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Introducción.

Entre los organismos que integran la flora microbiana

de las aguas y del suelo, los comprendidos en la denominación

de "bacterias del azufre", constituyen uno de los grupos más in­

teresantes, ya sea considerado desde el punto de vista de su mor­

fología, comotambién atendiendo a su tipo particular de metabo­
lismo.

En este grupo se encuentran formas de ¿ran tamaño, entre

las cuales algunas son unicelulares y otras filamentosas; estas

últimas pueden a su vez ser libres y dotadas de un movimiento

análo¿o al de las Cscillatoria o bien ser fijas e inmóviles. Exis­

ten también representantes de este grupo que no se distinguen en

nada por su forma y dimensiones de las bacterias comprendidas en

el orden de las Eubacteriales, caracterizado por reunir a todas

lis formas simples, no diferenciadas.
Fisiológicamoutfi se las incluye entre las bacterias au­

tótrofas, porque muchas de ellas poseen la propiedad de formar

la sustancia orgánica de sus células utilizando anhídrido carbó­

nico comofuente de carbono y la energía necesaria para este pro­

ceso les es proporcionada por la oxidación del azufre o sus com­

puestos. En esta forma efectúan quimiosintesis y por utilizar co­

mo fuente de energía la oxidación de sustancias inorgánicas, per­

tenecen al grupo de or¿anismos quo Winogra‘sky llamó "anorgori­
dantes".

Algunasbacterias del azufre presentan la característi­

ca interesante de poseer pigmento rojo o verde, gracias a los que



además de efectuar quimiosíntesis, son capaces de llevar a cabo

fotosíntesis comosucede-en as‘piartas verdes, teniendo a su

¿o los pigmentos el mismopapel que ia clorófila en los vege­
tales superiores.

En el ciclo del azufre en la naturaleza se producen oxi­

daciones y reducciones en las que las bacterias nacen un papel
muyimportante. En este ciclo se pueden considerar varias etapas:

en una de ellas los compuestos orgánicos con azufre provenientes

de restos animales o vegetales, son transformados por los micro­

bios de la putrefacción hasta ácido sulfhídrico; otra etapa con­

siste en la oxidación del ácido sulfhídrico hasta azufre y de és­

te hasta ácido sulfúrico, la que es llevada a cabo por las bacte­

rias del azufre. Este ácido es neutralizado por los carbonatos,

completándose en esta forma la transformación del hidrógeno sulfu­

rado en sales del acido sulfúrico, de modo que, un compuesto no­

civo para las plantas puede, por su oxidación hasta sulfatos, ser­

vir para la alimentación de las mismas°

El ácido sulfhidricc utilizado en las reacciones citadas,
puede provenir también de la reducción de sulfatos gue se efectúa

por otro proceso microbiano llevado a cabo por bacterias especí­

ficas para esa transformación. Sólamente son consideradas bacte­

rias del azufre, las que son capaces de producir oxidaciones de

este elemento o de alguno de sus compuestos.

En la última edición del libro de Eggéeg, en 1939, las

bacterias del azufre capaces de depositar en sus células el azu­

fre proveniente de la oxidación, se separan de las que nc poseen

esa propiedad, formandoel orden de las ïhiobacteriales con las

primeras y todas las bacterias que contienen bacteriopurpurina,

e incluyendo en la familia Nitrobacteriaceae, dentro del orden



¿e las Eubacteriales a las bacterias 'ue Dose endo un metabolis­_____2.____; k1 ­

mo semejante, no son capaces ¿e ieposjta? azufre en el interior

de su protoplasma. .

En el presente trabajo se tratan algunas de las bacterias

del azufre, considerando comotales a las bacterias capaces de uti­

lizar azufre o sus compuestos. Por lo tanto se describen formas per­

tenecientes al orden de las Thiobgcterigles y también representan­

tes del género Thigbngillue, que están incluídos en la familia

Hitrgbacterigceae. ,,,, f/ r
El objeto del trabajo ha sido el de conocerjlos ejeuplaf

res de las bacterias del azufre que pudieran encontrarse en los

alrededores de BuenosAires. Para lograr dicho fin, una vez enri­

quecidas las diferentes formas, se intentó en lo posible la obtenci

ción de cultivos puros, para ¿escribir las cepas aisladas y llegar
a la determinación de su posición sistemática.



anítulu I.

Antecedel es.

Las bacterias del azufre dieron lugar a un ¿ran número

de trabaïos dOS;e hace muchos años; Las observacíunes se hicie­

ron en su ma*or yarte en materiales grovaníentes de fuentes su —

furosas. ¿ntre las más antiguas se citan las de “ey ïato, en 1838

v “orrqg, on 1L¿l, ¿uien aneuntró un or¿anisuo roío deuominándo­«I e.

lo Konas rosea. Trevisan. e; lBiS creó el géneru
h _ A, ) z toa para

incluir ciertas bacterias filanentcsas ¿al agua. Menegnini, en
1842, mencionó la formación de películas rojouvioledas sobre ul
n 7. W 4 - . 7‘ p- ,.—x, :1 _\v'n-t .n vn a .1.0¿1/ O u UL. ..<_.\- 1., «¿.4 ..;su

Lothqx La cr, en 1354, estudirnuc las fuentes sulfur sas
n « a .I . "n-g . A , y. - r I --, .¿e Lanueuker, 4.3¿0 a la CCUClulu“ ¿un la Cantidad ue eolao sal­

f¿ídrico de las a¿uas degendía de la grqpcrcíóh de Beñglatoaceae——.L.....

en las mismas.
I .. ... - ¡t ‘ __ . _ . .r"Se trato de GIleCSÏ 3L orLQJL a ¿a e;u,05101qu ie los

I - - 1., ... 1,...“ ‘.‘.- * - -’\- x ra¿rauuxcs oscuros, refr¿n¿3nues, ute se UOpU¿VQDuuen e; plutoplds—
w ,1 'vr - "1.a Fm “'L"! n' ' ‘r 7‘ «-.' ‘ ,..' .'¡La C.3¿.Ú¿dr. .¡ZuILÜÏ¡ 1;; Luak,’ mendono .La exxste;¿c.1e 0.6 olanalos

LLdIÍCOpor reducció; ¿e sulfatos. ¿tard y Llivieg, en 188z, atri­
‘-‘.. A \ ,.' ‘ _, y.“ ‘ ...au5eron u] .sto VrL.;n a

la observación ¿e cue Las



den el azufre , el que vuelve a aparecer si al lí1uido se le a¿re­

ga yeso.

Winogrggggz fue el encar¿ade de demostrar, en 1887, que

el ácido sulfhídrico es producido por otros or¿anismos: for 3er­

mentación de la celulosa se produce anhídrido carbónice y metano;

este último, al estado naciente, reduce al sulfato de calcio dan­
do lu5ar a la formación de ácido sulfLidrico. Los gránulos de azu­

fre en el interior de las Be:giateg provienen de la oxidación de

dicho ácido, llevada a cabo por las ¿13188. flinoáradsgï las con­
sideró bacterias autótrof's ; ao: terer el azrfre un capel impor­
tante en su metabolismo las llamó "Schwefelbakteriend o ‘bacte­

rias del azufre".

Las bacterias rojas atrajeron también la atención de los

investigadores. gn l888,_¿ngelpan, estudió la influencia de la
luz sobre las bacterias poseedoras de ;i5mento y dedujo que es­

tos organismoseran fotosíntéticos.

La oxidacián de tiosulfatos hasta azu re, yrcaucida por

bacterias aisladas ee agua de mar, fue observada por Eathanson,

en 1962. En 1904, Écijerineg, aisló y describió estos mismos ¿ér­
nenes que encontró en agua de canal y propuso denominarles galg­

bacillus thiooarus.

En 1905, gorgigi, efectuó diversas reacciones para lle­

¿ar a demostrar la naturaleza de los corpúsculos que se encontra­

ban en el interior de las células, comprobandoque se trataba de

azufre al estado fluida, oleoso, lo que ya había SldC observadopor
'rupc de gérmenes rojos quQreas, se refirió principalmente al

no son verdaderas bacterias del azufre, porque este elemento no



‘1tiene a su cargo un papel importante para la vida celular. ms­

te autor concluyó que las bacterias purpúreas, mediante fotosín­
ue lo

(I.‘tesis, asimilan sustancias orgánicas J < pigmentos bacte­

rioclorina y bacteriopurpurina, ticnen la niega función que la

clorófila y la carotina en la asimilación del anhídrido carbóní­
co pur las plantas verdes.

Lei“, en 1912, trabajó sobre ue¿¿iatoa y Ehiotnrix y ob­
tuvo cultivos puros mediante repetidos lavados del material con

el agua de la mismafuente sulfuresa estudiada, ccnsi¿uiendc desa­

rrollo de l s filamentos en cajas con el agua ac la Iuente, colo­

cadas bajo campana con una Mezcla ¿eterminada de oxígeno, anhídri­

ío carbónico J ácido sulfhíirice.

Eaggon, en 1912, describió las bacterias verdes comoor­

¿anismos relacionados con las algas, con clorófila inactiva.

Ec¿nlffin, en 1918, observó ¿ue Ou una mezcla de suelo,
fosfato tricálcico y azufre, este ultimo elemento era rápioamente

cuidado ¿esta ácida sulfúricU. flagsgan y ¿ogie en colaboración con

tienen, en 1921, inoculando la mezcla indicada por ïc¿_geau en un
medio de cultivo inorgánico adecuado, aislaron una bacteria capaz

de oxidar azufre hasta áejuo sulfúrico y la denominaronIhiobaci­

line thico;iians.

Jn ei ano 193€, ¿aveniagï. analice una meno¿rafía score
ias bacterias ¿el azul e anolcrac —r: as en la ¿ue menciona ha­

cer obtenido cultivos puras ¿e alóunas fornas rojas.
(w -*_ . . :x' >ML' e“. .- . ,}»4—, ¡1 :v0+8InG‘Z, en tLuu-J 9-; .u17.;,: I_-\):..¿¡]_Ct8Uv u.:3ul._‘.,-.4.C'k13

sobre la fisiolo¿1a de ¿hicpacilkus thioggiians.

El mejor traoaio sobre las bacterias del azufre rojas y

verdes es, indrdaole;ente, el realizado “or YanMiel, en 1931. Cb­

tuvo cultivos puros entre los que diferenció, además de las bacte­



rias verdes, tres tipos morfológicos de bacterias rojas. Lstuiió

el mecaaís o de la fatosïutesis, demostrando que el metabolismo
de las bacterias coloreadas es un verdadero proceso fotosíntó: co

y que, en ausencia de compuestos de azufre oxidables, dichas bac­

terias pueden desarrollar con compuzwbosJrgánicos, bajo condicio­

nes de completa anacrobiosis y sólamente con energia radiante.

{filler, en 1933, corroboró este resultado y representó

la fotosíntesis, comolo habia hecho YanKiel, mediante la siguien­
te e nación general:

CC24-2H¿A CH2C4 ¿A-rHZC.

donde H2Apuede representar el agua en la ecuación de la fotosín­

tesis de las plantas verdes o el ácido sulfhídricc en la de las
bacterias rojas y verdes. Müller estalleció la hipótesis de ¿ue

en este último caso, el ácido sulfhídrico podria ser reemplazado

por una sustancia orgánica que sirviera comodauora de hidrógeno.

Jemostró, utilizando diversas sustancias orgánicas, que las bacte­
rias del azurre rogas ¿ueaen desarrollar heterctróficamente.

gaíírgn, a partir del afo 1933, estudió el metabolismo
de las bacterias purpúrcas; scgíL este autor, solamente las Athio­

'1 ,1 .... 'n ñ. A. ,1. Ao in-“ .p 4. 6-! ..—‘ «a- w “4...._rr caceae serian capaces de CLOCtLUL-ouos “tesis con sustancias

procesos: tor unc de ellos estas bacterias sarían capaces de redu­

cir sulfatcs o sustancia or¿énica 2 áciLc su

¿ria lugar en la oscuridad. A la LUZse ;roducíría la reacción:

CGP-:L 21:25 —_ (3
L;

y esta ICÉCCJÓH¿taria cumplirse en sentido contrario en la oscu­

ridad de manera senejante al preesso ¿ue se verifica en las plan­

;h 1936, Czurda, obtuvo cultivos puros de Chromatiug uti­



lizando un medio mineral COLel agre¿ado de ácido sulfhídríco qq.

lle¿ó a la concJusión de cue e? la asimilación ¿el anhidv*ao car­

bónicc la? bacterias TOJGSproducen oxígulo, anílo¿amento v lo gún
..,,-=A ‘ 1p r' '.,4—..»:.. -. '-: ,. .1..n »‘ -- ,n ,' —.SuCJO; OLL Loteszngci :La¿.:ovu yor ¿UmilÜLtdu vergas,

'* .N ‘ \ ‘ _ N. .9- ,’ ñ. . .4. .I' .Jn ol n¿svo ano, Ja: -¡ul, L92¿¿:ro \u ¿JLce¿uo re sien­
.., * 7‘. 1: . . 1 V '_ “3,. x-a v.., ‘ ' -—- ‘ -.uu 8L retauc;:suc ¿e ¿ug bdeteL1as CULy¿vmentr, tealtzó eALerleu—

ans para conprobar si en el rïconan de la foto 'ntesis dc estas
L Q ' qa n. v. :1' . ) t < l --_'\ .fl‘fiv yrz‘. '\ N 7' _‘¿"'I\W+'V' r; \UaCtuÏloo me Hr0¿MCp Oll¿CnC, Vvhc Joh¿a oc u:u_auc

