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RESUMEN

Se estudian las caracteristicas fisiologicas y morfolé-
gicas de Azotobacter en un nuevo medio de cultivo que reproduce
las condiciones de habitat natural de estos microorganismos. Mor-
fologicamente Azotobacter en medios de suelo se encuentra general
mente al estado de célula filtrable (celulas germinales), las cua
les se establecen como parte de un ciclo de vida completo, desa--
rrollado por estos microorganismos. Este ciclo de vida solo es rea
lizado en medios de cultivo de suelo y nunca en medios definidos

libres de nitrogeno.

Las células germinales de Azotobacter se muestran como
una forma de reproduccidén y muy especialmente de resistencia. Los
resultados obtenidos en su carga energética de adenilato, consumo
de oxigeno, resistencia a la lisis y alta resistencia a la deseca
cién, prueban que estas células germinales constituyen la verdade

ra forma de resistencia de Azotobacter en el suelo.

Otros resultados importantes son la incapacidad de fija
cién de nitréogeno atmosférico por las células germinales y la no
presencia de quistes en los cultivos de suelo. Esto parece indicar
que estas células diferenciadas (quistes) no poseen en la natura-

leza el papel de resistencia anteriormente adjudicado.
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INTRODUCCION

La familia Azotobacteraceae fue descrita en 1901 por
Beijerinck como bacilos pleomérficos, largos (2-4m), méviles y
Gram negativos (2). No mucho mas tarde L6hnis y Smith (20) reali-
zan las primeras observaciones de un ciclo de vida complejo para
estos microorganismos. Este ciclo propuesto, incluye la existen-
cia de numerosas formas morfolégicas vegetativas y reproductoras.
Dentro de esta gran diversidad, Ldhnis y Smith recogen la presen-

cia de formas filtrables de Azotobacter.

Estos trabajos iniciales que muestran la existencia de
un ciclo de vida complejo y la presencia de formas filtrables,
han sido verificados por algunos autores, especialmente hasta los
dltimos afios de la década de los ciencuenta (11, 16, 19, 24). Co-
mo autor mas destacado dentro de esta escuela, tenemos que consi-
derar a Bisset, quien establece un ciclo de vida que incluye for-
mas filtrables (gonidias) como forma de reproduccién para Azoto-

bacter (3,4).

Pese a los numerosos trabajos publicados que demuestran
la existencia de formas filtrables en Azotobacter, la gran mayo-
ria de los cientificos que han estudiado este grupo microbiano
han aceptado como bisicos los conceptos ecolbégicos de Winogradsky
considerando un ciclo de vida sencillo, sin la presencia de nin-

giin tipo de células filtrables. Una de las razones mas importan-
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tes que han llevado a la mayoria de los azotobacteriologos a la
aceptacién de los conceptos de Winogradsky, ha sido la poca repro
ductibtilidad de los experimentos realizados por L8hnis y Smith,
asi como por sus seguidores. Las grandes criticas desarrolladas en
contra de los grupos que propusieron la existencia de un ciclo de
vida complejo y presencia de formas filtrables, se establecieron
considerando las mismas como consecuencia de contaminaciones ya
que solo resultaban estos ciclos complejos observables en cultivos
mantenidos por grandes periodos de tiempo en incubacién. Ademis
la existencia de formas filtrables, fue fuertemente criticada con
siderando los resultados consecuencia de sistemas de filtrado po-

co fiables en su calidad.

El hecho real, es que pese a la gran polémica desarro-
llada, tras la incorporacién de los quistes como célula diferen-
ciada responsable de la supervivencia de Azotgbacter, todos o ca-
si todos los autores han considerado a estos microorganismos po-
seedores de un sistema de vida sencillo, pleomorficos y bajo de-
terminadas condiciones nutricionales formadores de quistes, pero
nunca generadores de un ciclo de vida complejo ni por supuesto for
madores de células filtrables. Asi, si consultamos la tltima edi-
cién del Manual Bergey's (8), no encontraremos ninguna mencién a

ciclos de vida complejos ni a formas filtrables.

Sin embargo, pese a esta aceptacién casi general de los
conceptos bdsicos establecidos por Winogradsky, en la mente de to-
dos los cientificos qQue han estudiado la familia Azotobacteraceae,
nunca han quedado claras las ideas de supervivencia de estos micrg
organismos en la naturaleza, termorresistencia, resistencia a agen
tes fisicos en habitat naturales, etc. Asi por ejemplo G.R. Vela

(31), ha demostrado que suelos conservados en condiciones de este-
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rilidad y desecacién por 15 afios, originan crecimiento de Azoto-—
bacter al ser inoculados a medios libres en nitrégeno, hecho que
resulta incomprensible si consideramos a estos microorganismos
con unas caracteristicas fisioldgicas andlogas a las establecidas
en laboratorio, tanto a nivel de células vegetativos como en quig
tes (1). Otras experiencias que han sefialado la posibilidad de un
Azotobacter distinto al estudiado tradicionalmente en laboratorio
son por ejemplo las realizadas por Vela y Wyss (29), sobre la su-
pervivencia de Azotobacter a radiaciones en suelos naturales. Es-
tos autores observaron que los Azotobacter en el suelo presentan
una gran resistencia a las radiaciones ionizantes, muy superior a
la presentada cuando estos microorganismos son cultivados en labg
ratorio. En la discusién de este trabajo, los autores especulan
cén la posibilidad de que no hay que eliminar que Azotobacter en
el suelo posea un tamafio mas pequefio que el cultivado en laboratg

rio.

En general podemos decir, que pese a que casi todos los
investigadores han continuado las ideas simplistas, también todos
o casi todos han considerado la posibilidad de que Azotgbacter en
la naturaleza posea un fisiologia y morfologia distintas a la es-

tudiada en laboratorio.

