pregunta de cémo podrian obtenerse buenas me-
didas, una alumna «corté por lo sano». inventando
otro procedimiento. Dos o tres pensaron que quiza
podria haber un sistema eléctrico para detener el
cronémetro en el momento exacto. Previamente, las
alumnas que manejaban los crondémetros habian
detectado la principal causa de error: es muy dificil
parar el cronémetro en el instante justo en que
la bola pasa por el punto considerado.

Para un proximo curso trataremos de obtener
medidas utilizando un electroimén para poner en
marcha y detener el cronémetro, compararlas con
las umanuales» y discutir los resultados.

Finalmente, tratamos de que la alumna aprenda
a aplicar el espiritu cientlfico y critico que procu-
ramos inculcarle, a otras ramas del conocimiento,
y a valorar las distintas fuentes de informacién que
le llegan.

CIENCIAS NATURALES

Giclo del nitrégeno.

Practicas de microhiologia del suelo

Por Francisco BERMUDEZ de CASTRO (*), Angel COSTA (**) y Carlos MIGUEL (***)

Generalmente, a nivel de Bachi-
llerato no se realizan practicas de
Microbiologia, debido a las difi-
cultades que entrafian los procesos
de esterilizacion del material y de
los medios de cultivo, la comple-
jidad de estos Gltimos y las condi-
ciones de siembra e incubacion
cuando no se dispone de un labo-
ratorio adecuado. Sin embargo, al-
gunas técnicas empleadas en Mi-
crobiologia del Suelo son faciles
de realizar, requieren medios rela-
tivamente sencillos y encierran un
valor didactico indudable, pues ini-
cian a los alumnos en el estudio
practico de un sector de la Natu-
raleza tan interesante como es el
mundo de los microorganismos.

El suelo no es un soporte inerte
de las plantas. Es un ente vivo
que se ha formado gracias al tra-
bajo de millones de microorganis-
mos que lo habitan y que contri-
buyen a su fertilidad. La compleji-
dad de funciones realizadas por
los microorganismos del suelo como
resultado de las diversas reacciones
de su metabolismo aconsejan estu-
diarlos reunidos en grupos fun-
cionales o fisiologicos que ejercen
una funcion especifica como la ce-
lulolisis, la proteolisis, la nitrifica-
cibn, etc. A su vez, estos grupos
funcnonales se incardinan en los
grandes ciclos del nitrégeno, del
carbono, del azufre, del hierro vy
del fosforo.

Balanza.

Frasco de vidrio de boca ancha.
Microscopio.

Portas y cubres.

Asa de siembra.

Mecheros de alcohol o gas.

La Microbiologia del suelo em-
plea habitualmente técnicas pro-
pias encaminadas a evaluar grupos
determinados de microorganismos
sin pretender aislar en cultivo puro
un germen determinado como se
procura en otras ramas de la M.
crobiologia. ﬂlﬂ

Vamos a estudiar aqui una'pa)\
del Ciclo del Nitrégeno, la figcion
del nitrébgeno atmosférico limitdn-
donos al reconocimiento desun fi; <
jador libre del suelo, Azdtabgriehs
y a dos simbibticos, RAhi.

‘:“; . - ‘\.:
Frankia. EPERE J%lg.»
r " =,

1. FIJACION LIBRE DE
NITROGENO ATMOSFERICO r‘
buscaré una tierra cultivada, que

Reactlvos

gurar la validez de los
es imprescindible reco-

1.1. Material de campo. previamente haya observado el pro-
Azadillas. fesor, y se recogerdn muestras en
Bolsas de plastico. una época en la que el suelo no
Alcohol. esté ni demasiado seco ni enchar-
Algodén. cado por la lluvia. Para cada muestra
Cuaderno de notas. se harén 10 recogidas en diversas
Jabén y toalla. zonas del terreno, juntandolas en

una bolsa y homogenizdndolas pos-

1.2. Material de laboratorio. teriormente en el laboratorio. La

Lapiz graso o rotulador para

vidrio. (*) Doctor en Ciencias Biolt:oic:s. FTro-
Cristalizador grande. fesor Adjunto de Biologia en la Facultad
Espéatulas g de Ciencias de la Universidad de Salamanca.