¿ando a la ccnclusjón que este nc sucede y ¿ue existe ¿ran analo­

gía entre el uetabolisno de lacrïgicrhodaceag y AtL¿gx_giac aq,
,- »«,r\ ‘. , - ‘ “¿:1 i f . _ ‘- í á .,.4u n das (aveces Lc ¿“LLLZSÏI‘ergono olccAlr ‘ 51:
rwmáb 1nñ‘ a ‘n ‘*‘ T c“ ' “W \ N ñ A ‘ ‘-t\ r,­“ ¿Adan 11rppuapeud ed m1; ¿uu x ¿V oS‘ Melo“

"o- n \. 7-1 ;; L ’ x m a”. . , . - : ‘Jn 134€, gosfier, uewosurg ,u_“ ¿“o a,t rra: r0423 file
, " . ‘ ‘,.—.r.‘.-‘ .3. V 1 V. . 1A 1no ue Oh 08h au¿;2u _ufd¿nvr, ¿up e¿ Hazel a ca L.o .u ¿as

_ -. .- .'A: . ,1 ,4 ‘,. ¿«.N ,: .‘ "w. : V )ShstahCJÜS OÏLQhICCS e; u¿ KUquvl¿o¿4 me ChOS onaniswos se TGuh­
, .- * . ,:; s ‘ ',1—.'. u‘. . A 14.. :1. : -. . .A ’.. ­¿Íu a; de JauUÏ ¿e hluLocguo ¿5.a la U3¿L¿ÜCLwhue ¿a fOLvSlnt881S

. - I . , - A . P ._Una certain-xxs"; ;:I:;p\):we'211tea; eïzugsklo uu Las bacte­

rias del azufre, en Ja realizada en lQéL, 0L la Argantina, por
'- ° °-.. ,. vw' . ' ‘-, p..--..'1'|, . M? 4-?

u. .¡ (¿mlíjh (JUDOJLÏJY‘OUI]. ÏJQLC'UJ) oCLLC.L.L...) [y "¿aou-J‘?

'I A +,- d LA ...' Á-z..ñ-. A”: ..-;. ,—_.,*4:..,..,', y. ,aIJ. ,-..,’.1',.
.LE.'JVLLU ‘ u_9 Ll'i' ".J:c3hl¿\¿_(,:l 011.; -U‘t-.1 “¿3. .-..vu__LJ 0.1. ;,. (los '-’..-‘/(-1-.L\.:US’

¡pm-nn: rx H- | * a 'n‘ "In 711,1.) unf‘p a] n‘r‘. 31" 0.1"" 4'7', "4 n-x ‘ Nu‘f-n wv -r...zuLL...,4.'_,nl4.J L11.5.; ¡“(1...4 ‘LxK‘ALl.0 I UA/A. ¿zx/mb- u «.v'Ju-C. .l uu 0.0 EI. uu V.A-:;‘)\J_
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en 1917, païe las bacterias nitriLícadoras.
JJC'S V8 Tu}; (¿9"

mente en el

entre las ¿evsyúa:n, el bénero Nenas ue la cla­

sificación de 'üller, en 17cc, incluía alguhas formas consideradas

hoy entre las bacterias del azufre rojas. La denominac'íg pexgiatca
n 1 : - .W- 74.. .\. T ‘.-. h :7 -MA A1‘13 0.848 por u . y 1.1L..‘_.C ‘uu vw xfuéx “luxe

' ' ’ ‘ .. . .: . ‘ .4» rGLacJogcaurlo son las ysc¿lla_glkg.
- - ' . _. 3.-, .... I‘m VIA .Aa las 0188 PI ÜCLUHUS¿no se SUCde91ULJ sv¿;uehu; opa­

"’5­¡(AQ

{:5­

‘ ._. . I ‘ .. . ‘ ‘ . . rn: a" -- ,..- . r- . '-> r r“.2* - * -*" r "-1": ñ‘.‘ ' 2”". 2.: . * - .- \ ñ“-80. 1. -_C.Lu). .V una g. (¡n-.ÜLBLLUS, y _ . 12.7-y. Jr,“ n A. “o sv

A \—. — . .1 'r,“ z, 7 .:“pHSULVaLen las «¿así 1u¿c.)nu: momcrnas.
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¿tien consideró que todas las bacterias que contienen bacteric­

purpurina debían formar un orden: fihodcbacteriales, y creó Las

familias Ehiorhoigceae y ¿thiorLodaggae para diferenciar las far­

;as yuryúreas según que depositen o no azurre en su interior.

En la clave fic Buchanan, de 1917, en el orden Thiobacte­
I¿igles, se incluye adezas de las feuiliae Reggiatoaccae y ghgg¿­

,acteriaceae, ya existentes, la nueva familia ¿ghroratiaceae, que

comprendelas bacterias incoloras, ióvíles, unjcelulares, con grá­
nulos de azufre en su interior.

r" ' . . .,'¡.' i. ¡. .' . JI,‘ ' Y:¡e . .'_‘ . ,- r -..' .‘ ..'_ .,.. ñ.‘ f.¿Llobwctoi aia- las ElSFab ;&mll;us J oenercs ¿u- cristiaL Uh ¿a
Ciaaificacíón dc Huchanan de 1917.

En 1924,_;avendag¿,en su Lonografía sobre bacterias del

azufre, coneiicra comotales a las (ue oxidan azufre o alguno de

sus compuestos, afirmando que deben ser excluidas las bacterias

¿urgúreas libres de azufre y da una clasificación de las bacterias

que toman parte en el ciclo del azufre en La naturaieza.

Vgg NLQL,en su trabajo del año 1931 sobre bacterias gur­

reas v verdes, llo5a a la conclusión que, con los estudios Tea»

Lizaios hasta el somente, es imgosible lle¿ar a la clasiuicaciów
de las bacterias del azufre ¿oseeioras ¿e ¿igmento. 305ún este

autor estas Lecteriae son ¿e iq ¿climorfismo tal, que en un momen­

to dado carecen pertenecer a un ¿enero y en otras condiciones a

¿tro género ujferente. Ïo 11e5f a la clasificación de los gérme­

nes que estudió, utilizandc ¿as claves existentes, aconsejando la
.- :<. n. . 1: . «.« ,¿n . ,M . . a : .« a , .realeacicn ¿e Ud estuuio letailauc J Cu“ gran ca“ ¿:11 de cepas,

"r'r ‘nrn'-P-' n 3,11 - nn - ¡h-w- 1 —no 7 - fl ó 'JLláO mia CLUDJ-LLCOC' .LL ¿Use L2 (¡d .'.I(r1.3 ' (JH J'OrICl 81008­

¿n 1335, ‘luyver y lan Kiel, hac)“ una clasificaciór 5e­

neral dc las bacterias. Al reï;rirse al oruen ihiobac“eïiale , no



encuentran justificado que no se tenga; en cuenta los caracteres

ifloortancia a la existencia ie azque r Lecteri05urgurina Diser

que tomando cse punto de vista es extraño ¡ue no se haya incluido

en el orden al ¿Luro fLiooacillus. En su clasificación utilizan
V

un criterio iOÏfOlóáiCO¿ara los ¿ru¿os i;¿ortautee hasta la ua­

tegoria de tribu, separando los géneros fisiológicanente; conside­

ran organismosfotoautotsóficos, fotoheterotróficos, quinioauto­
tróficos y quimioheterotróficos. Entre los primeros incluye las

bacterias con pigmento complejo verde: thorob cteri_, con el gé­

nero Chlorobium y las bacterias con pigmento complejo rojo: Thio­

rhodaceae. En los 59514;CSincluye las bacterias rojas no del azu­

fre: Athiorhodaceae. Con los quimioautotróficoe hace una separa­

cíó: cegíh le? conpuestzs ¿te oxíñen: así los que oxilur compues­

tos inorgánicos de azufre los llene ; u¿gggigyggfiqrig; inClUyG
I
ene TCn '- __ _mLQ¿gg, este últivo Corresponde al ¿

ÁGCÍGHÉGLULÉe,eL 1941. itunier v "en Fiel proponen un
a 4.4.Sieuemade clasificación en el ¿ue se utilize un criterio morfo­

' 4;:071 ra-al. "¿a .ffi n.._.,¡.,\ “r. 44°; 1.! ¿“HR ha _..’ ‘A n .¿.,.‘_- ¡bJ-uu ¿'DLV con JÏUÍJ C«;.i-.:xvÏ/',ÏYÏI;; -_.'-_._O.-_\_V...,ou. Novi]: (-9130: ¿bue/1'93,

de? A. 11-, r» oo .,. r.” ) L.- -. ' ,¡h a“ “1-”- .1. ¿1'01 ‘ < ' \ 4"”, t. t .‘ 4.0 uïJ;Lv'f¡-v e 1 -u'a.’¿uo 'Q.‘ v4. (.rK-L(-(Jl";—LlQLOLCgJ'lCC ¿.ÍLJJÏ e,

ací, '11 (- a “c 'z ¡nf-'V'F-I‘A (¡r1 ‘¿e- 'n‘-- ')”¿'If Wrru T.» r.--¡
a; , 9.. Ou; u; ¿c u _¿_\:__c_._\ .v'__¿._. .“Lc'fg W!) _.-_w.¿l_Q¿._c_.«_IJ_QI¿u"DII(: gd. .luC. .1,

, nn
A ._t -.

'- w' \ A ,.. -" ,.. a. .. ".7. .' ,..,-,' . ‘.'. ­ceiulae a fu¿zeim;87 uu uilo gc a ÏL};u erncuw; ¡ue cifieren en

r7to grado tanto m0rfcló¿ic¿ ocio fis oióüicamente: las bacterias
r" LA! 1 o Í-‘r‘ c\Ï'.‘.4'r<1' ' nur. 2' I Ï ' . ñc- '* " re -. ' n': tv' ' é 'ï .nh 'ï ‘-n,u1gqrcau ¿o ouinqou",i c a_vcupc -c -flc ¿ElLLOzlht t cae, inco­

loras, que oxigay azufre.
" i- 1 .... - ‘ Jo.‘ :'.. r ,5 tf -- - , .
¿34.3 ¿.8 (¿UCV? C.'.53‘l_'..‘_C{3C.'.C.'IVCía-5T; 1’61110 ¿.CLLCÁQ ¿La

congrende dos divisioneez Lv :vhvtu 7 Ï‘r-Í 1;!) '-_..___- u .‘__.u_—...:a.'__..'J C D
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Lateïial ¿o estudio y ctgigg ¿e irvgcti acj n.

13.- Ïgte"ia‘: los actores ¿ue ¿e DCUPGÏOLiel es: :ic
' e . . 4 ‘ : .° - c . A. ‘ ,le actas bacterias ïeairzarcu sus traba¿os especiai_eauu Ju' ‘­

A. ., s ..4. '. 2...,.1... “1.2.”. . . . . 7...,1. . LP.te- al ¿roceueave ue Laecueb LULJuLÜSQS“apurñlee, JLMJUlas -aL­
,..' "I. .— «'9- . — . .‘\ 7.a ..-. :- 1.... . 7 - 'ha.t;¿1as aul aqure forman masas ¿15 cu 'istiusueu a 8134-3 Ji. a.

- . 1- w --.. .. 1' "‘ . -.»'N - " ‘—\ - l - — -.. (-Á ' a _ —,‘V anna" a¿ua: H uaLJca ñL1Luioslc ¿huiuu GLCÜMtCHSe lao LVvL3—

'. E- ' T 1-. n.‘ \ - ‘ rf_g¿¿ uauuc ¿agc- a veruaderos

'ÉS ez las aguas o las mismas

nrecencia de bacteïias del azuf*c
v.‘-'n-_-k. ¿tk c

"c+oo o=-.r,"'.'¡rv (¡e n--1'q‘ :2". CPF-Tur"! nba-film py par'2t': Vw” “Urno...-. u o mvc J... .u... v1, x.l1Lu.- 04.1- a“, ¿.u “¿LJ 1 L , -- ¿(4.0.1. ... V...

tercr ¿ sin ccnstítuir a¿vhg30joneevisibles, e; las L¿uas en que

se crcduce ácido su fkíerico yO? la desccmgosición de e“ tancia0

cr¿áhícas. En el presente traouio se ha reducido el estudio el

i-veuíentec Goarroycs, zar as v la­u ymaterial ae cwuas y barros
, .. .. ,. .- .-\ -. .:-,. : ..,:!.— ,.. .. .. o H .,.. ,...¿una? y algcras t.eL1aa u: Lajuiu. La» muestras ¿ueron tOELhuSun

>;uenerlas, en io po­
.‘:Lble, de -0: lu¿¿iec en ¿ue si Lszro estuviera enne¿reciüo aebidc

. \ :/_ I. - I .I.¡ __.l p-._I.. . , f_.‘___ _.__,¿_ _”_l_ _ i ñ ‘2 .' á; 800.201.“ '18; 9.02 ao Su_-.;:J.JI‘LC\I, 'ÉU’JQILUO ¿1.4.11¡1811311138CCA el auna J

Écvrc, rertcs vegetaleq, Ta sca tallos, hojas C algas en descom­
. . 'A

:0 * l leOJ. .

