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FIJACION DEL NITROGENO ATMOSFERICO EN EL SUELO
POR BACTERIAS ASIMBIOTICAS DEL GRUPO AZOTOBACTER

Ing®. Agr®. SANTOS SORIANO *

“Au bout d’une vingtaine d’années d’etude, on ne vau-
drait en detacher les idées, sans nourrir 1'idéal de’une
agriculture de l’avenir’’, qui apprendrait a mieux uti-
liser 1'azote offert par la nature: s’entend, de ne pas
perdre le produit de 1’activite des Azotobacter, comme
cela arrive aujourd’hui par leffet de I'administration
plus ou moins friquente d’engrais azotés, qui dépriment
la fixation. mais de chercher plutdt les moyens d’en
augmenter le rendement’’.

S. Winogradsky - Microbiologie du Sol - VIIL:
Les Azotobacter - Avant - Propos, p. 60 - 1945.

I. INTRODUCCION

N. W. Beijerinck, en 1901  descubri6 el Azotobacter chroococcum
en el suelo y, en 19C4, public6 un muy importante trabajo titulado: ‘‘La
influencia de los microbios sobre la fertilidad del suelo y el erecimiento
de los vegetales superiores’’, en el que se describe la fijacién del nitrd-
geno atmosférico libre, con la celulosa como fvente de carbono, mos-
trando, en una de sus laminas, las formas bacterianas de los agentes
activos en el proceso.

No obstante haber transcurrido ya 74 anos desde esa trascenden-
tal concepcién, tan sélo unos pocos trabajos fueron publicados rela-
tivos al tema y prestado atencién a esta importantisima, aunque muy
simple metodologia, consistente en la fijacién microbiolégica del ni-
trogeno elemental atmosférico en el suelo, a pesar de la enorme im-
portancia biolégica y econémica que tiene para la nutricién v el cre-
cimiento de las plantas, los animales y el hombre.

* Con la colabora i6n del Sr. Carlos A. Zoratti.



En la aludida ldmina aparecen identificados los dos elementos
microbianos necesarios para el funcionamiento del proceso existentes
en el suelo: las bacterias anaerobias de la celulosa que, al fermentarla,
producen las substancias carbonadas utilizables por el Azotobacter y
esta bacteria aerobia, especifica ejecutora asimbidtica del proceso de
asimilacidn del nitrigeno elemental atmosférico. Los detalles de su
integracién constituven el objetivo del presente trabajo.

Jensen H. L., en 1940, presenté un trabajo sobre economia del
nitrégeno de los suelos trigueros australianos, donde se analiza la ac-
tividad de los microorganismos no simbidticos fijadores del nitrégeno
atmostérico. Cita a diez autores de diversos paises, quienes manifes-
taron su opinién acerca del contenido de Azotobacter en el suelo, que
con frecuencia aleanza, segun ellos, a unos pocos cientos y solo rara-
mente a unos pocos miles de células por gramo de tierra.

Menciona también a Dahr y Seshacharyulu (1936) quienes, en
la India, hallaron de 1,3 a 2,8 millones de Azotobacter por gramo. de
suelo seco.

Jensen opina, ademas, que donde se verifica una fijacién de ni-
trégeno, como en los experimentos con glucosa, la misma siempre esti
acompafiada por una activa multiplicacién celular del Azotobacter y
que, generalmente, el niimero de esos microorganismos resulta tan
alto. como para sugerir que el proceso de fijacion del nitrégeno, por
su intermedio, consiste simplemente en una sintesis de células de
Aczotobacter.

En 1963, el primer autor de esta comunicacién y sus colaboradores
de la Seccion Suelos en la Caitedra de Microbiologia, Facultad de
Agronomia (U.Bs.As.) realizaron un trabajo en que se detallaban los
métodos relativos al enriquecimiento v aislamiento de bacterias del
suelo, entre las cuales las asimbiéticas, aerobias, fijadoras del Nitré-
geno atmosférico, que fue publicado en 1966.

En 1973 S. Soriano, M. J. Amor Asuncién y M. Cusato, presen-
taron un trabajo sobre la ‘‘Influencia .de la Descomposicién de la
paja de maiz en el Desarrollo de Bacterias del Género Azotobacter’’,
a la IV#® Conferencia Internacional de Impactos Globales de la Micro-
biologia Aplicada’’ (GIAM - IV), realizada en San Pablo, Brasil.

El mismo fue luego publicado en extenso, en 1975, en la Revista
de la Asociacién Argentina de Microbiologia, comunicindose la reali-
zacién de ensayos de laboratorio acerca del efecto obtenido por el
agregado de celulosa de chala de maiz en polvo, a muestras de tierras
con 80 a 100 % de agua y, como consecuencia, en condiciones anaeré-
bicas, durante un maximo de 25 dias, a 30° C.