P -, (**) Doctor en Ciencias Biologicas. Pro-
Cajas Petri de 5 cm (. fesor Agregado de Ciencias Naturales del
Erlenmeyer. Instituto Nacional de Bachillerato «Jorge

Manrique» deé Palencia.

(***) Doctor en Ciencias Biolégicas. Pro-
fesor Ayudante de Biologla en la Facultad
de Ciencias de la Universidad de Salamanca.
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Tamices de 2 mm de malla.
Papel de filtro.
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azadilla se esterilizard flameandola
a la llama de alcohol y se evitard
tocar la muestra con las manos.
Es conveniente lavar ias manos con
alcohol antes de cada recogida y
con agua y jabdn después de las
mismas.

Se operard de la manera si-
guiente:

— Se retira con la azadilla la ve-
getacién y se raspan aproximada-
mente los 5 cm primeros del suelo
que se desechan.

— Con la misma azadilla se re-
cogen porciones de tierra hasta una
profundidad de 15 cm y se intro-
ducen en la bolsa.

— Se repite la operacion en diez
puntos del campo hasta completar
una cantidad de tierra recogida de
un kilogramo, aproximadamente.

Se cierra la boisa y se rotula.
En el cuaderno de notas se apun-
tard el nimero de la muestra y las
observaciones de campo que sean
pertinentes, como lugar, dia y hora
de recogida, cultivo a que esta des-
tinado el campo, vegetaciéon colin-
dante, etc.

1.5. Tratamiento de las muestras
en el laboratorio.

Todo el material debe estar esté-
til. Si no se dispone de estufa de
esterilizacion basta con flamearlo
a la llama y enjuagar el vidrio con
alcohot.

Se pasa la tierra por el tamiz
metélico que se ha flameado répi-

LA

damente. El tamizado se recoge
sobre un cristal y se homogeniza
con la espétulo. Si no se va a em-
plear inmediatamente, se guarda
en un frasco de boca ancha en un
sitio fresco sin meterlo en la nevera.

1.6. Método de andlisis de Azo-
tobacter por la técnica de
Winogradsky.

Emplea como medio de cultivo
la misma tierra enriquecida con una
fuente carbonada.

— Se pesan dos lotes de 100 g.
de tierra cada uno.

Con cada lote se realizan
operaciones siguientes:

— Se ahade 1 g. de piruvato
sédico y se mezcla bien con la
espatulo.

— Se preparan 5 montones sen-
siblemente iguales. Al primero se le
afiaden 0,4 g. de carbonato cél-
cico. Al segundo, 0,1 g. de fosfato
bipotasico. Al tercero, 0,4 g. de
carbonato célcico y 0,1 g. de fos-
fato bipotésico. Al cuarto y quinto
no se les afade nada. Cada mon-
tén se divide en dos y de esta for-
ma se obtienen dos réplicas de cada
tratamiento y cuatro de la tierra sin
tratar. A cada uno se le va anadien-
do agua destilada estéril mezclando
con la espétula hasta conseguir
una pasta facilmente moldeable
con la que se llena completamente
una placa Petri y se atlisa la super-
ficie con la espéatula. Las placas se
numeran con el lapiz graso y se
introducen sin tapar en el cristali-

las

1.D

Ciclo de Azotobhacter: /.A: fase vagetativa, formas méviles. 1.B: formas inméviles (prequisticas).
1.C: formas aberrantes. 1.D: quistes o cuerpos regenerativos
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zador que se cubre con un cristal.
Se incuban en estufa a 28° C.

Notas: 1.2 Después de lienar
cada placa se lava y se flamea la
espatula.

2.2 Si no se dispone de estufa
de cultivos basta con poner el
cristalizador en un cuarto oscuro
o dentro de un armario o cajén
manteniendo la temperatura dei
local con una placa solar u otro
calefactor con termostato.

3.2 El agua destilada estéril
puede ser reemplazada por agua
recién destilada o por agua desti-
lada que se ha hervido durante
bastante tiempo y que se ha dejado
enfriar a temperatura ambiente.