2;.- Létodos ie ianstisación; ¿l eaamennicroscópico

de las muestras no reveló, generalmente, la existencia de formas

pertenecientes a este ¿rupo de bacterias, excepto en al¿unos casos

en que se observaron tilaucntos aislados de ggegiatoa. Lu todos
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mente a las células.

un agar de ÉeíÁgrrucg forman a las 48 horas, colonias

;e¿ueías circulares, opacas, de color amarillo pálido. Observaóas

a; ricïosccpio se ven completamentenegras, 5ranuladas, cubiertas

¿cr entero por gránulos de azufre y con gran aumento pueoen verse

Los gérmenes como bastohcitos muy pequeños, únicamente en el Lorae

¿e la colonia, por estar el resto de la mismacubierto por e‘ azu­

fre formado. Después de un tiene el azufre de las colonias se
presenta cristalizado.

La temperatura óptima para el desarrollo es de 28-dx2.
Son francamente aerobios.

b;.—íj_j log a}.Se inves igó la influencia del pH en el



Fíg.l.—ColGnias de Thíobacillus thíoparus.(x90}

1. .3 1 nFíg.2.»Colonías de THIODPCIIIHSthioparus.(x400)



Fig.5.—%ordede colonia de Thiobacillus thíoparus.(x2500)

Fig.4.-Thiobscillus thiogarus.(x250®)



desarrollo utilizando el medio de geijgringg líquido, llevado a
diferentes pH desde 6 hasta 9. En todos los frascos con pH hubo

igual desarrollo; a pH 6,8 hubo poco desarrollo.

Estas bacterias oxidan el tiosulfato hasta azufre y lue­

go éste hasta ácido sulfúrico llevando al medio a pH 6; una vez

que se ha llegado a este ph cesa el desarrollo. Esto puede evitar­

se agregando al medio carbonato de calcio en exceso, lo que aumen­

ta la duración de los cultivos. además, como este germen consume

rápidamente el tiosulfato es necesario reponer esta sustancia;

puede agregarse al cultivo periódicamente unas gotas del medio

concentrado conservado en ampollas.

En el medio de {acgbsgg, que tiene azufre en lu¿ar de tio­
sulfato, el desarrollo es muylento. Si dicho medio tiene creta
los cultivos pueden durar hasta tres meses. La composición del me­

dio es la siguiente:

Eosfato bipotásico . . . . . . . L,5gr.
Cloruro de amonio . . . . . . . 0,55r.
Cloruro de magnesio . . . . . . 0,25r.
Carbonato de calcio ó
carbonato de La5nesio . . . . . 20,0gr.
Azufre precipitado . . . . . . . 10,05r.
Cloruro férrico . . . . . . . . trazas.
Agua destilada . . . . . . . . . lOOCc.c.

Se ensayaron diversas concentraciones de tiosulfato de sodio,

desaedO hasta 1%. Sl mejor desarrollo se tuvo con 0,5 y 1%; con

menos de 0,5% hubo escaso desarrollo.

ïo se consiguió desarrollo utilizando comofuente de azu­
fre sulfuro de sodio o ácido sulfhídrico.

6).- Fuentes deügarugngt Se utilizaron carbonato y bicar­

bonato de sodio en las proporciones: e - 0,1 - 0,3 - ln; en el

caso de no a¿regar ninguna de las dos sales, se trató de ver si

se producía desarrollo con el anhídrido carbónico de la atmósfera;

en esas condiciones estos gérmenes desarrollaron muypoco; el me­



jor desarrollo se obtuvo con 0,1% de bicarbonato de sodio; tam­
bién hubo buen desarrollo con la misma concentración de carbonato.

7).- Fuentes de nitrógeno: Se ensayaron: cloruro de amo­

nio, sulfato de amonio, nitrayo de sodio, nitrato de potasio y

nitrito de potasio, en las concentraciones: 0,01 - 0,1 —1%. En

general hubo buen desarrollo con cualquiera de estas sustancias.

El mejor desarrollo se obtuvo con cloruro de amonio 0,01 y 0,1%.

Joncentraciones de lw dan lugar a escaso desarrollo con cualquie­

ra de las fuentes de nitrógeno.

8).- Influencia de las sustanciag_grgágicgsz Para estu­
diar si este er5anismo es capaz de utilizar sustancias orgánicas

para su desarrollo, se utilizó el medio de gggggggggg, sin tiosul­
fate de sodio, al que se agregó diferentes sustancias: extracto

de carne, peptona, extracto de levadura, glucosa, acetato de so­

dio, lactato de sodio, en las concentraciones: o - 2,001 - 0,005

0,01 - 0,05 - 0,1 - 0,3%. No hubo desarrollo; no son capaces de

utilizar sustancias orgánicas comofuente de carbono: son autótro­
fos absolutos.

Tambiénse investigó si esas mismas sustancias orgánicas

podían influir en el desarrollo agregadas al medio de Éeijeringg
con tiosulfato de sodio. ¿e obtuvieron los siguientes reSultados:

toleran extracto de carne, peptona y extracto de levadura hasta

la concenjraciín de L,l%; con 0,3! no hay desarrollo. La glucosa

permite el desarrollo solamente a una concentración de 0,001fi; el

acetato y lactato de sodio hasta la concentración de 0,05%. Luego

algunas sustancias orgánicas no influyen en el desarrollo aún a
altas concentraciones.

9).- influencia del cloruro ge sod;QÉ_SegúnÉ __:É_cgi__,
el ggigbacillus thioparug, que separa azufre en el exterior de las



oálulas, es capaz de formar gránulos de este elemento en el inte­
rior al desarrollar en medios con alta concentración de cloruro

de sodio; para comprobar si el germen estudiado poseía esa pro­

piedad se agregaron diferentes concentraciones de cloruro de so­

dio al medio de ggiürinclg: o — 0,5 — 1 — 3 — 5 — 10 — 15 — 20%.

Con concentraciones mayores de 5%no se obtuvo desarrollo; no se

observaron gránulos de azufre en el interior de las células.

104.- anserzgción de lgs cultivggi.Estas bacterias

mueren en las placas de agar de Egijerincg en 9 ó 10 dias. Para

su conservación se utiliza el medio liqido de bgijerincg con creta;
cada 7 u 8 días se agrega a los tnbos unas gotas del mismo medio

concentrado conservado en ampollas.

ll).— osición sistemática de las cepas egtudigdggiSe ais­
laron 6 cepas de material proveniente de aguas. Todas ellas pre­

sentan las caracteristicas correspondientes al género Thigbgcingg
de acuerdo con la diagnosis que sigue:

Género Thiobgcillu .

Nombregenérico usado por beijeringg, en 1904, para or­

ganismos que oxidan azufre, pero no contienen gránulos de azufre

ni bacteriopurpurina. La primera especie fue ïgigbggillgg_tgigpg­

rpg, y es la especie tipo. Oxida tiosulfato de sodio, ácido sulf­
hidrico y otros compuestos de azufre para obtener energia y es

oligocarbófilo, utilizando carbonatos. Otra especie es 2g¿_gggi­

trifiggng; una tercera especie fue descripta por ¿ggsgggng_go;fg,
en 1922 y denominada Thiobgcillus thiooxi an .

Bergeg g cglgbgrgggres, en 1939 incluyen este género
comoséptimo de la familia Nitrobacterigcggg dentro de la tribu

Protobgcteriegg y dan la siguiente descripción:

Organismos en forma de bastoncitos, que derivan su ener­



gia dela oxidación de sulfuros, tiosulfatos o azufre elemental,
formandoazufre, persulfatos y Sulfatos bajo condiciones ácidas

o aicalinas, derivando su carbono del anhídrido carbónico o de
bicarbonatos y carbonatos en solución; algunos son autótrofos

obligados y otros facultativos. Una especie es anaerobia. Del

griego theion (azufre), y del latin bacillum (bastoncito).
Los caracteres que presentan las formas estudiadaa aqui

pueden hacer que se las considere comoThigbgcillug_tnigpgxna.

Las caracteristicas principales de dicha especie pueden resumivse
asi:

Thiobgcillus thiopgrug peijgrincgz (Cent. f. Bakt., II
Abt., ll, 1904, 593; Ngthggson, Mitt. Zool. Station Neapel, 15,

1902, 655; gggggli, Die Schwefelbakterien. Neujaresblatt Naturf.

Gesell., Zurich, 1919; Su;:gmonas ÉLiOpgrggOrig;gensen, Cent. f.

Bakt.,IIAbt., 22, 1909, 326.) Del grigo theion, azufre y para, de­
rivado de.

Bastoncitos cortos O,5—31‘, móviles. En medio liquido

forman pelicula de azufre libre. En medúosólido colonias amari­

llas circulares, pequeñas. Reacción óptima: alcalina. Autótrofos,

derivan su energia de la oxidación de tiosulfato, sulfuros y SH2,
y también de azufre elemental. Aerobics.

Habitat: Agua de mar, agua de rio y suelo.

2d ru o: R cci n 6 r : .

l).- ultivgs de enriguegimientg:.En un frasco con cul­

tivo de enriquecimiento con medio de Beijgrincg, de donde de aisló

una de las cepas pertenecientes al grupo 1., se observó degpués

de cierto tiempo, que la mayor parte del azufre formado en la su­



perficie, había desaparecido, el medio estaba turbio y el pH

habia bajado hasta 2,4 - 2,6. El examenmicroscópico reveló la

presencia de gran cantidad de bastoncitos y filamentos de hongos.

No desarrollando Thiobggillug thiopgrus a un pH menor que 6, y

habiendo llegado el medio a un pH tan bajo, se pensó que los bas­

toncitos podrían ser Thi b cil us t ioo nd , caracterizado pre­
cisamente por oxidar azufre hasta ácido sulfúrico , llevando al

medio a un pH muy bajo.

Se hicieron pasajes al medio mineral dado por flgksmgg_
para la bacteria citada y se obtuvo abundante desarrollo del bas­

toncito, con fuerte enturbiamiento del líquido. El medio tiene la
siguiente composición:

Sulfato de amonio . . . . . . . 2,0 gr.
Fosfato bipotásico . . . . . . 1,0 gr.
Sulfato de magnesio . . . . . . 0,5 gr.
Cloruro de potasio . . . . . 0,5 gr.
Sulfato ferroso . . . . . . . . 0,01 gr.
Azufre . . . . . . . . . . . . 10,0 gr.
Bosfato tricálcico. . . . . . . 2,5 gr.
Agua destilada. . . . . . . . 1000 c.co

El medio es llevado a pH 3 - 4, con ácido fosfórico.

2).— Aislamiento: Se utilizó el medio dado por flggsmgg,
cuya composición es la siguiente:

Tiosulfato de sodio . . . . . . 5,0 gr.
Fosfato monopotásico. . . . . . 3,0 gr.
Cloruro de amonio . . . . . . . 0,1 gr.
Cloruro de magnesio . . . . . . 0,1 gr.
Cloruro de calcio . . . . . . . 0,25 gr.
(o fosfato tricálcico). . . . .(l0,0 gr.)
Agar . . . . . . . . . . . . . 20,0 gr.
Agua destilad . . . . . . . . 1000 c.c.

Se hicieron estrías en superficie con una gota del material del

cultivo de enriquecimiento; las cajas se incubaron a 302; se ob­

tuvieron a los 4 e 5 dias colonias muypequeñas, traslúcidas, bri­

llantes. ¿stas colonias se picaron por micromantpulacióny se

sembraron en tubos con el medio liquido.con azufre.

3).- horfologíg: En preparado directo del cultivo en me­



Fig,5.—Colonias de Thiobacillus thiooxidans¿(x90)

Fig.6.—Borde de colonia de Thiobacillus tnjooxidnns,(x2500}m
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dio líquido con azufre, se observan bastoncitos muypequeños,

k l - 1,8x 0,4 - O,5/n¡, aislados o en pares; son móviles en cul­
tivo joven; se tiñen bien con los colorantes comunes; son Gram

positivo.

4).— caracteres de cultivo: ¿n medio líquido con azufre,

el.desarrollo es lento, 4 6 5 días. No forman pelicula en la su­

perficie, van desarrollando de manera uniforme en el liquido, lle­

gando a producir fuerte enturbiamiento del mismo. for la observa­

ción microscópica, se nota el desarrollo de las bacterias preferen­

temente adosadas a las particulas de azufre de la superficie, al­
rededor de las cuales forman masas de organismos densamente apre­

tados. Pendientes del azufre y en el fondo del tubo, se puede ver

gran cantidad de cristales aciculares, brillantes, que llegan a
formar un fieltro debajo del azufre de la superficie; estos cris­

tales están ccnstituidosspor sulfato de calcio, formadoa raiz de
la neutralización del ácido sulfúrico producido por la oxidación

del azugre. El azufre de la superficie cae rápidamente al fondo;

es necesario reponerlo agregandoazufre estéril; para la esterili­
zación se lo suspende en agua destilada y se tindaliza.

Este organismo es capaz de llevar el medio hasta un pH

de 1,3 - 1,4. ¿n un frasco que contenía un cultivo muyviejo lle­

gó a producirse un pH de 0,5.

