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RESUMEN

CRIPTOBIOSIS DE PLASMIDOS DE AdZOTOBACTER VINELANDIZ

La bacteria dzotobacter vinelandii es Importante en la
microbiclogra agricola vy el ciclo del nitrsSgeno, por su
capacidad de fijar nitrageno atmoaférico. 4. vinelandii puede
ser aislada de suela, agua y rizdsfera de algunas gramineas,
=n nedias minerales libre= de nitrdgena con una fuente
gencilla de carbono. Con clertas cepas =& han reallzado
investigaciones, en un intento por entender =su pap=l en la
naturaleza. A 80 afios "de =u descubrimiento, =su genstica e=s
bien conocida en algunos aspectos que se ‘relacionan con los
genes de la fijacidn bloldgica del nitrdgeno molecular, =in
dilucidan la influencia de plémémidcs en 1la bioqui mica v
fisiclogia de Adzotobacter. Recientemenie se publicd que cepas
de A4 chroococcum v 4. wvinelandii contenian plasmidos =in
aparente actividad bicldgica <(cripticos)>. Este estudio tuvo
como principal propdsito detectar y analizar la presencia de
plasmidos con actividad funcional en aislados de Adzotobacter
vinelandii recuperados de suelos almacenadas por 30 afios. FPor
lo que suelos conservados en contenedores de vidrio estériles
a  temperatura ambiente por 30“-. afios, fueron inoculados
directamente en agar Burk, colonias sospechosas de pertenecer
a A. vinelandii Se identificaron bioqui micamente. Los
plasmidos detectados en los aislados se  les ‘int,entc: asociar
con algunas de sus actividades bioldgicas. Los resultados
mostraron dque los aislados de 4. vinelandii contenian en
apariencia un plasmido de diferente peso molecular entre 20 a
48 MDa, asociados con la resistencia a algunos antibidticeos vy
pesticidas., sin afectar la fijacidn biocldgica de  nitrogeno
gaseoso, =intesiz del pigmento fluorescente verde ¢ formacidn
de quistes. Lo que se caonfirmdé por la eliminacidn (curacidn?

de los plasmidos en las cepas con agentes guimicos. Estos



resultado corroboraron @ (I3 la existencizx de plaismidos anp  las
cepas de A, wvineilandii y dI> sefiala por primera vez la
criptobiosis de plismidos en cepas de bacterias sobrevivientes
en suelos almacenados por 30 afios. Finalmente para establecer
la influencia del plasmido sobre la capacidad de c¢recimients y
sobrevivencia de la bacteria en suelo, cepas de 4. vinelandii
con Yy sin plasmido fueron introducidas en suelos estériles v
na estériles. Los resultados bkajo condiciones de esterilidad,
suzirieron algunos efectos scbre la velocidad y capacidad de
crecimiente de una cepa de 4. vinelandii con plismido, aislada
de suelos almacenados por 30 afics y ninguno en una c<cepa
aislada de los suelos recién colectados. Mientras dque en los
suelos no estériles =dlo una cepa con pliasmido aislada de los
suelos almacenados por 30 afios sobrevivid por mas de 15 dias.
Aunque {.o anterior no es conciuyente, si parece indicar que el
plasmido y ciertas caracteristicas bioquimicas y fisicoldgicas
que trasportan pueden serr estables y expresarse (por induccidn
especifica? en |bacterias nativas del suelo. Se requieren
estudios ecolégicos para aclarar el efecto de los plasmidos
sobre el crecimiento y/¢$ =obreviencia de 4. vinelandii en el

suelo.



INTRODUCCION ¥ ARTECEDENTES

ad.- BREVE RESENA HISTORICA SOBRE AZOTOQRACTER

En 1840 Wilfarth, Hellriegel, Riegel y Bertlot citados
porr Thompson y Skerman (234> demostraron gue cierta ecantidad
de nitrdgeno atmosferico llega al suelo por la accidn de
microorganisemo=, dque asoclades con las raices de plantas
leguminosas tienen la ccapacidad de transfosrmar el nitrageno
molecular en proteinas vegetales constituyendo un aspecto
fundamental del ciclo del nitrogeno. Tiempo despues=s se
especula la existencia de otros microorganis=mos gue podrilan
fijar el nitrdgeno del alre =in la asociacidn con plantas. En
1898 Winogradsky 251> aplicd una nueva forma para aislar esas
bhacterias {fijadores de nitrdgeno del aire y. como resultadoe =se
abtuvo por  pzimera vez, la bacteria anaerdbhica eztricta

conocida como Clostridium pasteurianum. Diez alfos despudés.

Bei jerinck en Holanda <30, 315> repitiv los trabajos de
Winogradsky, pero con 1a intencidén da encontrar alguna
bacteria aerohica capaz de fijar nitrdgeno molecular. Al

agregar pequefias cantidades de s=ueloc en matraces erlenmeyer
que  contenfan medio de sales minerales libres de amoniaco,
nitrato o cualgquier otra forma de nitrdzeno combinado,
enriquecida con manitol como fusnte de carbono, en tres dJdias
se  desarrolld una @ delgada peli c?‘u_la de bacterias en la
superticlie del IIiguido, el cual se toyrnaba turbic. En el
microscopio observaron grandes células Gram D en forma de
bastdn, muy diferentes a la dnica bacteria conocida fijadora
de witrogeno de este tiempo., €. pasteurianum. De esta manera
se describid por primera vez el g<nero nombrado por Beijerinck
como! dzatobacter v dos especies, 4. chroccocum v 4. agile. La
primera comun en el suelo y la segunda en los canales de la
ciudad de Delft. Dos afios mas tarde, Lipman <154, 185>

describid una tercera especie, 4. vinelandii aislada de la



ciudad de Vineland, N.J., EUA. Desde entonces se han
desarrollado muchas investigaciones para evaluar el papel del
génera Azotobacter en el ciclo del nitrdgeno, especialmente en

la fijacidn bioldgica de nitrdgeno.

b).- IMPORTANCIA BIORAUIMICA Y FISIOLOGICA DE AZOTOBACTER SPP Y
A. VINELANDII
El génerno Azolobacter s de 1interés en bioquimica vy
fisiologia microbiana, debido a que tiene una de las mds altas
tasas respiratorias (medida potr el porcentaje de asimilacidn
de oxigeno y produccidn de COz2= mol O02/melC02) que cualguier
otro organismo viveo (10).

El g¢nero dzolobacter es un modelo para la investigacidn
de la fijacidn bioldgica del nitrdgeno molecular. En el cual
este gas es reducidc a amonio, en este proceso de
transformacidn del niterdgeno atmosférico participa un sistema
de enzimas colectivamente llamadas nitrogenasa (7, 23, 24). E1
cual esta formada por dos componentes nitrogenasa 1 Y
reductasa de nitrogenasa II o nitrogenasa I1 (28, Z3F, 35, 3b6).
Ambos componentes contienen hierra ¥y el componente I contiene
tambieén molibdeno (37, 38). E1 centro activo de la nitrogenasa
1I se inactiva por el oxigeno (3%, 40}. Estas enzimas fueron
aisladas y purificadas por Burris en 1971 (41) principalmente
a partir de 4zotobacter winelandii la cual tiene la capacidad
gendtica de producir tres nitrogenasas distintas.
nitrogenasa-1 sintetizada cuando la concentracidn de molibdeno
es suficiente para la bacteria, nitrogenasa-2 expresada cuando
el molibdeno ha sido reemplazado por vanadio y nitrogenasa-3
sintetizada cuando la concentracidn de molibdeno y vanadio no
son suficientes para la bacteria (40, 435, bé, 135 . La
nitrogenasa no es especifica para el nitrdégeno gaseoso(4?),

sino que también reduce otros compuestos de estructura quimica



seme jantes al nitrdgeno molecular como el cianuro, acetilenao e
hidrdgeno (23, I3 . La actividad natural de los
microorganismos que fijan el nitrdégeno del aire, as
relativamente ficil de medir por la técnica de reduccidn del
acetileno a etileno, que por otras formas de medicidn de 1a

fijacisn bioldgica del dinitrdgeno (88, 118).

c).~ CARACTERISTICAS DE LAS ESPECIES DE AZCTOBACTER

Las especies del género Adzotsobacter sSOon miembros
importantes de ciertos tipos de suelg (35, 200, 255), de 1la
rizdsfera de algunas gramineas (47, 209) y en la filosfera de
algunas plantas acuaticas (131), donde poderian contribuir
sustancialmente a la ganancia de nitrdgeno a través del
mecanismo de fijacidn bioldégica de nitrdgeno malecular (28,
33, 231). En la actualidad se investigan, otras formas de
beneficio de A4dzotobactier para la fertilidad del suelo tales
como: la solubilizacidn de fosforo inorgéanico, en suelos con

prablema de disponibilidad de este elemento (20, 123).

En los microorganismos autdctonos del suelo, existe la
capaciad de oxidarién de 4cidos’® fendlicos derivados de
residuos vegetales, como la lignina considerada wuna de 1las
fracciones de la materiaﬁrgénica mas abundante del sue=lo,
aungue Azotobacter es una bacteria nativa del suelo (1, 4, 62
pocos reportes (177, 258) le reconocen la capacidad de
dutilizar los acidos fenéli%s como fuente de carbono y energia,
loa que podria explicar el crecimiento;, sobrevivencia Yy
distribucidn universal del género 4dzotobacter en los suelos
del mundo (194, 199, 211).

Actalmente algunos bilotecndlogas agricolas planean
aplicar Azotodbacier en ciertos suelos donde la acumulacidn de
dcidos fendsdlicos causa fitotoxicidad a cultivos agricolas de

importancia comercial (Vela comunicacidén personall.



Las especies del género Azotobacter pueden influir
positivamente en el ecrecimiento de plantas porque tienen la
capacidad de sintetizar fitohaormonas en la rizdsfera de
gramineas (2t1): como cafia de azdcar, maiz, trigo, sorgo  y
algunps pastos tropicales, en especial Paspalun noitdatum (21,
47), efectos similares pueden lograrse cuando se inoculan en
semillas y ralces jévenes de otras plantas (13, 48, 129). Un
ventaja del genero Azoiobacter sobre otros microorganisos que
producen fitohormonas, es que pueden producirlas in vitro, en
medios de cultivo sintéticos simples (52, 107, 227), en suelo
dializado (medio gue asemeja las condiciones del suela natural
{(104) , o "in situ” (102). Los datos anteriores apoyan el
punto de vista de gque estas sustancias son en realidad el
mecanismo mas probable por cual AdAzotedbacter tiene un efecto
positivo sabre el desarrcllao vegetal, mis que por la via de
fijacidn bioldgica del nitrdgeno (82). El g&nero Asotobacter
puede ser usada en la produccidn de vitaminas Yy aminoiacidos
(103a, 112, 151), sustancias antitumorales (92), alginatos

(63) y hasta como suplemento alimenticio de ganado vacuno Yy

peces (211).

Las azotobacterias +tienen 1la capacidad hidrolizar

anillos aromaticos comunes en pesticidas (17, 119, 1&7), esta

capacidad gen<ética puede estar codificada en ADN cromosomal o
plasmidos (16, 18, 216) y puede ser inducida y expresada en

condiciones paturales (218), cuando las concentraciones de los

pesticidas afectan negativamente a otros micraorganismos
nativos del suelo (209, 210, 232), lo que supiere que las
azotobacterias han encontrado mecanismos de intercambio
genético muy eficientes en la naturaleza (207) para scobrevivir
al efecto bactericida de algunos pesticidas de uso comun en la
agricul tura moderna (252), por tanto es factible que aplicar

azotobacterias a suslos contaminados con pesticidas para su

bioremediacion (B&, 164).