En este trabajo se presentan resultados que ponen de mg
nifiesto que Azotobacter es un microorganismo que posee un ciclo
de vida complejo y que las formas filtrables constituyen parte del
mismo. Se estudia la fisiologia general de las formas filtrables
y se establece a las mismas como esfado de resistencia y supervi-
vencia en la naturaleza. Asi mismo, se realiza una amplia discu-
sién de los resultados obtenidos con la bibliografia existente y
se explican puntos que hasta la fecha resultaban indeterminados o

confusos dentro de este grupo de microorganismos.



12

MATERTAL Y METODOS

Microorganigmos: El microorganismo base en nuestro es-
tudio fue Azotobacter vinelandii ATCC 12837. Otros microorganis-

mos incluidos fueron: A, vinelandii S4, A, vinelandii S5, A, vine
landii S6, A, vinelandii OP, A, chroococcum AC16, Azomonas macro-

cytogenes ATCC 8702, A, macrocytogenes st.Z, Azotobacter proteus
Yy ijeprinckig indi .
Medios de cultivo:

Medios de dializado de suelo: Diez gramos de suelo de
jardin fueron introducidos en una membrana de dialisis, cerrando-
se la misma por los extremos. Las membranas de dialisis conteni-
endo el suelo, fueron introducidas en matraces de 250 ml de capa-
cidad a los que se les adiciono 50 ml de agua destilada. Los me-
dios asi preparadés se esterilizaron en autoclave a 1212C por 15

minutos.

Estos medios de suelo dializado fueron en ocasiones adi
cionados de una fuente de carbono (glucosa, sacarosa, n-butanol)

al 0.5%.

Medios definidos: Todos los medios definidos usados en
nuestros estudios, tenian la composicion basica de sales referida
por Burk (32). La fuente de carbono generalmente usada fue glucg

sa al 0.59. Cuando se deseo construir un medio definido no libre
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en nitrogeno, se adiciono 0.3% de NO3NH4.

La preparacion de medios solidos requirio la adicion de
1.5% de agar. Para la induccion de quistes se utilizo el medio -

solido con n-butanol como fuente de carbono (9).

Otros medios de cultivo: Como medio de crecimiento pa-

ra Serratia marcescens se utilizo TSA (Difco).

Obtencion de formas filtrables

Los medios de dializado de suelo, fueron inoculados deg
pues de la esterilizacion con los microorganismos objeto de estu-
dio, procedentes de medios de Burk’s. Los medios fueron incuba--
dos a 289C en un agitador rotatorio. Los cultivos despues del ti-
empo de incubacion conveniente segun la experiencia a realizar, -
fueron filtrados por filtros Millipore de 0.45mde diametro de po-
ro. E1l filtrado obtenido, es centrifugado a 20.000 rpm por 15 min
y las formas filtrables separadas del sobrenadante. Siempre que
se realizo la obtencion de formas filtrables se uso como control
de la filtracion un cultivo de 8. marcescens, el cual se adiciono
al cultivo de Azotobacter previo a la filtracion. En los filtra-
dos se realizo la busqueda de Serratia por inoculacion de los mis-

mos a medios enriquecidos (TSA).

El mismo esquema de aislamiento de formas filtrables se
utilizo cuando se procedio a la busqueda de formas filtrables en

medios definidos.

Estudios morfologi

Los estudios morfologicos se realizaron por microscopia
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optica y electronica.

Microscopia electronica: Celulas vegetativas obtenidas
desde medios libres en nitrogeno y medios de dializado de sueilo,
cultivadas por 24, 48 y 72 horas se fijaron por suspension en 3%
de glutaraldehido y 0.15% (P/V) de rutenio rojo, tamponado con -
0.1 M de cacodilato sodico por 1 hora (9). La fijacion se conti-
nuo en una solucion de 1% de tetroxido de Osmio y 0.15% de rute-
nio rojo tamponado con 0.1 M de cacodilato sodico por 1 hora.

Las celulas se lavaron en tampom y se deshidrataron por pases en
una serie de soluciones de alcohol de distintas graduaciones.

La inclusion de las celulas se realizo en Epon 812 (21). Las se-
cciones se realizaron en un ultramicrotomo Porter-Blum MT-2. Las
secciones se tifieron con tartrato de plomo por 45 min y acetato
de uranilo 30 min. El microscopio usado para la realizacion de

los negativos fue un RCA-EMU-3G.

Conjuntamente con las observaciones de las secciones fi
nas, se realizaron estudios del tamafio celular, utilizando para
ello tinciones negativas con 0.2% de acido fosfotungstico obseva-

das al microscopio electronico.

Busqueda de formag filtrables de AZOTOBACTER en suelos
naturale

Un gramo del suelo proBlema se mezclo con nueve milili-
tros de agua destilada esteril. Se agito vigorosamente por diez
minutos o se ultrasonico por treinta segundos. Inmediatamente -
despues se realizo el filtrado por filtros Millipore de 0.45 de
diametro de poro. Los filtrados se inocularon a medios de diali-

zado de suelo y libres de nitrogeno. Los controles de calidad en
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la filtracion se realizaron como anteriormente se resefio.

Curvas de crecimiento v recuento de formas filtrables

Las curvas de crecimiento en los distintos medios se eg
tablecieron mediante recuentos en placa de celulas viables, usan-
do para la formacion de colonia medios solidos de Burk’s y diali-
zado de suelo. El recuento de formas filtrables se rcalizo medi-

ante recuento en camara y obsevacion al microscopio optico.

Determinaciones guimicas

El coutenido de poli-bete-hidroxibutirico (18), protei-

nas solubles (6), carbohidratos (18) y acidos nucleicos (14).

Determinaciones gnaliticas
Consumo de oxigeno: El consumo de oxigeno se estable-
cio mediante un Oxigrafo Gilson modelo K1C acoplado a un electro-

do de platino tipo Clark.

Carga energetica de adenilato: Se siguio la tecnica de
Johnson et al. (15) para la extraccion de nucleotidos. La medida
de los nucleotidos se realizo segun el metodo de Strehler:s (27)
y la carga energetica de adenilato calculada de acuerdo con Chap-
man et al. (10). Las celulas filtrables fueron obtenidas desde
medios de dializado de suelo como se resefia anteriormente y las

celulas vegetativas desde medios libres en nitrogeno.