En el medio sólido de ngsmgn, desarrolla formando colo­
nias visibles recién al cuarto o quinto dia; las colonias son muy

pequeñas, circulares, traslúcidas, brillantes, no presentan el
color blanco amarillento caracteristico.de los gérmenesque sepa­

ran azufre; observadas al microscopio presentan borde liso,estruc­

tura homogéneagranulada fino; no se observan gránulos de azufre.

Si al medio agarizado se le agrega fosfato tricálcico en lugar de



cloruro de calcio, el primero es disuelto por el ácido formado

y se nota alrededor de las partes sembradas una zona completamen­

te transparente.

5).- Fisiologíg: Para estudiar la influencia del pHen el

desarrollo, se llevó el medio líquido con azufre a úiferentes pH,

desde 2 hasta 8. ¿l desarrollo es más rápido L3 días), a pH 2 y 3;

a los 6 días hay también desarrollo a pH 4, 5,y 6; más tarde a

pH 7; a pH 8 no se obtiene desarrollo.

Es más favorable el medio de flaggmggcon fosfato tricál­

cico, que el mismosin esta sal.

Para estudiar si son capaces de utilizar tiosulfato, se
usó el medio mineral y en lugar de azufre se le agregó diferentes

proporciones de tiosulfato de sodio: O- 0,05 - 0,1 - 0,2 - 0,5

l - 2%. Desarrolla solamente con concentraciones superiores a 0,5%;
el mejor desarrollo se obtiene con 2%de tiosulfato.

No se obtuvo desarrollo con sulfuro de sodio ni con áci­

do sulfhídrico.

61.- Fuente de carbono: Se utilizaron carbonato y bicarf

bonato de sodio en las concentraciones: O - 0,1 - 0,3 —1%. No se

obtiene desarrollo con carbonato ni con bicarbonato; desarrolla
solamente con el anhídrido carbónico de la atmósfera.

7).— Egggteg de nitrógeno: Se ensayaron: cloruro de amo­

nio, sulfato de amonio, nitratü de sodio, nitrato de potasio y ni­

trito de potasio, en concentraciones: 0,01 —0,1 —1%. Hay desa­

rrollo con cloruro de amonio, sulfato de amonioy nitrato de sodio,

en las concenyraciones: 0,01 y 0,1% y con L,lp de nitrato de po­

tasio. No desarrolla con nitrito de potasio.

8).— nfluencig de las sustancias orgánicasí Se investigó

la acción de diferentes sustancias orgánicas en el medio mineral,

con y sin azufre. Se utilizaron las siguientes sustancias: extrac­



to de levadura, peptona, lactato de sodio, acetato de sbdio, ci­

trato de sodio y glucosa en las concentrac iones: O - 0,01 —0,03

0,1 - 0,3%. Se obtuvieron los siguientes resultados: sin azufre

no hubo desarrollo en ninguna de los tubos; con azufre hay desaí

rrollo con extracto de levadura, peptona y glucosa a cualquier

concentración; no hay desarrollo con las otras sustancias; la pep­
tona parece favorecer el desarrollo utilizada a una concentración

de 0,1 y 0,3%. Luego, se trata de un organismo autótrofo absoluto,

incapaz de desarrollar sin azufre o tiosulfato, sustancias que le

proporcionan, por medio de su oxidación, la energia necesaria para

efectuar la sintesis de la materia orgánica, a partir del anhídri­
do carbónico del aire.

9).-Posición sistemática de la bgcgerig estudiad :.Se aisló

solamente una cepa, de material proveniente de aguas; no tuvieron
éxito las tentativas hechas para obtenerlo a partir de cultivos

de enriquecimiento con tierras de jardin.
Por las caracteristicas estudiadas esta bacteria pertene­

ce también al género Thiobggillgs. De acuerdo con la clasificación

dada en la clave de Egrggx, se puede identificar este germen como

Th, thüoggigags Wakgmann Jofgg, siendo la descripción de la es­

pecie la que sigue;

Thiobgcillus Ehigoxidggs.flgggmggy ¿g;;g. (Jour. of Bact.,

7, 1922, 239; Sulfomgngs thiooxigang W , Jour. Bact., 1922,

616; Thiobacterium thioogxdang Leggann gnd_NegmgnnBakt. Diag.,

7th. Aufl., 2, 1927, 517.) Del griego theion azufre y la palabra

latiniZada oxidantes.
Bastones cortos, 0,5v lw', aislaúos o en pares, de extre­

mos redondeados. No móviles, pero pocas délulas móviles en cultivo

joven. Grampositivo. No desarrollan en medio sólido; en liquido



turbidez fuerte y uniforme. No sedimento. No desarrollo superfi­

cial. Estrictamente autótrofos, derivan su energía de la oxidación

de azufre elemental y tiosulfato, oxidándolos a ácido sulfúrico.
Utilizan anhídrido carbónico de la atmósfera comofuente de carbono.

Estrictamente acrobios. Produce más ácido de la oxidación de azup

fre y continúa viviendo en un medio más ácido que cualquier otro

organismo viviente llegando la concentración de iones hidrógeno

del medio a pH 0,6 y menos.

ggiggg: Aislado de compuestoá de suelo, azufre y fosfato
tricálcico.

Habitat: Causa oxidación de azufre en el suelo.



II).- gcterias del azufre incglorgs
gue depositan azufre en gl interior ge sus células.

¿xisten diferentes formas de bacterias del azufre que

presentan esta característica, siendo algunas filamentosas y otras
unicelulares. Las formas encontradas y que se describirán a con­

tinuación son ambas filamentosas, siendo una de ellas móvil y la

otra fija. En cuanto a las formas unicelulares, móviles, incozoras

con azugre en su interior, ha resultado imposible obtenerlas aún

en cultivos ¿e enriquecimiento.

l).- Qultivos de enriguecimiento: Para la obtención de

estos cultivos resultaron de gran utilidad las indicac:ones con­

tenidas en los trabajos de fiigogrggsky y Bavengggm.El método se
basa en la obtención de desarrollo de estas bacterias del azufre

gracias al ácido sulfnídrico que pueda formarse en d. medio, pro­

veniente de la descomposición de sustancias orgánicas, o de la

reducción de sulfatos; esta última puede ser llevada a cabo por

microorganismos específicos, o producirse por la acción del meta­

no proveniente de la fermentación de la celulosa, fermentación

que también tiene lugar gracias a la acción de ciertas bacterias.
El material se colocó en diferentes condiciones; se uti­

lizaron frascos de boca ancha de una capacidad de lOOc.c. hasta

3 ó 4 litros y cristalizadores o cajas do Petri, en el caso de

querer disponer el material en una superficie más amplia. oe va­

riaron las proporciones del barro, restos orgánicos y agua y en

las ocasiones en que el material estaba muyputrefacto, se agre­

gó agua de canilla. comocompuesto de azufre se utilizó sulfato



de calcio o sulfato de magnesio o una mezcla de ambos; la canti­

dad usada fue de alrededor de 5 por mil. Tmnbién se ensayó el ¿sa-“re-j

gado de creta, aconsejado para la neutralización del ácido que

pudiera formarse. Comosustancias orgánicas, además de los restos

que existían en las muestras, se utilizó heno hervido según el

procedimiento de Winogrggskyy agregado en diferentes proporcio­

nes. Los recipientes tapados se dejaron a temperatura ambiente y

en la oscuridad, para evitar el desarrollo de algas.
En los primeros días se produjo un abundante desarrollo

de bacterias, generalmente zoogleas, vibriones y Clgdothrix. En
los cristalizadores en que se habia puesto gran cantidad de barro

y poca agua, se formó a los lO ó 12 días, una película blanca,

que cubría la superficie del barro. Ese tapiz blanco estaba for­

mado por filamentos muy largos, entrecruzados, dotados de un mo­

vimiento particular y completamentellenos de gránulos negros, re­

fringentcs. Se trataba, posiblemente, de una bacteria del azufre
perteneciente al género Beggigtog. La mismabacteria desarrolló

también en los frascos en que la pr0porción de agua era mayor qua

la de heno, formando redes y ovillos adheridos a las paredes, con

un desarrollo más abundante en una región situada muy poco por

debajo de la superficie del agua.

sl mejor resultado se obtuvo ccn los cristalizadores o

frascos con sulfato de calcio, creta y heno; en general el sulfa­
to de magnesio no fue eficaz. Se adoptó en definitiva el uso de

frasquitos de boca ancha, de lZOc.c. de capacidad, prefiriéndose
a los cristalizadores que exigían una gran cantidad de barro y

agua.

a).— Cultivo de enriguecimientg de Beggflgtoa;.Se trató

de hallar las condiciones óptimas para los cultivos de enriqueci­
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miento de Be i t , utilizando heno, sulgato de calcio y creta;

se sembró con oOpos de filamentos una serie de frasquitos de

1200.0. de capacidad con agua de canilla, diferentes proporciones

de heno, con o sin tierra y con o sin agregado de sulgato de cal­

cio; a todos se les agregó creta. A los 12 días el mejor desarro­

llo se obtuvo con heno al 4 y 6% con sulfato de calcio y también

con hcno al 4%sin sulfato de calcio. En los cultivos observados

después de un mes el mejor desarrollo correspondió a los frascos

con 2 y 4p de heno, con sulfato de calcio. Para los sucesivos en­

riquecimientos de Be i to , se adoptó la utilización de heno

2 a 4% en agua de canilla con el agregado de sulfato de calcio o

yeso y creta.

b).- Cultivos de enriquecimiento gg Thigthrig: En algunos

cultivos de enriquecimiento con poco barro, heno, sulfato de cal­

cio y creta, se observó el desarrollo de otra bacteria filamento­

sa, formando copos blancos, muy tenues en la superficie del líqui­

do y en el seno del mismo y que caían fácilmente al fondo al mover

el recipiente que lo contenía.

Al observar esos copos al microscopio, se notó que esta­

ban constituídos por filamentos rígidos, inmóviles, fijos por uno
de los extremos; la observación con gran aumento reveló la exis­

tencia de gránulos negros, refringentes, en el interior de los

filamentos. Se trataba, al parecer, de otro representante fila­
mentoso de las bacterias del azufre, perteneciente en este caso

al género Thiothrix.

En la primera muestra en que se obtuvo este germen, el

desarrollo se produjo en frascos con poco barro y SülffitOrde cal­

cio, con o sin heno, en los que también había desarrollado ante­

riormente Beggiatoa. Ademásse observaron c0pos de Thigthrig, en



Fig.l4.-C0po de Thiothrix tenuis de un cultivo
de enriquecimiento,(x409)f

Fig.15.mC0po de Thiothrix tennis de un cultivo
de enriquecimiento.(x500)



uno de los cristalizadores con muchobarro y agregado de sulfato

de calcio,creta y heno . Con una segunda muestra se obtuvo T io­

thgig y no Beggiatoa, con el procedimiento general de enriqueci­

miento adoptado para esta última. DOsmuestras de agua estancada

presentaron la particularidad de dar cultivos de enriquecimiento

de Beggiatoa, ¿or el método general indicado y de Thiothrix, al

reemplazar el heno hervido según el método de dinogradggg, por he­
no sin hervir.

Para obtener buenos cultivos de enriquecimiento de ¿gigth

se realizaron las siáuientes ensayos: Se hicieron los cultivos en

tubos de ensayo, una vez que se comprobó la posibilidad de obtener

buen desarrollo de rhiothrig sin utilizar frascos, lo que facili­
tó el estudio de los cultivos.

Se observó la acción del heno hervido o sin hervir en di­

ferentes proporciones: 0,1 - 0,3 - 1 - 3m, con agua de canilla y

agregado de sulfato “e calcio, sulfato de magnesio o la mezcla

de ambos en la proporción de L,5fi. rambién se estudió el compor­

tamiento sin estas sales y con o sin agregado de creta al C,5fi.

¿l mejor desarróllo se obtuvo con heno sin hervir 0,3 - lp, con

sulfato de calcio y sin creta.
Se estudió el comportamientoCe Thiothrix, al utilizar

compuestos de azufre en el medio; para ello se hizo una serie de

tubos con agua de canilla, heno hervido o sin hervir, 0,1 - 0,3

lp y agregando sulfuro de sodio o tiosulfato de sodio en las con­

centraciones: O —0,001 - 0,003 - 0,01 - 0,03 - 0,1 - 0,3 - lfi —a

El mejor desarrollo se obtuvo a los 5 dias con heno hervido C,1%

y tiosulfato de sodio 0,1 y (,03p; también con heno 0,3% y tiosul­
fato 0,01 y C,C3n, pero con mayor cantidad de infecciones.

Comose obtuvo buen desarrollo con heno hervido, en los



ensayos posteriores se utilizó únicamente en esas condiciones.

Se hizo otra serie análoga a la anterior con el agregado

de extracto de carne: 0 - 0,01 - 0,03 - 0,1p. La meïor proporción

fue 0,3% de heno, con 0,0l¿ de extracto de carne, sin compuestos

de azufre o con 0,03% de tiosulfato. ¿n general en todos los tubos

el desarrollo mejor se obtuvo con 0,5p de heno y 0,01, de extracto

de carne. Con 0%% de extracto de carne no hubo desarrollo; tam­

poco sin heno.

Se compararon los cultivos obtenidos usando en lugar dc

heno, lino o pasto seco, hervidos durante 10minutos en agua en una

proporción de 0,2%. El mejor resultado se obtuvo con lino; con pas­

to desarrollaron gran cantidadde infecciones. al lino debe usarse

al l - 2%, con extracto de carne 0,01 - 0,02%.

