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I. Introduccion.

La fijacién del nitrégeno atmosférico en el suelo tiene una enorme
importancia practica puesto que constituye el inico mecanismo natural
que permite un aporte de materia nitrogenada, no existente anteriormen-
te en el mismo, que llega a ser aprovechable por las plantas.

La forma de fijacién simbpiética ha sido la més estudiada y en la
agrotecnia moderna es ya una practica comun el agregado de la bacteria
radicicola al sembrarse cualquier leguminosa, atin en tierras en que la
misma ha sido anteriormente cultivada, por haberse demostrado la
innegable ventaja de asegurar, en esa forma, la presencia de un elevado
ntmero del Rhizobium correspondiente en el momento de la germina-
cion de las semillas.

Respecto a la fijacion asimbidtica, que se realiza por bacterias libres,
la que corresponde a las del género Azotobacter le sigue en orden de
importancia, la que se ha vistoc aumentada en los tltimos tiempos a
raiz de una serie de trabajos, especialmente de autores rusos, que preten-
den haber demostrado ia conveniencia de un agregado de cultivos artifi-
ciales de dicha bacteria al suelo, en forma semejante a la que se efecttia
habitualmente con las del género Rhizobium.

La fijacion biolégica del nitrégeno atmodsferico en el suelo fue
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demostrada por Schloesing y Muntz en 1877, pero el agente microbiano
incuestionablemente especifico, que resulté ser una bacteria anaerobia
absoluta fue aislada por Winogradsky en 1893.

Beijerinck, en 1903, trabajando en condiciones aerobias, descubrié
otras bacterias fijadoras de nitrégeno atmosférico a las que domind:
Azotobacter chroococcum, proveniente del suelo y Azotobacter agilis,
proveniente de agua de canal, y a las que, curiosamente, no atribuyé en
un prineipio capacidad de fijacién sino por intermedio de otras bacterias
asociadas aunque, poco tiempo después, reconocié a la primera como el
agente especifico del mencionado proceso en las condiciones antedichas.

Posteriormente, diversos autores aislaron otras formas de Azofo-
bacter a las que atribuyeron categoria especifica, a saber: Az Vinelandii
(Lipman, 1903), Az. Beijerinckii (Limpman, 1904), Az. vitreum (Lo-
hmis y Westermann, 1908), Az. indicus (Starkey y De, 1939) todas las
cuales no han recibido un cabal reconocimiento como tales, a juzgar por
la mencién de sélo las dos especies iniciales de Beijerinck y la de Starkey,
en la 72. edicién del Manual de Bergey (1957), figurando las demés
como variedades o entidades sistematicas de menor categoria. (*)

En nuestro pais la bibliografia referente a las bacterias aerobias
fijadoras de nitrégeno atmésferico no es muy abundante. Si bien uno de
los autores de este trabajo (S. Soriano) recuerda haber aislado el Azoto-
bacter chroococcum en diversas ocasiones, desde 1922 y en afos pos-
teriores, durante la preparacién y realizacion de trabajos practicos en
la catedra de Microbiologia del Prof. L. Hauman en la Facultad de
Agronomia y Veterinaria de la Universidad de Buenos Aires, no existe
mencién bibliografica alguna de dicha operacién hasta 1938, en que el
mismo Soriano comunieé la presencia de Azotobacter agilis en Norte y
Sud América, en cuya ocasion se aislé también Azotobacter chroococcum
y otras formas relacionadas.

En 1935, Medina, en el laboratorio de la Cétedra de Microbiologia
Agricola en la Facultad de Agronomia de la Universidad de La Plata,
y bajo la direccién del autor anterior (S. Soriano), efectué una ex-
tensa investigacién sobre la determinacién de elementos minerales en el
suelo (P, K, Ca), de una regién de la Provincia de Cérdoba, empleando
el método del Azotobacter, en cuyo transcurso se realizaron numerosos
aislamientos de Azotobacter chroococcum. Los resultados de estos trabajos
fueron presentados a Ia Comisién del Arco de Meridiano (que hizo fac-

* Aunque algunas erréneamente, como Azotobacter agilis y Azotobacter Vine-
landii, que constituyen buenas especies (Véase a este respecto: Winogradsky. S;
Soriano, 8.).
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tible la realizacién del trabajo), pero los presentes autores no tienen
noticia de que hayan sido publicados hasta ahora.

Molina, en 1946, comunica el aislamiento de Azofobacter Vinelandn
en la Argentina, especie sumamente rara en el suelo, como lo certifica
la circunstancia de no haberlo hallado mas que en una sola muestra de
la Provincia de Santa Fe y de no haber aparecido nunca mas en las nu-
merosas ocasiones en que se realizaron aislamientos de Azotobacter en
el pais, desde 1922 en adelante. (*)

Desde 1950 comenzaron a aparecer una serie de trabajos referen-
tes al ‘‘ Azotobacter’’, realizados por Tschapek y Garbosky (1950-1951a-
1951b-1952-1953a-1953b), que aparte de constituir el cuerpo de trabajos
mas extenso sobre este tema publicado en nuestro pais, resultan intere-
santes por mas de un concepto, como se verid méas adelante.

La importancia concedida en el pais a estos trabajos sobre actividad
del Azotobacter en el suelo y la circuntancia de que en ellos se hayan
emitido opiniones totalmente divergentes con los conceptos generalmente
admitidos sobre la actividad de estas bacterias en la naturaleza, hizo
imperativo proceder a la verificacién de los resultados aducidos por
sus autores, en especial modo por las implicaciones de orden agronémico
que parecen dirivarse de las conclusiones a que se llega en los tiltimos
trabajos de la serie, lo que no se translucia atin de los primeros, a pesar
de hallarse expresamente enunciadas sus ‘‘aplicaciones agrondémicas’’
en el titulo.

Los resultados que se comunican en este trabajo derivan de ex-
periencias realizadas en su mayor parte durante los afios 1953-1954 y
continuadas ocasionalmente, hasta fines del afio anterior, para confirmar
y ampliar algunos datos que se consideraron de mayor importancia.

II. Métodos.

A continuacién y separados en los cuatro puntos que comprende
la estructura del trabajo, se detallan los métodos de investigacién utili-
zados. )

1. Influencia del oxigeno sobre el desarrollo.

Fue estudiada con los métodos siguientes :

a. Método del medio blando: se emple6 el método de Beijerinck
(1901) consistente en la siembra abundante de tubos de ensayo comunes
conteniendo el medio de cultivo apropiado (férmula de Winogradsky

* Balvo la mencién que hacen Tschapek y Garbosky (1951), al pie de una tabla,
en que dicen, textualmente: ¢‘Especie obtenida en la Argentina por Antonio
Garbosky’’, o aclardndose el origen del cultivo.



58 REVISTA DE LA FACULTAD DE AGRONOMIA Y VETERINARIA, T. XV (3) 1963

1938) con concentraciones decrecientes de la substancia enérgica:
manita: 3-1-0,3-0,1-0,03-0,01 °/,, solificando con cantidades reducidas
de agar o de silico-gel, que permite la formacién de un medio ‘‘blando’’:
agar 0,2-0,4 % o silico-gel preparando con soluciones N/10 de mezcla de
acidos y de silicato. (Soriano y Garassini 1941).

