
DEPARTAMENTO DE MICROBLOLOGIA 

- _ .  . \ 

¡. 

• IT� ¡.' 1. • 

AISLAMIE�no DE BACTERIAS EN MEDIOS DEFICIENTES 
EN FOSFORO 

, " 

por 
A. RAMos-CoRMENzANA 

• .1 

INTRODUCCION 

Durante una serie de experimentos y análisis de los .microor-
r • � - ' 1 .. � • • 

ganismos del suelo capac,es de movilizar el fósforo organico, en los 
que se .empl,eaha el medio basal B d� LOCHHEAD y CHAS� (3), (cam
Qiando

' 
el.K2HPO, por el glicerofosf.ato sódi�o'-y utilizando co��'�on

tior el �smo m'edio despr'ovi�to de f6sf¿ro) quedamos �orpi��di
dos al observar que en algunas ocasiones en los tubo� �o\Íltrol �s del

experimento· (sin adición de fosfato) se pr.oducía desarrollo micro� 
.., - • •  _,.' . )1'">-(- - ..., ..... - . "1  .... . . '\ • "'\"'-") , -t 

biano hasta diluci,ones del orden de 10-6, 
� q ,  . 

. Esté heeho nos-ha: ·llevad.o al presente trabajo, en el 'que se "pre
tende aislar mieroorg:anismos capaces de desarrollarse' en medios 
deficientes en fósforo (tan solo con las impurezas que pudieran que
dar con los contaminantes químicos) y a -analizar comparativa'men:." 
te su cultivo con la posibilidad de desarrollo de otr�s bacterias exis-
t' e�tes '�n la �col-ec'cióri d� cultivQs :de nuestro labo��t�rio. . . 

MA TERIAL Y METODOS 

. .... ''',\ .... ,. . . '\.� 
Medio P.-Como medio de cultivo que designamos como medio 

P se ha utiNzado el medio basal B de LOCCHEAD y CHAsE (3) modi
ficado. en el sentido de no adicionatle" ningún tipo de fosfato y uti-, 
!izando productos para análisis (Merck) de elevada pureza, siendo 
el C1Na suprapuro. Para transformarlo en medio sólido s.e' . .e.mpl-ea-: 
ha agar purificado (BBL) a una concentración final de 1,6 por ciento. 
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El medio P quedaba definitiv,amente preparado como sigue: 

Glucosa 
KN03 • • •  

MgSO •. 7H20 
Ca C12 • • •  

Na Cl ... 
Fe C13 • • •  

H20 destilada y desionizada 

1 g 

0,5 g 
0,2 g 
0,1 g 

0,1 g 
0,01 g 

1000 mI 

Contenido en fósforlO.-Se analizó de acuerdo con la técnica co
lorimétrica de FOGG y WILKINSON (2). 

EnriquecimiJento y aislam�ent¡o 

De diferentes. diluciones de suelo (seriadas a 1/10) se inoculan 
en el medio P líquido, observán'dose el desarrollo por la turbidez 
del medio al caho de una semana. De las diluciones más altas CQ

rrespondientes a los tubos que mostraron crecimiento se aisla en el 
medio P sólido (fig. 1). 

M icr.o'Orgarnismos ensayados 

Como bacterias de laboratorio para investigar su capacidad de 
desarrollo en el medio P se utilizaron los descritos en la tabla 1. 

Fij.ación de Nz atm.osférico 

Fue realizado' en North Texas State Univ. con la P-1 y P-10 

por la técnica de la reducción de la acetanilida por cromatografía 
de gases. 

MiJC71oS0opía etectránioa 

Se realizó por LI CHU YAO (en North Texas State Univ.) me
diante la observación de cortes incluidos en Epon. 

RESULTADOS 

Las cepas aisladas c.apades de desarr:ollarse por resiembras su
cesivas en el medio P (mínimo de 5 subcultivos con crecimiento 
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manifiesto) fueron la P-l, P-9, P-10G, P-Hg y P-12g de un total de 
30 bacterias, recogidas en un primer aislamiento. 