La utilización de extracto de levadura o de peptona, en

lugar de extracto de carne, no dio buen resultado. Se ensayaron

otras sustancias orgánicas más simples: lactato de sodio, citrato

de sodio, acetato de sodio, en concentraciones: 0 - 0,003 —0,01

0,03 - 0,lp y con el agregado de sulfato de amonio en esas mismas

concentraciones, en agua de canilla, con lino herfido: 0 —0,5 ­

l —2%. Los resultados fueron peores que los que se obtuvieron con

extracto de carne. Huboalgún desarrollo en los tubos con:

acetato: 0,003 y 0,01% lino 0,5 , l, 2%y sulfato 0,003%.

lactato: 0,003fi, lino 1%y sulfato 0,003fi.

citrato: 0,003fi, lino 0,5; y sulfato 0,01%.

citrato: 0,01%, lino 2%, y sulfato 0,01%.
En los medios con lino se estudió también la influencia

del pH, siendo el más favorable alrededor de 7; anatodos los ensa­

yos posteriores se arregló la reacción a dicho pH.

Se hicieron ensayos tratando de suprimir los trozos de

heno o lino; para ehlo se utilizó agar en rama en varias proporcio­



nes, con o sin agregado de extracto de carne o extracto de leva­

dura y también medios agarizados: agar común, agar de levadura;

agar de mosta de malta, que fueron gundidos y agregados por gotas,

en diferentes proporciones en los tubos y una vez enfriados se les

agregó el agua de canilla.
Otros medios usados fueron:

Medio inorgánico de X___Ni , para bacterias del azufre

rojas, con diferentes proporciones de bicarbonato de sodio, sul­
furo de sodio y a diferente pH.

Infusión de heno, infusión de tierra, peptona o extracto

de levadura, en diferentes diluciones y con el agregado de sulfuzn
de sodio o ácido sulfhídrico en diferentes concentraciones.

Infusión de heno o extracto de heno en diferentes dilu­

ciones con el agregado de extracto de carne o extracto de levadura
en diferentes concentraciones.

En ninguno de esos medios se obtuvo desarrollo. En defi­

nitiva se adoptó para la obtención de cultivos de enriquecimiento

de Thiothrix, el uso de heno hervido 0,3 - lw, en agua de canilla,

con el agregado de extracto de carne 0,01%.

En los cultivoá de enriquecimiento de las bacterias es­

tudiadas en este grupo, no se obtuvo nunca en forma notable, desa­

rrollo de representantes de las bacterias del azufre incoloras,

no filamentosas, con azufre en su interior, que pertenecen al gru­

po de las Achromatigcegg. sólamente en una pportunidad se observa­

ron formas pequeñas, de forma elíptica, móviles y con gránulos en

el interior; otrascveces aparecieron espirilos muymóviles; pero

en ambas ocasiones esos organismos se hallaban en número muy redu­

cido y no pudieron conservarse, a pesar de haberse ensayado su en­

riquecimiento utilizando diferentes medios de cultivo.



2).— Aislamientos:

a).- Aislamiento de Beggigtog: Se utilizó el métodp dado

por Cgtaldiw en su trabajo) "Aislamiento de Beggigtoa alba en cul­
tivo puro”. Se basa en la propiedad que poseen estas bacterias de

estar dotadas de un movimiento.deslizante. Si se coloca un copo

de Beggiatog en una caja de retri con agar de gugggg, los filamen­
tos comienaan a moverse y arrastrándose sobre el agar consiguen

alejarse del lugar de la siembra, limpiándose al mismotiempo de

las bacterias que los acompañaban. Si se cortan trozos de agar que

tengan filamentos aislados y se colocan en medio de ausgen, (ex­

tracto de carne 0,05% en agua de canilla), se obtiene desarrollo

de Beggiatog, que puede estar pura enaalguno de los tubos; en el

caso de estar el cultivo infectado puede purificarse poniendo

nuevamente un copo en agar y repitiendo la operación anterior.

En el presente trabajo se consiguió aislar solamente una

cepa de Beggiatog. El aislamiento se hizo a parti! de un cultivo

en heno al 0,6%, sin sulfato ce calcio; también pudo aislarse esta

misma partiendo de algunos copos muy pequeños que se observaban

en el material de agua antes de sembrarlo para obtener el culti­

vo de enriquecimiento; en este último caso los filamentos estaban

desprovistos de gránulos de azufre.

¿on las otras Beggigtgg que se tenian en cultivos con

heno y sulfato de calcio, se hicieron pasajes a medio con heno al

C,8%, sin sulfato, que es el usado por Catgldi para el enriqueci­

miento de las Beggiatog que consiguió aislar; la autora señala que
es necesario cultivar dicho germen en medio con heno para intentar

su aislamiento. Una vez obtenido buen desarrollo en dicho medio,

con gérmenes de procedencias diferentes, se hicieron cajas con

medio de Busgen agarizado (l,2gr.%). En algunas ocasiones no se



separaron los filamentos en los copos y perdieron su movilidad,

otras veces los filamentos se aislaron bastante, mediante su mo­

vimiento de arrastre; se cortaron diferentes trozps de agar y se

llevaron a medio de Busgen, pero no se consiguió desarrollo.

Se ensayó el uso de diferentes concentraciones de extrac­

to de carne, extracto de levadura, peptona, en agua de camilla y

de diferentes diluciones de caldo común, no obteniéndose tampoco

desarrollo. La única cepa aislada había desarrollado muybien en

medio de Bugggn, tratándose de bacterias tan4delicadas, posible­
mente existan en las diferentes cepas, exigencias particulares
relacionadas con el medio de cultivo.

b).- Ensayos de aislamiento de Thiothrix: se hicieron

cajas con agar agua ( se utilizó agar lavado), en concentraciones:

0,1 - 0,2 - 0,4 - 0,6%, con el agregado de extracto de carne o

extracto de levadura en concentraciones; 0,01 - 0,02 - 0,03 - 0,64%

y a un pH alrededor de 7. Las cajas se hicieron con un trozo de

linp (2%), o sin él. La mejor concentración de agar fiue 0,4%: pa­

reció que los filamentos desarrollaban, pero este desarrollo fue
rápidamente ahogado por las infecciones y no pudo aumenjar en for;

ma considerable en ninguna de las tentativas de aislamiento.

3).—Morfo c'í carabteres de cu tiv ;\
a).- Beggigtga desarrolla en los cultivos de enriqueci­

miento con heno, formando redes blancas adheridas a las paredes

del frasco; estas redes se sitúan en zonas transversales formando

franjas que puedenhallarse a diferentes alturas en el frasco, ubi­
cación que parece estar relacionada con la cantidad de ácido sulf­

hídrico que se forma en el fondo del recipiente: cuando la concen­

tración de este compuestoes elevada, estas bacterias desarrollan

casi en la superficie del líquido y después de un tiempo, al dis­



Fig.10.—Filamentos de Be? iatoa alba de un cultivo
L ‘ de enriquecimiento.¡x2500)

Fíg.ll,—Fílamentos de Be iatoa alba de un cultivo
> puro.¡x25005



minuir la cantidad de ácido sulfhídrico, el desarrollo de obsurva

en la parte inferior del frasco; si se agrega sulfato de calcio

al medio, se nota que los filamentos se disponen formando redes

en una zona más elevada. Cuando las condiciones del cultivo son
muy buenas se pueden formar conglomerados que presentan el aspec­

to de verdaderos ovillos blancos.

Si se observa al microscopio uno de estos ovilllos, se

ve que está formado por Bilamentos oscuros, larguísimos y muy en­

trecruzados, dotados de un movimiento lento. Con gran aumento,

puede notarse que el color oscuro de los.fdlamentos, es debido a

la presencia de gran cantidad de gránulos o corpúsculos negros,

muy refringentes. Se demuestra la composición de dichos gránulos

tratando un ovillo de filamentos colocado en un portaobjetos y

dejado secar al aire, por ácido acético, según recomienda gggsggi:
los gránulos que se hallan en el interior del germen desaparecen

y en el exterior se forman cristales de azufre.

Ademásde los copos, se observan filamentos libres de

diferentes longitudes, Están dotados de un movimientode arrastre

y de otro de rotación alrededor de su eje; observando el extremo

del filamento se nota que poseen un tercer movimiento, de oscila­

ción, idéntico al de las Oscillgtorig.
¿n cultivos.con heno y sulfato de calcio los gránulos son

tan abundantes, que es imposible tratar de diferenciar los elemen­

tos que constituyen el filamento; en cultivo puro, en medios con

sustancias orgánicas, no presenta gránulos, siendo su aspecto muy

semejante al de una cianofícea. Pueden observarse los tabiques

que dividen los filamentos en segmentos que tienen las siguientes

dimensiones: 2- 2,8><3,4 - 6,2%;

¿l hecho de presentar este organismo una morfología tan



ig.12.abOpo de Beggiato alba de un cultivo puro.(x90).2N____

Fig.13.—Filamentos de Beggiatoa alba de un cultivo puro
pasados a agua con SH2.(x2500)



semejante a la de algunas algas, podria hacer suponer que se tra­

tara de un alga que hubiera perdido su pigmento; la propiedad que d

distinguiria a la Beggigtoa, seria la de ser capaz de formar grá­
nulos de azufre en el interior de los filamentos colocados en un

medio con ácido sulfhidrico. ¿ara demostrar que el germen aislado

posee esa propiedad, se sembraron copos en una serie de tubos con

5c.c. de agua de canilla a los que se agregaron diferentes canti­

dades ( medidas por gotas), de una solución saturada de ácido sul:­

hidrico. Observando los c0pos a las 24 horas se notó que se halla­

ban llenos de gránulos de azufre, obteniéndose los mejores resul­

tados con l, 5 ó 5 gotas de ácido sulfhídrico. l
Se estudió el desarrollo en medios con déferentes sustan­

cias orgánicas: extracto de carne, extracto de levadura, peptona,
lactato de sodio y citrato de sodio , en las concentraciones: 0,025

0,05 —0,1 —0,25 - 0,5 - 1%. También se ensayó el uso de caldo

comúny diluido 1:2, 1:5, 1:4. Se obtuvieron los siguientes resul­

tados: A las 24 horas, el mejor desarrnllo se produjo con extracto

de carne 0,05 y 01%; posteriormente hubo desarrollo en otros tubos:

extracto de carne desde 0,025 hasta 0,5», extracto de levadura

desde 0,025 hasta 0,1%, peptona desde 0,025 hasta 0,25%, caldo co­

mún. Con lactato de sodio el desarrollo fue más lento pero muy

abundante en las concentraciones 0,05 y 0,1%. Con citrato de sodio
no hubo desarrollo.

Se investigó la acción de diferentes fuentes de azufrei.

Comomedio de cultivo se utilizó el medio mineral de_XEEHÉÉEJ,para

bacterias rojas, con o sin bicarbonato de sodio al 0,2%; se agregó

sulfuro de sodio en las concentraciones: O - 0,001 - 0,005 - 0,01

0,05 - 0,1 - 0,5% 6 bien tiosulfato de sodio en las concentracio­

nes: 0,01 - 0,05 - 0,1 - 0,5 - 1%, ó bien sdlución saturada de áci­



Fig.16.mFilamentos de Thiothrix tennis de un cultivo
d? ,snïiquqcimient01(32509),



do sulfhidrico: l, 3, 5, 7, 9, ll gotas en lOc.c. de medio. Todos

los medios se llevaron a pH 7,4. Se obtuvo desarrollo con tiosul­

fato de sodio 0,0l, 0,03 y 0,1% observándose gránulos de azufre
en el interior de los filamentos. Bscaso desarrollo con sulfuro de

sodio 0,001 y 0,003 y con l y 3 gotas de ácido sulfhidrico.

b).- Thigthrig forma en los cultivos de enrdquecimienüa,

copos blancos en el seno del liquido, que observados al microsco­

pio con pequeño aumento se presentan comomasas de filamentos ne­

gros, rígidos, inmóviles, con aspecto de verdaderos pelos; se ha­
llan fijados por uno de los extremos acmasas de bacterias o a otrm

filamentos, generalmente Glgdothrix. Pueden estar dispuestos pa­

ralelamente, o bien, comosucede en la mayor parte de los casos,

estar fijos en un mismopunto presentando asi una disposición
radiada caracteristica.

Mediante gran aumento pueden observarse los gránulos de

azufre en el interior de los filamentos, dispuestos generalmente

en una única hilera. El ancho de los filamentos es de l,2-l,4/v.
No existe diferenciación notable entre la base y el ápice de los

filamentos. Ho pudieron observarse tabiques debido a que se tra­

bajó siempre con cultivos de enriquecimiento, llenos de gránulos

de azufre. En al¿uncs cultivos se observaron trozos cortos de fi­

lamentos que parecian provistos de un lento movimiento de arrastre

y que podrian corresponder a los conidios citados en las descrip­

ciones que se han hecho de Thiothriz.

4).-
La bacteria filamentosa, móvil, se obtuvo en cultivos de enrique­

cimiento de 10 muestras de agua y se consiguió aislarla únicamente

de una de ellas. Corresponde al género B u iatoa, cuya diagnosis

es la siguiente:



Género Beggiatgg.