El género dzotobacter tiene capacidad de formar quistes
g7, 58, 59 2>, modificaciones estructurales y fisioldgicas de
sy c¢elulas vegetativas con resistencia a: la desecacion 124,
210, 251>, desintegracidn mecanica 246, 247>, radiacidn
ultravioleta e ionizante {2453, contra clertos tipos de
predacidn <118> y antagonismo microbiano en suelo libre de
raices (46, 213>, En contraste con las endosporas, los
quistes de Azotobacter no son resigstentes al calor ni
completamente inactivaos, va que bajo determinadas
condiciones aoxidan con rapidez fuentes exdgenas de energia.
Parece =ser que la cubierta del quiste, es la Jque confiere la
resistencia a factores ambientales, pues ‘cuande los quistes
se tratan con agentes quelantes de metales, como el citrato de
sodio, =e origina la solubilizacién de las capas externas y
los quistes plerden la resistencia a agentes figicos= ¥
quimicos (213>, En la naturaleza =e cree que Azotobacter es
inducide a formar quistes por los mencionados agentes fisicos
Yy quimicos, =sin que esto se haya demostrado experimentalmente
ni reportado en la literatura (Reddy y Vela 19862 d{datos =in
publicar). Mientras que cuando Azotobacter se cultiva
artificialment.e el n-butanol v el 3~hidroxibutirato como
fuente carbono existe wuna rapida y vy abundante formacidn de
quistes (213>, esta capacidad de formacidn de quistes de la
bacteria se uttliza para su identificacidn primaria b4
separacion de otros miembros de la familia Azotobacteracea
s, 2340,

Actualmente se =abe gue Adzotobacter puede sintetizar
siderdforos, proteinas inducidas como una respuesta
fisiocldgica a la deficiencia de iaones metdlicos en el medio
ambiente (117, 142>, =e cree que la preoduccidn de estas
proteinas es un posible mecanismo de sobrevivencia de la

bacteria en suelos minerales pobre=s. Algunos fitopatdélogos han



planeado inocular dzotodbacter en semillas y raices de plantas
Jldvenes, como medida de proteccidn contra microorganismos
fitopatdgenos de la rizédsfera, para gque por competencia de
iones metdlicos eviten la accidn de los fitopatdgenos, que
dependen de estos iones para su establecimiento en la zona de

rizdsfera (117, 142).

La informacidn anterior sobre Azotobacter vinelandit,
parte de la literatura actual (7, 234) y la udltima edicidn del
manual de Bergey (143) seflalan que la especie pertenece a 1la
familia A2otobacteraceae, con las siguientes caracteristicas:
es un baciloc Gram negativo, mSvil por flagelos peritricos,
heterotrdéfico, aerobio estricto, capaz de fijar nitrdgeno
molecular al oxidar una fuente de carbono sencilla como:
glucosa o manitol. Capaz de formar guistes por induccidn con
n—butanol, miembro en la naturale:za de diversos ecosistemas:
agua dulce y marina, rizdésfera de algunas gramineas,
distribuido regularmente en el suelo. Esta descripcidn del
aénero Adzotobacter fué establecida en base al cultivo de la
bacteria en medios guimicamente definidos libres de cualguier

forma de nitrdgeno caombinado (88, 249).

En general la fijacidn biold&gica del nitrdgeno molecular
por Azotobacter spp se considera el aspecto de mayor
relevancia por la literatura cientifica, que cualquier otra
actividad biolsgica de las atribuida a este génerao (45, 185,
186) .

lLa capacidad de fijacidn del dinitrdgeno por 4dzotobacter
spp nNo es la unica ni principal indicadora del papel de 1la
bacteria en 1a naturalerza, investigaciones recientes (103b,
Vela ecomunicacidn personal) cuestionan la capacidad de

Azotodbacter para fijar nitrdageno molecular en el suelo, ya gque



experimentos de inoculacidn de 4. wvinelandii en suelos Yy
medios de suelu. dializado con diversas concentraciones de
nitrégeno combinado y pobres en carbono orgidnico sencillo , no
lograraon detectar fijacidn bioldgica de nitrdgenc gaseoso
medido por- la técnica de reduccidn de acetileno. Lo que
sugiere gue las condiciones especificas gque reguiere
Azotobac ter para efectuar la fijacidn bioldégica de nitrdgeno
maolecular con dificultad pueden presentarse en el suslo, en
especial porque siempre existe en los suelos concentracionas
de nitrsdgeno combinado suficientes para inhibir la reduccidn
bioldgica del dinitrdgeno (257) y probablemente la razxdn mas
importante gue limita la actividad de fijacién biolégica de
nitrdgeno gasenso es la ausencia de cantidades abundantes (mas
de 1%4) de carbono organico simpley, ya que Azotobacter deberi
oxidar una unidad de azucar simple para producir de 5-20 mg de
nitrageno reducido, esta cantidad sdélo se proporeciona a 1la
bacteria en condiciones artificales, por 1o tanto el
enrequecimiento con carbohidratos al suelo seria una prictica
ecandmicamente poco factible para aplicarse en la agricultura.

(49, 105, Vela 19846 comunicacidn personal).

Los miembros de 1a familia 4dzvpiobacteraceae de acuerdo

con el manual de Bergey (143) carecen de cicla bioldgico

cuando se desarrollan en condiciones naturales, aungue desde
1909 Lonhis y Westermann (159), L&nhis y 8Smith (160, 161),
lLewis (158) yv Jones (136) publicaron gue miembros de 1la

familia poseen ciclos bioldgicos complejos solo detectables en
ios suelos natural o en medios de suelos dializados y que
ciqrtns estadios de los ciclos sran los responsables de 1a
sobrevivencia de la familia en el suelo. De acuerdo con estos
trabajos algunos estadios responsables de la sobrevivencia de
las bacteria en el suelo podian atravezar filtros gue retienen

a la mayor parte de las bacterias conocidas y mastraban un



comportamiento fisioldgico diferente en condiciones de oultivo
artificial; en 1950 Jensen 134> refutd todos estos trabajos
al sefalar que la seleccidn inadecuada de filtros bacterianos
usados en esas investigaciones, permitid que bacterias
atrvesaran los filtros y desarrollaran colonias, por lo que
ias bacterias obtenidas no pertenecian en realidad a la
familia Azotobacteracea vy concluyd que ningtun miembro de la
familia posee ciclo bioldgico. Finalmente en 1981
Gonzilez-Ldpez v Vela 103>, repitieron los trabajos que
apoyan €l ciclo bioldgico con el uso de filtros bacterianos de
calidad reconocida 045 pd, comprobaron que en efecto los
miembro=s de 1a familia Azotobacteracéa poseen ciclos
bioldgicos comple jos y que ciertos estadios s=son filtrables, no
crecen en mediog libres de nitrégeno y son incapeces de fijar
nitrédgeno molecular, Sin embargo la literatura cientifica ha

iznorade esta investigacidn.

Estos no son los udnicos argumentos que intentan cambiar
el concepto de Adzotobacter- en la microbiclogia.
En 1984 Smith y Vela 221> d{datos =sin publicar? usaron un
medio de suelo dializado que cantenia algunos de los Acidos
fendlicos mis comunes derivados de‘] humus y encontraron que
Azotobacter vinelandii carecid con valores de carga energéetica
(pardmetro metabdlico que determina indirectamente el estadio
fistolagico de la c¢élulad que fluctuaron entre 023 a 035,
muy inferior a lo que se esperaba de 070 vy 080 gue
corresponde a los valores nermales de Aszctobacter cuando se
cultiva en un medio gquimicamente definido (2> con glucosa como
fuente de carbono y energia , lo que significa que segin el
concepto de Atkinson 2, 10D Y Marriot et .zl 73> las
celulas de Azotobacter estarian inactivas y no en crecimiento,
por lo que Smith y Vela op cit establecieron que el valor de

la carga energética cuando Adzotobacter crece en medic de suelo
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dializado se debe al tipo de fuente de carbono v energia y no
a la fase especifica de la curva de crecimiento. La anterior
investigacidn fu&€ apoyada por Moreno 177> y Wu et.al. 258>
al demostrar que 4. vinelandii utilizéd una amplia variedad de
Acidos fendlicos: entre ellos p-hidroxibenzoico como fuente de

carbono y energia, comun en el suelo.

d>~ PLASMIDOS DEL GENERO AZOTOBACTER.

El genero Adzeotobacter contiene copias multiples de su
genoma (197, 212>, de ahi la dificultad para obtener mutantes,
aunque la gendtica de Adzotobacter en relacidn a el =itio,
regulacidn y expresidn de los genes que codifican para la
fijacidn bioldgica de nitrdgeno gaseoso han sido intensamente
estudiados vy actualmente estos genes son bien conocidos en
Azotobacter (36, 37, 38>, otros trabajos sugieren gue este
comportamiento gengtico puede =er debido a plasmidos, los
cuales contienen copias miltiples de su genoma 169, 175> o
por la menos a que Adzotobacter tiene una carga gendtica
superior a la de los procariotes mis conacidos como

Escherichia coli <215).

En relacidn a los plismidos Yano et.al. (260> reportaron
plismidos de 4. wvinelandii que contenian genes nif, mientras
que Robson et.al {2062 en el ‘mismo afio, no pudieron
establecer: relacidn alguna entre pldsmidos detectados en

cepas de 4. chroococcum Yy su capacidad de fijacidn bioldgica

de nitrdgeno molecular, resistencia a: antibidticos, metales
pesados., radiacidn de luz ultravicleta ‘y utilizacidn de
diversas fuentes de carbono. De igual manera, Maia et.al
169> detectaron plasmidos en diferentes cepas de A.
vinelandii =in lograr asociar algsunas de las propiedades

biogquimicas y fisiocldgicas =seflaladas en 4. chroococcum con la
presencia de estos plismidos, por lo gque en ambos trabajos los

plasmidos fueron clasificados como cripticos.
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Es propd=sito de esta investigacidn contribuir @ a 1a
aclaracidn de la controversia sobre la funcidn de lo=s
plasmidos, asociados con  cepas de Azoctobacter vinelandii

sobrevivientes en suelos almacenados por 30 afios.

1.- ({Como conservaron las azotobacterias los ADN-plasmidicos

durante este periodo 7

2.- ({¢Existen similitudes entre los plismidos de las cepas de
A, vinelandii sobrevivientes en =suelos. almacenados por 30
afios a los detectados en cepas de 4. wvinelandii aisladas

de los suelos recién caolectados 7

3.- {Influyeron estos pliasmidos en la sobrevivencia y/6

permanencia de Adzotobacter en los suelos ?



HIPOTESIE

Azotobacter- vinelandii contiene plagmidos que,
gimult aneament.e a la viabilidad de sus ceélulas, han
conservado su capacldad de expresion génica, no obstante ser

recuperadas de =uelos almacenados por largos perdiodos.

OBJETIVOS

1> Anallzar las poblaciones de microorganiamos sobrevivientes
de sueloa colectados y almacenados por 30 afoz, con
ezspecial interés en las poblaciones sobrevivientes de

Azotobacter spp vy Azotobacter vinelandii que contienen
plidsmidos.

2> Demostrar que cepas las =obrevivientes de Azotobacter
vinelandii recuperados de euelo‘ﬁ_‘ almacenados por largos

periados pueden pregservar (criptoblosi=) pliasmidos con

capacidad de expresion genlca.

3> Asociar la presencia de plismidos en cepas sobrevivientes
de Adzotobacter wvinelandii alsladas de suelos almacenados
por 30 afios con algunas de sus caracteristicag

Tisloldglicas y bioquimicsasg.



MATERIAL Y METODOS

a).— DRIGEN ¥ TIFD DE SUELOS USADOS

Un fotal de 40 muestras de suelos colectadas en las
areas de Austin. Fort Worth v Denton Texas. E.U.A. an
diferentes abogs fueron utilizadas en esta investigacidn. De un

tota) de 18: 11 fueron de tipo chernozem v 7 de tipo arenoso,

seqrn gescripcion de  Moreno e:i al 178y, Los suelos se
alm-"2nare . 2n 21 laboratorio a temperatura ambiente (29.5 +/7/-
Z.7e°CY por 0 afios. tres suelos por 11 afics: dos de las series

Burleson v ung de l1la serie Crockett v 12 suelos recien
colectados: nueve de las series Birome. seis de las sgeries
Burlezon y cuatro de las series Crockett. D2 acuerdeo con 1a
clasificacisn de sualos del Departamento de Aoricultura de los
Eztados Unidos para 21 estado de Texas (239). Los suelos se
canservaran 2n viales estériles abiertos sdla 1 dia de su

analisis.

b).— CUANTIFICACION DE LOS MICROORGANISMDS SOBREVIVIENTES DE
LOS SUELDS ALMACENADDS FOR DIFERENTES PERIODOS

Con el oropdsito de establecar el numsra cde
microgoraanismos Sobravivientes en cada suelo. tos viales
Tusron colocados en un sitio esterilizado con  radiacion
uitravioleta, libre de polvo v con una gasa estéril emoacada
con etamnnl al 70% fusron abiertos y Tlam=ados. Se tomsd 1.2 o
ge cada sueplo se susoendieron en tubos de 18 ¢ 150 mm con 9 ml
de solucian salina {(HNaCl 0.85 %4 p/v) pH 7.0, cada muestra de
suslo se agitsd 30 s=oundos en un Vortex (VWR Scientifaic.
Boston, Ma) agrego 0.2 ml de cads suspsnsion v sembro  en
difarentes mecics de culfivo con la siguientE comoosicidn

auimicas:
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1).- Agar NMutritivo (AN): extracto de carne B8.0 a.
peptona 5.0 o, agar 15.0 g, acua destilada 1000 mi (Difco.
Detrpit., Mich), para enumerar las bacterias aerocbias totales
(L4, 171, 226).