La capacidad de desarrollarse en el medio P de otros microor
ganismos v,a especificada en la tabla 1. Considerándose como de cre-

TABLA I.-ResuHado del cultd:vo de ba'cteria's en el medio P 

M�croorganismo ,Incipiente Positivo ProcedeIlJCia 

chroococcum-1 + + Dr. Hernández (Valenda:) 
+ + 
+ + 

chroocO'c'C'um-5 + + 
beijerincki-6 + + 
croococcum 7115 + + Dr. Darbysrure (Aberdeen) Esco. 

287 + + Dr. Kocur (Bmo) Checoslovaquia 
+ + Dr. Vela (Dentos, Texas). USA 

globifo1rmis OCM1651 Dr. Kocur (Brno) Checoslovaquia 
punctata C'CM 12412 

s faecaJis CCM 267 
insolita CCM 2-187 + + " 

CCM 1462 + 
+ suelO' 
+ suelo' 

CCM 1926 + Dr. KO'cur (Brno) ChecoslO'vaquia 
+ Dr. Arca,lis (Ba'rcelona) 

cloa'ceae 1 
sp. p-27 + Dr. Barea (Granada) 

17 + Dr. ArcaUs (Ba�celona) 
+ 

66 + " 

+ " 

+ " " 

+ + 

Dr. ArcaUs (Ba1rcelona) 
+ " 

" " .. 

" " 

paraJ�yphi " " 

a typhimurium " " 

Serfaitia marcescens CCM3013 Dr. Kocur (Brno) Checoslovaquia 
�icrocO'ccvs luteus suelo 
Shigella flexn'eri Dr. ArcaJis (Barcelona) 
StaphyJO'coccus aureus 
1'-1 + + suelo 
P-9 + + suelo 
P-10E + + suelo 
p- + + "'1lelo 
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cimiento ins, uficiente �quellas bacterias q�e cultivaron bien en la primera, y catalogándose de crecimiento positivo la's qúe fueron 
c.ap.az ,de desarrollarse después :de eJectuadas cinco resiembras en 
el medio P. , " 

Por lo que se refiere a la cantidad de fósforo en el medio de 
cultivo éste' resultó ser 'inferior ra 2,2 ppm. 

COMENTARIOS 
'
Conio primer co�entario deseamos resaltar la. circ\.lnstancia de 

no haber detectado cantidades apreciables de P en el medio de 
cultivo, lo que conjuntamente con el hecho de haber trabaj,ado con 
productos para análisis puros lo eonvierte realmente en' un medio 

-,' deficiente en fós
'
foro: Circunstancia que creemos puede tener inte-

. ,  •• . 1 , rés en posteriores, investigadones. ' 
.

. ,Algunosl de los microorganismos de laboratorio se desarrollaron 
en los primeros subcultivos, aunque prácticamente ninguno, a ex
cepción del género Azotobacter', fueron capac�s de desarrollarse des
pués de cinco resie�bras. La interpretación de. este hecho podría 
S'er debido a la acumulación de fósforo, tal y como ocurre con algunas 
cepas del suelo, según demostró AZCON (1) utilizando técnicas de isó-

�, topos' radioactivos; sin embargo la baderiá, citada por' AzcoN: solo 
mantuvo 'su desarrollo durante tres resiembras; mientr�s que al
gunas de las bacteriqs aisladas s, e han resembrado en el medio de
ficiente en fósforo' más de 50 veces, lo que sug.iere car.acterísticas 
culturales especiales, en este tipo de microbios. Casi todoS' daban 
unas coloni'as lisas y lig'eramente mucosas en el primer aIslamiento 
(fig. 1), '. 

. . .  

La relación de las bacterias' aisladas, con el género Azotobacter 

se puso de manifiesto. no sólo por la capacidad que demostró tener 
el Azotobact·er para desarrollarse en tales condiciones,' sino porque 

se encóhfr:6 que algutúls de las bacterias aisladas también eran ca
paces de fQ,rmar estructlJ.ras semejantes a los quis1tes (fig. 2). Que 
tales micToQrganisrnos' nGl eran Azot1obacter, se puso de manifies. to 
al demostrarse su incapacidad. para fijar el nitrógeno atmosférico; 
por la técnica de reducción de la acetanilida por cromatografía de 
ga'ses .. 