Estudio de proteinas mediante gel de poliacrilamida
Se utilizo la metodologia de Vanden Berghe y Pattin -

(28). La lectura de las bandas de proteinas se realizo en un mi-

crodensitometro Quick-Scan, Helene laboratories.



16

Fijacion de nitrogeno atmosferico

La fijacion de nitrogeno fue demostrada indirectamente

mediante la tecnica de reduccion de acetileno (26).

Electroforesis de DNA
Se utilizo en este estudio la tecnica de Meyer et al.
(23), realizandose las determinaciones en los microorganismos

cultivados en medios de dializado de suelo y definidos.

Estudio de la composicion citocromica

Se utilizo para este estudio la metodologia descrita
por Jurtshuk et al. (17), tanto para las celulas filtrables como

para las vegetativas.

Resistencia g las radigciones ultravioletas

Las celulas de A, vinelandii ATCC 12837 cultivadas en
medios de Burk’s con 0.5% de glucosa y las celulas germinales (ce
lulas filtrables) obtenidas desde medios de dializado de suelo,
fueron lavadas tres veces en agua destilada esteril, mediante cen
trifugaciones a 20.000 rpm y posteriores resuspensiones. Un mili
litro de estas suspensiones celulares se sometieron a radiaciones
ultravioletas, con una lampara emisora que les aporto 185.4 x 103
FJ/cmz. Los tiempos de exposicion de las muestras fueron de 1, 3
, 6, 7.5, 9, 12 y 15 segundos. Antes y despues del tratamiento
las muestras fueron contadas en su numero de celulas viables me-

diante recuento en placa.

Tratamientos termicos
Celulas de vinelandii se inocularon a medios de cul-

tivo libres en nitrogeno y de dializados de suelo. A los 2, 4,
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y 14 dias de incubacion, las celulas (vegetativas o germinales)
fueron separadas y lavadas tres veces con agua destilada esteril.
Dos mililitros de las suspensiones se introdujeron en ampollas de
vidrio capillar y se sumergieron en bafios de agua a 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85, y 90°C de temperatura. El tiempo de ca-
lentamiento fue de 5 y 10 minutos. Transcurridos estos periodos
de tiempo las ampollas se enfriaron rapidamente por introduccion
de las mismas en hielo. Las suspensiones celulares despues del
enfriamiento fueron inoculadas a nuevos medios frescos de Burk’s
y dializado de suelo. Se considero que las suspensiones soporta-
ros el tratamiento termico cuando estas originaron turbidez apre-
ciable por el operador hasta despues de 7 dias de incubacion a

28ecC.

Resistencia al Cloruro Sodico

Suspensiones de celulas vegetativas y filtrables fueron
inoculadas a tubos de ensayo conteniendo diferentes concentracio-
nes de C1Na (O, 0.5, 1, 2, 5, 10, 15, 22,5%) en agua destilada eg
teril. A las 1, 2, 3, 4, 8, 24, y 48 horas se tomaron muestras
de los tubos y se inocularon a nuevos medios frescos de Burk’s y
dializado de suelo. Se considero que las celulas sobrevivieron -
al tratamiento cuando en los nuevos medios se observo crecimiento

hasta un maximo de siete dias de incubacion.

Tratamientos ultrasonicos

Las celulas fueron lavadas por centrifugacion a 20.000
rpm y resuspension en agua destilada esteril (dos veces). Cinco
mililitros de estas suspensiones celulares fueron sometidas a so-
nicacion a 42C en un Sonifier Cell Disruptor, situado en el set
6 por tiempos de 3, 15 y 30 segundos, 1, 5 y 10 minutos. Los re-

cuentos del numero de celulas viables se realizaron antes y des-
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pues del tratamiento en medios de Burk’s y dializado de suelo.:

Resistencia a 1lg lisig enzimatica
La lisis enzimatica se realizo aplicando la metodologia

descrita por Marmur (22).

Resistencia g 1la desecacion

Alos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 20, 30, 40
, 50, 60, y 70 dias de incubacion, las celulas germinales se de-
posit ron en filtros esteriles y estos se consevaron en esterili-
dad y en continuo proceso de desecacion a 282C. En periodos de
1, 2, 4, 8, 16, 32, 60, 90 y 180 dias, los filtros se inocularon
a medios frescos de dializado de suelo. La misma metodologia se

aplico para las celulas cultivadas en medios de Burk’s.

Estudio de los componentes I y IT de la nitrogenasa
En este estudio se utilizo la metodologia establecida

por Brill et al. (7).
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RESULTADOS

Los medios de dializado de suelo fueron inoculados con
A. vinelandii ATCC 12837. A las 24 horas de incubacion se apre-
cio crecimiento. Por observacion al microscopio optico, se de-
termino la existencia de dos tipos morfologicos, uno correspondi-
ente a los bacilos Gram negativos tipicos de Azotobacter y un se-
gundo tipo formado por celulas como particulas de un tamafio com-
prendido entre 0.2—0.%#. Comparando la morfologia de A. vinelan-
dii en medios de dializado con libres en nitrogeno, se pudo com-
probar que la aparicion de estas celulas como particulas solo te-
nia lugar en los medios que contenian suelo como unica fuente de
nutrientes. Estas formas resultaron ser filtrables por 0.45 &
pudiendose separar del resto de las celulas de mayor tamaifio con

gran facilidad.

Cuando los filtrados procedentes de medios de dializado
(conteniendo formas filtrables), se inocularon a medios de Burk’s
o dializados de suelo originaron crecimiento nuevamente aunque
con diferentes caracteristicas. Asi en medios libres en nitroge-
no se generaron solamente celulas pleomorficas de gran tamafio y
no filtrables, mientras que en los medios de suelo primeramente
se formaron celulas analogas en morfologia a las de medios defi-
nidos, pero posteriormente se volvieron a formar las celulas fil-

trables. Es decir, mientras que en medios libres en nitrogeno no
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se obtienen formas filtrables, en medios de suelo estas formas

constituyen un estado normal de Azotobacter.