Género creado por grgviggg, para incluir ciertas bacternr
filamentosas del agua. La definición genérica dada es: Thallus

e filis mucoobvolutis, liberis, oscillantibus, simplicibus, elas­
ticis, rigides, arachnoideis, punctis asterisceformibus, primum
in fascias dispositis deinde inordinatis, notatis conflatus.

El género es colocado por diferentes autores entrelas

algas o entre los hongos; frecuentemente con las oscillgtorig,

entre las cianoficeas. La especie tipo es nggiatgg alba (vaugy.)

Trev. llamada nggiatga punctgtg por greyi i_, en 1842. ¿ugtgigg
incluye Beggiatoa comoel primer subgénero de gggillgxig y des­

cribe siete especies.

¿2gp incluye el género en la tribu Nemgtogengey Trgxiggg

en la subtribu Euvibrioniege. Este género es incluido entre las

bacterias por varios autores antes de 1888, incluyendo ggggig, en

1879, Winter, en 1880, yan Thigggm, en 1884, Grove, en 1884, Zon,

en 1885, Elugge, en 1886. gggggirg lo incluye comoúnico género

de su subfamilia nggigtgegg. flinogrggggy aclara la diagnosis del

género;.Lo describe comoformado por filamentos siempre libremente

móviles, nunca fijos a un sustrato, incoloros y sin vaina, varia­
bles en el ancho y que maestran un crecimiento intercalar unifor­

me y no tienen diferenciación entre la base y la punta. Bajo con­

diciones normales de desarrollo siempre contienen gránulos de azu­

fre en cantidades que varían con las condiciones. Esos gránulos

aparecen en forma de gotas oleosas redondas, que consisten en azu­
fre blando o semifluido; no se observan nunca cristales de azufre

en los filamentos vivos. La unión de los filamentos puede verse
sólamente cuando no existe azufre en el interior de los mismos.

Winggrgdgggconsidera dificil la diferenciación de buenas especies
en base al tamaño.



La diagnosis de Winogrgdsgy fue aceptada generalmente

por los sistemáticos subsiguúentes. Mignla, en 1894,afirma:

"nggigtog Ergyisan, Zellen mit SchwefelkOrnchen.Diesen letzere
Familie und Gattung schliess sich auch in ihrem anatomisohen Bau

so eng an die Oscillgrign an, dass sie besser mit diessen verei­
nigt und die Schizophyceen zugeweissen wird."

Bucngngn, en 1918, designa la especie tipo comonggigïgg

alba nggcngrj graxiggn. bergey y cplgborggores lo incluyen como
el segundo género de la familia Beggiatogcggg, con la siguiente

descripción; Filamentos sin vaina, formadospor células planas,

discoidales, no fijados. hultiplicación por división transversal
de los filamentos. nuestra deslizamiento ondulatorio. Las células

contienen gránulos de azufre. La especie tipo es nggigtog alba

(Vaucher) Trevisan.
La cepa aislada se clasifica por sus dimensiones como

Beggiatoa g;bg (V u her} Treviggn, eSpecie caracterizada por la

siguiente descripción:

Beggigtog glbg (Vaucherj Trevisgn. kOscillaria alba

Vgucher, Conferv., 198; Beggigtgg punctgtg Trevisgn, Flora Euganea

1842, 56; Trevisan, I generi e le specie delle batteriacee, 1889,
lo.)

Filamentos de considerable longitud i 3 - 4/ de diámetro

conteniendo numerosos gránulos de azufre fuertemente refringentes.

Los filamentos se parten en segmentos cortos queedespués desarro­

llan en largos filamentos. los sulfatos son reducidos a azufre
libre. Los filamentos están adheridos a plantas acuáticas produ­

ciendo copos viscosos.

Habitat: Fuentes sulfurosas; pantanos.

La bacteria filamentosa, fija, inmóvil, se obtuvo en cul­



tivos de enriquecimiento de 4 muestras de aguas, no habiendo sido

posible aún aislarla. Corresponde al género Thi th i,, cuya diag­
nosis es la siguiente:

Géneroïhiothrix.

Género de bacterias del azufre propuesto por Winogrggggg,

con la siguiente diagnosis: "Faden unbeweglich, gegliedert, mit

einer zarten Scheide, einen deutlichen Gegensatz von Basis und
Spitze zeigend, durch ein Gallertpolster an feste Gegenstande be­

festigt, unter normalen Wachsthumsbedingungendicht mit Schwefel­

kórnern gefüllt; Reproduction durch Stabchengonidien, welche auf

festen Gegenstanden kriechend sich langsam bewegen, nach kurzer

Bewegungsdauersich auf verschiedene Gegenstande festsetzen und
zu FAden auswachsen.

El género es reconocido por muchos autores posteriores,

entre edlos Mígglg, en 1894, ghggtgr, en 1899, Lágg;g, en 1900,

Chester, en 1901, Eischer, en 1903, E.F,Smith, en 1905, Oria-Jensen

en 1909, Heim, en 1911, Frost, en 1911° Buch n n, en 1918, inclu­

ye este género comoel primero en la familia Beggigtoagggg, con

la siguiente descripción: Filamentos inmóviles, segmentados, con

una diferenciación definida entre base y punta, fijados, generalmen
te llenos de gránulos de azufre. Los filamentos producen coniü.os

en forma de bastones, en susnextremos. Estos conidios son móviles

por medio de un lento movimiento de arrastre, se fijan y desarro­

llan un nuevo filamento. El_habitat es fuentes sulfurosas calien­

tes. La especie tipo es Thiothrix niveg (Rabenhorgt) flinogrggsgz.

Berga! y cgigbgradgres, en 1923 y también en 1939, adoptan esta

descripción.
Los representantes del género Thigthriz que se obtuvieron

en el presente trabajo pueden ser identificados comopertenedentes

a la especie Thiothrix tenuis flinogrgdsky, que se distingue por



los siguientes caracteres:
Thiothrix tenuis Winogrgggy. (Beitrage zur Morph. u.

Physiol. der Bakterien, I. Schwefelbakterien, 1888,39.)
Filamentoá muy largos y con alrededor de un micron de an­

cho; de grosor casi uniforme.

Habitat: Agua sulfurosa.



III).- Bacterias del azufre cgn pigmento rojg o verde.

Se tratará a continuación del interesante grupo de hac­

terias caracterizadas por poseer pigmentosfotosíntéticos; algu­
nqs presentan color rojo y otras poseen pigmentos que les dan un

color verde semejante al proporcionado por la cloréfila a los ve­
getales superiores.

l).— ultivos de enriquecimiento: Comoestas bacterias

son anaerobias, fue necesario, para lograr en lo posible la expul­

sión del oxígeno de los cultivos de enriquecimiento, utilizar el

procedimiento simple de Beijeriggk, citado por VagBiel. Consiste

en el empleo de frascos de vidrio de cuello angosto y tapón esme­

rilado, que se llenan completamente con el liquido de cultivo pre­

Viamente hervido y se tapan cuidando que no queden burbujas de ai­

re. En el presente trabajo se utilizaron frascos de 300 a 500c.c.

de capacidad.

Se siguieron dos métodos: Uno de ellos, el de Winggggggkg,

es semejante al usado para el enriquecimiento de las formas inca­

loras, con azufre en su interior; es decir, el material de barro
y aguas se mezcla con sulfato de calcio y creta y se le agrega un

puñado de heno; luego de llenan los frascos con agua de canilla.

En este caso los frascos deben colmarse con el líquido, para lo­

grar una buena anaerobiosis.

Otro de los métodos de enriquecimiento usados fue el

descripto por ¡gg Nigl, en su magistral trabajo sobre las bacterias

rojas y verdes. Consiste en la utilización de un medio inorgánico,
con la siguiente composición básica:

Cloruro de amonio. . . . . . . 1,0 gr.
Fosfato bipotásico . . . . . . 0,5 gr.
Cloruro de magnesio. . . . . . 0,2 gr.
Agua destilada . . . . . . . 1000 c.c.



Ademásse agrega bicarbonato de sodio y sulfuro de sodio en dife­

rentes concentraciones, generalmente O,lw de sulfuro de sodio y

0,5» de bicarbonato de sodio.

Xgn_nigl, consideró tres grupos de bacterias según la
concentración de sulfuro de sodio y el pH óptimos para el desarro­

llo y recomendó¡a utilización de este medio básico, con diferen­
tes cantidades de sulfuro de sodio y en condiciones diferentes de

pH, para la obtención de cultivos de enriquecimiento de los dife­

rentes tipos de bacterias coloreadas. Para el grupal: 0,1 - 0,2%

de sulfuro de sodio y pH alrededor de 9. Para el grupo 2: 0,02 ­

0,05% de sulfuro de sodio y pH 7,5 - 8. Para el grupo 5: 0,1 - 0,2%

de sulfuro de sodio y pH 7,5. En adelante se denominarán estos

medios V.N.I., V.N.II., V.N.III.
De acuerdo con las directivas encontradas en el trabajo

de YanNiel, los frascos se expusieron a la luz artificial; para
ello se diSpusieron lamparitas eléctricas en los estantes de un

armario metálico, modificándose la temperatura a voluntad median­

te el uso de bombitas de mayor o menor intensidad; en general se p

procuró obtener una temperatura de 30 a 322. En verano fue sufi­

ciente utilizar bombitas de 40 Watt. para obtener la temperatura

deseada; en invierno se usaron de 60 y lOOWatt.

Se ensayó también el medio de Lghner, que es un medio

inorgánico cuya composición es semejante a la del medio de 1gg_fiig¿

Bicarbonato de sodio. . . . . . . 5,0 gr.
Cloruro de amonio . . . . . . . . 1,0 gr.
Tiosulfato de sodio . . . . . .2, 0 gr.
Carbonato de magnesio . . . . . 0,2 gr.
Eosfato monopotásico . . . . . . 0,1 gr.
Sulfuro de sodio . . . . . . . 1,0 gr.
Agua . . . . . . . . . . . . . .1000 c.c.

En los frascos con heno se obtuvieron mezclas de bacterias

coloreadas, pero dieron muybuen resultado comoprocedimiento para



cultivo en bruto, sobre todo para las bacterias verdes. Por el

método de VgnNiel, más selectivo, desarrollaron solamente las

bacterias correspondientes a alguno de los grupos. En general, se

siguió al primer método y luego se hicieron enriquecimientos y

aislamientos en los diferentes medios de van Niel.
Se utilizaron muestras provenientes de aguas estancadas

y de tierras de jardin. En el caso de utilizarse el medio de V _

Kiel, se sembraron 5 - lOc.c. de agua o aproximadamente 1gr. de

tierra; si se trabajaba con el método de Winogradsgx, se colocaba

en el frasco el material con bastante barro, y luego se agregaba

agua de canilla hasta colmar el recipiente.
2).- Aislamiento:.Se usó el método de aislamiento en

tubos de agar, por ser el más sencillo y dar excelente resultado.

Se prepara el medio tipo de V ¡”Niel, con 2% de agar lavado y se

entuba a razón de lO c.c. por tubo; se esteriliza a 1202. Aparte

se preparan las soluciones de bicarbonato de sodio al 5%, esteri­

lizada por filtro Zeits o por bujia, el sulfuro de sodio, ácido
fosfórico y carbonato de sodio, al 10%, esterilizados en autovla­
ve a 1102.

Para efectuar el aislamiento, una vez fundido y entibiado

el agar, se le agrega el bicarbonato de sodio, generalmente en la

proporción de 0,5%, y luego el sulfuro de sodio, en las diferentes

proporciones ya mencionadas según los medios. Se lleva al ph nece­

rio mediante el agregado de ácido fosfórico o carbonato de sodio

estéril, al 2 ó al 10%. Se siembra un tubó con unas gotas del cul­

tivo de enriquecimiento y se hacen 7 u 8 diluciones sembrando en

cada pasaje cuatro o cinco gotas de medio. Se enfrian rápidamente

los tubos y se cubre la superficie del medio con una capa de vase­

lina —parafina, para impedir la acción del oxigeno.



Una vez obtenido desarrollo de colonias, que se produce

a los 5 ó 6 días, se eligen los tubos de diluciones mayores, don­

de las colonias se hallan bastante espaciadas y se corta el agar

en rodajas; se pican las colonias y se llevan nuevamente al medio

sólido, haciendo diluciones; es necesario hacer varios pasaje!

de colonia a colonia, porque muchas veces en una colonia suele

presentarse la bacteria del azufre muymezclada con otras bacte­

rias. Unavez aislados, los gérmenes se conservan en cultivos en

punción en el medio agarizado al 0,5 6 al 2%y cubierto por V8597

lina parafina.
3).- Métodosgenerales para el estudio de las bacterias

rojas y verdes de; azugreá En los ensayos realizados

para estudiar los caracteres de cultivo y para la fisiología se

usó el medio de Van Nigl, con 0,2 6 0,5% de agar; los tubos fueron

hervidos largo rato antes de ser utilizados, para expulsar todo
el aire.

un el estudio de la influencia del sulfuro de sodio y

del pH, se utilizaron las concentraciones: 0 - 0,03 - 0,1 - 0,3%

y los pH: 6 —6,5 - 7 —7,5 - 8 - 8,5 - 9. Se investigó también

le influencia del bicarbonato de sodio en las concentraciones: O ­

0,1 - 0,2 - 0,5 - 1%y la del cloruro de sodio: 0 - 0,5 - l - 2 ­

5%.