El nivel de desarrollo indica su dependencia del O.

b. Figuras de respiracion: Se empled también el método de Bei-
jerinck (1901), para la formacién de sus ‘‘figuras de respiracién’’
microbianas, efectuando preparados directos entre porta y cubre- ob-
jetos, con cultivos jévenes (24 horas) densamente suspendidos en
agua o en medio de cultivo sin material energético, colocando el cubre
de modo tal que uno de sus lados apoye sobre una esquirla de vidrio,
para levantarlo algo y permitir asi la formacién del menisco de liquido
en contacto con el aire; se cierra enseguida con vas-par (mezcla de
vaselina sélida y parafina en partes iguales) tres lados del cubre-objeto
dejando abierto el levantado. A los pocos minutos se observan las figuras
de respiracién resultantes, tipicas para los microorganismos aerobios,
microaerdfilos o anaerobios usados.

El empleo de estos dos procedimientos, especialmente el primero,
hace innecesario el uso del dispositivo ideado por T'schapek y Garbosky
(1952) que, en el mejor de los casos, resulta mas compiicado y menos
exacto.

2. Dustribucion del Azotobacter chroococcum en profundidad, en el
suelo.

Para determinar la cantidad real de células de Azotobacter existen-
tes en el suelo, a distintas profundidades, se construyeron dos ‘‘cali-
catas’’ en dos lugares diferentes, sacindose muestras de las tierras
respectivas a las siguientes profundidades: 0 a 0,2--10-20 cm. ete. hasta
1 metro. En la toma de nuestras se usaron todas las precauciones de
asepsia debidas: en la pared libre de la calicata se marcaron las pro-
fundidades correspondientes a cada 10 cm. y, a continuacién, con una
palita de mano y dos espatulas metélicas, se cavaron nichos laterales de
unos 10 ¢m. de profundidad a lo largo de toda la pared, esterilizando
cuidadosamente los instrumentos citados, por flameados con alcohol, cada
vez que se comenzaba un nuevo nicho.

Las muestras de cada nivel fueron extraidas de la parte profunda

de cada nicho, empleado las espAtulas de nuevo cuidadosamente este-
rilizadas cada vez y usando una para limpiar la parte superficial y otra
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para extraer la muestra ; éstas se fueron colocando en recipientes estériles
para su conduceién al laboraterio.

El ntmero de células de Azotobacter existentes en cada nivel fue
determinado luego empleando los dos métodos bacteriolégicos cuantita-
tivos habituales siguientes :

a. Método de las cajas de Petri, con silico-gel de Winogradsky
(1950), dializada: sembrando en superficie 0, 25 g. cada muestra, ta-
mizada en recipientes esterilizados. Se incubd, por 3-4 dias a 28°C,
luego de lo cual se contaron las colonias caracteristicas de Azofobacter
aparecidas, controlando su identidad por observaciones microscopicas
Y, en caso necesario, per cultivos en medios diferenciales, y se/ calculd
su ntmero referido a un gramo (*).

b. Método por dilucion, en medios liquidos:

Sembrando en frascos ecen 50 ml. de medio, diluciones sucesivas
de las muestras hechas en agua estéril: 5-1 y 0,2 g., directamente sin
diluir y diluciones al 1/25-1/125-1/625 y 1|3.125, sembrando 1 ml. de
cada dilucién en los respectivos frascos. La tltima dilucion de cada
muestra en que se obtubo desarrollo incuestionable de Azotobacter,
aseverado por observacién y por cultivo en medios apropiados, expresa
el contenido (minimo) de la citada bacteria referido a lg.

3. Desarrollo del Azotobacter chroococcum en el suelo, con cantida-
des variables de material energético y de humedad:

Se utiliz6 una mezcla de tierra de las dos calicatas (primeros 15
em) empleandose el método de los cilindros de Winogradsky (1926),
en dos series paralelas: con 1 % y con 0,10/, de manita, y con cinco
graduaciones de humedad en cada serie: 15-17,5-20-22,5- y 25 %, lo
cual corresponde al: 30-35-40-45 y 50% de la capacidad méaxima de
saturacién con, agua de la muestra, que resulté ser aproximadamente
del 50% respecto del peso de tierra secada al aire.

Para garantizar el buen desarrollo del Azotobacter se agregb ademas
de la manita, 0, 2% de fosfato de potasio y 2% de creta, sembriandose
con cultivos de Az. chroococcum aislados de las mismas muestras regan-
dose a continuacién con la cantidad de agua requerida y colocando,
finalmente, la tierra humedecida en los cilindros de vidrio, con las
precauciones que indica el autor del método.

¥ De las muestras profundas de tierra, se obtuvieron con frecuencia colonias
del ‘‘bacilo. gomoso’’ de Winogradsky, que debe tomarse especial cuidado en no
confundir con las de Azotobacter: se trata de una bacteria esporulada (de esporu-
lacién dificil!), que desarrolla en ese medio debido a su carficter oligonitrofilo.
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A los 4-5 dias de incubacién a 28°C., se efectué la cuenta de las
células existentes en la superficie (primeros 2em.) y en la profundidad
de cada tubo (dltimos 2em.), luego de sacar el tapén parafinado del
extremo cerrado, utilizando el método de coloracién directa de Winogra-
dsky (1925) con eritrosina, cubriendo un volumen determinado de una
dilucién conocida (gencralmente 1/100 o méis) con un cubreobjeto de
2x2 em y contando 20 campos distribuidos lo mis uniformemente po-
sible en toda la superficie, después de lo cual se hicieron los célculos
correspondientes.

4. Capacidad de fijacion del nitrégeno atmosférico:

Se utilizaron cajas grandes (de 20 cm. de didmetro) segiin aconseja
Winogradsky (1926), en las que se colocaron 200 ml. de medio de
cultivo con 10-1-0,1-0,01 ¢/, de manita solidificando luego con silico-
gel, en cantidad tal que resultara més bien blando, pero suficientemente
resistente como para no romperse al mover las cajas, que quedan asi
con la silico-gel sin dializar. El medio, antes de solidificarse, se sembro,
abundantemente, con cultivos puros de Azotobacter chroococcum, se in-
cubé luego por 5 dias a 289C., después de lo cual se secé en estufa o
sobre platina caliente a 55%C. y finalmente se determiné el Nitrégeno por
Kjeldahl; con las cifras obtenidas se calculé la cantidad de nitrégeno
fijado por gramo de manita.

Se hicieron dos series: cada vez con las concerntraciones de material
energético indicadas y con sus respectivos controles en blanco, sembrados
estos tltimos y secados de inmediato, sin incubar.

Como 1la altura del medio en las cajas llega a més de 1 cm. y la
siembra del cultivo fue uniformemente en todo su espesor, queda asegu-
rado asi el desarrollo del mismo ain en la concentracién inferior del
material energético (0,01°/,,), puesto que todavia en ese caso sobrepasa
los 12 mm. de profundidad requeridos para esa concentracién, segin se
vera, més adelante, en la exposicién de los resultados.

III. Resultados. w

Los resultados obtenidos en el curso de las investigaciones realizadas
se exponen a continuacién agrupados, como en el capitulo anterior, en
los 4 puntos que siguen.

1. Determinacién de la influencia del oxigeno del aire sobre el
desarrollo microbiano.

Se emplearon varios cultivos.
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A. Una mezcla de aislamientos de Azotobacter chrooccum, prove-
nientes de las muestras de tierra en ensayo.