2).- Apgar Caseina Almiddn (ACA): caseina 10.0 g, almiddén
soluble 2.0 g. ENO2 2.0 g, NaCl 2.0 g, MgS0s 7Hz0 0.05 .
FeS04. 7H20 trazas. K20P04 1.0 g, KHeFDO4 1.0 g, CaCOa G.GZ2 o,
agar 1B8.0 g, (Difco. Detroit. Mich}). agua destilada 10600 mi.

pH 7.2 , para enumerar los actinomicetos (132, 137, 137).

2).— Agar Rpsa de Bengala—-Estreptomicina (ARBE): glucosa
10.8 g, peptona 5.0 g, KkK=z2HFOs 1.0 g, MagS04.7H20 0.5 g, rasa
de bengala 3% mg, agar 15 g, (Difco. Detroit. Mich) agua
destilada 1000 ml, DH. 2.8 ajustado con Hz5804 0.1 N, sulftate
de estreptomicina (Sigma. Co. San Luis, Mo) se esterilizd por
filtracidn v agregsd al medic base despusgs de estegrilizar en
autoclave v enfriar para una concentracidn Tinal de 20 ug/ml.
para enumerar los propagulos sobrevivientes de hongos VY
levaduras (87, 176).

4).— Agar Burk (ABr: glucosa 3.0 g. EH2FDa G 15 iy
K2HFO4 Q.64 g. NaCl 0.2 g, MgSOs4.7H20 0.2 g, CaS04.2H20 0,03
G. NaMoDa.Z2H20 0.01 g, FeS504 0.003 g, agu’ destilada 1000 ml,
oH 4.8 para Er;u_lmet‘ar‘ las azotobacterias y bacterias afines
(20, 214).

Cuando las poblacicnes microbianas fueron abundantes s2

: : 1 -2
usaron la=s diluciones 10 7, 10 7,

107 de los suelos con tres
repeticiones. Los medios de cultivo AN, ACA v ABF inoculados se
incubaron una semana a 0e¢C. Los valores de las cuentas se
transformaron al logaritmo del numero de wunidades farmadoras
de colonias (UFC) por gramo de suelo seco de cada poblacidn

microbiana.
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FPara la determinacidn de la tasa yv por ciento de las
hbacterias Gram—negativas, Gram—positivas: formadoras de
esporas v no esporuladas, se tomaron 100 colonias cultivadas
en agar nutritivo de cada suelop y =8 observaron al microscopio

oor tincidn al Gram (&8, 4F).

c).— BIOQUIMICA DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS AISLADAS DE LAS

MUESTRAS DE SUELOS AL MACENADOS FPOR 0 ANOS

Fara el aislamienta de A4zcotobacter spp v A vinelandr @
sobrevivientes de los suelos almacenados por X0 afios se sembrd
directamente de los suelos (0.1 g) en caljas de AB. Las
colonmias gque desarvollaron un pigmento fluorescente verde. se
separaron y sembraron 2n  agatr nuiritivo para observar el
pleomorfismo de los a;;lados sospechosos de Azotobacter, se
uso un microscopia de contraste de fases (134, 14%, 249).
Mientra gue para la induccidn de los guistes en los aislados
de Azotobacter se usd n—butanol (Sigma. Co. S5an Luis, Mo.) al

D.3 4L (v/v) como sustitufo de oglucosa en 1 medioc AR.

Se usdé la técnica de reduccidn de acetilemc para 1la
medicidn indirecta de la capacidad de fijacidn de nitrdoeno de
los aislados de Adzoctobacter vy para su  identificacion las
pruebas bioguimicas regueridas fusron: utilizacion de
diferentes fuentes de carbono, para esta prueba se emples el
medio Burk como base v la adicidn de la fuente especifica de
carbono en concentraciden de 0.5 % {n/v). las que se
gsterilizaron por filtracidn con membrana milipore de 2.2 pm
(Biotech. Riverton, NJ). Fara determinar la variacidsn de pH se
agread azul de bromotimol .02 o/l (Sigma. Co San 1luis. Mo).
Esta prueba fué realizada en tubos de ensayo de 18 x 150 mm
con tapdn de rosca y repetida en caja de patri con discos de
papel filtro impregnados con la fuente de carbono

seleccionada, todos los ensavos S realizaron con Susoensiones
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de A. vinelandii de 24 hrs suspendidas en solucidn salina @,83
% (143, 178).

e las muestras de suelos almacenados por 30 afios s2
aislaron en agatr nutritivo algunas colanias (10 de cada 100
consideradas semejantes? v qgue microscopicamente no sa
relacionaraon con 1os géneros Adzotobacter spp o Bacillus spep,
tifieron al Gram v se realizaron las siguientes prusbas
Bioguimicas: crecamiento en anasrobinsis. citocroma  oxidasa.
formacidn de acido y gas de glucosa y lactosa, producciaon  de
acetil meftil carbinol (Vogues—Froskausar?, utilizacisn de
citratos como dnica fuente de carbono, hidrdlisis de urea,
movilidad, formacidn de HzS8 e indol (4%, 74, 143).

d).~ FPRUEBAS DE SUSCEFTIBILIDAD DE LAS CEPAS DE AZCTOBACTER

VINELANDITI A ANTIBIOTICOS ¥ AGENTES RUIMICOS

Fara esta prueba fueron usados agar nutritivo ~ agar
Burk como base para determinar la resistencia de los aislados
de 4. vinelandii a antibidticos (162, 187) imprecnados n
sensidiscos con 1as siguientes concentraciones en ug ml: CM
cloranfenicol 25.0, SM estreptomicina 25,0, TC tetraciclina
1Z.0, AF ampicilina 13.0, CB carb=ncilina 15.06, K kanamicina
1.0, MA 4dcido nalidixico Z2Z0.0, R rifamgicina 10,0, GM
gentamicina 10.0, E eritromicina 10.0Q, B bacitracina 14,0, VA

vancomicina I0.9 (Sigma. Ca. San Luis).

Ademas de este ensavo se establecid unoc para estudiar la
resistencia de los aislados de A vinslandwt: 1) fenol 0.5 %
{in/v), 2! benzaato de sodio G.5 Z {(p/v). 3 fluoruroc de sodio
D.01 M O (223), 4) tolueno .1 4 (v/v)., 3) xilenc 0.1 % (v/v)
{Sigma. Co. San Luis) {(230). Azsi1 como en 1gs pesticidas: 1)
Sonar ©.1 o/1, 2) Diguat a.1 g/1. 3) ¢Eoplex 0.1 /1, 4}

Endothall ¢.1 o/}, S) Z,4-D 0.1 g/1, & K. Tea ©.1 g/l 73
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Katmex 0.1 g/1 ¥y B} Ajquazine 0.1 o/l (Aldrich. Co. Milwaukes?}
(146, 17, 18, 193 con sensidiscos par observacidn del
crecimiento o inhibicidn de 1os aislados despugés de una

samana de incubacicsn a Il (250).

Los aislados de A vinelandi il de los suelos se
comparatron con la cepa de coleccidn Azotobacter vinelandri

ATCE 172837 v simultaneaments se conservaron en AR y AN

e).— DETECCION DE LDOS ADN-FLASMIDICOS EN AZOTOBACTER VINELANDII

e.1).— Condiciones de cultivo

Las 12 cepas de 4. wvinelandii, 7 aisladas de las suelos
almacenados por 20 afios se designaron: 01d-8, O0Old—-R, 0ld-Bi,
0lid-83%, 01ld-Bb, 0Old-E v Dild-Bi, S cepas aisladas de los
suelos recién colectados: L—-2, D—1. S-&A, UW-Al y 2489, al
igual gue & cepas de £Lfscherichia coli con ADN-—plismido de
peso mclecular conocido: Col E1l (4.2 MDar, R&6—5 (&1 MDa)d . RF4
(Z4 MDay v R&—k (24.7 MDa) se usaron como teferencia (168). se
cultivaron zn matraces de ZF000 ml con 100G ml de caldo Eurk
snriguecido, con 1.0 %L de BRacto—peptona y 5.0 %L de extracio de

levadura (Difco. Detriot, Mich} (72, 24%9).

Los matraces se incubaron a 28°C durante 2 dias en
agitacidn  rotatoria a 250  rFpm, hasta qgue las celulas
alcanzaron una densidad dptica de 0.8 — 1.0, por medicidn en

espectrofotdmetro Bauch y Lomb 20, a 600 nm (1589).

e.2).— Aislamiento de ADN—-plasmidicos

Las células de las cepas de 4. vinelandii v E. cold, se
cosecharon sn una gentrifuaga refrigerada (mbdelo Superspeed
RC2-B. Sorvall. San fFrancisco, CA) a &000 X g por 20 minutos,

se desechd el sobrenadante y el paguete c2lular se
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resuspendis en 1 ml de regulador E (solucidn de 40 mM de
Tris—Tham—Tris, Hidroximetil aminometanoc (Fisher. Co.
Fairlawn, NJ), se mezcld con 1.5 mM de Acido etilen diamino
tetracédtico y el pH se ajustd a 7.0 con 4&cido acético
glacial), dos ml de regulador de lisis fueron afadidos atl
paguete celular. Este regulador fTug una solucidn acuosa de 1.5
% (p/v) de dodecil sul fato de sodio (Fisher, Co. Fairlawn.
NJ), en 40 ml de regulador Tris. El1 pH se ajusts a 12.5 con
una sclucidn 2 N de NalOH, se mezclds suavemente la suspension,
se incubd en bafin de agua a 65°C, por &0 minutos, luego & ml
de una sclucidn fenol-cloroformo (Fisher, Co. Fairlawn, NI}
1:1 (v/v), fu<L agregada delicadamente inviertiendo &1 tubo una
sbla vez para mezclar. La suspensidn celular fue cenirifugada
a 7560 % g por 15 minutos. La fase acuosa derivada de las
celulas lisadas gue se observd en la mezcla contenia las
mol4culas solubles con ADN y ARN, fueron colectadas con una
pipeta plastica (Drummopnd. C. Samceo. San Francisco, Ca) vy se
transfirieron a tubos de S ml para almacenarss a 4°C hasta su
analisis por electroforesis en gel. La interfase gue se formd
rica en ADN cromosomal se desechd de acuerdoc cons Hada v
Sizemore (114), Hardman et.al. (120}, Hill y Carlisle (128),

Holben et.al. (120) y principalmente kado (144).

2.3).— Electroforesis en gel

Un a2l de agatosa horizontal (Marine Colleids. Co.
Rockland, Me) se uso para la deteccidn de 1os plasmidos. Los
geles fueron preparados con 0.7 4 (p/v) de agarosa (Sigma. Co.
San Luis, Mo} para separar los pliasmidos, mientras Qque una
concentracicdn de 0.4 % (p/v}) de agarosa se uso para la
determinacidn del peso molecular de los plasmidos (170, E1
aparato de electroforesis (modelo LKE. Broma, Sweden). se
mane jo con una corriente de 18 V y 120 V (169). En los geles

de agarosa se analizarepn 2 pl de las muestras con I pl  de
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revelador compuesto por una solucidén acuosa con 20 mg/ml de
dodecil sul fato de sodioc 5DS (Sigma. Co. San Luisy Ma) y 1 ml
de arzul de bromotimel 7 M (174).

e-4).— Tincidn y fotografia de los geles

Fara la deteccidn v observacidan de los
ADN-plasmidicos, los geles de agarosa fueron teflidos por 3
minutos con una solucidn de ¢.5 ug/ml de bromuro de etidio
{Sigma. LCo. San Luis, Mol , diluidao en 1000 ml de amortiguador
E. despugs se lavaron en 21 mismo amortiguador E. Se colocatraon
en el  Transiluminador (modelo 3I-3000, Fotodyne. Inc. New
Berlin? v s2 fotografiaron con una cdéamara Polaroid (CU-5 Land
tipo &665) provista de un filtro No. 29 naranda (Eastman.
odak. Co. Rochester),.con un fiempo de exposicidn de 2.3
minutos (&3, 170). Todo el material de vidrio fué previamente
esterilizado para eliminar la actividad de nucleasas, Vv se
usaron guantes de latex para prevenir contaminacidn de las

muestras fon nucleasas de la piel (170}).