Los cultivos se hicieron con la concentración de sulfuro

de sodio y el pH óptimos para cada cepa.

Para la fisiología se estudió; Si las bacterias eran capa­
ces de desarrollar con tiosulfato de sodio comofuente de azufre;

para ello se empleó este compuesto en las proporciones: 0 - 0,03 ­

0,1 - 0,3 - 1%, con o sin sulfuro de sodio al 0,03%. Se agregó

una gota de solución de sulfuro de sodio al lfi, (concentración que



es insuficiente para el desarrollo de estas bacterias), para lo­
grar la anaerobiosis.

rara el estudio de las fuentes de nitrógeno se utilizaron:

cloruro de amonio, sulfato de amonio, nitrato de sodio y nitrito

de potasio, en las concentraciones: O —0,03 - 0,1 - 0,3%. Se agre­

garon al medio Ven Niel con 0,5% de agar.

Ademásse trató de Envestigar: 12: Si estos organismos

son autótrofos absolutos o facultativos, es decir, si en ausencia
del compuesto de azufre que son capaces de utilizar, pueden desa­

rrollar mediante el empleo de sustancias orgánicas. 22: Si las

sustancias orgánicas influyen en el desarrollo, agregadas a los me;
dios con sulfuro de sodio. 2: Si estos organismos son capaces de

desarrollar en la oscuridad, ya sea con sulfuro de sodio o bien

con sustancias orgánicas. Para lograr dichos fines se usó el medio

de van Kiel con agar al 0,5% y bicarbonato de sodio al 0,5% y las

siguientes sustancias orgánicas: extracto de carne, extracto de

levadura, peptona, lactato de sodio y citrato de sodio, en las

concentraciones: O —0,03 —0,1 - 0,3%. Una seriedde tubos se hizo

sin sulfuro de sodio y sustancias orgánicas, cuidando la anaerobio­
sis en la forma ya citada. Otra serie se hizo con la concentración

de sulfuro de sodio óptima para cada cepa y además las diferentes

sustancias orgánicas. Las dos series se pusieron a la luz y un du­

plicado de la primera se dejó en la oscuridad; también se coloca­

ron a la luz y oscuridad tubos con la concentración óptima de sul­

furo de sodio pero sin el agregado de sustancias orgánicas.
Para facilitar el estudio de las bacterias halladas, se

separaron en dos grupos teniendo en cuenta el color proporcionado

a los cultivos de estos organismos por los pigmentos que poseen:

A).- Bacterias con pigmento rojo.

B).— Bacterias con pigmento verde.



A).—Bacterias con pigmento rojo.

Los cultivoá de bacterias pertenecientes a este grupo,
presentan una coloración roja intensa, que es algo más apagada y

con un tinte lechoso en los cultivos jóvenes, provistos de gránu­

los de azufre, ya sea en el interior de las células o en el exte­
rior de las mismas. El color se hace más vivo y a veces con un

leve matiz purpurino, a medida que el cultivo envejece y el azufre

va desapareciendo.

Estas bacterias se describirán separadamente en dos grupos:

l).— Bacterias rojas que depositan azufre en el interior
de sus células.

2).- Bacterias rojas que no depositan azufre en el interior

de sus células, pero si en el exterior.

1).- Bacterias rojas gue depositan azugze

n int ri r de us célg;g_.

Presentan diferencias que permiten hacer con estan bacte­

rias dos subgrupos:

SubgrupoI).- Células de forma elipsoidea o cilíndrica.

Gefmeneslibres, móviles.

SubgrupoII).— Células de forma generalmenté esférica. La

mayoria de los gérmenes se agrupan en masas

inmóviles. Los gérmenes aislados o diSpues­

tos en diplococos son móviles.

finnggpg_;).— Estas bacterias provienen de cultivoá de

enriquecimiento en medio dc Winogrgdggg o de yan Kiel y fueron

aisladasenmedio III.
l).- Morfiglogíg:Estas bacterias tienen; generalmente,



forma elipsoidea o cilíndrica, pero presentan grandes variaciones

en la forma y el tamaño, sujetas a las condiciones del medio; las

células son redondeadas a pH bajo: 6 - 6,5 y algo más alargadas

a pH 7,5 - 8. ;l tamaño aumenta al aumentar la concentración de

sulfuro de sodio en el medio. En un mismo preparado pueden encon­

trarse células de tamaños diferentes y de forma elíptica o cilín­

drica. A veces, las bacterias presentan un ligero encurvamiento

que les da fiorma de haba.

Los gérmenes son, en su mayoría, libres y dotados de mo­

vimiento; se presentan aislados o en pares; otras veces, generaly

mente con grandes concentraciones de sulfuro de sodio, parecen

formar cadenas, aunque no se distinguen tabiques sino solamente

estrangulaciones.

En cultivos jóvenes, las bacterias están completamente

llenas de gránulos de azufre, que puesentan el aspecto de gotas

brillantes, muyrefringentes; en cultivos viejos, al ser consumi­
do el sulfuro de sodio del medio, las células no poseen ya gránu­

los y finalmente pierden la movilidad. En estos cultivos se pre­

sentan los gérmenes con diferentes aspectos, variando la forma i

el tamaño. gn cultivos muyviejos suelen encontrarse células de

un tamaño mayor que lo común, dispuestas como diplococos aplanados,

con paredes espesadas y muyrefringentes, que podrían correspon­

der a las formas de resistencia mencionadas por X g Eggl.

El tamaño de estos organismos es de 2,4 - 5,6 1,2 - 2,8

2).- gragteres de gultiyg: En el medioV.N.III liquido,
en tubos con tapón de vaselina - parafina, el desarrollo no es muy

abundante. Lejor desarrollo se obtiene con el medio agarizado al

¿2,2, 0,5, ó 8°}.

3).- Acción del bicarbonato de sodiQ:.El desarrollo es



más o menos parejo en todas las concentraciones ensayadas.

4¡.- Acción de; sglfiuro ge sodio 1 del pH: Con 0,03% de

sulfuro de sodio, el desarrollo es muyescaso y de color rosa pá­

lido a pH 7 y 8; con 0,1 y 0,3% de sulfuro de sodio, el mejor de­

sarrollo se obtiene con pH desde 7 a 8,5; siendo el óptimo 7 —7,5.

Al aumentar la concentración de sulfuro de sodio, el desarrollo
se hace más lento.

5,.- recién del cloruro de sgd'g} Parece no ejercer in­
fluencia sobre el desarrollo.

6).— Eugntg de azgfizg: No se obtiene desarrollo con tio­

sulfato de sodio.

7).— Fuentes gg nitrógeno: El mejor desarrollo se obtiene

con cloruro de amonio o sulfato de amonio, desde 0,03 a 0,3%; el

desarrollo es escaso con 0,03% de nitrato de sodio.

8).- cgión de las sustancias orgánicas: En general el

desarrollo es mejor con sulfurc de sodio que sin él. Con sustan­

cias orgánicas y con sulfuro de sodio hay desarrollo con: extrac­

to de carne y peptona desde 0,03 - 0,3%, extracto de levadura y

lactato de sodio 0,03 y 0,1% y con citrato de sodio 0,03%; el me­

jor desarrollo, con colonias de mayor tamaño y pigmentación más

fuerte se produce con lactato de sodio 0,1%.

Con sustancias orgánicas, sin sulfuro de sodio, hay de­

sarrollo con: extracto de carne desde 0,03 a 0,3% y muy escaso

con: extracto de levadura 0,03%, peptona 0,1%, lactato de sodio

0,1 y 0,3%; el mejor desarrollo se obtiene con extracto de carne

0,3%.

En la oscuridad no se obtiene desarrollo con sulfuro de
. . n tsodio ni con sustanc1as organicas.

9).- Posición sistemática de las bacterias estudiadas:



De las 5 cepas aisladas 3 provienen de tierras de jardín y 2 de

aguas. Se identifican comorepresentantes del género Chromgtigm

gggél. Según las descripciones de y g Kiel, se pueden considerar

pertenecientes al tipo morfológico Chr m ti , cuya diagnosis
sigue a continuación:

Género Chrgmgginm.

Nombregenérico creado por ¿grjg,en 1852, con la siguien­

te diagnosis:"Korper ausserst klein, cylindrisch, roth, braun,

violett, grun gefarbt, im ausgebildeten Zustand mit innem Bláschen

(Blastien). Ein Bewegungsfaden am Vorderende? Vermehren sich durch

cuertheilung. " El género fue reconocido y descripto más amplia­

mente por Écgrggter, en 1886. Winggradsky incluye este género

entre sus bacterias del azufre. Acepta la diagnosis de Schrogtg;
y reconoce la especie mejor conocida Cgromgtiumgkggii. El géne­

ro es incluído en las clasificaciones de bacterias del azufre en

la subfamilia Chromgpiaggae por Ligula, en 1900 y 1904, Eqï. smith

en 1905 y Eros; en 1911. leaïdgnggn, en 1909, lo considera sinó­

nimo de Rhodomonas. ggggggan, en 1911, y Berga! y cglgpgrgdgzgg,

en 1923, dan la siguiente diagnosis que se encuentra sin modifi­

caciones en la clave de Bergey de 1939:

Células elíptico-cilíndricas o cilíndricas relativamente

gruesas. Contenido celular rojo, conteniendo gránulos de azufre

oscuros. Células algo variables en forma, rectas, más o menos cur­

vadas, células cortas ovoides y las alaróadas cilíndricas. hóviles
por medio de flagelos polares. La especie tipo es ggrggg3;3m_gkggii

2am.
En lo que se refiere a la especie, el polimorfismo de es­

tos organismos, unido al hecho de que en las clasificaciones exis­

tentes no se han tratado estas bacterias en cultivo puro,hacen
difícil intentar la identificación. Deacuerdo con la clave de



33552; y con las descripciones de Éggengggg, y teniendo en cuenta

el tamaño de las células, podrían ser identificadas comoghlgma­

tium vinosgg Ehzggbgzg (fiigpgrggsgl), cuya descripción es la
siguiente:

Chromatium vinosum (Bhrgnbgrg) Winogrgdsky. (Ehrenperg,

lnfusionstierchen, 1838; ninogxagsgx, Beitráge zur Lorphologie

und Physiologie der Bakterien, I. Schwefelbakterien, 1888, 99.)

Células elipticas, 2,1x 5 . Las masas son de color violeta rojizo
Activamente móviles.

Habitat: Agua.

SubgrupoII: El enriquecimiento se obtuvo por el método

de Winogradkyy el aislamiento utilizando el medio V.N.III.
l).- Loriologig: Estas bacterias tienen en general for­

ma esférica, presentándose aisladas Ó en pares comodiplocacos;

suelen formar tetradas y conglomeradosconstituidos por diferentes

números de células, comoracimos. Las células libres y los diplo­

coccs son móviles; a veces se observan agrupaciones de 3 células

dotadas de novimiento ¿e rotación.

31 diámetro de estas bacterias es de 1,4 - 2/I.

Las células, en los cultivos jóvenes, se hallan llenas

de gran cantidad de gránulos de azufre, que van desapareciendo al

envejeces los cultivos, quedando finalmente el protoplasma vacuo­

lizado; en cultivos muyviejos se observan diplococos muy ¿randes,

con paredes espesadas, análoganente a lo que sucede en el subgru­

po anterior.
2,.- Caracteres de cgltivgï.ista bacteria es muyexigen—'

te con respecto a las condiciones del medio de cultivo; en muchas

ocasiones no se consiguió obtener desarrollo, lo que dificultó



las experiencias. ¿n medio.V.N.III liquido no desarrolla pero si

en dicho medio agarizado, siendo el cultivo de color rojo, muy

poco castaño.

3).- Acción de; bicarbonato de sodio: Con 0,5% se ob­

tiene el mejor desarrollo.

4).- Acción del suiiuro de sodio y del pH: Desarrolla

con sulfuro de sodiG 0,03 y 0,1% y pH 7 —7,5; el desarrollo es

más lento con 0,3% de aulfuro y pH 7,5. En general las mejores

condiciones son: sulfuro de sodio 0,1% y pH 7.

5).- Fuente de azufreá No desarrolla con tiosulfato de
sodio.

6).- Euggte'dejgitzégeng: Desarrolla únicamente con clo­

ruro de amonio 0,03 y 9,1%.

7¡.- ¿cción de las sustancias orgánicas: En general el

desarrollo es mejor con sustancias orgánicas sin sulfuro de sodio,

que con el agregado de sulfuro; se obtiene buen desarrollo con

extracto de carne 0,03%; el mejor desarrollo con lactato de sodio

0,05%; algo menor con lactato de sodio al 0,1%; con sulfun> de

sodio y sustancias orgánicas no se produjo desarrollo notable.
En la oscuridad no hubo desarrdllo en el medio con sul­

furo de sodio ni con sustancias orgánicas.

8).- ggigióg sistemática de la ggoa estudigggi.Se aisló

una áepa proveniente de agua. Teniendo en cuenta la clasificación

de las bacterias rojas en base a la morfología, hecha por Egg_@ie;
este organismo podría pertenecer al tipo Thigcygtis. Este género

tiene los siguientes caracteres:
Género Thiocygti .

Género de bacterias del azufre descripto por Win‘r

en 1888. Las células esféricas están reunidas en familias peque­



ñas compactas, envueltas individual o conjuntamente en un quiste

gelatinoso y capaces de tener movilidad. Generalmente de 4 en

20 —30 células están unidas en una familia. Las células son viva­

mente coloreadas, las células aisladas casi incoloras. En masas
las células muestran un hermoso color violeta o rojo violado.