B. Dos cultivos de otros microorganismos incuestionablemente
aerobios : Bacillus subtilis y Candida mycoderma, para servir de término
de comparacién con los primeros.

A. Azotobacter chroococcum:
Los cultivos de Az. chroococcum fueron probados, como ya se dijo,

a) Con el método del medio blando, en tubos, y

b) Con el del preparado directo, entre porta y cubre-objeto, para
la obtencién de las figuras de respiracién correspondientes.

a. Método de los tubos: a las 24 horas de incubacién a 28°-30°C.
(y atn antes), se encuentra ya un desarrollo bien visible, en forma de

discos a distintas alturas de la columna de agar (o de silico-gel), mos-
trando asi su respuesta a la influencia del oxigeno.

El desarrollo resultante puede resumirse asi:

Planilla N° 1. Profundidad de nivel del desarrollo de Azotobacter chroo-
coccum en tubos de medio blando con diversas concentraciones de manita.

Goaenbiiol b Profundidad de desarrollo
de manita Limites Nivel medio
°/o0 mm. mm,
3 0-08 0,4
1 0-1 0,5
0,3 0-1,5 0,75
0,1 0,5-4,5 2,5
0,93 4-95 6,75
0,01 12 12

En los tres tubos, con 3-1 y 0,3°/, de manita, el desarrollo
se produce en superficie, formando discos de un espesor respectivo apro-
ximado de: 0,8-1-1,5 mm.

Con 0,1 o/, de manita el desarrollc mayor se produce apenas un
poco por debajo de la superficie, comenzando a unos 0,5 mm y estando
ek espesor medio a unos 2mm de profundidad. Inmediatamente debajo
se encuentra otro disco més fino, separado del anterior por unos 0,5 mm,
estando el mismo a unos 4mm, de la superficie.

En el tubo con 0,03 ¢/, de manita, el primer disco se produce a unos
4mm, por debajo de la superficie, con un espesor de unos 3mm, y luego
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otro de aproximadamente 1,5 mm., separado del anterior por 1 mm.
Finalmente, en el altimo tubo con 0,01 o/,, de manita sélo se alcanza a
observar (posiblemente por la escasez de material energético) un fino
disco de aproximadamente 0, 5mm de espesor, con desarrollo, a la pro-
fundidad de unos 12 mm. de la superficie del agar.

A los 5 dias de incubacién, en la serie de tubos con 0,4 % de agar,
los dos primeros: con 3 y 1o/,, de manita comienzan a mostrar el pigmen-
to oscuro caracteristico de la especie, produciéndose también algo en el
tercer tubo con 0,3 ¢/ . El tubo con 0,1 ¢/ de manita tiene ya formados
5 discos con desarrollo alternando con otros sin desarrollo, llegando el
ultimo a unos 10 mm de profundidad. El siguiente tubo con 0,03 °/,0 de
manita presenta también ya 6 discos de desarrollo alternado, con el
tltimo situado a unos 20mm de profundidad. Finalmente el ultimo
tubo, con 0,01°/, de manita, tiene el disco original a unos 12 mm. y
ademas otro, apenas visible, a unos 30mm de la superficie.

En los tubos con agar al 0,2 °/, el desarrollo se presenta aproximada-
mente en la misma forma, con la diferencia que en el primero, con 3 o /oo
de manita la formacién de pigmento oscuro es mucho menos intensa que
en el segundo, con 1 % de dicha substancia.

Como se ha podido observar por la descripecién anterior, los tres
Gltimos tubos de la serie con cantidades de manita desde 0,1 ¢/,, e
inferiores, presentan niveles Gptimos de desarrollo por debajo de la
superficie del medio, tanto més profundos cuanto menor es la cantidad
de material energético_carbonado existente en el mismo.

En todos estos tubos, como se ha visto, se produce claramente el
interesante fenémeno de alternancia de discos con y sin desarrollo, en
la forma tipica que lo hacen los anillos de Liesegang. En la suposicién
que esta forma particular de desarrollo pudiera ser causada por la
mezcla de cepas de Azotobacter chroococcum empleadas en el ensayo, se
repiti6 el mismo, usando esta vez uno sélo de los cultivos puros integran-
tes de la mezcla anterior, repitiéndose el fenémeno en todas sus partes,
cont lo cual quedé invalidada dicha suposicién.

b. Figuras de respiracion: Se eligié una cepa de Azotobacter chrooco-
ccum de la coleceién, con células un tanto alargadas y movilidad més
bien activa, un cultivo fresco del cual fue colocado en suspensiéon
espesa, entre porta y cubre-objeto levantado, de acuerdo al método de
Beijerinck ya descripto. Lia profundidad del liquido interpuesto, a
partir del menisco, alcanz a unos 15 mm.

Después de unos pocos minutos, pudo observarse claramente que
las células de Azotobacter que se hallan méviles a la inspeceién micros-
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cépica aleanzan a no mis de 1,5 mm de distancia de la superficie del
liquido, pero después de unos 30 minutos, la movilidad y la acumulacién
consiguiente de células se manifiesta con toda nitidez en una capa super-
ficial de unos 2mm de espesor, encontrandose tan solo algunas pocas
células moviles algo més abajo de ese nivel. Las células inmdviles se
encuentran diseminadas en el preparado, disminuyendo gradualmente
su numero hacia abajo, debido a la disminuciéon paulatina del espesor
del liquido, a causa de la leve inclinacién del cubre-objeto.

B. Otros microorganismos:

Se emplearon, como se dijo anteriormente, los siguientes cultivos
de microorgarismos tipicamente aerobios:

a. Bacillus subtilis

b Candida mycoderma (Mycoderma vint).

Cultivos frescos de ambas especies se sembraron profusamente
en agar blando (al 0,3 %) de caldo de carne y mosto de malta respec-
tivamente, en diluciones sucesivas de 1/3, lo cual se consigue con relativa
facilidad diluyendo 1 parte del contenido de cada tubo inicial en 2
partes del agar-agua también en la misma concentracién, y asi sucesiva-
mente, cuando atin se hallan licuados, después de haberlos hervido y enti-
biado convenientemente, luego -de lo cual, la serie entera se siembra
con una cantidad més bien abundante y uniforme del cultivo en ensayo.

Tanto en el caso de la bacteria como en el de la levadura citadas, el
resultado del desarrollo fué, en lineas generzles, una reproduccién de lo
que se describié respecto del Azotobacter chroococcum, en el sentido de
que en ambos casos se manifesté también un desarrollo por debajo de la
superficie del medio, tanto mas profundo cuanto mayor es la dilucién
del medio, abstraccién hecha de la naturaleza del cultivo.

Por lo que se ha visto, en consecuencia, debe admitirse que, con
toda probabilidad, todos los microorganismos aerobios, y entre ellos,
por supuesto también el Azotobacter chroococcum, presentan niveies de
desarrollo més profundo cuanto menor es la cantidad de sustancia
energética, ocupando el nivel de desarrollo miximo la profundidad en
aue la relacion entre la concentracion del oxigeno disuelto en el medio y
de la sustancia energética oxidable sea 6ptima. De modo que, cuando dis-
minuye sucesivamente la concentracién de la fuente carbonada, los
microorganismos respectivos desarrollan més favorablemente en el lugar
donde se encuentra la concentracién 6ptima correspondiente del oxigeno
disuelto, es decir en las capas mas profundas del medio.
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2. Determinacion cuamtitativa del Azotobacter chroococcum, a
distintas profundidades del suelo.

