundida an nuestros suelos as Azotohaoter ehrooooccum,

A continuación, se enumeran las muestras de tierra 
examinadas, su procedencia j espade de Azotobaotor identifi­
cada*

1SUU3R0 m  ! OBBSH OHIGM m  LA MUESTRA 
m  TIERRA

\
ESPS0I3 »S .ZOTOBAC- 

TER IDENTIPICADA

1
\

BUEHOS AIRES, Capital P*d*
ral ~ *¿L* chroccoeeum ¡

! £ BISASADO, Buenos Aii«s cnrooeoeoum
3 CHASCOMUS, Buenos Aires A* chroocoeeum
4 FU/REliCIC' TARELA. , Bueno b 

Air*» A* ehrooooccum
8 PXHUAJO, Buenos Aires A. ehrooooccum
6 SAH MARTIN, Buenos Aires A* ehrooooccum
7 PORTESlííLO, Cataa»rea A * ehrooooccum
a RECE20, Ga temar ea pt>i A a ehrooooccum
9 ALIA GRACIA, Córdoba fr-H* * ehrooooccum

10 BALSEARIA, Córdoba * chrcooooetam
11 BELL TILLE, Córdoba A * ehroococeum
!£ EL CUADRADO, Córdoba m m

13 LA PALDA, Córdoba
14 SERHEZOELA, Córdoba olirooooocuEi
15 TILLA HARIA, Córdoba A. ehrooooccum

f í o Q0RRI£kiT£o, Corrientes A* ohrooeoecum
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mi1 n'ip W * *  *» jMMm.'i «rw»»»

BÜMERO 0S 
ORDER

T OHOEL 1¿£ LA. MUESTRA 
BE TIERRA

WW^^WWWWWHWW»WWBWW»IIWWWWWWWIWWWIWWWWI*ÍWIBWWWWMWWIWII>II " l ll" .... ' '
ESPECIE W  AZ0TOBA0- 
TER IDEKTOJTCADA

17 COYA, Corrientes A • ohroocoeeu*
10 ITUZaINGO, Corrientes A. chroososonis
19 MEEGEiISS, Corrientes A. ohrooooeeu»
a o RASO DE LOS LIBRES» C o ­

rrientes —

¿ a 3AIJT0 TOME» Corríante» A «  ofarooeoeew*
& & OORCORDXA, Entre Ríos —

33 LA Pa ;% Entre Ríos , i .  oürooeoesoM
34 PARiUvÁi :¿utre Ríos n *  oivooeoeeuM
30 7XLLA0WAT, Entra Ríosj 1. oaroooocenm
36 ; ?XCHX r a a a ,  Evu ?or4» —

07 f l A * 4i f t A f f A E  DEL I 0U A 2SÜ , Ki- 
siones A. ehrooeoeeun

m | 8  DE MAYO, Misionesí
mm

39 i EL DORADO, Misionas —

00 • OBESA, Misionas ~

91 ] SOBADAS, Misiona* A* ehroocoeen»
9 3

;
PUESTO I G U A . Z C ,  Misiones m +*

99 FLA&A HLTHCCL, Deuuuén A a ehroococcn»
9 4 SAH CARLCS DE BARILOCHE, 

R i o  B a g r o( —

9 9 ODASACACHS, San Joan A • ehrooooecnn
96 0HALARIA, San Lula A. ehrooeooeu*
57 JUHIH, San Lula A • shroosossw
m SSFERAM3A, Santa V a A * ehrooeosou*
99 1 ROSARIO, Santa Pa A • agils
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I111"»™'I»"»'"»1Wfí 
HUMERO m

orden
ORIGEN OS LA MUESTRA 

OS TIERRA
r 1
ESPECIE DE AZOTORAC- 

TER IDBSTIflCADA

40 jSin CRISTOBAL, Santa Pe A . ohroocooou»
41 TOSTADO, Santa fe A. ohrooooeeu»
48 TESADO TUERTO, Santa fe A. ohrooeoeeum
48 ANATUYA, Santiago del Eete 

ro
; j

A • ohrooeooeua
44 USDILL1N, Santiago dal da­

tero A. ehrooeoeoua
48 RIO CHICO, Tuoumán A. ehrooeoecu*
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INFLUENCIA. DEL MOLIBDENG T DEL TUNGSTENO 
EN EL PROCESO DE FIJACION AEROBIA DEL 

NITROGENO MOLECULAR ATMOSFERICO

En «1 gran oiolo del nitrógeno en la superficie da 
la biosfera, la fijación del nitrógeno molecular atmosférico 
•s considerada como el primer eslabón de la cadena de reaocio 
nee indispensable para mantener el equilibrio del nitrógeno.