Los mismos resultados han sido obtenidos con los sigui-
entes microorganismos: A. vinelandii S4, A. vinelandii S5, A. vi
nelandii S6, A, chroococcum AC16, A, proteus, Azomonas macrocvto-
genes ATCC 8702, A, macrocytogenes st.M, A, macrogytogenes ZAM,

y Beijerinckia indicus.

Estos resultados sugieren que la familia Azotobactera-
ceae en condiciones de cultivo en medios similares a su habitat
natural presenta una morfologia marcadamente diferente a la tra-
dicionalmente aceptada.

Todos los cultivos de dializado de suelo incubados por
mas de siete dias a 282C mostraron como unica morfologia la corre
spondiente a la de formas filtrables, manteniendo estas la capa-
cidad de generacion de formas no filtrables, al ser inoculadas a

nuevos medios de cultivo.

En cinco suelos conservados en NTSU (North Texas State
University), en condiciones de esterilidad y desecacion por mas
de quince afios (31), se determino la presencia de formas filtra-
bles. Tambien se encontraron formas filtrables de Azotobacter en
diez suelos y tres agus tomados de Denton (area de Denton, Texas)

y examinados inmediatamente despues de la toma.

En medios de suelo, se determinaron las curvas de creci
miento de A, vinelandii ATCC 12837. Asi mismo se determino de una
forma cuantitativa la transformacion morfologica: celula filtra-
ble - no filtrable - celula filtrable. Estos resultados quedan

resefiados de forma grafica en la Fig.l. En esta figura se obser-
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va como al inocular un medio de dializado de suelo con formas fil
trables de Azotobacter, se produce una perdida de las mismas y un
incremento de las no filtrables para volver a incrementar el nu-

mero de filtrables con el envejecimiento del cultivo, hasta valo-

res del casi 100%.
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Fig.l.- Muestra la curva de crecimiento y cinetica

morfologica de Azotobacter vinelandii ATCC 12837 en

medio de dializado de suelo.
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Por adicion de glucosa, sacarosa o bubanol a los medi-
os de cultivo de suelo, pudimos observar la formacion de un me-
nor numero de formas filtrables y la aparicion de grandes celu-
las esfericas de una estructura similar a la de quistes gigantes

inducidos en n-butanol.

Estudiando el consumo de oxigeno de los cultivos de A.
vinelandii en medios de suelo, pudimos observar que en la fase eg
tacionaria del cultivo (coincidiendo con el casi 100% de celulas
germinales), no es detectable el consumo de oxigeno. Asi mismo
separando las celulas germinales, estas no mostraron consumo de
oxigeno. Estos resultados son muy distintos en medios definidos
libres en nitrogeno, pues si bien en estos medios al envejecer el
cultivo disminuye el consumo de oxigeno, nunca llega a ub valor

de cero como el observado en los cultivos de suelo.

En el analisis quimico cuantitativo de las formas fil-
trables (celulas germinales), se determino el contenido proteico
(4O}Lg/10 celulas), carbohldratos (25 /g/107 celulas: metodo de
la Anthrona, 62}pg/10 celulas: metodo del fenol), DNA (9. I/Mg/lo
celulas), RNA (7.9/&g/107 celulas) y ausencia de PHB. En la ta-
bla 1, se pueden apreciar las caracteristicas quimicas y tintori-
ales mas importantes de las celulas germinales, comparandolas con

las celulas vegetativas cultivadas en medios libres de nitrogeno.

La carga energetica de adenilato correspondiente a las
celulas germinales y a las cultivadas en medios libres en nitro-
geno, en distintos periodos de incubacion, pueden ser observados
en las tablas 2 y 3. En estas tablas se expresa ademas, las con-
centraciones de nucleotidos y otros coeficientes de interes fisi-

logico bacteriano como es el ATP/ADP. Comparando ambas tablas se
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Tabla 1.- Se muestran las caracteristicas tintoriales y la compo-
sicion quimica de las celulas filtrables de Azotobacter vinelan-

dii ATCC12837, obtenidas en me;ios de dializado de suelo. Se com
paran los resultados con celulas cel mismo microorganismo cultiva

do en medio de Burk’s con 0.5% de glucosa.

Estudio de tincion - Celulas Celulas

9 quimico Germinales vegetativas
Gram - _
Espora - -
Capsula - +

Acido-alcohol - -

Quiste - -
Flagelo - +
Proteinas 40a 80
Polisacaridos 25—62b 43-74
DNA 9.1 4.2
RNA 7.9 12.9
PHB - 50

7
a.~ Concentraciones en}Lg/IO celulas. b.- Metodo de la Anthrona

- metodo del fenol.

puede apreciar como la carga energetica de adenilato es significag
tivamente menor en las celulas germinales , que en las celulas -

cultivadas en medios libres en nitrogeno (no filtrables).
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Tabla 2.- Muestra las concentraciones de nucleotidos y carga e-
nergetica de adenilato en Azotobacter vinelandii ATCC 12837, cul

tivado en medios de dializado de suelo.

t % c.g. n? microorg. ATP ADP AMP ATP/ADP total c.e.a
6

24 h 5 7x10 1.9 0.91 5.0 2.0 6.81 0.34

48 h 50 2x10° 0.09 1.91 5.5  0.04 7.5 0.10
5d 97 6.9x108 0.09 2,90 4.5 0.03 7.5 0.20

10 d 97 3x107 0.08 0.92 2.5 0.08 3.5 0.16

60 d 100 3.3x107 0.08 0.92 2.5 0.08 3.5 0.16

Tabla 3.- Muestra las concentraciones de nucleotidos y carga ener

getica de adenilato de Agzotobacter vinelandii ATCC 12837, cultiva

do en medios libres en nitrogeno.

t % c.g. n? microorg. ATP ADP AMP ATP/ADP total c.e.a.