f).— ENSAYD SOBRE LA POSIBLE FUNCION DE LOS FPLASMIDOS
Detectados los oldasmidos en las i2 cepas de A.
pvinelandii, se utilizaron los resultados de la caracterizacidn
bigguimica de la resistencia a 1los antibidticos y otros
agentes guimicos, la capacidad de fijacidn biocldgica del
nitrdgeno v la sintesis del pigmento fluorescente verde como
base patra establecer alguna relacidn entre esas

caracteristicas v los plasmidos (127, 191, 204).

g).— ENSAYO DE ELIMINACION DE PLASMIDO (CURACION)

Fara verificar gue los plasmidos estaban relacionados
con aloguna de las caracteristicas bioguimicas v/4 pruebas de
resistencia realizadas, las 12 cepas de A vinelandii se

inocularon en medio Burk enriguecido (65) con triptona 0.5 L ¥y
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extracto de levadura 0.25 % {Difco. Detroit, Mich) adicionados
con dodecil sulfato de sodia- (SDS) ©.625 g/1, naranija de
acridina (NA!} Sigma. Co. San Luis, Mo) D.25 mM vy bromuro de
etidio (BE) 0.125 mM. Este medio de cultiva fué preparado en
matraces de S0 ml con 150 m}l de volumen de trabaio. Los
matraces se agitaron a 250 rpm por tres dias a E7°C, para
luego recuperar las c<elulas en agar Burk y/45 AN, se repitieron
los ensavos de ubilizacion de diversas Tfuentes de carbona,
patron de reg:stencia a antibioticos y agentes aguimicos,
reduccidn de acetilenoc y sintesis de pigmenta fluorescente
verde, teallizando la t&cnica de extraccion, purificacidn,
caracterizacicon de los plasmidos y electroforesis en gel para
comprobar la eliminacidn (curacidn) del plidsmido por efecto de

305, NA y BE (79, 16%9).

h).— COMPORTAMIENTO DE AZOTOBACTER VINELANDII EN SUEL 0S5
ESTERILES Y NO ESTERILES EN DIFERENTES TIFOS DE TEXTURAS
Con 21 propdsito de ohservar el efectg de la presencia
v/o ausencia de los plasmidos sobre el comportamiento de las
cepas de A, vinelandii L—-2 y UOLD—-81 Ffueron inoculadas =n
sueslos estériles v no estériles de las series Burleson y
Crockett. En viales de 20 ml con tapdn de rosca se2 les agregd
19 g de suelos secos y tamizados, los suelos Tusron
esterilizados.en autoclave 121°C por una hora durante tres
diss,. bLas celulas de A vinslandii fueron activadas =n agar
Burk 48 h, lavadas con sclucidn salina 2 vecas por
centrifugacidn a 3000 rpm/1S minutos, para tesuspendary el
naguete celular en amortiguador de fosfatos pH 7.0. Estas
ceiunlas fueron incubadas por 48 h a temperatura ambiente,
lavadas de nuevo por centrifuoacidn con sglucidn salina, 1a
suspension celular fue ajustada a 2.0 X 107pacterias/ ml e
inoculadas en los 10 g de suelo (1256, 179). Fara registrar el
conmportamientoc de las cocspas en los suelos se realizaron

ciientas viables a intervalos variables (198B).
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Fara registrar la sobrevivencia de las cepas de A.
winelandi? L-2 ¥ OLD—B1 en 1los suslos no estériles, las
cdlulas Tueron preparadas como se describid previamente,
inoculando 1 x 16° celulas/ml en 10 gramos de suelo (67 .
1025. La selectividad del agar Burk se basd en la adicion de:

cloranfenicol 25 ua/ml (Sigma. Co. San Luis), benzolato de

sodio al 0.5 %L {(pfv)y, micastantin 0.1 g/l (p/v) (Sigma. ECo.
San Luis) y fenol 0.2 4 (psvi (Alcrich. Co. Milwaukee) {115,
id41), con sustitucion de yluccss gar rannosa (Difco. Detroi1tr,

como nica fuente de carbono. reaillzando cuesntas viables a

intervales de S5 dias durante 15 dias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

A.- ANALISIS DE LAS POBLACIONES SOBREVIVIENTES bDE
MICROORGANISMOS AEROBIOS DE SUELOS ALMACENADOS POR
DIFERENTES PERIODOS

En la Tabla No 1. se wmuestran las poblaciones de los
microorganismas sSobrevivientes de los suelos del estado de

Texas., Las bacterias como se ha reportado tueran el grupo de

sobrevivientes mas numeroso encontrado, a pesar del tiempo de

almacenamiente de algunas de las muestras de los suelos. Por
lo que la diferencia entre el promedio de las densidades de

las poblaciones bacterianas de los suelos almacenados por 30

aos fue de 1.2 X 10° UFGr g de =suelo seco, dos unidades

expohenciales menes que €l promedio de las poblaciones

homdlogas aisladas de los suelos recién colectados de 30 X

10°  urcs gz de suelo seco y el menor promedio de las

densidades de las poblaciones de bacterias sobrevivientes

encontrado ftuz en los suelos almacenados por 11 aos de 5.2 X

10° g de =uelo =s=eco (2L y 4 unidades exponenciales menas en

relacidén  al promedio de Ilas poblaciones bactervianas de los
otro= suelos respectivamenteal. Lo que sSugiere que: la
capacidad de resistencia fisioldgica de las poblaciones
bacterianas, al +tipo vy condiciones [fisicoquimicas de cada
suelp influyeron para que su tasa de muerte fuese manor en
los suelos almacenados por 30 afifos y mayor en los suelos
almacenados por 11 afios (64, 198>, Tambien se considera que
estos resultados fueron relativos v no refls jaron las
densidad=s reales de lus poblaciones bacterianas. por varias
razones: i> Lldmitaciones ampliamente conocidas de la tacenica
de cuenta viable en placa 3, 4, 142, 1i> abatimiento
fisialdgico ocasionado en las celulas microbianas por el
cambioc del medio ambiente a las condiciones artificiales de

aislamientao empleadas, las que pudieron t.ransformar las
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cslulas de bacterias cultivables en celulas vivas pero no

cultivables en los medics artificiales de laboratorico (14, 15,
43) .

El promedio de las densidades de las poblaciones de los
actinomicetos sobrevivientes de los suelos almacenadgs por 30

afios fug de 2.0 X 10

UFC/ g de suelo seco, a2l cual fueg
diferente al promedio de las densidades de las bpoblaciones
homdlooas de los suelos almacenados por 11 aflos de 17.0 X to?
UFC/ g de suelog seco y el promedio de las densidades de las
poblaciones de los actinomicetos encontradao en los suelos
colectados recientemente fud de 6.40 X 10~ UFC/ o de suelo
seco. Aungue los actinomicetos son aicroorganismos autdctonos
del suela (4) no euxisten reportes de wna cCcapacidad de
sabreavivencia en suelos por pericdos semejantes a los de esta
investigacidn. Lo anterior sugiere qgue los actipomicetos
sgbrevivientes en leos suelos almacenados nor 30 afios pudieron
utiiizar ziertas formas de resistencia & las condiciones
adversas que sxisten en los sueslos (643 (comp la falta de
humedad? ¥ o gue a su  ve:z inhibieron cualpuier asctividad
metabdlica (27). reduciendo de £sta manera la velocidad de su
tasa de muerte (1231, 127}, 1o gue se ha comprobads al
disminuir el contenido de humedad en el suelo gque induce a la
- formacion de estructuras de latencia o persistencia (182, 2490,
254). Aungue sera necesario una investigacidn mas profunda de
estos actinomicetos para establecer el o los meEcanismos

responsables de su persistencila.

£l promedio de las densidades de paoblaciones de
oropdagulos fungicos sobrevivientes fueron de 23 UFC y 1.5 X
10% UFC / g de suelo seco en los suelos almacenados oor 20
afins ¥ 11 afios respectivamente., en tanto gue en ilos suelos

recien colectados el pramedio de las densidades de poblaciones
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de propiaulos viables fu& de 7.1 X 10* UFC/ g de suele seca,
1o que sugiere gue a pesar de las limitaciones de la técnica
de cuantificacidon empleada, no se reflejd el tamaflo real de
las poblaciones fungicas, aunque se logrda detectar la
presencia de propdgulos viables en los suelos almacenados por
0 y 11 aficsy, posiblemente por gque las condiciones de pobreza
nutricionales vy limitaciones de humedad de estos suelos
impidieron su crecimiento (B3, 87, %3) v por tanto estimularon
como ya se 2xplicd la formaci1on de alopunas estructuras de
resistencia, prolongando su viabilidad (98, 29} por periodos
mayores & los conocidos (4, 100). En ninguna de las muestras
de los suelos analizadas se detectd la presencia de lavaduras,
1o gue se atribuyd al pH v a la rompasicidon fisicoauimica de

los surlos estudiados ™ (4).

B.— FORCENTAJE DE LAS BACTERIAS AISLADAS DE LOS SUELOS
ALMACENADOS POR DIFERENTES FERIODOS

En la Tabla No. 2 se presentan los porcentaies de las
bacterias aisladas de 1os suelos almacenados por diferentes
periodos de acuerdo con su morfologia y reaccisn al  Gram. En
ella s2 muestra oue contraria a lo reportado (3. 27. IRYED B el
mayor porcentaje de bacilos Gram (=) fue de 41.3%4 en los
suelos almacenados por 30 afios v no en 21 porcentaje obtsnido
de la morfologia bacteriana de los suelos recién colectados de
30.2% vy de 3%.0% en los almacenados por 11 afos. lo que
confirmd la existencia de una inusual poblacidn bacteriana
car2nte de estructuras de resistencia conocidas (124, 132)
como las esporas, misntras gue el menor porcentaie se observd
en los bacilos esporulados Gram () de 37.074 en 1os grupos
bacterianos de los suelos almacenados por 11 afos (17t, 210),
de 91.04 ¥y 56.1% en las bacterias de los suelas almacenados
por 30 afios v recién colectados PESDEthvameﬂtE. Mientras gue

21 porcentaje total de ios bacilos Gram (+) en los suelos
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almacenados por 30 afios fud de S8.7%4 de los cuales un 7.774 no
fue formador de esporas, lo anterior parece reafirmar gue
existen otros mecanismos de resistencia natural de 1os
microorganismos & factores adversos del suelo (97, 138, 201),
&=sta misma tendencia fu2d observada en los grupos bacterianos
de los suelos almacenados pot 11 afos en los cuales el 3IZ2.0%
fue de bacilos Gram (-), el &61% de bacilos Gram {(+) y el 2Z4.0%

de bacilos Gram (+) no esporulados (29, 152).

C.— DENSIDADES DE LAS POBLACIONES DE AZOTOBACTER SPP
SOBREVIVIENTES DE LOS SUELOS ALMACENADOS POR DIFERENTES
PERIODOS

Las Tablas No. 3, 4 ¥ S presentan las densidades de las
poblaciones de Adzotobdcler spp sobrevivientes de 1lgs suelos
del =2stado de Texas almacenados por 30 y 11 afos, asi caomo las
densidades de estas poblaciones en los suelos recién
colectados. En estas tablas se muestran gue las poblaciones de

las azotobacterias fluctuaron desde 0.0 hasta 9.0 X 107 UFC/ g

de suelo secc. La Tabla Mo. % confirma los datos conocidos

sobre la capacidad de sobrevivencia de Azoiodbacter s=pe en
algung=s  suelos (178, 214, 244, lo gue sugiere aue

efectivamente esta bacteria posee uno O varios mecanismos de

resistencia a las condiciones adversas de los suelas (21,
estos mecanismos de adaptacisn fisiolsgica (222 le
permitieron no sslo permanecer viables sino también

cultivables (2546), lo anterior no necesariamente significd gque
fué debido a la formacidn de quistes (29, 64, 152). La Tabla
No. 4 muestra qQue las densidades de las poblaciones de
Azotobacter spp sobrevivientes encontradas en los suelos
almacenados por i1 ahos, fueron menores comparadas con =1
mismo promedio de las densidades de las poblaciones de
azotobacterias detectadas en los suelos almacenados por 30

afinos v reci4n colectados. lo gque parece sugerir gqgue el tipo
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de sueloc fuée 1 factor mas importante gue infTluyd en la
sobrevivencia de las azotobacterias (64). En la Tabla Na & se
muestra =1 rango de variacion de las poblaciones nativas de
las azntobacterias presentes 2n los suelos recién colectados
el condado de Denton, que comao  se  esoeraba, en general
dierar las mayores densidades de poblaciones en comparacilon
car las densidades de las poblaciones nativas de la=s
acutabac terias de los otros suelos (1435, 203 . aunque a2n
alpmos suslos no s detectd ninguna poblacidn nativa  se

supone que #&sto se debid al tipo de suelo. (14, 15, 44).