Este proceso de fijación, en condiciones de oxiblosis, 
ea realizado por los Azotobaoter, y el poder de fijación de 
los mismos es función del número de células fijadoras y de su 
actividad, la cual, a su vez, depende de la influencia de los 
factores físicos y químicos.

La Influencia que los ©lamentos minerales ejercen sobre 
los Azotobacter, ha sido ampliamente estudiada por numerosos 
Investigadores.

El fósforo aparece como el elemento más importante, con­
tenido en gran cantidad en la célula asotobacter lana (Eoff* 
mann y Hammer, Stolclasa) * Papel importante juega también el 
calcio, indispensable al metabolismo y al equilibrio hldroge* 
niónico.

Asimismo, son necesarias las salee de magnesio y de pota 
alo, al igual que el azufre, en ausencia del cual no desarro* 
11c, almenes, Azotobaoter chroocoecum (Greaves y Anderson). 
También ejercen favorable acción, las sales de hierro, de alu 
minio, de manganeso y todos los otros elementos que integran
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el grupo de loe elementos oligodinámicos.
Ultimamente, se ha prestado parti cular atención al mol ib 

deno, elemento necesario para el desarrollo del Azotobaoter 
(Borthels). Krzemieniewski y Kovata consideran que el molib­
deno ejerce, efectivamente, una acción activante y sinérgica 
con el hierro, hecho también corroborado por Burk y colabora* 
dores.

¥ considerando estos últimos trabajos, se ha ensaya 
do la influencia que, en el proceso de fijación aerobia del 
nitrógeno molecular atmosférico, ejercen distintas dosis d e 
molibdeno y de tungsteno,

Con tal propósito se prepararon planas de gel silíceo en 
oajas ds Bstrl de £0 em de diámetro.

Como medio nutritivo se utilizaron, para cada placa, 20
mi de una solución constituida por;

KgHPOg .............  0.25 g
MgSO*,? Hj?0 .......... 0.15 g
NaCl....  ....   0,15 g
?*?(S04) « trazas
M11SO4 . 4  H & Q.... . trazas
HgO destilada ......  100.00 mi

a los que se agregaron 0.5 g de o&rbonato de calcio y 2 g de 
manitol.

También se prepararon soluciones de mollbdato de sodio 
al 0.81 por mil y de tungstato de sodio al 0.15 por mil, para 
obtener así, concentraciones de 0.1 mg de molibdeno por mili*
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litro y do 0.1 ig de tungsteno por mililitro, respeottremente 
Setos dos elementos fueron incorporados a los medios nu 

tritiros de acuerdo al cuadro quc* se detalla más adelante.
La» placas así preparadas- se inocularon con 1 g de tie­

rra fina ftoffiogencizada y se lleraron a estufa a 50*0 durante 
10 días, Después de este lapso se procedió a determinar el 
contenido en nitrógeno de todas las placas.

Otras dos plecas preparadas en la misma forma, sin agre­
gado de molibdeno ni da tungsteno, no fueron Incubadas y se 
dosó directamente en ellas, la cantidad de nitrógeno conteni­
do .

Los dosajes de nitrógeno se rea listaron según el método 
de Kjeldehl. Para eada determinación se utilizaron SO mi de 
ácido sulfúrico, 5 g de sulfato de oobre y 7 g de sulfato de 
potasio. El amoníaco destilado se recogió en SO mi de ácido 
sulfúrioo 0.1 M y el exceso se tituló son hidróxido de sodio 
0.1 N, utilizando heliantina como indioador.

Los resultados obtenidos se expresan en el cuadro alguien 
te, deducción hedía del nitrógeno contenido en la tierra ino­
culad© (0.85 mg de nitrógeno, como promedio de las dos plaeas 
testigo analizadas)„

NUMERO SE PLACA ♦ SOL. NtJTfilTITA + 1 g d. TIERRA,
1MILIGRAMOS DE Ng FIJADOSORDEN 00N AGREGADO DE la •determ.

1 Be.
! determ.

! Frome 
dicT

1 mim 7.44 8.12
I 1 

7.78
Z 1 ppm No 8.82 j 7.71 8.£e
S 10 ppm Ko 10.21 i 10.7» 10.48 i
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11 1 1 "■ ■ 
| H U M E R O  m

|  O R D E H
!