24 h - 2x10’ 7.6 6.0 0.18 1.3  13.70 0.76
48 h - 2x10° 6.4 5.5 0.11 1.1  12.01 0.75
5d - 2x108 1.1 2.2 2.00 0.55  5.30 0.40
10d - 5x10° 0.7 5.0 4.50 0.14 10.20 0.30
60 d 100 3x10’ 0.09 2.0 1.10 0.04  3.10 0.30

t.- tiempo (h=horas, d=dias). c.g..-Celulas germinales.

c.e.a.- Carga energetica de adenilato.

Todos los valores son media de cres determinaciones realizadas en
tres cultivos distintos. La desviacion standard esta comprendida
entre 0.03-0.07. Las concentraciones de los nucleotidos son ex-

presadas en nonagramos/lO8 celulas.
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Las diferencias cuantitativas en proteinas entre las
celulas germinales y vegetativas (ver tabla 1), fueron tambien
encontradas al estudiar cualitativamente las mismas mediante elec
troforesis en geles de poliacrilamida. Los resultados de este es
tudio han mostrado la.existencia de un mayor numero de bandas de
proteinas en ... los geles correspondientes a las celulas no fil-
trables desarrolladas en medios libres en nitrogeno en relacion
a los geles que se utilizaron para las formas filtrables. En -
otras palabras podemos decir que §i bien en ambos medios Azotobacg
ter presenta proteinas comunes, en la zona correspondiente a ban-
das de proteinas de bajo peso molecular las diferencias entre am-
bos tipos celulares fueron muy grandes. En las celulas germinales

estas bandas de proteinas se encontraron ausentes.

El estudio de la capacidad de fijacion de nitrogeno at-
mosferico, se realizo mediante el test de reduccion de acetileno.
Mediante esta tecnica hemos podido determinar las diferencias en
la fijacion de nitrogeno de A, vinelandii, de acuerdo con los dig
tintos estados morfologicos y en distintos medios de cultivo. La

tabla 4, muestra los resultados obtenidos en estos estudios.

Como puede verse en la tabla 4, los resultados de fija-
cion de nitrogeno solo resultaron positivos en el caso de medios
libres en nitrogeno. Al ser esta determinacion realizada a las
24 horas de incubacion, quedaba por demostrar, si las celulas ger
minales poseen la capacidad de fijacion de nitrogeno. Para ello
repetimos los experimentos anteriores inoculando a medios libres
en nitrogeno suspensiones muy concentradas de A, vinelandii tan-
to al estado morfologico de forma filtrable como al de bacilo ple

omorfico tipico de medios de laboratorio. Cada hora estos culti-
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Tabla 4.- Mostrando la capacidad de fijacion de nitrogeno atmos-

ferico para Azotobacter vinelandii ATCC 12837, dependiendo del eg

tado morfologico y el medio de cultivo en el cual se realiza la

determinacion.

Tipo morfologico Medio de cultivo Fijacion de?
inoculado para el test nitrogeno
No filtrablesP Burk’s

Celulas ger‘minalesC Burk’s

No filtrables Bur‘k’s+NH4 -
Celulas germinales Bur‘k’s+NH4 -

No filtrables Dializadod -
Celulas germinales Dializado -

No filtrables Suelo® -
Celulas germinales Suelo -
a.- Lectura a las 24 horas de incubacion a 28¢cC.

b.- Azotobacter cultivado en medios de Burk’s por 48 horas.

c.- Azotobacter cultivado en medios de dializado de suelo por cin
co dias y filtrado por membranas de 0.45#, para eliminar ce-
lulas no filtrables.

d.- Medios de dializado de suelo (ver material y metodos).

e.- Suelo esterilizado.

vos fueron examinados en su capacidad de fijacion de nitrogeno y
en su morfologia. En el caso de los medios inoculados con celu-
las no filtrables (procedentes de medios de Burk’s), la fijacion
se pudo dar como positiva a las dos horas de incubacion, manteni-
endose la morfologia celular con las mismas caracteristicas de las
inoculadas. En los medios inoculados con celulas germinales la -

fijacion de nitrogeno no fue detectada en el cromatografo hasta
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las veinte horas de incubacion, momento en el que la morfologia
celular correspondia a la de celulas no filtrables analogas es-
tructuralmente a las cultivadas en medios libres en nitrogeno.
Resulta pues necesario el cambio morfologico desde celula germi-
nal a celula no filtrable para que tenga lugar la fijacion de ni-

trogeno en medida al menos detectable por la tecnica utilizada.

Analizando las caracteristicas del cromosoma de las ce-
lulas germinales en relacion con las celulas cultivadas en medios
libres en nitrogeno, hemos podido observar que ambos cromosomas
presentan el mismo peso molecular, sin encontrar en ningun caso
fragmentos de DNA extracromosomico. En estos estudios de electrgo

foresis de DNA, se uso como control Escherichis coli K 12,

El estudio anatomico se realizo mediante observaciones
seriadas de cultivos de dializado, utilizando microscopia de con-.
traste de fases y electronica. Mediante microscopia optica hemos
podido observar el ciclo de vida de Agzotobacter en medios de dia-
lizado de suelo. Este ciclo de vida queda esquematizado en la fi
gura 2, en la que junto con el ciclo de vida complejo desarrolla-
do por Azotobacter en el suelo, se muestran otros ciclos anterior

mente establecidos.