Rasgo, ,común ,de ,todos estos microrganismos ais. lados. fue su 
morfología particular ·en el medio P, en el que se obs�rvan fmillas 
enormemente alargadas ·e irregular,es: algunas aparentemente vacías 
y otras con inclusiones'muy manifiestas en contraste de fase (fig. 3). 
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Fig. l,-Ba·c·teria P-l (primera bacteria aislada· en. el medio P él las 48 hrs. 
de cultivo. 

Fjg. 2.-Estrumllil'as semejantes a Jos qu1stes. Corr·espondientes a la bacteria 
P-lOG (Fotografía al Microscopio electrónico 7.700 aumen,tos). 
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Fig. 3.-Formas irregula'res, típiJcas de las bacterias aisladas.-Cultivo de 5 
dias de la bacteria P-12. 

Fig. 4.-CuLt.ivos de Az. chroococcum (7115 Y CCM 287) en el medio P a los 

7 días. 
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Como dato curioso en esta inve'stigación pueden destacarse la 
modip.eación de la capacidad para producir pigmentos P9! el g�ne:rr9 
A21Gtoba.cter; . pues mientras el Az. v'imelandi no pigmentaba en el 
medio P, el Az. chroococcum originaba una pigmentación negra: 

-
mu

cho mási oscura que la clásica pigmentación m�rrón que
' 

se prbduce 
en el medio de cultivo desprovisto de nitrógeno; como puede ap�e: 
darse fácil¡ffiente en la fotografía (fig. 4). ') 

RESUMEN 

Se aislan una serie de rni-croo'rganismos capa:ees¡ de desa,rrollaJ'se en. un 
medio defidente de fosro'ro' (medio P) observándose conjuntament'e con la 
CaJraJCterístka de -crecer Iperf-ect ament e una morú'ología Un. ,tanto particular 
(formas -ailar,gadals, a- veces ,con. va-rías- granuladones en el interior) y odgi

ruando formas quLstk,as. 
Baderials de la colección del laboratorio (3,8 'cepas} se sembraron en el 

medio mencionado apreciándose qUe el Azotoba'cter -crecía muy bi·en y ob
servándose en: Az. chrococcum una pigmentación negra, mucho más oscura 
que la clásica p.i.gmerutadón marrón que se produce en m��dios desprovistols 
de ni,trógeoo. 

SUMMARY 

Bacteria able to -growth by subcultures in pho�phorus d eficien lt media 

(P. medium) have been isolatedl and Icons'erved. lt was ohserved a peculiar 

morphology (like empty 'cells wi.th intemal pa'r.tides) and the ahility to form 
cystes like struc.tures. 

Other ba,cteria (38 identified s+rair.,s, from cuJ,tuI'e collecrtion) were also 
proved in P. medium and it was de�ermin-ed that Azotobacter shows po�d,tive 

growth. All tihe Az. chrococcum strains us!!\d givee a bla-ck ¡pigment, darker 
than ,the normal brow�black p 1gment wh'e:11 were cultured in ni�rogen free 

medium. 

RÉSUMÉ 

On! dsolent une su.itoe de microorganismes capabl,es de .sedévelorpper dans 
Un rnilieu défiden. t de phosphore (miHeu P) oet on observe mue avez 1.a ca
ractérlstique de . croltre parfaitment, une morfologie un tant particuliere (for

mes aHongée, quelque fois alvec plus�eurs granulations dans l'intédeur et 

motivanrt: des formes kystiques. 

Ba-cteriels de la collection du Jaboratorie (318 souches) , on senierent dans 
le milieu mentiotnné, Se observa'nt que l'Azotobacter il gr.andissait ,tres bien, 

et on observe en Az. chrococcum une pigmentation moire plus en plus obs
CUlre que la classiqUe 'pigmenta,tJon brune que OIlJ produi,t dans l€smilieus dé
pourvus de azote. 
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