D.—- IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y BIOQUIMICA DE LOS AISLADOS
DE AZOTORACTER SPP SOBREVIVIENTES DE LOS SUELOS
ALMACENADOS FPOR DIFERENTES FERIODOS

En relacidn a2 las caracteristicas aEnerales
microscdpicas, MACroscdépicas y biloguimicas, de los aislados

schrevivientes sospechosos de ser Adzotobaciesr de los suslios

Almacenadns por ZI0 afios v suelos recién col=297tzcT= oo ==
encentird ninpguna diferentz2 - i1as reoortadas en Ia  literatura
1143, 2343, “ow arsiados correspondieron a bacilos 6 (= al

= = =n madio sin nitrogens vy hievrro liberaron un plomanio

Tliarescentse verde, mostraron canoarc:dad de fijar nitrdgeno.

medido gpor la técnica de reduccidn de acetilenoco al cultivarse

1
a
3

ma=cdro carente de nitrdgeno combinado, vy formaron guistas 2n
medio de Burk Ton n—butanol como fuente de carbono despuss Jd=

45 h o incubac i Sn . LLa Tabla No. & presenta 1

Ll
U]

carschtericeticas biloouimicas de los aisliados de Azotobacte

3

brevivientes de los suelos almacenados por diferentes

o
petipdogs. Se nbservaron diferencias 2ntre los aislados de los

suelos zalmacenados oor 30 afics v los aislados de los suelos
recigsn colectados. lo gue permitid establecer aue =
encontraron  diversas ceoas de Azolobacter winelandi:. En

ogeneral los aislados gue provenian de los suelos almacenados
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por 30 ahos fueron biroquimica y fisioldgicamente mas
versatiles, gue los aislados de los suelos recién colectados;
de las muestras de suelos clasificadas comoe Austin y 3.3
Control almacenados por 30 afas, s€ encantrdé que
aoroximadamente un 107 de los aislados analirzados pertenecian
a la especie de 4. winelandii (fueron designadas comoc OLD—R,
gLb-8, OLD-84, OLD-Bb, ODOLD—83, tb-E, OLD-8r, OLD-8c Y
OLD-81); mientras gue de las 19 muestras de los suslos recién
colectados se aislaron 12 cepas de A. vinelandit {designadas
comc S—-&A, Wild, S5-9, 16-AB, S-61, B-16A, L-Z, D=1, S-b4,
Wu-—al , UW v 24B%), de las muestras de suelos ndmero 22, 24 vy
25 lo que significo un 11% del total de la poblacidn de
arotaobacterias detectada (178, 1iBO, i8i), en otras palabras la
mayot+ parte de las pphlaciones nativas de Adzotobacter en todos

los suelos, correspondid a la especie de A. chrococcun.

E.- IDENTIFICACION BIORUIMICA DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS
AISLADAS DE MUESTRAS DE SUELDS ALMACENADOS POR 30 ANDS

Emn la Tabla No. 7 se muestra gue se encontraron otros
ocrupos baecterianos diferentes a las azotobacterias que
pudisron sobrevivir a las condiciaones de almacenamiento por =0
afios. £En oeneval, parece ser que estas bacterias no fueron
metabslicamente activas probablemente a causa del abatimiento
nutricional al que sstuvieron sametidas (11, 12, 1213. el
cual atectsd su  capacidad de respuesta a las prusbas
bigouimicas usadas para su identificacidn. en base a las
cuales se sospecha que pertenscen a algunos miembros del
Genero Fseudomonas v Cirircbocier (143), sste también es el
primer reporte de la sobrevivencia de estos géneros por  un
pDeriocdo de 30 afios. Ningud olismido fue aparentemente

detectado en estas bacterias.
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F.— PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEFPTIBILIDAD A DIVERSOS
AGENTES QUIMICOS DE LOS AISLADOS DE AZOTOBACTER VINELANDII
RECUFERADOS DE SUELOS ALLMACENADDS POR DIFERENTES PERIODOS

La Tabla Mo B8 presenta los patrones de resistencia v
susceptibilidad de aislados de Azotodac ter vinelandit

recuperados de suelos almacenados por diferentes pericdas a

varios agentes guimicos v antibidticos. Se muestra, que el

peri1cdo de almacenamienito de los suelos no afectsd
totaimente la canacidad de resistencia de las e€epas a los
distintozs inhibidores microbiancs, lo que suglrid gue la

diferencia entre la resistencia de las cepas de A. vinelandi i

aisladas de los sueslos almacenados por 30 aBos v la de las

cepas de A vinelandii aisladas de los suelos recidén
colectados, fu< debida a gue las cepas de AdAzotobacter aisladas
de los suelos almacenados por 20 aRos al permanecetr en estado
de semilatencia o latencia (121, 201, 210), no desarrollaraon

ningun mecanismo de adaptacidn o resistencia cantra estos

camopuestos (44, 6£4), mientras gue 1a resistencia a
cloranfenicol probablemente se debids al intercambio da
informacidn genética de Azotobac ter con otros grupos
microbianos del suelos resistentes este antibidtico (73, F2)

pues se sabe que, a pesar de las condiciones adversas
naturales, =1 intercambio de infaormacidn gendtica es posible
(71, 79 ), adguirir no solo la resistencia al cloranfenicol,
sino también la capacidad de mantener esta inforemacidn (81,

2?&) durante un largo periodo.

6. - PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A COMPUESTDS
AROMATICOS POR CEPAS DE AZOTORACTER VINELANDI I
RECUFPERADAS DE SUELOS ALMACENADOS FOR DIFERENTES
PERIDDOS

la Tabla No. 9 muestra los patrones de resistencia vy

susceptibilidad 2 compuestos aromaticos: fenol, tolueno vy
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xileno por cepas de 4. vinelandii aisladas de suelos recién
colectados, indicandose gue T de las 5 cepas probadas fueron
resistentes v 2 fueraon campletamente susceptibles. la
diferencia entre la resistencia y scusceptibilidad de las cepas
pudo setr el resultado de la composicidn guimica ¥
contaminantes de 1los suelos a partir de los cuales fueron
aisladas, ya que existen evidencias de la presencia de estos
compusstos en algunaos suelos (18, 193 y de que los
Mmicroorganismos nativos  tienen la capacidad de adguarir
plasmidos gue confieren resistencia a estos compuestos por
diversos mecanismos bioldgicas ( Q7. 157) . En contraste
ninguna de las cepas de 4. vinelandii aisladas de los suelos
almacenados por IO afios fué resistente a estos compuestos
aromaticos, lo gue apoyva al argumento de que la capacidad
metabdlica de los microorganismos depende de sua  informacidsn
gendtica y del medic ambiente en el cual son activos (1146,

A5 E45)ES

H.— PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIDTICOS
POR CEFPAS DE A4ZOTOBACTER VINELANDII AISLADAS DE SUELDS
ALMACENADOS POR DIFERENTES FERIODOS

Las Tablas 10 v 11 muestran la resistencia v
susceptibilidad de las cepas de A. vinelandii aisladas de
suelos almacenados por diversos periodos, 20 afNozs v suelos

recien colectados a un grupo de 13 antibidticos con  diferente
sitio de actividad antimicrobiana, en general se encontrdé gue
todas las cepas de A, vinelandii fueron mis resistentes a los
antibisdticos semisintéticos como: ampicilina vy carbencilina
inhibidores de pared celular, cloranfenicol inhibidor de
sintesis de proteinas v rifampicina inhibidor de la sintesis
de acidos nucleicos, gue al restc de los antibidsticos
probados, con claras diferencias en los patrones especificas

de resistencia de cada cepa, io que muy probablemente se=
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deriva del origen de las cepas (42, 351, 78 o del tipo y
condiciognes del suelo a partir del cual fueron aisladas (44,

236) .

I.-PATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEFTIBILIDAD A ANTIBIDTICOS
POR CEFAS DE AZOTOBACTER VINELANDII AISLADAS DE SUELOS
ALMACENADDOS FPDOR DIFERENTES PERIODUOS ANTES Y DESFUES DE
LA ELIMINACION DEL PLASMIDO

Cuando Las cepas Tueron sometidas al tratamiento cuimico

de eliminacidn del ADN-plasmidico (Tablas No. 12y 13y . s

encontrd gue la resistencia de A4. vinslandii cepas OLD-R ,

oLp-8t, DLD-8Z, 5-&6, -2 a cloranfenical desaparecids, lo mismo

fue observado en las cepas L2 a acido nalidixico, UW-AL a

kanamicina, OLD-8 a rifampicina v ampicilina, OLD-BI y UW-AL a

estreptomicina. Lo gue sugirid gue esta capacidad de

resistencia a antibidticos se origind en  un factor R

compartido por las cepas aisladas de suelos almacenados por 30

afios y las cepas de 4. vinelandil aisladas de los suelos

recién calectados (34, 73). Lo anterior también sugirid gue

la informacidn gendtica responsable de esta resistencia fuge 1o

sutficientemente sstable para expresarse ¥y transferirse entre

especies del mismo genero (253) o can otras bacterias
saprobias del suelo (8, %9y 97), yva gue s2 ha reportado gue la
transferencia de genes puede sSucederse 2n los ecosistemas,
suelo—agua—aire en una mayor frecuencia de lo que s supone
(145, 202, 261 », evidencias experimentaies han demostrado ague
axiste un vardader intercambio de ADM entre especies de
bacterias geneticamente distantes vy obviamente comun entre
especies del mismo género (237}, especialimente hovy, cuando 1la
ingeni=ria genética ha introducido al medio ambiente
microorganismos can ADN modificado (238, 242) .y gue s& evalua
el efectc de 1la dispersidn de estos nuevos genes entre

microorganismos nativos de los diversos ecosistemas (232, 236,

Pt G
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J.- CARACTERISTICAS BENERALES DE LOS PLASMIDOS DETECTADOS EN
CEFAS DE AZOTOBACTER VINELANDII ASOCIADAS A LA
RESISTENCIA A AMTIBIOTICOS

ias Tablas Mo, 14 v 13 muestran las caracteristicas

generales de los plasmidos de las cepas de 4. vinelandi i

resistentes a antibidticos, aisladas de suelos almacenados

pnr 30 afios y suelos reciéen colectados. En ambas se muestra

au

m

s3l0 encontra un Dlasmido por cepa, cuyo pess  molecular
que Tiuctus entre 20 a 52 MbDa. en  general con una docble
resistencia a otires antibidsticos. Farece ser que el plasmido
de 1= capa GLD—81 5410 contenia resistencia para
cloranfenicol., como en las cepas D—-1 ¥y 5% 1o tuvieron para
estreptomizina v gentamicina. Lo anterior sugiere que la
resistencia a anfibigticos no  reguiere de una continua
induccidn  humana patra que bacterias saprobias comno
Azotobacter la desarrollen (94. 147, 233), sugiere también
que ltas propiedades de poseer vy Eransferir factores R puede
ser natural entre los microorganismos autsctonos, antes del
usc generalizado de antibidticos en la vida del hombre, lo gue
significa gue esta capacidad de resistencia plasmidica wva cse
presentaba en la naturalera genstica de 1laos microorganismos
(7o, 71, 283),y evidencia de ello son investicaciones en suelo v
agua oue han demostrado gue en algunos sitigs donde Jjamis ge
han aplicado antibidticos. los microorganismos nativos possen
resistencia cromosomal yv/9% gn pliasmidos (8, 51, 81).
|

Los plasmidos detectados oreviamente en las cepas de A,
vinelandii o habian mostrado poseer alguna funcidn hbicldégica
definida {(16%9. 2062, por lo guse reportes orevios para esta
aspecise los consideraron de tipo criptico (146%). Este es opues
el ogrime+ reporie que asocie la presencia de plasmidos tipo R
en cepas sobrevivientes de 4. vinelandii aisladas de suelos

aimacenados por 3IC afios y cepas de la misma bacteria aisaldas
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de suelos recién colectados. También ce establecid que la
nroporcidn de las cepas de A vinelandii gue contenian un sclo
plasmideo fud de 40 42 v 30 % en relacidn al total de 1la
pablacidn de 4. vinelandii aislada de los suelos almacenados
por 30 afios y de los suelos recién colectados respectivamente,
proporcidn relativamente alta comparada con investigaciones
de frecuencia de plasmidos en otras bacterias de sueln vy

acuaticas. en zonas con alta y bkajra incidencia en el uso de

antibkrnticos (22. 2&. 21}).