El establecimiento de este ciclo de vida complejo para
Azotobacter, cambia sustancialmente los conceptos anteriormente -
establecidos, eliminando a los quistes como parte del ciclo de vi
da en la naturaleza. Consideramos a Azotobacter en el suelo como
un microorganismo pleomorfico y a las celulas filtrables como par
te del ciclo normal de vida. Estas observaciones han sido confir

madas mediante microscopia electronica.
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Fig. 2.- Mostrando el ciclo complejo de vida de Agzotobacter en medios de suelo (a),
el cual incluye la existencia de formas filtrables como parte del mismo (b). Se ad-
juntan ciclos (c y d) establecidos con anterioridad en medios definidos de laborato-

rio.
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El consumo de oxigeno de las celulas germinales, puso
de manifiesto el interes de conocer la constitucion citocromica
de estas celulas en comparacion con las desarrolladas en medios
libres en nitrogeno. Los resultados de este estudio han puesto
de manifiesto importantes diferencias entre ambos tipos celulares.
Asi la fraccion R3 de las celulas v.egetativas, mostraron cambios
oxido-reductivos (tras la adicion de Ditionato Sodico) a 629, 600
, 561, 553, 531, 524, y 457, correspondientes a fracciones alfa
y beta de los citocromos a b

c c_y flavoproteinas.

2° al, 1’ 4: 5
Por el contrario al estudiar la fraccion R3 aislada desde las ce-
lulas germinales, cambios oxido-reductivos solo se observaron en

a, y flavoproteinas.

ios puntos correspondientes a citocromos a,, 1

Todo un amplio estudio de las caracteristicas de resis-
tencia a los agentes fisicos han sido realizadas, comparando celu
las germinales y vegetativas. Estas pruebas han incluido: Resig
tencia a las radiaciones ultraviolestas y capacidad de fotorreac-
tivacion, resistencia al calor, resistencia al ClNa, resistencia
a la lisis enzimatica, resistencia a la desecacion y resistencia

a los tratamientos ultrasonicos.

A las radiaciones ultravioletas, las celulas germinales
resultaron ligeramente mas sensibles que las celulas cultivadas
en medios definidos. En la Fig. 3, se recige graficamente el re-
sultado de este estudio. Como se puede apreciar en esta figura,
la curva de muerte de las celulas germinales de A. vinelandii, es
mas acentuada que la resultante para las celulas control. Esta
mayor sensibilidad, es compensada por una mayor capacidad de fotg
rreactivacion por parte de las ceiulas germinales. . Estos resultg

dos quedan resefiados en la Fig. 4.
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Fig.3.~ Muestra las curvas de muerte de Azotobacter
vinelandii ATCC 12837, alas radiaciones ultraviole-
tas. La curva discontinua representa a las celulas
vegetativas cultivadas en medios libres en nitroge-
no. La curva continua, corresponde a las celulas
germinales. Cada punto de la figura, es media arit
metica de cinco determinaciones. Puede observarse
mayor sensibilidad a las radiaciones ultravioletas

por parte de las celulas germinales.
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Fig. 4.~ Muestra las curvas de muerte correspon-
dientes a Azotobacter vinelandii ATCC 12837, des
pues de un tratamiento con radiaciones ultravio-
letas y posterior fotorreactivacion. La curva -
discontinua indica la dinamica seguida por las -
celulas cultivadas en medios libres en nitrogeno.
La curva continua, representa a las celulas ger-
minales. Como se observa, considerando el proce
so de fotorreactivacion, la sensibilidad a las

radiaciones es practicamente la misma para ambos

tipos morfologicos.
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Los estudios de termorresistencia, nos mostraron tanto
a las celulas vegetativas como a las germinales con una marcada
sensibilidad al calor. Las celulas estudiadas se obtuvieron des-
de cultivos de 2, 4, y 14 dias, pero en ninguno de los casos se

encontro supervivencia despues de untratamiento a 5592C por 5 mi-

nutos.

El ClNa resulto un elemento muy toxico para las formas
filtrables de Azotobacter. Esta toxicidad fue menos elevada para
las celulas vegetativas cultivadas en medios definidos. Estos re
sultados quedan patentes en la tabla 5, en la que podemos ver co-
mo a las concentraciones de 10% de ClNa, las celulas obtenidas -
desde medios de Burk’s sobreviven hasta 24 horas. Por el contra-
rio las celulas germinales pierden su viabilidad a esta concen-

tracion antes de 1 hora.

La resistencia a los ultrasonidos, se realizo en celu-
las cultivadas en medios de Burk’s con 0.5% de glucosa y en celu-
las germinales. Despues del tratamiento, los resultados (ver Fig.
5) nos mostraron como las celulas germinales presentan una casi
absoluta insensibilidad a los tratamientos sonicos utilizados en
la prueba. Para las celulas cultivadas en medios definidos, los
resultados fueron marcadamente diferentes, como queda patente en

la Fig. 5.

La lisis celular mediante tratamientos enzimaticos con
Lisozima - EDTA y posterior choque osmotico con Lauril Sulfato
Sodico, se realizo para ambos tipos morfologicos de Azotobacter.
Con independencia de la edad del cultivo, las celulas germinales
se mostraron totalmente resistentes a este tratamiento. Por el
contrario las celulas cegetativas cultivadas en medios definidos

se mostraron como muy sensibles. Esto pone de manifiesto 1ag
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Tabla 5.~ Supervivencia de Azotobacter vinelandii ATCC 12837 a la
concentracion de ClNa. Este estudio se realiza en celulas vege-
tativas cultivadas en medios libres en nitrogeno, asi como en ce-

lulas germinales obtenidas desde medios de dializado de suelo.

% ClNa - Tiempo en horas

1 2 3 4 8 24 48

Celulas 0 +
germinales 0.5
1.0

2.0

+ o+ o+ o+ o+
+ o+ o+ 4+ o+
+ o4+ o+ o+ o+
+ 4+ 4+ 4+
+ o+ o+ 4+ o+
+ o+ o+ +

+

5.0
10,15,22.5

i
1

Celulas
vegetativas O
0.5
1.0

+ 4+ o+ 4+

2.0
5.0
10.0
15.0
22.5

+ + + 4+ + + + o+

+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+

+ + + 4+ 4+ + o+ o+

+ + + + + + o+ o+

+ + + o+ 4+ o+ o+ +
o+ + 4+ o+ +
I

a.- Crecimiento positivo, al ser inoculadas nuevamente las celu-

las a medios frescos, despues del tratamiento salino.

profundas diferencias en las envolturas de ambos tipos celulares.