PIACA -  S O I .  N Ü T J f i l T m  ¡  
- X ¿ i(t Z Z S B R a ,
COH AGEEOiil'O

5.ILI
la*

datara.

mxuos D E  H? 
J I J A D O S

m, Proa# 
datera. dio-"

j 4 50 ppm M© 9.63 9.54 9.61
j  5 100 ppm Uo 9.52 9.67 i 9.59

d i ppm w 7.37 3.32 1 7.84 i? |
! i\ 10 ppm W 8.19 8.07 8.13 !
\ 6¡ 50 ppm W B • 12 7.81 7.96
! 9 100 ppm w 3 • 46 ?.«8 3.22 ;

10 0*5 ppm Mo * 0*5 ppm i 8.10 8.28 8.19
11 5 ppm Mo - 5 ppm W 9.62 10. 21 9.91
IR 50 ppm Mo - 50 ppm W 9.74 9.52 9.53
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CONCLUSIONES

1̂ 08 rebultado* obtenidos ©n el presente trabajo per 
«liten deduoir las ¡siguientes conclusiones:

1, P# loa métodos de cultivo y aislamiento ensayados, 
antiguos y modernos, no se he observado una deficiencia tan 
grande como para desechar los primeros, pues siguiendo una a• 
decuade técnica, permiten lograr buenos resultados.

2. Be las muestras de tierra ensayadas para si aísla 
miento de especies de Azotobaeter, 95 de ellas evidenciaron 
contener este microorganismo, cuyo estudio morfológico y fi-» 
alológieo permitid identificar una forma de Azotobacter 
cbrooeoccuE- e.n casi la totalidad de loa cacos, ya que de una 
sola muestra logré aislarse a Azotobacter a g ü e , Be lo que 
se deduce que en el 7b.55 % de las muestras estudiadas pud o 
ponerse de manifiesto le presencia de Azotobacter ohrooooccua. 
y ten sólo en el 8.88 £ se logró aislar a Azotobaotcr asile« 
mientras que en ningún easo pudo evidenciarse la presencia de 
Azotobacter indioum.

9. la adición de 10 ppm de moliMeno a la tierra ensayj, 
da, permitió el aumento de la fijación de nitrógeno en u n  
94.70 la adición de 9 ppm de mollbdero más b ppm de tungs 
teño a la tierra ensayado, permitió un aumento de 87.97 % de
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nitrógeno fijado. Do lo quo oo doduoo que la dosis óptima do
«oliMoao su la tierra sería, aproximadamente, de 10 ppm, pu 
di ando sor reemplazado en pr̂ rte por el tungsteno, favorecían- 
do en este forma la fijación del nitrógeno molecular atmoefé* 
rico por los Asotobaoter.
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RESUMEN

El género Azotobaoter agrupa varias espaoias da mi­
croorganismos aerobios eapaoes da fijar al nitrógeno moleou- 
lar atmosférico*

BeijerincE, en 19019 descubrió la existencia da astos 
gérmenes, aislándolos de suelos y aguas del canal da Delft,

En el presente trabajo se citan, an breva rasada históri 
es, los investigadores que han profundizado en este tama des­
cribiendo nuevas especies aisladas da distintos suelos, como 
animismo, las diversas opiniones vertidas respecto a las aspa 
olee que merecen ser consideradas.

En el siguiente capítulo se describen distintas espacies 
de Azotobaoter, su metabolismo carbonado y nitrogenado y las 
Influencias que sobre ellos ejercen los f a otorea físicos y 
químicos *

A continuación, ilustrando con algunas fotografías, se de 
tallan los métodos y técnicas ensayados para el aislamiento 
da gérmenes del grupo Azotobaoter, utilizando medios líquidos 
y solidificados y también medios naturales y placas de gel si 
liceo.

En capítulo aparte, se puntualizan, en un cuadro, las ea 
pacías de Azotobaoter identificadas en 55 de las 45 muestras 
da tierra del país examinadas, detallando los medios nutriti­
vos utilizados y el estudio de los caracteres morfológicos, 
tintoriales y fisiológicos efectuado, citando los métodos de
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odoración empicados.
También se ensayaron distintas dosis de molibdeno y de 

tungsteno» estudiando su influencia en el proceso de fijación 
aerobia del nitrógeno molecular atmosférico.

Y, por último» se enumeran las conclusiones deducidas de 
los resultados obtenidos con las experiencias realizadas e n 
el presente trabajo.
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