Otros  trabajos sefalan qgue las c<£lulas bacterianas
pueden posesr plasmidos por periodos de almacenamiento no
mayores a 2 afios vy gque estos plasmidos pudieron mantensr
alguna catracteristica bicldgica funcional por un tiempo mAxima
de 2 afos (54, 55, 259), sin embargo estas investigaciones no
aclaran 28l o los mecanismos de preservacidn (criptobiosis) de
los olismidos en  las bhacterias en condiciones naturales,
Aunaue si sstablecen la posiblidad de gus durante periados en
los cuales el medico ambinete no permite el crecimiento
microbianc, mediante modificaciones de la fisinlogia celular
el material extracromosdmico no sea utilizado como una fuante
de carbono y energia (B1, 184, 188),., de manera gque al cultivar
artificialmente en el laboratorio estas celulas sobrevivientes
2] cli=mido oueda expresare acorde con la induccidén especifica
(62. %8). Con la posibilidad de gue estos plasmidos tipo R
sean transferidos entre cdlulas bacterianas de 1igual o

diferente gZnero (195, 1435, 204).

iLa capacidad de resistencia de las cepas de A
winelandiiy, se s=s:plica en la Tabla No. 1é& gque muestra que la
resistencia de las cepas de 4. vinelandii aisladas de suelos
trecign colectados estaba asociada con pliasmidos tipo R (8),

va gue al eliminar este slemento “tracromosdmico {curaciaon)
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con agentes qguimicos, la resistencia de la cepa D1 a
estreptomicina se perdid, asi como la de la cepa L—2 al Acido
nalidixico y cloranfenicol, de igual forma la resistencia de
l1a cepa UW-AL a kanamicina y estreptomicina, la cepa 56 1a
pardid a cloranfenicol. Se encontrd gue la resistencia de 1ias
cepas de A vinelandii aisladas de los suelas reciéen
colectados a clorvanfenicol.,. kanamicina v estreptomicina  fud
comparctida por las cepas de 4. vinelandi: aisladas de lgas
suelas almacenados o0ogbP S0 anos, 1o qgue suglere gue la
informacidn gen<tica de resistencia gue se encuaentrd asociada
a los plasmidos ge ambas <cepas, fue estable =n las
azoctaobacterias sabtrevivientes aisladas de ios suelas
almacenados por 30 afos, lo cual fué demostrado cuando estas
bacterias sa probaron . en condiciones de cultivo artifical

(a6, 285247 257).

k.— FPATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEFTIBILIDAD A FESTICIDAS
FOR CEFAS DE AZCTORACTER VINELANDII AISLADAS DE SUELOS
ALMACENADOS POR DIFERENTES FERIDDOS
fas Tablas No. 16 y 17 contienen datos gus muestran 1a
resistencia v susceptibilidad a pesticidas por cepas de 4.
vinelandii aisladas de suelos almacenados por diferentes
periados. En general se observaron diferentes respuestas de
las cepas de 4. vinelandl?! a los pesticidas. por ejemplo: las
cepas de 4. wvinelandii aisladas de suelos almacenados oor Z0
afins fueraon mas susceptibles al 2.4-D gue las cepas aisladas
de los suelos reciéen calectados, respussta semeljante se

detactd para Diauat v k. Tea. Lo anterior sugliere aue e

o

contactc de las arotobacterias del suelo con pesticidas es ma

n

Trecuente en la actualidad (1&6. 1467) gue lo fue hace 30 atios
(247 . &sto es: Adzotobacter probablemente desarrlld resistencia
a pesticidas por diversos mecanismos, basados en su diversidad

maetabdlica (111). la cual le permitic maoditicar v adaptar sy
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Tisiologia a la
por intercambio

micrporganismos

L.— PATRDNES DE

presencia de molégculas xenobioticas (1&),

genético con &DN  cromosomal o plasmidos

resistentes a pesticidas (71, &7, 1493,

RESISTENCIA Y SUSCEFTIBILIDAD A FESTICIDAS

v/&
de

FOR CEPAS DE AZOTOBACTER VINELANDI I DE SUELOS
ALMACENADDOS FOR DIFERENTES PERIDDOS ANTES Y DESFUES DE
LA ELIMINACION DEL FPLASHMIDO

cn las Tablas 18 v 17 52 muestran ios ervt=sctos de las

agentes de curacidn sobre la respuesta de las cepas de A

vinelandi? a los pesticidas, con la demostracicon de aue
cuando las cepas de 4. vinelandii aisladas de suelos
almacenados por difersntes periodos fueron sometidas a la

eliminacicn del plasmido, la resistencia a

pesticidas como

Aguazine {(cepas 0id-B81 y L-2), Diguat ({(cepma L-2), Endothail
{(cepas 01d-8, L-Z}, HKarmex {cepna 01d-B1l}), Koplex {(cepas 5-5A4),
. Taea (cspa Ul-AL) Sonar {cepas QOld-83) v Z.84-D (cepas

Did—83%, 248%) se perdio. Lo gue sugirid la asociacidn de la

ig).

el valor de este experimento radica en 21

resistencia a los pesticidas con los pliasmidos (is, Como
i

y s2 ha sesnalado

hecho de gue las cepas de 4. winelandil aisladaz de los suelos

almacenados por 0 atios. dificilmente estuvieron en contacto

con los pesticidas empleados, sin embarno debido a aues existen

2n la naturaleza compuestos aniaiogos (107G, 258) la

Cosibilidad d=s cue estas bactiterias desarroilaran un mecanismo
{?4),. ya

compuestos

de proteccidn contra los pesticidas no es remoto gue

2K1sten evidencias de

114.

esto

157) .

con otros

guimicos

artificiales (1é&,

LL.— CARACTERISTICAS GENERALES DE L0S PLASMIDOS DE CEFAS DE
AZOTOBACTER VINELANDI1 ASOCIADAS CON LA RESISTENCIA A
PESTICIDAS

En sl estudio general de los plasmidos asociados con ia
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résistencia a los pesticidas, en las cepas de 4. vinelandii se
encontrd gue =21 peso molecular de los plasmidos de las cepas
aisaldas de los suelos recién colectados fluctuwaron entre ? a
40 MDa mientras que para las cepa de 4. vinelandii aisaldas
de los suelos almacenados paor 20 afios fucturaon entre 20 a 29
MDa. La cepa L-Z aislada de los suelos recien colectados en
apriencia tepia un soilce plésmido (pL—2) asociado con una
multiresistencia a Diguat, Endcthall, 2.4-D, v Aguazine, la
mavoria de sstas cepas contenian plasmidos asociadas con la
resistencia a8 wn pesticida, migntras las cepas de 4.
vinelandii aisladas de los suelos almacenados por 320 afos
contenian plasmidos gue fueron asociadas a la resistencia-para
Karmex y Aquazine (pOLD-81), Sanar vy 2,4-D (pOLD-B3) y un sdélo

plismido asociado a la\ resistenccia a un pesticida.

La cepa de A. winelandii 2489 tuvd el plasmido de menor
peso molecular de 9 MDa, gue =n apariencia sdélo codifico para
la resistenccia a 2,4-D, muchos microorganismos autdctonos del
suela han desarrollado resistencia caontra este pesticida,
debido a su similitud gquimica con algunos derivados de 1a
lighina comunes en el suelo (B, 108, 119). Estos resultados
sugieren, gue la resistencia de las cepas de 4. winelandiii  a
los pesticidas puede ser una caracteristica gendtica
{cromosomal o .en plasmidos) aue al igual gue la resistencia a
antibisticos pusde ser preservada y transferida entre oasneros
bacterianas afines y diferentes, como 1o han demostrado
investigaciones realizadas en sitios fuertemente contaminados

con pesticidas (24&, i8%, 237,

M.- COMFORTAMIENTD DE CEFPAS DE A4AZOTOBACTER VINELANDI! EN

SUELDOS ESTERILES Y NO ESTERILES CONM DIFERENTES TIPOS
DE TEXTURAS

Las Figuras No. 1 y Z muestran el crecimiento de la cepa
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de 4. vinelandii L -2 F—‘LA+ v FLA ({(con plasmido y sin plasmido)
introducida en suelos esté&riles con diferentes tipos de
texturas. En estas figuras puede observarse gque la velocidad y
2l crecimiento maximo de 1la cepa no fue afectada por la
presencia o aussncia del pliasmido, con lo gue se confirman 2
cosas, potr un lado la capacidad de crecimiento de A=otobacter
en diferentes tipos de texturas por la probablemente
utilizacion de los compuestos orgdnicaos complejos de los
suelos como fuente de carbonoc (103, 177, 258}, y por otroc la

no dependencia de la pacteria al plasmido (149, 204).

La Figura No. I muestra el crecimiento de 4. vinelandi i
cepa OLD-81 FLA® <(con plasmido) introducida en suelos
estériles con diferentes tipos de texturas, en esta figura el
compaortamiento de la cepa OLD-B1 fu¢ semejiante al de 1la cepa
L-2 aislada de suelos recién colectados. Esta simiiitud en el
crecimiento de ambas cepas de A. wionelandii, sugiere gue el
abatimiento fisioldgico al gque probablemente 1a cepa 0OLD-81
estuvo sometida, durante su permanencia en €1 suslo almacenado
por 30 afios, no atectd su capacidsad de respuesta fisioldgica
para (11, i1, 124} la utiliracidn de los compusstos
organicos como fuente de carbona y energia presentes  en

estos suelos gue sd8lo fueron humedecidos.

La Figura No. 4 muestra la saobrevivencia de la cepa de
A. vinelandii 0OLD—-B1 PLA+ (con plasmido? inoculada en suelos
no estgriles con los diferentes tipos de texturas. En esta
Tigura se observan curvas de crecimiento mas cortas, con una
menor cantidad de c<lulas producidas y un periodo de
viahilidad que no sobreapasd los 15 dias, este comportamiento
pudo ser la respuesta de la cepa a las condiciones naturales
del suelo, en el cual Azcoctodbacter probablemente expresd 81 o

los plasmidaos por ciertos periodos (22, 34, 261) en contraste
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con el comportamiento de esta cepa bajo condiciones dJde
esterilidad (Fias No. & y 2), otras posibles diferencias en
los suelos no esteriles fueron: la competencia bioldgica (60,
102, 2&62) vy 1la predacidn por algunos microoraganismos de este
ambiente (5, &1, 217y qgue infiuyeron negativamente en 1la
sobrevivencia de la cepa de A, vinelandii, al igual gue
compuestos antimicrobianos del suelo que contribuyeron a 1la

muerte de las bacterias (46« 163, 231).

No se muestran las Figuras de las €epas de A. vinelandil
L-2 PLA" v PLA (con plasmido y sin plasmido? porque al
instroducirse en los suelos no estériles con diferentes tipas
de texturas, no se lagraron detectar azotobacterias
sobrevivientes en un periodo menor de 7 dias, probablemente
por gue la manipulacidn de las cepas en 21 laboratorio influyd
aen su p£rdida de capacidad de scohrevivencia en el suela, io
gue s2 ha comprobado en Azotobacter g otros osneros
bacterianos gue a1 cultivarse artificialmente. disminuyen su
resistencia a tactores antimicrobianos del suelo, en contraste
con a2speEcies bacterianas de los mismos géneros gue mantenidas
en cendiciones naturales son mas resistentes a estpops factores
{244, 245, o por modificaciones fisioldgicas estas bacterias
pierden la capacidad de crecer en medios de cultiveo de

laboratratorio sin morir (viabilidad) en el ambiente (S4.
259 .

