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Las bacterias fijadoras de nitrógeno at­
mosférico pertenecientes al género Azospiri­
llum (Tarrand et al, 1978) han sido conside­
radas como habitantes de suelos tropicales, 
siendo su frecuencia de aislamiento en zonas 
templadas menor del 10 por ciento (Dóberei- 
ner etaL, 1976).

La temperatura óptima de desarrollo de 
estos organismos en medios con nitrógeno se 
ha establecido en 37°C (Tarrand et a l , 1978) 
mientras que, cuando el crecimiento se pro­
duce en función de su capacidad de fijar ni­
trógeno del aire, ésta puede variar entre 32 y 
40°C (Day y Dóbereiner, 1975). Estos datos 
han sido obtenidos trabajando fundamental­
mente con cepas aisladas de zonas tropicales 
y por ello se ha creido de interés probar ce­
pas de Azospirillum  aisladas de zonas tem­
pladas en cuanto a su capacidad de desarro­
llar y fijar nitrógeno a distintas temperaturas.

Los organismos utilizados fueron aislados 
de raíces de distintas plantas cultivadas y sil­
vestres de la Provincia de Buenos Aires (Al- 
várez, 1983) por un procedimiento semejan­
te al descripto por Day y Dóbereiner (1975) 
con la excepción de que malato de potasio 
fue usado como única fuente energética y ro­
jo congo se adicionó al medio de cultivo para 
facilitar el reconocimiento de las colonias 
(Rodríguez Caceres, 1981). La diferencia­

ción en especies se realizó según el criterio 
de Tarrand et al (1978).

De un total de 110 cultivos realizados, en 
el 36 por ciento se observó la presencia de 
estas bacterias, pudiéndose aislar al estado 
puro 19 de ellas. Cuatro de los organismos 
pertenecían a la especie A lipoferum, 13 a 
A. brasilense y 2 no pudieron ser clasifica­
dos. Para realizar las pruebas se emplearon 4 
cepas de cada una de dichas especies.

A diferencia de lo observado en organis­
mos aislados de zonas tropicales, todas las ce­
pas desarrollaron mejor a 28°C que a 37°C 
en medio de peptona-succinato-sales (Hyle- 
•non e t  al., 1973).

Para determinar el efecto de la tempera­
tura cuando las bacterias dependían de su ca­
pacidad de fijar el nitrógeno del aire para 
crecer, se usó el siguiente medio de cultivo, 
que ha sido desarrollado en nuestro laborato­
rio para sustituir al medio NFb (Dóbereiner 
et a l, 1976) y con el que se logra un mejor 
desarrollo de Azospirillum:

Acido málico ...................................0,5%
K2HP04 ........................................... 0,05 %
Extracto de levadura .....................  0,005%
PH ajustado a 7 con KOH
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Las pruebas se realizaron en tubo de .ensa­
yo, haciéndose la siembra por gota (0,05 ml) 
usando para ello cultivos jóvenes. A las 24, 
48 y 72 horas de la siembra se determinó la 
densidad óptica de los cultivos incubados a 
diferentes temperaturas, a 400 nm.

La misma distribución de curvas de creci­
miento se observó en A  lipoferum y A brasi- 
lense, pudiéndose ver éstas, bajo distintos sis­
temas de representación en las Figuras 1 y 2. 
La óptima temperatura de desarrollo fue de 
30°C en ambos casos, no observándose creci­
miento a 4°C ni a 42°C.

La influencia de la temperatura sobre la 
capacidad de fijar nitrógeno se evaluó por su 
efecto sobre la reducción de acetileno. Para 
ello, frascos tipo antibiótico de 27 ml de ca­
pacidad, con 10 ml del medio de malato des- 
cripto, al cual se le agregó 0,2 por ciento de 
agar, fueron sembrados en forma similar a la 
antedicha. Luego de 48 horas de incubación

a 30°C, lotes de los mismos fueron traspasa­
dos a distintas temperaturas y tras dejarlos 
una hora para que se equilibrase su tempera­
tura con la del medio, se los selló, se les in­
yectó acetileno para obtener una presión de 
0,1 atmósferas y se los mantuvo 3 horas más 
en estufa, haciéndose la determinación del 
etileno producido por colorimetría (LaRue y 
Kurz, 1973).

En A , lipoferum la máxima actividad ni- 
trogenásica se observó entre 30 y 33°C, de­
creciendo rápidamente a mayores o menores 
temperaturas (Figura 3). Por el contrario, en 
A. brasilense alta actividad se registró entre 
30 y 42°C, aunque los mayores valores tam­
bién se observaron entre 30 y 33° (Figura 3)

Llama la atención el que no se registrase 
actividad nitrogenásica en A . lipoferum  a 20 
y 38°C. Ello puede deberse a la imposibili­
dad de captar cantidades menores de 2 nmo- 
les de etileno por mililitro de medio de culti­
vo y por hora, bajo las condiciones del ensa­
yo, por la técnica utilizada.
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Los resultados obtenidos indican la posi­
bilidad de que las especies del género Azospi- 
rillum pueden contribuir en una forma más 
importante de lo que se ha supuesto (Dóbe- 
reiner et al, 1976) a la fertilidad nitrogenada 
de las zonas templadas.

nmol C2H4 /c/h
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