Otro trabajo, que fue va entregado para su publicacién en la
revista ‘‘Ciencia e Investigacién’’, fue realizado por S. Soriano, M. J.
Amor Asuncién, M. Cusato, (3. Frontera y M. Gonzalez Pérez, verso
sobre la ‘‘Influencia de la Descomposicién Anaerébica de la Paja de
Maiz sobre el desarrollo de Azotobacter y Beijerinckia, en el que se
estudi6 el efecto de la paja de maiz molida agregada, en cantidad del
2 %, a siete muestras de suelos incubados a 30° C, con un contenido
de agua al 100 9% de la capacidad de campo y, en consecuencia, tam-

bién en condiciones de anaerobiosis.

En los nueve ensayos que fueron estudiados en esa ocasién se
determiné la cantidad de células de ambos géneros de bacterias asim-
biéticas fijadoras de Nitrégeno atmosférico en las muestras que reci-
bieron paja v en los respectivos controles sin paja, deduciéndose, por
diferencia, la cantidad de células que corresponde atribuir al efecto
de la paja. También figuran en ese trabajo las cantidades que deben
atribuirse a la adiciéon de fosfato de potasio y de carbonato de calcio,
en los casos en que fueron utilizados.

En ese segundo trabajo se han obtenido, también, valores relati-
vos a la cantidad de nitrégeno atmosférico fijado, mediante determi-
naciones de la actividad de la ‘‘nitrogenasa’, llegdndose, por extra-
polacion, a la especificacién del ntimero de Kgrs. de nitrégeno fijado,
que llegé, en un caso, con agregado de paja v de Carbonato de Cal-
cio, a la extraordinaria suma de 55,9 Kgrs., por hectdirea y por dia.

La fijacién de nitrégeno atmosférico en esa extraordinaria can-
tidad, constituye, ciertamente una comprobacién, casi increible, de
la enorme eantidad de nitrégeno que puede ser fijado en el suelo,
mediante este método biolégico del Azotobacter, utilizando material
celulésico de rastrojos y alguna labor complementaria.

Bastarian tres dias, con este método, para fijarse 167,7 Kgrs.
de nitrégeno por hectirea, que representan 37,7 Kgrs. mis que el
promedio de 130 Kgrs. por Ha. y por afio, universalmente aceptado
para la fijacién simbiética del nitrégeno atmosférico por el Rhizo-
bium activo en los nédulos de las raices de las Leguminosas.

Aparte de que en el método del Azotobacter puede, también, in-
tercalarse el cultivo de Leguminosas, si se lo considera conveniente,
la cantidad de mitrégeno fijado y las posibilidades de reitérarlo més
de una vez y en diversas épocas del afio, de acuerdo con los cultivos
estacionales, el mismo presenta oportunidades tecnolégicas iniguala-
bles para la provisién de alimentos nitrogenados a bajo costo, que lo
convierten en un problema social prioritario, del punto de vista eco-
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némico, para paises de gran produccién agropecuaria y en pujante
desarrollo, como es tipicamente el nuestro.

Dos de las muestras contenian bacterias asimbidticas fijadoras de
nitrégeno atmosférico de los géneros Azotobacter y Beijerinckia v las
restantes solo Azotobacter, encontrandose las cantidades de células,
determinadas, cuantitativamente, mediante la formaciéon de colonias
en cajas de Petri, cuyvos valores se resumen a continuacion:

I.— Azotobacter y Beijerinckia: Controles (sin paja): 910 a
18.000. Con 2 9% de paja de maiz: 23,15 millones a 939 millones.(!)

II. — Azotobacter solo: Controles: 510 a 5200. Con 2% de
paja: 2,4 millones a 13 millones. Con 29 de paja mas 0,2 % de
(Carbonato de caleio: 7,3 millones a 27 millones.

IT. ENRIQUECIMIENTO

El método desarrollado en el trabajo se basa en una lamina con-
tenida en el libro. de F. Lohnis y E. B. Fred, utilizado como texto en
la Catedra de Microbiologia Agricola de la Universidad de Wiscon-
sin, USA. En ella se muestran dos probetas de vidrio, en cada una
de las cuales se ha fijado una tira de papel de filtro en la parte supe-
rior, la que queda colgando hasta su fondo, en el medio de cultivo
liquido especial para bacterias celuloliticas. Lia diferencia entre ambas
es que en una el liquido nutritivo se reemplaza, periédica y pareial-
mente, por otra parte alicuota nueva, mientras que en la segunda
queda siempre el inicial durante todo el periodo de incubacidn.

El resultado final es que en la probeta de liquido renovade se
produce una intensa desintegracién de la celulosa, efectuada por las
bacterias anaerdbicas descriptas por W. L. Omeliansky en 1902-1904,
las que aparecen, tipicamente, en abundancia, en los restos celuliticos
del fondo.