Finalmente la Figura No. 3 muestra el crecimiento de 1a
cepa de 4. vinelandtii{ OLD-81 PLA (sin plasmido) introducida
en suelos estériles con diferentes tipos de texturas. En esta
Tigura se observa ague gn apariencia la ausencia del plasmidao.
aumentd la velocidad de crecimiento de 1la cega y redujo su
canacidad de produccidn de células en comparacidn al

compor-tamiento de 1la misma cepa en oresencia del plasmido, no
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sabemos porgue, pues se supone que el pliasmido no debid
influir en la velocidad de crecimiento o produccidn celular
aungque esta observacidn no es concluyente, ya gue no se ha
definido en forma objetiva 21 papel de los plismidos en las
bacterias (4, 76, 120). En general la presencia del plismido
en la cepa de A. vinelandii OLD-81 parece conferir ventajias
fisioldpicas gue no se  obsaervaron en la misma cepa sin

plasmida (94, T4, 110).
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TABLA No 1

FOBLACIONES DE MICRODRGANISMOS AERCBIOS SOBREVIVIENTES DE
SUELDOS TEXANOS ALMACENADOS POR DIFERENTES FERICGDOS

UFC X 10°/g DE SUELD SECD
FERIODO EN AROS

POBLACIONES z0" 112 RECIEN COLEESTADOS
Bacterias 1.200 S2 300,000
Actinomicetos 0.2 17 G660
Honaoos (propiagulos) G2 0.1 71
Azotobacter spp. 220 0.15 52, 000

fx
simbologi a-
1. T Promaedio da iB muestras. 2 — Promeaedio de 3 muestraa.,

3. - Promedio de 42 muestras.
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TABLA No. 2

FORCENTAJE DE LAS BACTERIAS AISLADAS DE SUELOS
ALMACENADOS FPOR DIFERENTES PERIODDS

P%ﬁIDDD EN AROS

CATEGORIAS MORFUOLOGICAS 301 i1 RECIER COLECT ADQSB
Bacilos Gram (-} 41.3 3%2.0 30.2
Bacilos Gram (+) S8.7 &1.0 &7.8
(Total)

No Esporulados 77 24.0 13.7
Esporul ados 91.0 I7.0 S56.1
Relacion

Bram (=) / Bram (=) Q.70 Q.63 0.43

Simbologl a:
1= Promeaedico de i8 muestras. 2= Fromedio de g muaestraa. 5= Promedio
de 419 wmuestras.
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TABELA Na.

DENSIDADES DE PORLACIONES DE AZOTORACTER SPP SUBREVIVIENTES
E SUELUS ALMACEMADGS POR Z0 ANUS

DESIGNACTON DRIGER TIFRGO DE UFCrg DE SUELO SECO ¥ 1&3
DRIGINEAL SUELD Azotobacter spp
EAST SaM ANTCNIO (I 0. 320
SOUTHSIDE | SAM ANTONIO =] D 30
MAal WEST E4aN ANTONID C 0 =0
1y, D Bk AUSTIN C 0. 090

MISEION S io.0

51-6T AUSTIN E 10,80
Z50-T0NTROL AUSTIN C 1=.0
£—B=4&Z GUSTIN = 11.0
J ALSTIN C 7.0
350 +R SUSTIN U MN.D
F.3 CONTROL ALIET I (3 14.5
DOWRT Ol MANCR g £.G
BOWRT WM BROOKS C o
Ca AUSTIN S \ 1.0
SEHADYWODD AUSTIN C 1.0
?DNTRGL AUSTIN & Q.72
CONTROBL 34T ALISTIN ) G. 10
CaDILcRC AUST IR 5 0.9

Stmholool a:

c=  Quernsz@mico S=  arenosc N, D= Neo se detectd muRgun posthle

AZOTOBACTER .




413

TARLA nNp. 4

DENSIDADES DE FOEBLACIONES DE AZOTOBACTER SPP SDBREVIVIENTES
DE SUELDS ALMACENADDS FOR i1 ANDS

DESIGNATC IGHN DR IGEN SERIE UFC/u DE SUELD SECO x 10°
ORIGINAL DE SUELGD Azotobac ter spgo.

5] DENTON E O.90

F W FORTH WORTH E 51.4

p- I DENTOM E 4z, 0

Sunkologl a:
B= Burle=zen (Arencsa). , C= Crockett (Arencso-Limoso).



TAELA pMo. 3

DENSIDADES DE LASE FOBLACIONES DE AZOTQBACTER SFP AIGSLADAE
CE SUELDS RECIENWNTEMENTE COLECTADOS

DESIGNACIOM SERIE UFC/a DE SUELDO SECD 7 1!233
ORIGINAL DE SUELD Azotobacter scpo
1 B s I%
2 K .15
= CkE 250.0
4 E 0. Z
= Ct N.D.
= L o N.D
7 F 250.0
5 B 1.100
2 B i.600
ALE = 1, &G0
11 = 4, Z0G
v Ck 5. T00
13 R 4G, QU0
i4 B 20, DO
15 B 40, 000

40, 000

-
or
2l

1.2 = SO

i8 =3 S, 0N

i9 B 13, U
Sunbolegl a:
B= BLroms {Arenocosa-Limosc). , R= Burleson {Arsnoso). , CK= Croclatt
IArenosa-Limosoa), , sSuelas det Condado de Denton, Texas. , N.D.= N

ae detectd mungln peosible AZOTOBACTER.




FH&““_LRISTICRS RIOGIIMICASE DE LOS AISLADOS DE
FERARDS D=z SUELGE
NTES PERIOQDOS

P

3

o
i

T

ey
'I'] AT
Fim
P
Il C

CARACTERISTICA AISLABOS

0 ANDST mRECIEN coLELTAuus

Tenperatura de crecigiento (<Ch.

ig + =
20 ¥ ”
A7 = #*
Crecimisnto =n oresencis de 1%Z de NalCl = +

tilizacion de:

fructosx

plucose

SaCarosa

etancl

etilenglicol

galactosa

ramnosa /

R
I

Simbologl a
(3= reazcidn positiva o la prueba Yoo utilizacidm. (== redccidn
hegativa  a la prueba. a= promedis de 10 wmslados, b= promedio de

12 ailstados.



TABLA No. 7

CARACTERISTICAS EBIDQUIMICAS DE AISLADOES

DE BACTERIAS B (-)

SOBREVIVIENTES DE SUELOS ALMACENADCS FOR 0 AROE.

CARACTERISTICA

y—-7-4

CEFA

V=7

Mavilidadg

Citratos

Indol

K25

Uregasa

Ferm=ntacisn de:

Glucosa

Lactosa

Sumbologla-

(+)=  reaccitin positiva a tLa pruaba.

prueba.

et o

reaccrddn

negativa

la
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TAERLA No.8

PATRONES DE RESISTENCIA ¥ SUSCEFTIBILIDAD DE LOS AISLADOS
DE AZOTOBACTER VINELANDII RECUFERADOS DE SUELOS ALMACENADOS
POR DIFERENTES FERIGDOS A DIVERSDS AGENTES GQUIMICOS Y AWNTIRIOQTICOS

AGENTE/ANTIBIOTICO _AISLADGS 5
30 ARDS™ RECIEN COLECTADOS

Benzoato de sodio G.5 % - ¥
Fluoruro de sodio 0.01 M. - +
Fenol 0.5 % -
Estreptomicina 25 waiml +
Carbencilina 1§ pos/ml. + +
Ampicilina i4 wa/ml. + +
Tetraciclina 15 wa/ml. + -
Cloranfenicol 0 ouo/ml. + +
Micostatina 0.1 mg/ml. + +
Simboleai a: 1

(=)=  susceptible. {4i= reaistente. = promadio de 3G aisladoa. b=

promedio de 12 aislades.



TABLA No. 9

FATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEFTIRILIDAD A COMPUESTOS
AROMATICOS FOR CEFAS DE AZOTOBACTER VINELANDI I
AISLADAS DE SUELOS RECIENTEMENTE COLECTADOS

CEFAS
AROMATICO uu UW—AL 2489 S-6A L-2
FENOL  (0.5%) - & * & _
TOLUEND (0. 1%} - - 3 - _
XILEND (0.1%) - + + i _

SLmbologJ:o;
(=)= sugceptible. (+)= resistente.
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TABLA No. 10

FATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEFTIERILIDAD 4 ANTIRIOQTICOS
FOR CEFAS DE AZQTOBACTER VINELANDII QISLADAS
DE SUELOS ALMACENADDS FOR ZF0 AROS

ANTIRIOTICOS CEFAS
{pa/ml; OLD—R pDLD-81 oLD-8 OLD—-8b

Rifamoicina 1.0 + + + +
Ar. nalidigico 0.0 + + = =
Kanamicina 1.0 . - = +
Eritromicinas 10,0 + — - -
Yancomicina 0.0 = + = =
Bacitracina 1G.0 = + = =
Gentamicins 10,0 + - = -
Cloranfenicel Z3.0 + + + +
Estreptomicina Z5.0 —_ - + +
Tetraciclina i5.0 + - + +
Ampicilina 13.0 + + + +
Carbencilina 15,0 + + @+ X
Micostatina ©O.10/1 < + + +

Simboloal a:

a= iu;’:GF‘LLbLé. = reststenta.
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TABLA Mo. 11

FATRONES DE RESISTENCIA ¥ SUSCERTIRILIDAD A DIFERENTES
ANTIBIODTICOS FOR CEFAE DE AZOTOBACTER  VINELANDI?
&15LARAS DE

SUEILLDSE RECIENTEMENTE COLECTADOS

ANTIBIOYICOS CEFAS

(uasml D~1 L2 S—46A Li—AL Ll
Rifampicina 1.0 + + + + G
~. halidixico 20,0 + + + - =
Eritromicinag 10,4 - + + + e
Vamcomicins 20.0 - + + = =
Bacitracina i, - + ES = e
Gentamicina i, 0 — _ + = =
Kanamicina | L + = + — g
Cloranftenicol T -+ + + + +
Ectreptomicina 2T + - - + +
Tetraciclina 15.0 - ~ | < - -
Ampicilina i3.0 i 3 + 3 +
Carbencilina 15.0 + + + -+ +
Micostatina G.1 g/l + + + + +

Sunbobool ol

(=)= zuzcaptible

(=)=

resitstents
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TABLAS No. 12 .
FATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEFTIRILIDAD A fINT IBIOTICOS
FOR CEFAS DE ASCTOBACTER VINELAKDII PLA Y FLA
AISLADAE DE SUELJOS &ALMACENADOS FOR 0 AROGS
ANTIRIGTICO CEFAS
(Lo/mil 0f_D—Fk OLD-81 L8 OLD—8i OLD—B3
.+ = o+ = + = + S ERG =
s FIs Fita Fla Fila Fla Fla Fia Fla Fla

RiTampicina 1.0 + + + + + — - — —
F.nalidixico Z0.0 + + + + — — - — -
Hanamicina 1.0 i = = - - - - - -
Eritromicina 10,49 =+ + -+ + - - - - -
Vancomicina bt v IR - - - - e = - -
Bacitracins e, | 1 ~ e ~ = — — - -
Gentamicina in.oe o+ + + + - - — - —
Cloranfenicol 25.0 + - + - + + + + +
Estrectomicina 25.0 — - — — + + - - +
Tetraciclins Mwiw ) A - —~ - + + - - -
Amplicilins 1o.¢ + 3 + + + - + + +
Carbencilins 10.9 -+ + + + + + + + +
SLm'r_-'.:log'i ac
=)= suscepitbla. ¢Hr= recislante. Pla = —cn plasmuido na
Saaradae . Fia = sin plidamuds eziar ccluy . Agenles ol Lt ETY T T 104
dodecil sulfato de aodia 0. ozsa.L, Nnaranja da acridina Q. 25mM,

bromure de etidias O, 125 mM.



TABLA hNo. 13Z.

FATRONES RESISTENCIA Y SUSCEFTIEILIDAD A ANTIEBIOTICOS
FOR CEFAS DE AZO0TOBACTER VINELANDRII FLA Y FLA
AISI_ADAS DE SUELDS RECIENTEMENTE COLECTADOS

ANTIRIOTICOS CEFAS
(pm/mll D-1 1L-2 g— Uk—AL
+ - E - — + =
Fla Fla Fla Fla Fla Fla Fla Fla
Rifampicina 1.0 + + + -+ + + C +
8. nalidizgicg 20, + + o - - + _ _
Kanamicina ;i + + = = + + + -
Eritromicina 10. 0 — -~ + + + + + +
Vancaomicina 20.0 i = + + + + - -
Racitracina 1G.O i — s + + + _ _
Geptamicina 1G.0 - - - - + Fl = =
Clorarnifenical 25.3 - + + - - - + +
Tetraciclina j o e - - - - = = = -
Ampicilina 15. G + + + $2 + + + %
Carbencilina i5.0 + + + + + 4+ + +
Hicastatina ©O.1g/1 + + + + + + + +
gimbologl a:
5 ) -

PLA = con plasmide no curadar. PLA = 3N plAdamudo tcuraday,
== . suaceptibls. Gy resistente. Agontes de Le curacLOr:
dodeotl aylfate de sodiLo 0. &25 g4, naranja de agridina o. 25 mM,

bromure de eiidic O, 125 wmM.
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TABLA No. 14

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS FLASMIDOS DE CEFAS
AZOTOBACTER VINELANDII ASOCIADOS £0N LA RESISTEMNCIA

A ANTIBIOTICOS AISLADAS DE SUELOS ALMACENADOS FOR 30 ANOS

CEPA FESO MOLECULAR ANTIBIQTICOD FLASMIDO
(MDa) (po/ml)
OLD~R 48 Cloranfenicol 25.0 pOLD—-RK
Tetraciclina 1S5.0
0LD-81 20 Cloranfenicel -25.0 pOLD-81
JLD-8B 28 Rifampicina 1.0 p0OLD—8
Ampicilina 15.0
OLD-83 25 Kanamicina 1.0 pOLD—83

Estreptomicina 25.0

Simbologi a:

MbDa= megadattons. Loa pesos moleculares de los plédamidos de
VINELANDIX fueron caleulados per comparasicn con plidamido
(£-7 2 MDa?, RP4 94

ESCHERICHIA COLI Col-EF4 4. 2 Mda), R&-5
Ro-K (24. 7 MDad.