La cantidad real de la células de Azotobacter chroococcum, a
distintas profundidades, que se encuentran en el suelo, fue determinada
empleando los dos procedimientos cuantitativos citados en el capitulo
anterior.

A. Siembra directa de tierra sobre silico-gel, en cajas de Petri.

Como ya se ha dicho anteriormente, se usé el método de prepara-
cién de la silico-gel dializada. de Winogradsky (1950), de acuerdo con
las dltimas recomendaciones del autor. Lias muestras de tierra se sem-
braron en granitos de 0,5-1 mm de didmetro, pasadas por cedazo este-
rilizado, provenientes de las dos calicatas A y B, correspondientes a los
2 primeros centimetros de la superficie y luego, sucesivamente, cada
10cm. hasta la profundidad de 1m.

Los resultados estAn consignados en forma abreviada en la planilla
N? 2 adjunta.

Como puede verse claramente por las cifras que se consignan, el
ntmero real de células de la especie citada existente en cada muestra,
revelables por el método empleado, se encuentra formando la mayor
acomulacién en los primeros 10 em. superficiales, bajando luego casi
bruscamente, a una mayor profundidad, mostrando ya a los 20 em. valo-
res equivalente al 1/10-1/20 de los anteriores, para anularse (o aparecer
con cifras despreciables) a los 30-50 em de profundidad.

Esto no significa, por supuesto, que no puedan encontrarse algunas
células aisladas de Azotobacter a mayores profundidades, pero su pre-
sencia alli carece entonces de significade y no tiene importancia praec-
tica alguna, del punto de vista agronémico, si en la superficie correspon-
diente del mismo lugar se las encuentra en ntimero incomparablemente
superior, como se acaba de ver.

B. Siembra de diluciones sucesivas de tierra em medios liquidos,
en frascos:

Las muestras de lus dos calicatas, provenientes de cada uno de los
niveles que se indican méis adelante, fueron sembradas en frascos con-
teniendo 50ml. de medio de cultivo liquido en las cantidades anterior-
mente citadas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el método anterior,
no se considerd necesario con éste, efectuar las siembras de las muestras
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provenientes de todos los niveles, empleandose s6lo las que se indican en
la planilla N? 2 con los resultados obtenidos después de 6 dias de

Planilla N° 2. Contenido de Azotobacter chroococcum en muestras de tierras
tomadas a diversas profundidades, sembradas sobre silico-gel en cajas de Petri y
en medios liquidos en frascos.

Desarrollo en medio liquidos
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incubacién, y comprobacién final a los 12 dias, del desarrollo de
Azotobacter obtenido.

También aqui puede verse que la distribucién del Azotobacter
chroococcum en el suelo se revela, por este método, como abundante en
las capas superficiales, disminuyendo rdpidamente hasta encontrarse
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s6lo en cantidades minimas hacia los 50cm. de profundidad, con alguna
presencia ocasional a profundidades mayores, que pueden alcanzar
hasta 1m. (y quizds maéas).

Los resultados obtenidos con ambos métodos si bien no coinciden
exactamente, son suficientemente claros en el sentido de poner en evi-
dencia que el Azotobacter chroococcum sélo pulula en los niveles superio-
res del suelo, y que por debajo de ios 50cm. ya no se lo encuentra sino
en minimo namero, en las tierras ensayadas, a pesar de que en las mis-
mas tierras se lo ha encontrado relativamente abundante a los 10-15cm.

A este respecto, finalmente, merece destacarse el hecho de que todas
las muestras probadas con el método del medio liquido sembrando 5g.
dieron resultado positivo respecto de la presencia de Azotobacter atin
a la profundidad de 90cm. (calicata A), a pesar de lo cual, utilizando
métodos cuantitativos apropiados (p. ej. siembras de diluciones sucesi-
vas en el mismo medio) se puso de manifiesto que si bien puede encon-
trarse como minimo una célula de dicha bacteria en 5 g. de la muestra,
tomada a esa profundidad, que da origen al desarrollo en el medio sem-
brado, la misina tierra contiene innumerablemente méas: 15.625, en la
muestra tomada a s6lo 10 cm.

3. Determinacion del desarrollo del Azotobacter chroococcum en el
suelo con diversas cantidades de material energético y de humedad:

Se hicieron dos series de pruebas, empleando el método de los cilin-
dros de vidrio descriptos por Winogradsky, conteniendo columnas de
tierra de diversas alturas: una con 1 % y otra con 0,1 °© /Oo de manita, y
humedad relativa al peso de la tierra seca, de: 15-17,5-20-22)5 y 25 %
como se detallé en el capitulo anterior.

Después de sembrar con Azotobacter chroococcum y luego del perio-
do de incubacién, se obtuvieron los resultados que se consignan en la
planilla N? 3 adjunta.

Comparando las cifras de la planilla puede observarse que el
Azotobacter chrocooccum desarrolla en cantidad mucho mayor (30-60
veces mas) cuando dispone libremente de material energético (1 % de
manita), que cuando dicho material se encuentra en cantidad seguramen-
te escasa (0,1 © /oo), siendo éste, evidentemente, un factor limitante.

Con 1% de manita las cifras que indican el mayor desarrollo se
aleanzan en la tierra con 17,5 % de humedad (35 % de la capacidad de
saturacion), lo cual pareceria inconcebible.

Atun con menor humedad (sélo 15 %) (30 % de saturacion) las
cifras no son muy inferiores, y en ambos casos, también se aproximan
mucho las correspondientes al desarrolle superficial (0,2 em.) y mas
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profundo (13-15c¢m. y 18-20c¢m. respectivamente en las calicatas A y B) ;
pero en cambio, ya con 20% de humedad (o sea 40% de la capacidad
de saturacion) no sélo la cantidad de células desarrolladas en la super-
ficie comienza a disminuir, con respecto a los casos anteriores sind, lo
que parece mucho mas importante atn, dicha cantidad se reduce sensi-
blemente, (casi a la mitad) a los 8-10em de profundidad.

Con 225 % de humedad, y més aan con 25 % (45 y 50 %, respec-
tivamente de la capacidad de saturacién) la disminucién del desarroilo
es mucho mayor, y siempre las cifras alcanzadas son menores a una
mayor profundidad (en ambos casos 3-5em.) que en superficie (en los
2 primeros centimetros).

Planilla N? 3. Desarrollo de Azotobacter chroococcum en profundidad en tierras
con diversos grados de humedad y de material energético.

% de la Grado Profundidad Millones de células
Capacidad de de de las por gramo de tierra
saturacion humedad muestrag MANITA
con agua Yo cm 1 % : 0,120

0-2 339 5
" o 12-20 326

0-2 349 10
- Axe 13-15 360 7

0-2 291 7
- s 8-10 164 5

0-2' 92 7
e i 3-5 57 6

0-2 63 19
i b 3-5 40 12

Con 0,1 o/, de manita el desarrollo es tan escaso, comparando con el
del caso anterior, que toda deducecién relativa a sus mutuos valores pier-
de realmentd importancia, no acusandose, por otra parte, mayores di-
ferencias entre si, salvo con 25% de humedad (50% de la capacidad de
saturacion) en que las cifras aparecen, mas elevadas (cerca del doble
que las mayores de las otras).