Con el objeto de acelerar el proceso y simplificar las operaciones,
utilizamos tubos de vidrio aproximadamente del mismo diidmetro que
el de las probetas, que se afinan en su parte inferior hasta un diame-
tro de 1/4 - 1/5 del de la superior. Al tubo fino se une un cafio de
plastico flexible, que se lleva fuera de la estufa de incubacién, regu-
lada a 37° C, a un recipiente comiin de desecho.

El medio de cultivo liquido destinado a reemplazar al eliminado
por el cano de desecho en el tubo de fermentacién, se colocé en un
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frasco Erlenmeyer de medio litro, que se mantuvo fuera de la estufa,
apoyado en el techo de la misma. El liquido fue hecho penetrar em
el tubo fermentador mediante, un cafio de plastico flexible como el de
eliminacioén, introduciéndolo en la estufa a través del agujero desti-
nado al termémetro (que se pasé al interior), y fue goteindose, ade-
cuadamente, en el tubo de fermentacién, regulado por una roseta de
presién, de material pléstico, sin inconveniente alguno.

Con este simple sistema de funcionamiento continuo se ha logra-
do acelerar el proceso de fermentacion de la celulosa y el correspon-
diente enriquecimiento de sus bacterias anaerobias especificas, hasta el
punto de obtener, en 24 horas, un comienzo neto de fermentacion de la
celulosa y una terminaciéon del proceso de 0,5 gramos en 3 dias.

IIT. AISLAMIENTOS

1. — El aislamiento en cultivo puro del Clostridium Omelianskis
fue efectuado en series de tubos de ensayo y otros de mayor didmetro,
de 2,4 x 25 cms, con el mismo medio de cultivo solidificado con agar,
incubandose a 37° C por unos ocho o méas dias.

Las colonias obtenidas se reconocen con relativa facilidad por su
forma lenticular y su color levemente bronceado. Se transplantan,
separadamente, a tubos de ensayo del mismo medio, 0 en medio li-
quido con celulosa, en tubos de Hall de bolita, y luego de su incuba-
cién y desarrollo se observan, de preferencia, con objetivos de inmer-
sién y 6ptica de contraste de fase reconociéndose, facilmente, por su
morfologia caracteristica de plectridios rectos o levemente curvados,
con esporas esféricas terminales.

Posteriormente se efectuaron, también, aislamientos en cajas de
Petri, por dilucién en el mismo medio, incubindolas en recipientes
cerrados, con avena remojada, para obtener la anaerobiosis.

La apariencia de las colonias desarrolladas en cajas de Petri es
totalmente diferente de la de los tubos: son blancas, planas v ecircu-
lares, aunque las células, con esporas esféricas terminales, son idén-
ticas en ambos casos.

Otro medio de cultivo que puede utilizarse es el agar de agua
de levadura deseripto por Soriano S. y Cataldi M. S. (1943-44) en
un trabajo sobre bacterias celuloliticas anaerobias del intestino del
hombre ¥ de los animales.

2. — El aislamiento en cultivo puro del Azotobacter chroococcum
€S una operacion muy sencilla, que fue efectuada en nuestros labora-
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torios desde hace ya unos sesenta afios y reiterada muchisimas veeces
durante ese largo periodo de tiempo. En los Gltimos diez afios fueron
aislados también del mismo modo otros representantes del mismo gru-
po. Beijerinckia y Derxia, con igual facilidad.

IV. FIJACION DEL NITROGENO ATMOSFERICO POR EL
AZOTOBACTER UTILIZANDO SUBSTANCIAS CARBONA-
DAS PRODUCIDAS POR LAS BACTERIAS
ANAEROBIAS DE LA CELULOSA

Z

Una vez obtenidos los dos elementes microbianos que integran el
proceso : las bacterias anaerobias de la celulosa, que, al fermentarla, pro-
ducen las substancias carbonadas utilizables por el Azotobacter, y esta
baeteria aerobia, especifica del proceso de {fijacion del nitrogeno
elemental atmosférico, resta por determinar:

1) La identificaciéon quimica de las substancias organieas carbo-
bonadas formadas durante el proceso fermentativo de la ce-
lulosa, y

2) La asimilaciéon cuantitativa del nitrégeno, por cromatografia
de gases,

trabajos que seran efectuados, por separado, por especialistas
en la materia.

Finalmente, la aplicacion practica de este magno proceso, de ls
que se hara cargo el Profesor Ing®. Agr®. Jorge S. Molina, en varios
extensos lugares de nuestras zonas agricolas-ganaderas, que ya hap
sido ofrecidas para ese fin, culminara el objetivo final de todo el es-
tudio.

En la ilustracién adjunta se muestra una caja de Petri donde el
Azotobacter chroococcum desarrolla en un medio que contiene las subs-
tancias carbonadas derivadas de la fermentacién anaerdbica de la ce-
Iulosa como tinico material orgénico.
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