A
de
MDD,
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TABLA No. 15

GCARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PLASMIDOS ASOCIADOS
CON La RESTISTENCIA A ANTIBIOTICOS POR CEPAS DE AZOTOBRACTER
VINEL ANDI AISLADAS DE SUELOS RECIENTEMENTE COLECTADOS

CEFA PEZ(O MOLECULAR ANTIBIOTICO PLASMIDO
MDa> C ugs/ml 2
L-2 30 A. nalidixico 20.0 pL-2
Cloranfenicol 25.0
D-1 35 Estreptomicina 25.0 - pb-1
5-6 30 Gentamicina 10.0 pS—-6
UwW~AL 52 Kanamicina 1.0 pUW-AL

Eztreptomicina 25.0

Sumboloegl

MDo= Megadalians. Las resce molecularas de los plismidos de
VINELANDII fusrom zaloulados por comparacion con pldsnmidos

cepas de ECHERICHIA <OLI Col-Ed 4. 2 MDa2, Ro—-5 ({28 MO, RP4
MDo), RGE-K 24. 7 MIxc). ’

deo
194
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TAELA No. 16

FATROMES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A FESTICIDAS
FOR CEFAS DE AZOTOBACTER VINELANDII AISLADAS
DE BUELOS aALMACENADDS FOR I0 4R0S

FESTICIDA CEFAE
(0.1 @rly aLpn-81 oLg-8= OLD~8b oLD-k

Scnar + + =
Diguac — - = =
Koplesx - + L =
Endothall 4 4+ + _
2.4~ i + = =
K. Tes - - — -
Earmexm - + 4o =
Aguazine & + + -

Sumbolegl a:
(-y= susceptibla. (+)= resistente.



TARLA dNo. 17
FATRONES DE RESISTERCIA Y SLUSCEFTIBILIDAD A& FESTICIDAS
FOR CEPAS DE AZOTOBACTER VINELANIII AISLADAS
DE SUELOS RECIENTEMEWTE COLECTADOS

FESTICIDAS CEFAS

(0.1 o/l L2 D1 S—6A Ul—AL Ul 2489
Sonar + - + - - -
Diguaat + + = = =a sz
tanlex + - + - - -
Endothall + + - — - -
2.4-0 + - ~ + = r3
k. Tea it - + + - -
Karmey + - = - b -
fRouazine + = 4 i = =

Si.mbol.ogi ol

(=)= sugceptible. (4)= resistente.
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TAELA No. 15,

FATRONES DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIRILIDAD f’-'i+ FESTI _IDGS
FPOR CEPAS DE ASOTCOEBACTER VINELANDII FLA Y FLA
AISLADAS DE SUELOS ALMACENADDS FOR 30 AROS

FESTICIDAS CEFAS
(.1 /1) CLD-RB1 oL _ ULD;S _ oLp=-Br OLp—8b
Fla Fla Fla Fla Fla Fla Fla Flas Fla Fus

Sonar + + + - + + - - -
Diguat = = == - — - e - - -
Kopleyw 1l T = = = = = = = =
Endothall + + - = + - — - + +
2-4, b & T % - + & - - - -
K. Tea = 7 = = + + - - . -
Karmey = T + + + + + = + +
Aguazine + + + + - ~— + ~ + +
Stmbologi as

+ . \
PLA = con plasmide (ho  curadad. PLA = sin plasmudo teurada). ==
susceptibla, (+¥= resistente. Agentes de La curacwdn: didecil
aulfato de aodico 0©. 625  g-sl, naranja de acridina G. 25 MM. bromur =

do etidie O.425 mM.
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TABLA No. 12

FATROMES DE RESISTENCIA Y SUSCEFTIEBILIDAD A+ PESTICIDAS
FOR CEFAS DE ASCTOBACTER VINELAMEII PLA Y FLA
AISLALGAS DE SUELOS RECIENTEMENTE COLECTADQOS

PESTICIDAS CEPAS
(i o/ E~=2 D—

5-6A UW—AL 2489

1
Fia” Pla fPla’ Pia  Fla’ Pla FPla' Pla Pla’ Fla

Scnar + + = - + + == — - ~
Diguat + + + + - = - = - -
Yoplex i + = - + - - - - -
Endothall + i + - = = - = = =
2,4-D X i - o - - - - + -
K. Tea = i - 3 + + + — — —
Karwmex & + == - + - — - - -
Aguazine & - = = — — = = = =
sinbotogl a:
-+ s B - .
PLA = con pliamido  (no curadad. PLA = ‘min pliAdsmido (curada). ==
susgeptible, = posistente. Agentes de La curacidn: dodecil
sulfate  de  aedic O, 625 g-l, naranja de acridina 0. 25 ™M, bromure

de glidic 0, 425 wM.
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TABLA No. 20

CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PLASMIDOS ASOCIADOS
CON LA RESISTENCIA A PESTICIDAS POR CEPAS DE 4ZOTQBACTER
VINELANDII AISLADAS DE SUELOS ALMACENADOS POR 30 AROS

CEPA PESO MOLECULAR PESTICIDA PLASMIDO
(MDad> DA g/
OLD-8 20 Endothall pOLD-8
oLD-81 20 ' Karmex pOLD-81
Aquazine
0oLD-83 25 Sonar pOLD-83
2,4-D

Simbologl a:

MDa= Megadalions. Los pesoca moleculares de los pldmmidos de los
copas de A VINELANDIT, fueron calculadsga por comparacidn con

pldemides  de  cepas de ESCHERICHIA COLI Col-Ei (4.2 Mbho), RE-5 (Gt
MDa), RP4 (34 MD2), RGO-K (24,7 MD).
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TICAS GENERALES DE LOS FPLASMIDOS ASOCIALC:

M.

CARACTERIS
CoM LA RESISTENCIA A FESTICIDRAS FOR e -_. Dz AZOTCBACTER
VINEL ANDI ] &isii-0AS DE SUELDS RECIENTEMENTE CULECTADOS
CEFA FEESO MOLECUL AR (MDal FESTILCIDA FLASMIDQ
(3.1 as/1)
L=z a4 Liguat pl.—-2
Endothall
Z.4-D
fguarine
I 33 Erndothall oD—1
545 IO Koplex nS—ad
UW-AL SE K. Tea DUW—AL
2467 =2 2.9=D p2453
Simbelogla;
MDa= Megedaltons.
Los pescs melecularss de las cepas de A VINELANDIY fusron
caleulades  por  comparecidn  <con plédsmidos de cepas de ESCHERICIA
COLXI Col-E1 4. 2 MDa), Ro-% {c1 MDw, RE.4 {34 MDad, RO-K 24. 7
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FIG. 1 . CRECIMIENTO DE Azotobacter vinetandii CEPA L-2 PLAY INTRODUCIDA EN

(PLA*) Con plasmido, .
a* arcillosa, b=limosa-arcillosa, c= arenosa-arcillosa, d= arcillo-

sa-limosa

(W) aL-1.-{(O) br=4

SUELOS ESTERILES CON DIFERENTES TIPOS DE TEXTURAS.

(@) cL-4

(A ) duL-2
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FIG. 2 . CRECIMIENTO DE Azotobacter vinelandii CEPA L-2 PLA~ INTRODUCIDA EN

SUELOS ESTERILES CON DIFERENTES TIPOS DE TEXTURAS.
(PLA~) Sin plasmido, (M) al-1 (O) bT-4 (®) cL-4 (A ) dLL-2,
a= arcillosa, b= limosa-arcillosa, c= arenosa-arcillosa, d= arci

llosa-limosa
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FIG. 3 . CRECIMIENTO DE Azotobacter vinelandii CEPA OLD-81 PLA*

INTRODUCIDA EN SUELOS ESTERILES CON DIFERENTES TIPOS DE

TEXTURAS.

(PLA") Con plasmido, (M) al-1 (O) bT-4 (e ) cL-4

(A ) dLL-2, a= arcillosa, b= limosa-arcillosa, c= arenosa-
arcillosa, d= arcillosa-limosa

20 25
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A% Tiempo (Dias)
FIG. 4 . SOBREVIVENCIA DE Azotobacter vinelandii CEPA OLD-81 prat
INTRODIICTDA EN SUELOS NO ESTERILES CON DIFERENTES TIPOS DE

TEXTURAS .

(pLA*) Con plasmido, (M) aL-1 () bT-4 (e) cL-4
(A ) 8LI-2, a= arcillosa, b= limosa-arcillosa, ¢= arenosa-

arcillosa, d= arcillosa-limosa . . . .
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| | - | LSk - A

0 5 ' 0 .15 20 25

FIG. 5 . CRECIMIENTO DE Azotobacter vinzlandii CEPA OLD-81 PLA-
INTRODUCIDA EN SUELOS ESTERILES CON DIFERENTES TIPOS DE
TEXTURAS.
(PLA-) Sin plasmido, (M) al-1 (QO) bT-4 (@&} clL-4
(A) aLL-2, a= arcillosa, b= limosa-arcillosa, C= arenosa-
arcillosa, d= arcillosa-limosa
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CONCLUSION
El oénero Azotobacter con énfasis an la especie
yinelandii se considera 1importante para el ciclo del
nitrogeno por la premisa de que al fiiar nitrogeno

atmosférico, contribuye a la fertilidad del suela y por que su
enzima nitrogenasa se usa como modelo genético-bioquimico de

expresidn de prateinas funcionales.

Fara 4. vinelandi? poca o0 ninguna importancia se da a

gtro tipo de actividades o propiedades bipldgicas qué posee,
estas son conbocidas sdlo por algunas investigaciones que lento
pero segurn, intentan modificar de fondo el concepto sobre el

papel de AdAsotobacter en la naturalera.

Erm general alagunas de las propiedades expuestas antes y
seflaladass como fundamentales para el género Azotobacter
habran de ser revisadas como: i) Su capacidad de fiiacion
bicl&gica del nitrogeno molecualr en condiciones naturales,
atn en la rizdsfera de gramineas, va gue actualmente se bha
comprobadoc que esta capacidad de A=stobacter podria ser mas
eventuwal gue generalizada, 1ii) é% mecanismoc natural de
apbrevivencia de la bacteria, por medio de formas celulares
diferentes a los quistes y que ne estan ampliamente
reconocidas, iii) Este es el primer reporte gque establece 1a
pasihilidad; de gue =1 ADN de plasmidos puede ser estable vy
expresar alguna funcidn biocldgica an Azotobacter
sobreviviesntes al abatimento fisioldgico, en suelos no

estériles alamacenados durante largos periodos.

Estos resultados sugieren fambién, gue algunas de las

caracteristicas de resistencia a antibidticos vy pesticidas



asoCiados con 1os plasmidaos detectados en las cepas de Al
vinelandii sobrevivientes aisladas de los suelos almacenados
por 30 2fhos, no estan relacionadaos con actividades
antropogdnicas y que fueron probablemente 'adguiridas de otros
microorganismns avidctonos e invaseres del suela, ya que estas

caractericticas, se relacionaron con los plasmidos detectados

en las arotobhacterias aisladas de 1laos suelos recidén
colectados.

Finalmente, no sabemos cuales fueron los efectos
egpecificos de los plasmidos sobre el crecimientoc y

sobrevivencia de 4. vinelandii! en los suelos estériles vy no
esteériles, debidgo a la escasa investipacidn Besarrollada sobre
lazs condiciones ambientales gue inducen a la eypresidn de las

oropiedades gen=sticas de los plasmidos centenidas en

Azotobacter nativos de los '5uelos, mucho menos saobre la

capacidad d2 estas bacterias para mantener vy transportar
plazmidos con  la presente investigacidn, por lo gue
prabablements sstos plésmidas influvan mis de 1o gue suponemos
en =l papel de Adzoiobacter en la naturaleza, lo cual no
parece ser ildgico si se considera, gue de acuerda con el
principio de econcmia energética de la celula, sdélo se
mantiene en ellas aguello gue :ontrfbuye a la permanencia de

la egpecie en el ecosistema.
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