Los resultados en el estudio morfologico de Azotobacter
s> nos ha mostrado que las formas de supervivencia en habitat natyu

rales son las celulas germinales (formas filtrables). Era pues
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Fig.5.- Muestra las curvas de muerte de las celu-
las vegetativas (linea discontinua) y celulas ger
minales (linea continua) de Azotobacter vinelandii
ATCC 12837, al ser sometidas a la accion de ultra
sonidos. Como se observa las celulas germinales
presentan una mayor resistencia a los ultrasoni-
dos, que las celulas cultivadas en medios defini-
dos. Cada punto de la figura, representa_la media

aritmetica de cinco determinaciones.
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necesario demostrar la capacidad de resistencia a la desecacion,
ya que nosotros hemos demostrado la existencis de formas filtra-
bles en suelos conservados en desecacion y esterilidad por perio-
dos de tiempo entre 15 y 20 afios. De esta forma, en distintos pe
riodos de tiempo de incubacion (ver material y metodos), las ce-
lulas de A. vinelandii procedentes desde medios de suelo y Burk’s
se depositaron en filtros esteriles y estos desecados a 282C en
esterilidad. Los resultados mostrados en la Tabia 6, ponen de
manifiesto que los cultivos en medios de dializado de suelo, des-
pues de 5 dias de incubacion (casi 100% de celulas germinales),
presentan una marcada resistencia a la desecacion, no presente en

las celulas cultivadas en medios definidos.

Tabla 6.- Resistencia a la desecacion de Azotobacter vinelgndii
ATCC 12837, cultivado en medios de dializado de suelo y libres en

nitrogeno.

Tiempo de incubacion® Burk’s Dializado de suelo

16
16
16
60

coO o o0 o0 oo

1
2
3.
4
5

a’0 90

a.- Tiempo en dias de incubacion de los cultivos. b.- Tiempo ma-
ximo que las celulas soportan el tratamiento de desecacion, en

dias.

Los ultimos estudios realizados en las celulas filtra-
bles de Azotobacter, tuvieron por objeto la busqueda de los compg

nentes I y II de la nitrogenasa, ya que aunque mediante determing
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ciones indirectas (reduccion de Acetileno) hemos establecido la
incapacidad de la fijacion de nitrogeno, necesitabamos una medi-
da directa de la ausencia de la nitrogenasa, a nivel de sus dos
componentes. Este estudio nos permitiria observar si la fijaci-
on de nitrogeno no se realiza bien por una inhibicion de la enzi-
ma en su actividad, en su sintesis o porque solamente uno de sus

componentes fuera sintetizado.

Las celulas germinales, se inocularon a medios de dia-
lizado y libres en nitrogeno. A las 6 y 40 horas de incubacion
a 2892C, se determinaron los componentes de la nitrogenasa. Los
resultados (mostrados en tabla 7), ponen de manifiesto como solo
en medios libres en nitrogeno (despues de 40 horas de incubacion)

se detectan los componentes I y II.

Tabla 7.- Muestra los componentes I y II de la nitrogenasa en

Azotobacter vinelandii ATCC 12837, dependiendo del tipo de medio

en el que las celulas germinales son inoculadas y el estado mor-

fologico.
Medio de t2 % celulas componente T componente IT
. . b .
inoculacion germinales

d.s.® 6 95 - -

Burk’s 6 92 - -

d.s. 40 8 - -

Burk’s 40 12 + +
a.- tiempo de incubacion de las celulas germinales inoculadas en
horas. b.- medio de cultivo en el que las celulas germinales se

inocularon. c¢,- Medio de dializado de suelo.
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DISCUSION

La gran controversia existente en la literatura en tor-
no al ciclo de vida de Azotobacter y la presencia de formas fil-
trables creemos que ha sido completamente aclarada. El concepto
de principio ecologico establecido por Winogradsky (33), nos pare_
ce incorregto ya que el autor trata de reproducir las condiciones
naturales de cultivo, basandose en una fuente de carbono unica en
muy baja concentracion y sales minimas adicionadas al mismo. Es-
ta metodologia en ningun caso reproduce ni tan siquiera superfici
almente las condiciones naturales de crecimiento de los microorgg
nismos. En la naturaleza, los microorganismos se encuentran en un
medio compuesto por numerosos elementos carbonados y sales minera
les muy diversas. Todo este conjunto, tendra tanto accion positi
va como negativa en el desarrollo. Nuestro medio de cultivo, si
bien no reproduce totalmente las condiciones naturales, es el que
mas se asemeja a las autenticas condiciones de crecimiento. Este
medio no solo es util para el estudio de Azotobacter, sino que pen

samos sera aplicable a cualquier microorganismo del suelo o agua.

En este medio de dializado de suelo, al estudiar la mor
fologia de Azotobacter hemos podido demostrar que estos microorga
nismos como ya mostraran Lohnis y Smith (20) y oiros autores (11,
16, 19, 24), poseen un ciclo de vida complejo (ver Fig. 2). En

este ciclo de vida podemos destacar: 1.- Pleomorfismo, 2.- Exis-~
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tencia de formas filtrables, 3.- No presencia de quistes.

La existencia de formas filtrables, tan duramente ata-
cada por Winogrdsky (33), ha sido en medios de suelo la morfolo-
gia de Azotobacter apartir del quinto dia de incubacion en medios
de dializado de suelo. Considerando que estas celulas germinales
son predominantes en medios de suelo, podemos decir que estas ce-
lulas son la verdadera morfologia de estos microorganismos en ha-
bitat naturales. Las criticas de poca reproductibilidad o uso de
sistemas de filtrado poco fiables, han sido en este caso anuladas.
Nosotros podemos afirmar con los resultados obtenidos que Azoto-
bacter en medios definidos (con distintas fuentes de carbono) re-
aliza un ciclo de vida sencillo, en la que la presencia de formas
filtrables solo ocurre en cultivos muy viejos. En medios semejan
tes al natural, se verifica un ciclo de vida complejo, en el que
las celulas filtrables representan un estado de reproduccion y

resistencia.