Resulta, en cambio, evidente el efecto de la carencia de material
energético con esa escasa cantidad de manita utilizable, por lo que cabe
interpretar el fenémenc como un efecto de lo que puede denominarse
ohigocarbofilia. Ademas en todos los niveles de humedad (del 15 al 25 %
probados) se observa mayor cantidad de desarrollo (igual s6lo con 15%)
en superficie que en profundidad como en el caso anterior.



68 REVISTA DE LA FACULTAD DE AGRONOMIA Y VETERINARIA, T. XV (3) 1963

4. Determinacion de la capacidad de fijacion del nitrégeno atmos-
férico por el Azotobacter chroococcum, con distintas cantidades de ma-
terial emergético. :

Se probaron aqui 4 proporciones de material energético: manita al
10-1-0,1 y 0,01 0/00 consideradas, escalonadamente, como satisfactoria
hasta muy deficiente para la obtencién de un amplio desarrollo y con-
siguiente fijacién total del nitrégeno del aire, del microorganismo en
estudio. .

Planilla N9 4. Capacidad de fijaciéon del Nitrégeno atmosférico por el Azoto-
tobacter chroococcum con diversas concentraciones de material energético.

SERIE I
; NITROGEN O fijado Relacién
Manita encontrado controles caleulado g. manita jag. de N
oo /. mg.N.| Dpor Kg.
mg. mg. \ mg.

0,01 2,10 1.2 0,9 90 4,5

0,1 2,24 12 1,04 52 5,2

1 45 1,25 3.2 - 16,25 16,25
10 26,4 1,72 24,68 12,34 123,4
SERIE 11

0,01 1,14 1,2 0,06 30 3

0,1 1,45 1.2 0,25 12,5 1,25

1 4,5 1,25 3,25 16,25 16,25
10 26 1,72 24,28 12,14 121,4

Se hicieron dos series de ensayos con dichas proporciones de manita,
en el medio de cultivo de Winogradsky, libre de N, con silico-gel blanda
sin dializar, anteriormentd citado, distribuido en cajas con 200 ml. de
medio, y sus respectivos contreles, para poder deducir la cantidad de N.
que pudiera contener el medio de cultivo junto con el material de
siembra.

Los resultados obtenidos se exponen en la planilla N° 4 que se
adjunta.

Para cada cantidad de manita utilizada, en la planilla figura la can-
tidad de Nitrégeno, en miligramos, encontrada en los analisis (columna
2) y la resultante de la misma luego de la deduccién correspondiente a
los controles. (columna 4). Se incluye tamoién, en la columna 5 las cifras
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caleuladas correspondientes a ia cantidad, en miligramos, de N asimilado
referidos a 1 g. de manita y, finalmente, en la columna 6, la cantidad
total de N. asimilado, también en miligramos, caleulado por cada Kilo-
gramo del medio utilizado.

Como puede verse por las cifras expuestas, los resultados de ambas
series indican que la cantidad mayor de N fijado corresponde al medio
con 1 °/oode manita: 16,25 mg de N por 1 g. de manita;en el medio con
W de manita la cantidad de N fijado es algo inferior: 12,24 mg. de
N por gramo de sustancia energética (término medio de 12,34 y 12,14
de las dos series), cifras que se consideran, no obstante, como de un
rendimiento bien satisfactorio para este tipo de fijacion.

Los datos referentes al medio con 0,1 °/o de manita, en que figura la
cifra evidentemente muy exagerada de 52 mg. de N. fijado por gramo
de sustancia energética en la serie 1, y solo de 12,5 mg en la serie 2
son, como se ve, poco satisfactorios y es aconsejable no tomarlos en con-
sideracién. Con mayor razén atn, deben descartarse los datos relativos
al medio con 0,01 ¢, de manita, debido al muy alto valor del error ex-
perimental en que se incurre cuando se trabaja con cantidades tan
requeias de sustancias energéticas, como las citadas, puesto demanifiesto
por la enorme discrepancia y lo exagerado de las cifras que figuran en
la planilla.

Finalmente, al considerar las cifras de la Gltima columna que se
refieren a la cantidad de N total fijado, calculado para cada concentra-
cion de sustancia energética utilizable, se observa que si bien con las
concentraciones menores de material energético se obtiene un mayor
rendimiento de fijacién, la cantidad total de N fijado, por unidad de
medio, es incomparablemente mayor cuanto mas alta es la concentracién
de dicho material, lo que equivale a reconocer que, para asegurar una
méxima fijacién total de N en el suelo por el Azotobacter chroococcum
es absolutamente imprescindible proveer al mismo de la suficiente can-
tidad de material energético carbonado, no nitrogenado, que hace fae-
tible dicha fijacién.

IV . Discusion.

I. Al estudiar el problema de la fijacion de N atmosférico, Meyerhof
y Burk (1928) demuestran que el exceso de oxigeno libre inhibe la
respiracion y la fijacion del N. del Azotobacter, llegando a la conclusién
de que la concentracién del oxigeno tiene una importante influencia
sobre el valor del nivel de la fijacién de nitrégeno y sobre la relacidn:
Moles de Ny fijado = Moles de O2 consumido, mientras que el méximo
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absoluto de la fijacion de N y del desarroilo corresponden a 4-5 % de
O, y finalmente establecen que con la disminucién de la cantidad de O

aumenta todavia mas la relacion entre la cantidad de N fijado y O
consumido.

Burk (1930), encuentra que la relacién 6ptima entre la cantidad
de O y de C para el Azotobacter es de 0,002-0,003.

Tschapek y Garbosky (1952), fijan esa relacién como igual a 5, lo
cual constituye una diferencia enorme con las cifras dadas por los autores
citados, y afirman que con valores inferiores a esta cifra el Azotobacter
desarrolla en superficie formando pelicula, pero, en el caso inverso, el
desarrollo se establece & determinadas profundidades. Llegan a la con-
clusién de que el desarrollo superficial en pelicula se obtiene tinicamente
si la concentracién de la sustancia energética es igual o mayor de 0,1 g
por litro y si es menor se forma una capa de gérmenes méviles a diver-
sas profundidades que estan en relacién inversa con dicha concentracion.
Afirman también, aunque sin demostrarlo ni citar datos bibliograficos
fehacientes, que : ‘‘normalmente las soluciones del suelo contienen menos
de 0,1g/L: de sustancia energética; por lo tanto el Azotobacter debe en-
contrar suficiente profundidad para poder desarrollar, es decir, en otros
términos, debe hallar suficiente cantidad de agna en el suelo’; con-
cluyendo que los suelos ‘‘inundados, irrigados y en general muy hume-
dos, deben ofrecer mejores condiciones de desarrollo para el Azotobac-
ter’’.

En el preseate trabajo se han confirmado, por una parte, los resul-
tados de Meyerhoff y Burk (1929), Burk (1930) y Tschapek y Garbosky
(1952), en lo que respecta a la existencia de una relacion éptima entre
la cantidad de oxigeno necesario para la oxidacién y la de carbono de la
sustancia oxidable, que se hace evidente con la visualizacién del fenémeno
descripto por los tltimos autores citados, si bien empleando aqui métodos
mucho mas simples, conocidos anteriormente en la literatura.