4.2 Los alumnos deberan ano-
tar en el cuaderno de practicas el
diay la hora en los que se han depo-
sitado las placas en la estufa y el
tratamiento que tiene la muestra
introducida en cada placa.

1.7. Lectura de los resultados.

Las placas se examinaran diaria-
mente a partir del segundo dia de
incubacion. Las colonias de Azo-
tobacter aparecen como manchas
brillantes un poco abombadas. A
partir del cuarto dia las manchas
van tomando color pardo que oscu-
rece progresivamente.

En el cuaderno anotardn los
alumnos el nimero de colonias ob-
tenidas en cada placa y sus carac-
teristicas morfolégicas: didmetro,
color, brillo y forma del margen.
Es muy ¢onveniente dibujar la si-
tuacion de las colonias en cada
placa, anotando como dudosas las
que no aparezcan claras, para estu-
diar la evolucién del crecimiento.

Como la falta de calcio y fésforo
inhiben el crecimiento de Azoto-
bacter se deduce por el numero de
colonias que presentan cada una
de las placas a las que se han aia-
dido estos elementos, si la tierra
contenia estos nutrientes en canti-
dades apreciables.

El profesor plantears las cuestio-
nes oportunas relativas a las carac-
teristicas de la tierra examinada con
respecto al ndmero de Azotobac-
ter y a la presencia en el terreno de
P y Ca. Para responder a estas pre-
guntas hay que tener en cuenta que
en las cuatro placas a las que no se
ha afiadido nutrientes, el nimero
de colonias es directamente pro-
porcional a la riqueza de la tierra.

Al cabo de 6 dias de incubacion
finaliza la experiencia y los alum-
nos deberan tirar la tierra y dejardn
el material limpio. Como no se han
cultivado organismos patdgenos
basta lavar las placas con agua y un
detergente comercial.



1.8. Observaciones microscépicas

A juicio de! profesor se puede
examinar al microscopio un cultivo
de Azobacter. Para ello se toma
con un asa una porcién de una
colonia, se deposita en un porta
se diluye en una gota de agua des-
tilada, se tapa con el cubre y se
observa a los aumentos maximos
del microscopio.

Segun la nueva clasificacion del
Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology (8.2 ed., 1974), Azo-
tobacter pertenece al grupo de ba-
cilos aerobios gram-negativos. Al
microscopio se podrdn observar al-
gunas de las formas siguientes que
los alumnos deberan dibujar en su
cuaderno: bacilos cortos moviles
por flagelos insertados por todo
el cuerpo de la bacteria (flagelos
peritricos) (Fig. 1a), formas in-
mobviles sin flagelos (Fig. 1b). for-
mas aberrantes (Fig. 1¢) y quistes
esféricos (Fig. 1d).

2. FIJACION SIMBIOTICA
DE NITROGENO
ATMOSFERICO

Las dos simbiosis fijadoras de
nitrbgeno atmosférico mejor estu-
diadas, leguminosa-Rhizobium y
no-leguminosa-Frankia, pueden ser
reconocidas facilmente facilmente
en nuestro pais.

2.1. Simbiosis leguminosa-Rhizo-
bium.
2.1.1. Material de campo.

El mismo que para 1.1.

2.1.2. Material de laboratorio.

Microscopios.

Portas y cubres.

Pinzas.

Mecheros de alcohol o de gas.
2.1.3. Reactivos.

Solucién de azul de metileno, o

Solucién de safranina.

2.1.4. Recogida de material.

Aprovechando la excursién an-
terior se pueden recoger plantas
de trébol para observar los nddulos
radicales fijadores, que aparecen
distribuidos por las raices. Acon-
sejamos el trébol ya que se encuen-
tra nodulado por todas partes, a
no ser en terrenos muy ricos en
fertilizantes nitrogenados, en los
que el exceso de nitratos inhibe la
nodulacién. Otras plantas como la
alfalfa presentan dificultades para
la recogida de material, ya que las
raices suelen ser mas profundas.
Por otra parte, la nodulacién esta
notablemente influida por el pH del
suelo. En el cacahuete y los altra-
muces no aparecen los nodulos
tipicos descritos aqui, sino que
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Esquema de las formas pleombérficas que presenta Rhizobium: A: bacteroides y B: bacilos

presentan gruesos tumores distri-
buidos a lo largo de la raiz prin-
cipal. En fin, otras especies que
constituirian buen material de ob-
servaciéon, como habas, judias, gui-
santes, garbanzos y lentejas, se cul-
tivan en épocas y zonas determi-
nadas.