Si observamos la bibliografia, distintos autores (3, 4,
19, 20) han denominado a las celulas filtrables con diferntes nom
bres: Gonidias, microgonidias, arthrosporas, microsporas, etc.
Nosotros teniendo en cuenta las caracteristicas de estas formas
filtrables de generar nnevamente celulas vegetativas no filtrables
de Azotobacter, hemos creido como mas idoneo el nombre de "celu-

las germinales”.

No existe duda posible de las caracteristicas germina~
les de las celulas filtrables de Azotobacter. En todas las expe-
riencias realizadas, hemos podido observar como al inocular en
medios de dializado de suelo, las celulas germinales han generado

celulas de Azotobacter no filtrables tipicas en morfologia a las
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desarrolladas en medios libres de nitrogeno. Posteriormente es-
tas celulas han originado nuevamente celulas germinales estable-

ciendo de esta forma el ciclo de vida complejo.

Las celulas germinales difieren grandemente en su com-
posicion quimica cuantitativa (ver tabla 1), en relacion a las ce
lulas desarrolladas en medios definidos. La composicion de pro-
teinas, glucidos y lipidos reéultan muy superiores en Azotobacter
cultivado en medios libres de nitrogeno. Si bien la composicion
de acidos nucleicos se mantiene constante, la cantidad de DNA re-

sulta mas elevada en las celulas germinales.

Las celulas germinales no presentan ni morfologicamente
ni fisiologicamente, semejanzas con las esporas bacterianas. Ng
sotros podemos confirmar en contraposicion con otros autores (5,
12), que Azotobacter en el suelo no origina estructuras analogas
a esporas. Las formas filtrables al microscopio electronico o
con tinciones diferenciales nunca han mostrado ninguna semejanza
con esporas. Tampoco las celulas germinales han mostrado termo-

rresistencia.

Un punto que nunca ha sido aclarado por autores anteri-
ores es como Azotobacter puede sobrevivir en la naturaleza por
periodos de tiempo tan prolongados y en condiciones adversas (31)
Si bien la estructura de los quistes representan un estado de di-
ferenciacion celular, mas resistente a la desecacion y radiacio-
nes (25),considerando su actividdd metabolica, los quistes no pu-
eden explicar los resultados de supervivencia de estos microorga-
nismos. Vela y Wyss (29), pronosticaron al estudiar la resisten-
cia de Azotobacter a las radiaciones en suelos naturales: "La po-
sibilidad de un Azotobacter de menor tamafio al estudiado en el
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laboratorio, no debe ser despreciada”.

Nuestros resultados confirman esta hipotesis, ya que
Azotobacter en el suelo presenta un estado morfologico de celu-
la filtrable. Las celulas germinales, representan pues un esta-
do de resistencia en la naturaleza, como indican su nulo consumo
de oxigeno, baja carga energetica de adenilato, alto coeficiente
acidos nucleicos/proteinas (0.4), resistencia a la rotura, resis_
tencia a la desecacion y baja actividad proteica (citocromos no
sintetizados y eliminacion de proteinas de bajo peso molecular).
Todos estos resultados junto con el aislamiento de celulas ger-
minales de suelos conservados en desecacion en nuestro laborato-
rio por 20 afios (31), nos ponen de manifiesto que estas celulas
constituyen la forma de resistencia de Azotobacter y no las ante-

riormente resefiadas (quistes).

La baja actividad metabolica (carga energetica de ade-
nilato) y bajo consumo de oxigeno, muestran a las celulas germi-
nales como un nuevo estado morfologico no descrito con anteriori-

dad.

Una de las caracteristicas fisiologicas mas importantes
en Azotobacter, es su capacidad de fijacion de nitrogeno atmosfe-
rico. Es bien conocida la inhibicion de la nitrogenasa por los
iones NHZ. En los medios de suelo A. vinelandii nunca presento
actividad nitrogenasica y en ningun caso han sido aislddos compo-
nentes I y II. Esto sugiere que en este tipo de medios, la fija-
cion de nitrogeno no tiene lugar. Nosotros pensamos, si bien aun

no tenemos pruebas absolutas, que normalmente en el suelo no exis

te fijacion de nitrogeno por parte de Azotobacter. Para esta de-
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duccion, nos basamos:

1.- Las formas filtrables, no poseen nitrogenasa y solo las celu-
las originadas por estas en medios libres én nitrogeno la po-
seen.

2,- Las celulas germiﬁales constituyen la forma normal de Azoto-
bacter en el suelo.

3.- Las concentraciones de nitrogeno en el suelo normalmente inhi

la actividad de la nitrogenasa.

Podemos considerar, que la fijacion de nitrogeno es so-
lo manifestada bajo determinadas condiciones fisiologicas y mor-
fologicas de Azotobacter, de dificil realizacion en habitat natu-

ralez.

Tenemos pues que considerar despues de estos estudios,
que Azotobacter constituye una entidad fisiologica distinta a la
actualmente aceptada. Nuestros resultados ponen de manifiesto un
ciclo de vida complejo, la existencia de las celulas germinales
como forma de reproduccion y resistencia. Estos resultados en
algunos sentidos de simple introduccion, cambian radicalmente los
conceptos de diferenciacion celular, sistemas de reproduccion y
supervivencia bacteriana. Futuros trabajos, aportaran mas resul-
tados, para el mejor conocimiento de las incognitas: Fijacion de
Nitrogeno, induccion de sistemas enzimaticos, diferenciacion ce-
lular, genetica, etc. Estos estudios deberan realizar cambios im
portantes para el mejor conocimiento de la bacteriologia y biolo-

gia en la Naturaleza.
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