Por otra parte, los resultados comunicados en este trabajo demues-
tran que el fenémeno observado y deseripto por Tschapek y Garbosky
(1952) en el Azotobacter Vinelandis, relativo a su desarrollo en profun-
didad, euando la concentraciéon de la substancia energética carbonada
disminuye hasta valores minimog es, en realidad, de orden general, pu-
diéndoselo observar también muy claramente en otros microorganismos
aerobios absolutos tipicos, como se ha detallado en el capitulo anterior.

Importa un error de concepto confundir este fenémeno con la anae-
robiosis puesto que esta forma de vida se caracteriza por manifestarse
en ausencia o con disminucién muy acentuada del oxigeno respecto de
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la concentracion en que se halla en el aire, pero, siempre con cantidades
normales, relativamente elevadas, de la sustancia energética carbonada
y no en; concentraciones carenciales de la misma, caracteristicas de la
‘“cligocarbofilia’’, como lo exige la modalidad descripta por los autores
citados.

Ademas, T'schapek y Garbosky (1952), consideran como normal una
concentracion del extracto o ‘‘jugo’” de suelo, como lo denominan, la
obtenida con la proporciéon de 10 g. de tierra y 25 ml. de agua, sin
tomar en consideracién que de acuerdo con los trabajos de Winogradsky
(1926) el grado 6ptimo de humedad para el desarrollo del Azotobacter
chroococcum en el suelo, aunque depende de la composicion de éste, se
encuentra, en general, alrededor del 15-20 %, lo cual ha sido plenamente
confirmado en el presente trabajo, segin se ha detallado también en el
capitulo anterior. De lo que se deduce que los autores citados usaron
pues, equivocadamente en sus experimentos, extractos de suelo unas 15
veces mas diluidos de lo que corresponde, viciando, en consecuencia, sus
resultados.

Finalmente, es de lamentar que los autores del trabajo que se comen-
ta no hayan realizado sus investigaciones empleando directamente suelo
en sus ensayos, en lugar de un extracto exageradamente diluido del mis-
mo, y que no hayan utilizado la tipica especie de Azotobacter de ese
‘‘habitat’’ que es el Azotobacter chroococcum, como correspondia, en
lugar del Az. Vinelandii que, tras de ser una especie predominantemente
acuatica (Winogradsky 1938), no parece encontrarse con frecuencia
(Soriano 1941).

IT. La bibliografia relativa a la distribucion vertical del Azotobacter
chroococcum en el suelo no es muy numerosa. Ashby (1907-8) usa el
método indirecto de la fijacion de N en medio liquido, sembrando mues-
tras de varias profundidades (10-20-30 cms.), obteniendo mayor fijacién
en las muestras mas superficiales hasta los 10 dias de cultivo, pero luego,
a los 13 dias, los valores tienden, a uniformarse.

Lipman (1912), (citado por Burgess 1930), manifiesta que la fi-
jacion de N por el Azofobacter no se realiza, usualmente, por debajo de
2 pies en los suelos semiaridos de California, en cambio encuentra que
hay atn activa nitrificacién a 6 pies y amonificaciéon a 12 pies.

Burgess (1930), ademéas de efectuar una investigacion semejante,
con el mismo método inconveniente usado por Ashby, agrega
la numeracién de colonias de bacterias desarrolladas en agar de Ashby
con manita; estudia dos suelos, citando valores tan altos que resultan
sospechosos : 400.000 y 280.000 por gramo de tierra en las primeras 6
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pulgadas, y 12.000 y 10.000, respectivamente, a la profundidad de 6
pies. El error se debe, probablemente, a que en el medio usado, ademas
del Azotobacter, desarrollan también otras bacterias ‘‘oligonitréfilas’,
muy poco exigentes e N combinado, que puede ser aportado en can-
tidades minimas por el agar.

Waksman (1932), menciona que: en regiones htimedas los organis-
mos fijadores de nitrégeno estan confinados en las pocas pulgadas supe-
riores del suelo. Pero en las regiones aridas pueden ser bastante activos
hasta una profundidad de 3-4 pies.

Paulie (1934) encuentra ‘‘células semejantes al Azotobacter’’ hasta
unos 3 mts. de profundidad, identificadas por el método de coloracién
directa de Winogradsky, aunque no por cultivo. Menciona ademis que
Komonowa hallé Azotobacter hasta 2 mentros en suelos de Bakaza. No
se aclard, segtin el autor, si las observadas por él son realmente células
de Azotobacter y si fijan nitrégeno.

Genkel (1946) (citado por Tschapek y Garbosky, 1952), encuentra,
seglin estos autores, que el ‘‘Azctobacter abunda més en el horizonte B
pero no en el A”’, sin aportar otros datos.

Stevenson (1953), estudiando el contenido microbiolégico de seis
muestras de suelo, encuentra, para el Azofobacter, en las primeras 6-8
pulgadas, las cifras siguientes por g. de tierra: 100-1 500-75-195-15 y
360; y a las 10-28 pulgadas respectivamente : 0-0-0 5-15-115. En un caso
(muestra 4) con alto contenido de materia organica hasta niveles pro-
fundos, encuentra 150 a 38-46 pulgadas, en que continud el ensayo,
después de las 5 anteriores halladas a las 20-28 pulgadas.

Tschapek y Garbosky (1953) someten a la comprobaciéon experimen-
tal los conceptos elaborados en sus anteriorss trabajos, a cuyo fin inves-
tigan diversas muestras de suelos respecto de la presencia y distribucién
del Azotobacter. Lios vesultados obtenidos, corroboran por completo,
segtin log autores, los conceptos expuestos en las ocasiones anteriores,
liegando a la conclusion de que: ‘‘el Azotobacter se encuentra hasta 2
o mas metros de profundidad en nuestros suelos pampeanos, en cuyos
horizontes superiores no siempre se encuentra; que abunda més en el
horizonte glei de los suelos inundados o pantanosos que en los horizontes
superiores; y que se encuentra finalmente, en el subsuelo de las calles
o plazas pavimentadas de la cindad de Buencs Aires”’.

No obstante estas categéricas afirmaciones, las conclusiones del
trabajo de T'schapek y Garbosky (1953) son. objetables por haber in-
currido en serios errores de téenica experimental. En efecto: resulta
inconcebible comprobar que en sus investigaciones de indole cuantita-
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tiva y respecto del ‘“Azotobacter’’, no han empleado método alguno de
analisis microbiolégico cuantitativo, como es ficil de comprobar mediante
un somero examen del trabajo aludide. El método utilizado por los
autores, consiste en la siembra de 5 gr. de suelo en 50 ml. de solucién
nutritiva liquida, con 1 % de manita y observar, el cabo de 7-8 dias
de incubacién a 289C., el ‘‘grado de desarrollo de la pelicula formada’’
que no es, de ninguna manera, un método ‘‘cuantitativo’’ que sirva
para indicar el contenido de Azotobacter del material original sino,
simplemente, un métode cualitativo utilizable para investigar la presen-
cia o ausencia de la mencionada bacteria en la cantidad de suelo
sembrada.