Se recogen con la azadilla plan-
tas enteras y, después de cercio-
rarse de que se encuentran no-
duladas, se introducen con algo de
tierra en bolsas de pléastico. Se ano-
tan las observaciones pertinentes
en el cuaderno del alumno.

2.1.5. Observaciones macroscopi-
cas.

En el laboratorio los alumnos lim-
piaran con agua del grifo la tierra
y materia organica adherida al sis-
tema radical. A continuacién dibu-
jardin en su cuaderno la planta
entera, resaltando los nédulos de
los que anotaran tamaio, namero
y color. Luego romperan algunos
nédulos para observar la hemo-
globina, pigmento de color y es-
tructura similar a la hemoglobina
de la sangre, que desempefia un
papel importante en el transporte
de oxigeno, ya que un exceso de
este gas perturbaria el proceso
fijador de nitrégeno.

2.1.6. Observaciones microsco-
picas.

Se arranca un nédulo y se co-
loca en un portaobjetos sobre una
gota de agua. Se pone encima otro
porta y se presiona con los dedos
hasta triturar completamente el n6-
dulo. Se transfiere pna porciéon pe-
quefa de esta preparaciébn a un
tercer porta, se extiende y se afa-
den unas gotas de safranina o de
azul de metileno. Se pasa por la
llama la parte inferior del porta
para fijar la preparacion, se lava
el exceso de colorante y se pone
el cubreobjetos. A continuacion se
observa la preparaciéon con el au-
mento maximo del microscopio.

Rhizobium esta clasificado en el
mismo grupo que Azotobacter como
bacilo o coco aerobio Gram-nega-
tivo. Veremos numerosos bacilos,
como pequenos bastones, y otras
formas irregulares que asemejan
peras, porras y las letras T, X, Y,
denominadas bacteroides (Fig. 2).

2.2. Simbiosis no-leguminosa-
Frankia.
2.2.1. Material de campo.

El mismo que en 1.1 y un hacha
pequefia o pala grande de jardin.

2.2.2. Material de laboratorio.

El mismo que en 2.1.2, y ademas:
Microtomo de mano con Ssu
navaja.

Médula de salco.

Pinzas.

2.2.3. Reactivos.
Los mismos que en 2.1.3.

2.2.4. Recogida de material.

Las angiospermas no-legumino-
sas fijadoras de nitrdgeno son plan-
tas lefosas, arboles y arbustos. La
mas facil de encontrar en Espaia
es el aliso (Alnus glutinosa) y a él
nos vamos a referir por ser, ademés,
la no-leguminosa nodulada tipo.
Normalmente se encuentra nodu-
lado.

Elegido el ejemplar, cavese cerca
del tronco hasta encontrar raices
con nédulos como las de la figura 5,
o bien grandes nlcleos de hasta
10 cm de didmetro como los de
la figura 6. Las raices noduladas
aparecen en los primeros 20 cm de
suelo. Se recogerdn nédulos que
presenten color castaio claro u
oscuro, despreciando los que apa-
rezcan con color negro o pardo
negruzco que estdn necrosados.