El estado de desarrollo de la pelicula, en cada frasco, que ha sido
interpretado por los citados autores como indicativo del contenido ori-
ginal en Azotobacter de las muestras de suelos examinadas, no indica
otra cosa mas que el mayor o menor desarrollo alcanzado por la men-
cionada bacteria en cada frasco que depende, en primer término, de la
composicion quimica de cada muestra en examen, asi como de su con-
tenido microbiano total y en Azotobacter. Una siembra masiva del ma-
terial, tal como la indicada, altera sustancialmente la composicién del
medio de cultivo usado, libre de N, permitiendo, de acuerdo a su con-
tenido de materia organica en cada caso, el desarrollo hasta profuso de
otros microorganismos ‘‘oligonitréfilos’; fuera del Azotobacter, que
afectan a su vez el desarrollc y formacién de la pelicula superficial
caracteristica de esta bacteria. De esta manera, en aparente paradoja,
las muestras superficiales de suelo, més ricas en materia organica que las
profundas, no suelen dar peliculas mejor formadas, abstraccién hecha
de su contenido original en células de Azotobacter.

La simple inspececién de los resultados contenidos en las tres tablas
del trabajo de T'schapek y Garbosky permite localizar, facilmente, las
causas del error en que estos autores han incurrido, puesto que, por las
razones expuestas, no estan autorizados a deducir de sus tablag 1 y 2
un mayor contenido de Azotobacter en las muestras sembradas por el
mero hecho de haber dado origen a peliculas mejor formadas o mas
desarrolladas, asi como tampoco estan autorizados a deducir de la tabla
3 relacién convincente alguna de la pretendida ‘‘anaerobiosis’ del
Azotobacter, por haberlo encontrado vivo en el subsuelo de calles cu-
biertas con pavimentos impermeables, puesto que en esta Gltima tabla
aparte de la existencia del mismo error en el aspecto cuantitativo, los
autores parecen no haber tomado en consideraciéon que el Azotobacter
chroococcum puede perdurar durante afos en anaerobiosis, al estado



74 REVISTA DE LA FACULTAD DE AGRONOMIA Y VETERINARIA, T. XV (3) 1963

inactivo, debido a su peculiar capacidad de formacion de ‘‘quistes’’
resistentes a condiciones ambientales adversas.

Como se ve, los hechos aportados en este nuevo trabajo de T'schapek
y Garbosky lejos de corroborar los conceptos elaborados en otros ante-
riores han permitido puntualizar graves deficiencias de indole ex-
perimental cometidas por la utilizaciéon de técnicas de investigacién
inapropiadas.

ITI. Ademéas de la concentracion de la materia energética carbonada
lz. humedad figura entre los factores ecolégicos mis importantes, en
relacién con la aireacién, que condicionan el desarrollo del Azotobacter
chroococcum en el suelo.

Aparte de la mencién de Waksman (1932), ya citada anteriormente,
relativa a las condiciones de humedad para la fijacién del N, Winogra-
dsky (1926) realizé una serie de investigaciones encaminadas 2 dilucidar
este punto en forma experimental. Mediante el uso de cilindros de vidrio,
relativamente anchos (5 ecm. de didmetro), y de alturas progresivas
(5-10-ete. hasta 25 em), taponados en un extremo y llenados con tierra
ajustadas a diversos grados de humedad, con agregado liberal de ma-
terial energético (0,5-1 % de manita o glucosa) pudo poner de mani-
fiesto que, en su ambiente natural, el Azotobacter chroococcum des-
arrolla profusamente hasta 20-23 em de profundidad con 15 % de hu-
medad a 16 cm. con 18 %, tan solo a 5 em. con 20 % y no desarrolla
en absolcto, ni atn en superficie, (donde se establecen entonces con-
diciones de anaerobiosis), con 23 % de humedad (!).

En abierta oposicién con estos resultados estan los de T'schapek y
Garbosky (1952) (1953), en que llegan a formular sus nuevos ‘con-
ceptos’” acerca de la actividad del Azofobacter en la naturaleza, de
acuerdo con los cuales, seglin dicen textualmente, esta bacteria’’ en el
suelo puede desarrollarse tinicamente en condiciones de anaerobiosis
pese a ser considerada una bacteria aerobia’’.

Una contradiceién tan manifiesta sélo se explica por la diferencia
de concentracion de la materia energética utilizable por el Azotobacter
en ambos casos: en sus experiencias Winogradsky, agrega ésta, general-
mente en proporeién de 1 %, mientras T'schapek y Garbosky ¢‘deducen’’
y admiten que debe estar en concentraciones inferior al 0,01 % (es
decir 100 veces menor !), basdndose en experimentos comparativos en
los que emplearon extractos acuosos de suelo extremadamente diluidos,
como ya se ha mencionado anteriormente.

Del todo de acuerdo con las experiencias de Winogradsky, en ei
presente trabajo ha quedado establecido que la cantidad de agua necesa-
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ria para el desarrollo 6ptimo del Azotobacter chroococcum en el suelo,
en presencia de cantidades suficientes de material energético, se en-
cuentra con valores relativamente bajos (15-20 % de humedad!), como
consta en las cifras consignadas en la planilla N 3.

Estos resultados corroboran los conceptos clasicos elaborados por
Beijerinck, descubridor del género, por Winogradsky, creador de la
microbiologia del suelo, y por otros muchos investigadores, acerca de
la biologia del Azotobacter y han servido para poner de manifiesto los
errores experimentales, de interpretacién y de concepto en que han
incurrido T'schapek y Garbosky, entre los que cabe destacar, como
fundamentales en sus experiencias mas decisivas, el empleo de extractos
de suelo 1.500 % mas diluidos de lo que corresponde, y la falta de
utilizacién de métodos microbiolégicos analiticos ‘‘cuantitativos’’, como
va se ha puntualizado en otras partes de este trabajo.

IV. El proceso de fijacién del N. atmosférico por bacterias libres
y en especial por las consideradas como aerobias correspondientes al
género Azotobacter ha sido objeto de numerosos trabajos (Winogradsky
S., Besjerinck M W.).

Lipman (1903) (1908), encuentra mayor fijacion de nitrégeno
por Azotobacter en medios con menor concentracion de sustancias energé-
ticas: 10,5 y 4,68 mg. de N. por g. de manita en concentracion de esta
altima de 0, 1 y 1 % respectivamente.

Ashby (1907-8), menciona haber obtenido mayores valores de fi-
jacién de nitrégeno en los primeros 7 dias, de muestras provenientes de
menor profundidad tendiendo a equilibrarse a los 13 dias, con una ma-
xima de 13,13 mg. de nitrégeno por g. de manita a los 10 dias, de la
muestra tomada a los 10 em.

Traaen (1916) (citado por Waksman (1932), encuentra mayor fi-
Jacién de nitrégeno con 25 % de humedad (16,6 mg. por g. de manita),
que con mayor o menor grado de humedad (en experiencias donde no
parece haberse diferenciado el tipo de fijacion aerobia y anaerobia!).

Burgess (1930) obtiene fijacién aerobia mayor en el suelo, en
muestras provenientes de menor profundidad: 13 y 19 mg. de N por
gramo de manita, en dos muestras provenientes de las primeras 6 pulga-
das, en comparacién con 7 y 1 mg, por g., respectivamente, en muestras
de los mismos suelos tomadas al tercer pie de profundidad.

Waksman (1932), en la segunda edicién de su texto, menciona que
el Azotobacter chroococcum fija hasta 10 mg. de N. por gramo de manita,
en solucién, y 12,6 mg. por gramo en suelo, en cultivos puros.
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Fischer (1950), a diferencia de Traaen, encuentra que la fijacién
de nitrégeno es mensr con menores cantidades de hidratos de carbono.

Bukatsch y Heitzer (1952), en una larga serie de experiencias,
encuentran que la capacidad de fijacion de N de distintas cepas de Azo-
tobacter, usando diversas concentraciones de sustancias carbonadas (del
1 al 0,063 %), es mayor en algunos casos (2 cepas) con concentraciones
menores de esas sustancias (0,25 %), pero que en la mayoria de ellos,
{otras 5 cepas, la fijacién es mayor con las mayores concentraciones
(0,5-1 %).

Los resultados de la presente investigacién, expuestos en la pla-
nilla N? 4, indican que el rendimiento mayor en la fijacién del nitrégeno
por unidad de sustancia energética, se obtiene con concentraciones de
0,1 % de manita: 16,25 mg. de N por 1 g. de manita, en las dos series
hechas: mientras que con 1 % se fijan 12,14 y 12,34 mg de N (pro-
medio 12,24 mg.), respectivamente en ambas series.

Este valor de 12 mg., en cifras redondas, de N fijado por’ gramo
de manita utizable, puede considerarse como muy bueno, comparado con
¢l de 10 mg. que se acepta en general como satisfactorio (Winogradsky
5.), de modo tal que, como se ha hecho constar anteriormente, el empleo
del medio de silico-gel modificaco, blando, y sin dializar, que se ha usado
en este trabajo, parece ser preferible, no solamente por la mayor sim-
plicidad de su preparacién, sino también por presentar esta ventaja
adicional como mejor medio de fijacion.

Con menores concentraciones de sustancia energética (0,01-
0,001 %) los valores de fijacién son dispares o exagerados por lo que
resulta aconsejable no tomarlos en consideracién, debido a la alta inciden-
cia a que llega el error experimental a esos niveles de concentracién tan
bajos.

Por otra parte, del punto de visia agronémico, interesa mucho mas
que el rendimiento de fijacién la cantidad de N fijade por unidad
(superficie, volumen o peso) del medio er que la fijacion se realiza.
Las cifras calculadas relativas a este punto, que también figuran en la
planilla aludida, resultan elecuentes, indicando que las mayores can-
tidades totales de nitrégeno fijado por kilogramo de medio, se obtienen,
naturalmente, con los niveles altos de concertracién de sustancia energé-
tica: 1224 mg. de Nitrogeno (promedio de las dos series) por Kg. de
medio en la concentraciéon de 1 % de manita, y tan solo 16,25 mg. de
N en igual cantidad de medio, en la concentracién de 0,1 % de manita,
o sea 7,5 veces menos que en el caso anterior. Mayores diferencias se
cbtendrian si se comparan los valores caleulados resultantes de la fija-
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<ién en concentracién atin mas bajas de la sustancia cnergética que las
ya mencionadas (como exigirian las cifras indicadas en los trabajos de
Tschapek y Garbosky: 0,01 % y menores), en cuyo caso atin admitiendo
valores de rendimiento muy altos de fijacién por ej.: 20 mg. de nitrogeno
por gramo de manita, tan solo se llegaria a obtener la fijacion de 2 mg.
de N por Kg. de medio o sea 60 veces menos que en el primer caso.

Finalmente, no estd demés destacar aqui la implicacién agricola
de los resultados obtenidos en el presente trabajo, puesto que en este
sentido es ciertamente alentader vislumbrar la perspectiva de poder
aumentar la fijacién de nitrogeno en el suelo mediante el agregado de
materia organica (por ej., en la practica, empleando paja de rastrojos:
véase a este respecto los muy importantes resultados obtenidos por Sau-
beran y Molina (1958) en nuestro pais) en lugar que tener que admitir
la desalentadora imposibilidad de poder hacer algo més que recurrir a
la inundacion de los campos para obtener, como maximo, una misérrima
cantidad de nitrégeno fijado, como parece desprenderse de las conelu-
siones a que han conducido los trabajos de los autores anteriormente
mencionados.

V. Conclusiones.

Los resultados del presente trabajo, expuestos en el capitulo anterior
correspondiente, permiten establecer las conclusiones siguientes :

1. El Azotobacter chrooccum en una bacteria tipicamente aerobia
que, al igual que otros microcrganismos del mismo tipo, como Bacillus
subtilis y Candida mycoderma, desarrollan a diversos niveles dependien-
tes de la concentracion del material energético disponible. El desarrollo
en profundidad se produce, en todos esos casos, por deficiencias de ma-
terial energético carbonado, es decir en condiciones de ¢‘oligocarbofilia’’,
pero, con cantidades liberales del mismo (por ej. 1 %), el desarrollo
es siempre superficial, lo que 10 sucede con los microorganismos tipica-
mente anaerobios en los que el factor limitante no es el material carbo-
nado sino el oxigeno, en ia concentracién en que se encuentra en el
aire.

2. En la naturaleza, el Azotobacter chroococcum se halla distribuido
en el suelo de modo tal que, en profundidad, en condiciones normales,
predomina netamente ¢n los primeros 15 em. de su capa superficial
arable.

3. Lag condiciones ecologicas Optimas para el desarrollo del Azoto-
bacter chroococcum, en el suelo, se encuentran con valores relativamente
bajos de humedad y relativamente altos de material orginice no nitro-
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genado. En general con respecto a estos dos factores, contenidos de hume-
dad entre 15 y 20 % y de materia orgénica no nitrogenada utilizable
airededor del 1 % aseguran un desarrollo profuso de esa bacteria en la
capa superficial arable del suelo.

4. La cantidad de nitrégeno elemental asimilado por el Azotabacter
chroococcum en cultivos puros, por unidad de material energético car-
bonado no nitrogenado utilizable estd, dentro de eciertos limites, en
relacién inversa con la concentracion de dicho material. Pero consideran-
do que lo realmente importante, del punto de vista agrondémico, es la
cantidad total de nitrégeno fijado por unidad de volumen y de tiempo,
el factor esencial en este proceso resulta ser, en tltimo analisis, el de la
provisién abundante del citado material energético carbonado.

VI. Resumen.

El presente trabajo fue planeado con el objeto de comprobar el
comportamiento del Azotobacter chroococcum en relacion con el oxigeno,
su distribucién en profundidaa en sus condiciones naturales en el suelo,
su desarrollo en relacién con ia humedad y material energético, y su
capacidad de fijacion de nitrégeno.

Como resultado de las investigaciones efectuadas, pudo establecerse
yue la citada bacteria se comporta igual que otros microorganismos
tipicamente aerobios, que en su distribucién natural en el suelo predo-
mina en la capa superficial arable, que las condiciones 6ptimas del mis-
mo, respecto del contenido de agua, corresponden a valores relativamente
bajos, entre el 15 y 20 % de humedad, y que, para una maxima fijacién
total de nitrégeno el factor més importante, en condiciones normales,
es la amplia provisién de material energético organico no nitrogenado.

El cimulo de datos reunidos en la presente investigacion contradice
las afirmaciones de T'schapek y Garbosky contenidas en una serie de
trabajos publicados, que sdlo pueden ser explicables como consecuencia
de graves errores cometidos en el curso de los mismos, atribuibles, en su
mayor parte, como se detalla en el texto, al incumplimiento de proce-
dimientos elementales de metodologia experimental.
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