Cortense con la pala o el hacha
unas cuantas raices noduladas e
introdGzcanse en bolsas de plas-
tico y luego vuélvase a cubrir con
tierra los huecos hechos al recoger
las raices. En el cuaderno de campo
deben los alumnos anotar las di-

65



mensiones aproximadas del arbol,
si estd aislado o formando alisedas,
si éstas forman un bosquete o la
ripisilva de una corriente de agua,
la vegetacidn asociada (indique
el profesor el caracter nitrofilo de
la misma como consecuencia del
nitrdbgeno fijado por los alisos, que
se acumula en ef suelo como nitrato

Corte transversal de un nédulo de A. glutino-

sa. C: cortex hipertrofiado. E: células con

ef endofito simbionte. D. endodermis. S estela
o cilindro central (60 x)

gracias a la accioén de bactenas ni-
trificantes), las caracteristicas del
suelo, el lugar, la fecha y la hora
de recogida.

2.25 Observaciones macros-
copicas.

En el laboratorio se lavan las
raices y los nbédulos. Se observa
coémo los dedos quedan tefidos de
color castafio a causa de los tani-
nos que contienen en gran canti-
dad. En el cuaderno se dibujaran
los racimos nodulares y las raices
que lleven nédulos pequefios, ano-
tando el tamafo de los nodulos y
racimos nodulares. Rémpanse des-

pués los racimos nodulares para
observar y dibujar los nédulos indi-
vidualizados.

2.2.6. Observaciones microsco-
picas.

Se corta con el microtomo de

mano un nédulo pequefio procu-

Jo il g

Corte transversal de una raiz de A. glutinosa.
C: cortex. S estela (100 x)

rando hacer cortes transversales lo
mas delgados posibles. Estos cor-
tes se colocan sobre un porta tinén-
dolos con una gota de azul de me-
tileno. Al microscopio se puede ob-
servar la estructura tipica de una
raiz lefosa con un cortex muy de-
sarrollado (Fig. 3). (Comparese con
el corte de raiz de la figura 4.)
En el parénquima cortical hiper-
trofiado aparecen varias células muy
tenidas que son las células donde
ha penetrado Frankia, endofito sim-
bionte del aliso.

Notas: 1.2 Frankia es un actino-
miceto que dentro de las células
del parénquima cortical del nédulo
presenta tres formas: hifas, como
filamentos muy delgados; vesiculas
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de forma esférica y de un tamarfo
relativo grande; y bacteroides, cor-

pusculos de diametro de 5 10
veces menor que las vesiculas.

2.2 En Galicia y en el norte
de Espafa es muy facil encontrar
alisos, ya que generalmente se en-
cuentran en los bordes de todos
los prados, rios y arroyos, regatos
y lagunas. En el resto de la Penin-
sula aparecen en ciertos sectores
de los cursos de aguas y sobre
terrenos siliceos.

3.2 Los nombres vulgares que
A. glutinosa recibe en Galicia son:
ameneiro, abeneiro, amieiro y umei-
ro. En Asturias se le conoce por
umero y omero. En el pais vasco
le Hlaman altz, aspil y aspiltze, y
en Catalufa, vern y verna.

42 Por la zona de Catalufa
y Levante es facil recoger Coriaria
myrtifolia (roldor o emborrachaca-
bras), planta fijadora cuyos nodu-
los son de menor tamafo que los
del aliso, en Canarias, Myrica faya
(faya) y Casuarina equisetifolia, vy
en lugares diversos estd plantada
como ornamental en jardines y pla-
zas Elaeagnus angustifolia (arbol
del Paraiso). Cualquiera de estas
especies puede reemplazar al aliso
en las experiencias 2.2.4 y 2.2.5,
teniendo en cuenta las diferencias
siguientes:

a) Los nédulos de Myrica vy
Casuarina poseen unas raices no-
dulares con geotropismo negativo
que nacen en los extremos apicales
de los nédulos.

b) En los nédulos de Myrica
y Casuarina no aparecen las formas
vesiculares de Frankia.

5.« Los colorantes que se in-
dican en 2.1.3 se preparan de la
siguiente manera:

a) Azul de metileno: se pre-
para una solucion saturada de azul
de metileno en alcohol etilico. Se
anaden 30 ml de esta solucién a
100 m! de una solucion de KOH
al 1/10.000 (p/v).

b) Safranina: se prepara una
solucién saturada de safranina O
en alcohol etilico. Se afaden 100 ml
de dicha solucién a un litro de
agua destilada y se filtra a con-
tinuacion.
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