Las células están frecuentemente llenas de gránulos de azufre.

El género fue incluído por Trevisgg en 1889, en la tribfl

Ascococcee. pg Toni y Trgxisgn en 1889, dan una nueva descripción.

El género es discutido por nigula en 1900 y 1904, por imita en
1905 y 32953 en 1911. imith da también una descripción.

Oria-Jensen en 1909, hace de este nombre genérico un si­

nónimo de ggggogystis. Bughgggn en 1918,10uincluye como el primer

género de la tribu Egigggpaegg y da una descripción que se conser­

va en la clasificación de Egrgez 1)colgbgrg@gres de 1939, con li­
geras modificaciones. La descripción dada por estos últimos es la

siguiente:
Generalmente 4 a 50 células unidas en familias pequeñas,

compactas, envueltas de a una o varias conjuntamente en un quiste

gelatinoso, capaces defiestar dotadas de movilidad. Cuandolas fa­

milias han alcanzado un tamaño definido, escapan del quiste ¿ela­
tinoso, hinchándose y ablandándose este últómo uniformemente o en

algún sitio particular. Las células que han escapado pasan al es­

tado de células móviles o se unen en complejos de familias muy fu­

sionadas, de los cuales se separan más tarde. Las células son vi­

vamente coloreadas, lasmcélulas aisladas casi incoloras. En masas

las células muestran un hermoso color violeta o rojo¿jLas células
están frecuentemente llenas de gtánulos de azufrem

La especie tipo es ThiOCïgtig violgcgg Winogragsgï.

En la descripción de este género figuran, según se ha



visto, la existencia de membranas¿elatinosas y quistes, forma­

ciones que no se presentan en las bacterias estudiadas.

Sin embargo, la forma estudiadaden este trabajo coinci­

diría más, de acuerdo con Egïgngagm, con el género Lamprggïgtis,

que posee las características siguientes:
Génerongorocygtis.

Nombregenérico propuesto por ggggggtg; en 1886 para

reemfilazar al género invalidado Cohnia Winter (q.v.), con la si­

guiente descripciónBZellen elliptisch, anfangs zu rundlichen Zell­

haufen zusammengeballt, spater hohle Sácke bildend, in welchen

die Zellen einschichtig einer Schleimmasseeingebettet lagern; zu­
letzt zerreisst die Haut stellenweise und bildet ein Netz. Zellin­

halt rothlich. Vonder Spaltalgengattung glgghroczstis figngrgg nur
durch den Rangel dos Phycochroms verschieden." Se incluye una es­

pecietngprocygtig roseo-persicina. giggggggggl en 1888 describe

el género con más detalle. De ioni y Irexiggg enn1889 dan también

una diagnosis. gigglg en 1900, describe el género y lo incluye en

las Rhodgbgcterigcgg . Su descripción fue usada por ¿gigg en 1905,

y M en1911.El nombregenéricoes tambiénusadopor
en 1909, para el octavo género de la familia Rhogobgcteriacegg

del orden anhalotrighingg. Égchangg en 1918, da una descripción

genérica que es seguida por Éergggvx colaboradores en 1925, los
que incluyen el género en la tribu Lagprocystege. En la clave de

gergel z colaboradora; de 1939, se conserva la mismadescripción:
Células elipsoideas que se dividen primeramente en 3 pla­

nos para formar masas esféricas de células, más tarde en 2 planos
formando sacos huecos en los cuales las células se hallan embebi—

das en una película en las paredes; finalmente la membranade rom­

pe y la masa total toma aspecto de red como sucede en el género



de algas Clgthrgczgtis. Generalmente coloreadas intensamente de
violeta. Presentan pequeños gránulos de azufre. Capaces de estar

dotados de movilidad. La especie tipo es ngprogystis roseopersi­

Por las dimensiones podria tratarse dela especie Lampro­

gxstgs rosgg, cuya descripción dada por.ggggggggg?es la siguiente:
Wen (MM) SystemderBakterien.

1900, 1044;.ïhlgggzmg_zgaenn«giggggi, Jour. Coll. Sc. Imp. Univ.

Tokyo,1897, 158.

Células esferoideas, 2,5. de largo, 1,5y de ancho, colo­
readas de rojo pálido, reunidas en películas de colornrojo púrpura

pálido. La mayoría con pequeños gránulos de azufre.

Pero, no habiéndose podidp obtener cultivos en medios

líquidos, no se ha observado en la bacteria estudiada la formación

de película fina que figura comocaracterística de esta especie.

En conclusión la posición sistemática de la forma estudiada queda

indefinida, hasta que no consiga efectuarse una comparación, en

cultivo puro, entre diferentes representantes de los géneros 93:9­

mntigm, por una parte y Thiggïgtig y Lamnggxgtifi por la otra.

La forma estudiada presenta, sin embargosuficientes ca­

racteristicas que difieren de las del género gargmgjigg, comopara

no considerarla comprendida dentro del mismo, aunque la inclusión

en los géneros Thiogystis o Lagprgcxstis es una cuestión que queda

aún por resolver debido especialmente a la escasez de los datos

contenidos en las descripciones que se encuentran en la literatura,

las cuales no se refieren a cultivos puros y no han podido, en

consecuencia, ser comparadas con las de la forma estudiada en el

presente trabajo.
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2).—Bacterias rojas gue no depositan azufre

en el interior de las células, pero si en el exterior.

las bacterias que forman este grupo no depositan azufre

en el interior de las células, aunque este elemento se encuentra

en gran abundancia en el exterior de los gérmenes formando gránu­

los, análogamente a lo que sucede en el caso de las bacterias in­

coloras descriptas anteriormente correspondientes al.género inin­
bacillu . A su vez las cepas de este grupo presentan ciertas di­

ferencias que permiten hacer tres subgrupos:

S s ' I:.Cálulas en forma de bastones, móviles.

Subgrupg II: Células en forma de vibripnes, móviles.

fipggzppg_lll: Células en forma de espirilos, móviles.

Subgrupg I: El enriquecimiento ee obtuvo en el medio de

_Lenngry el aislamiento en el mismo medio_con agar. Luego se hi­

cieron pasajes al medioV.N.III, continuéndose las experiencias

en el medio de V {'el, para uniformar los métodos.
l).- Morfología: Estas bacterias tienen forma de basto­

nes, variando bastante su tamaño con las condiciones del medio

de cultivo. Son móviles y se presenyan aislados o en pares. El

tamaño varia desde 1,5 - 4*’O,6 —1,6".; aumenta al aumentar la

concentración de sulfuro de sodio y el pH. La forma de los bas­

toncitod puede ser elíptica, cuando son cortos y de extremos re­

dondeados; cuando las bacterias tienen tamaño mayor se presentan

a veces ligeramente encúrvadas. A pH 7 las formas son redondeadas

y pueden formar cadenas cortas de 4, 5 y raras veces 10 elementos,

asemejándose a estreptococos. ¿l azufre se halla en el exterior

de los organismos y tiene el aspecto de gotas oleosas, refringen­



tes; nunca se observó azufre en el interior de las células.

2).— Caracteres Qe cultivo; Se aislaron de medio de ¿ggggg
líquido, en el que se produce buen desarrollo. ¿n el medio V.N.IlI

también se obtiene buen desarrollo, aunque como se verá más adelanqa

es mejor con un pH más alto: 8 - 8,b.

3¡.—Acción gel bicarbonato de sodio: El mejor desarrollo

se obtiene con 0,2 y 0,5%.

4).- Acción del gulggro ge sodio y del pH; Con 0,03% de

sulfuro de sodio y pH 7,5 - 8 —8,5 - 9, hay poco desarrollo; con

0,1 y C,3% de sulfuro hay buen desarrollo a pH 7,5 - 8 —8,5 - 9;

el desarrollo óptimo se obtiene con 0,1% de sulfuro y ph 8; en

general el desarrollo cs escaso a ph menor que 8 y es lento con

grandes concentraciones de sulfuro de sodio.

5).- Acción del cloruro de sggio: Con 105 no hay desarro­

llo; con las demás concentraciones desarrolla bien y con 1%el
desarrollo es favorecido.

6;.— Fuente de azufre; Desarrolla muybien con tiosulfa­
to de sodio a1 1%, ya sea sin sulfuro de sodio o con este compues­

to en la concentración 0,03%; el desarrollo es escaso con tiosul­

fato 0,3% con o sin sulfuro y menor aún con tiosulfato C,05 y 0,1%

con el agregado de sulfuro 0,03%.

7).- uentes nitr' eno: Las más favorables son: cloru­

ro de amonio y sulfato de amonio 0,03 y 0,1%; menor desarrollo

con 0,3% y escaso con nitrato de sodio y nitrito de potasio 0,03%.

8).- Acción de las sustancias orgánicas: En general, el

desarrollo es mejor con sulfuro de sodio que sin él.

Jon sustancias orgánicas y con sulfuro.de sodio, se obtie­

ne buen desarrollo con: extracto de carne y extracto de levadura

0,03 y 0,1% y: peptona, lactato de sodio y citrato de sodio desde



¿,03 a 0,3%; en general el extracto de levadura y la peptona agre­

gados en concentraciones de 0,03 y 0,1: al medio con sulfuro de

sodio, favorecen el desarrollo.

Con sustancias orgánicas y sin sulfuro de sodio, se ob­
tienen los siguientes resultados: el mejor desarrollo se produce

con lactato de sodio al 0,1 y 0,3% y con citrato de sodio 0,1%;

también hay desarrollo , aunque más escaso con: extracto de carne

0,1%, peptona de 0,03 a 0,3%, lactato de sodio 0,03% y citrato de

sodio (,03 y 0,3%.

Estas bacterias no desarrollan en la oscuridad, con sul­
furo de sodio ni con sustancias orgánicas.

9).—Posición sistemática de lgsbggterigs estudiadas;

Se aisló una cepa proveniente de agua. De acuerdo den la clasifi­

cación de las bacterias rojas en tres tipos morfológicos, hecha

por van N13;,estas bacterias podrían correSponder al tipo Pseudo­
mongs,que comprende bastones pequeños, que no acumulan azufre en

el interior. Segúnla clasificación de Molisch, estas bacterias
perteneciendo al orden Rhgdobgcteria, no pueden ser incluidas en

la familia ïhicrhodaceae, porque no contienen gránulos de azufre

en el interior de sus células. Dentro de la familia A i rhod c ,

cuyos representantes no depositan azufre en sus células, la bacteria

estudiada podria pertenecer al género gggggbggillus, por tratarse
de un bastón móvil. La diagnosis de este género es la que sigue:

Género Rhodobgciiigg.

Género de bacterias designado por moliscb en 1907, para

incluir bacterias que contienen bacteriopurpurina y bacteriod.0­

rina, pero no gránúlos de azufre. Los organismos son bastones cor­

tos, redondeados en los extremos, generalmente solitarios y móvi­

les. Se describe una especie: Rhodobacillus palustris goliscn.



gggg; en 1912, usa Rhodobacillus comodesignación para

la segunda sección del género gggillpg. Bucngngn en 1918, lo in­

cluye comoel quinto género de la tribu Rhodobacterioideae, como:

Células en forma de bastones, solitarias, generalmente

útiles. ea esgecie tipo es designada Eggdgbgcillus palustris ggggéég

War “9°_2_a___b°r.¿93138siguena Mallas. o
La forma considerada en el presente trabajo es capaz,

sin embargo, de desarrollar en medios inorgánicos y depositar azu­

fre en el exterior de las células, mientras que no hay constancia

de que Rhogobggillug posea esta propiedad, aunque no exista nin­

guna indicación en contra.
En el.caso de considerarse la forma estudiadaddentro del

género Rh d b ci u , como la únina especie descripta en el mismo

es Rhgdobgcillus palustzgg y el cultivo estudiado no coincide con

dicha especie por ser aerobia, correspondería considerar la forma

descripta comouna nueva especie para la cual se pr0pone la deno­

minación de Rhgggbacillgs angerobiug.

SubgrupgII;\Bl.enriquecimiento se llevó a cabo por el

método de Winogradskg y el aislamiento se obtuvo a partir de colo­
nias que desarrollaron al intentar aislar bacterias Verdes en me­

dio de Egg_yigl con 0,1p de sulfuro de sodio y pH 7.

l).- Mgrfiologígé.8e presentan generalmente comomvibriones

en forma de verdaderas coman; otras veces comobastoncitos encurva­

dos, o bien rectos con los extvemos ensanchados en forma de clava.

Están dotados de un movimiento muy rápido. El tamaño oscila entre

l - 2,8><O,3 - 0,6»' .

2).- gracteres de gultiggá Esta bacteria produce abun­



dante desarrollo en uno de los medios utilizados por Mgligcb pana

el estudio de las bacterias purpúreas, que tiene la siguiente compo­
ción:

Peptona o o o o o c o o 5,0 81‘­
Glicerina . . . . . . . 5,0 gr.
Agar . . . . . . . . . 18,0 gr.
Agua de canilla . . . . 1000 c.c.

Ko se obtuvo desarrollo en los medios de lggrg;¿; con

agar al 0,2% pero si en el mismo medio agarizado al 2% con 0,1%

de sulfuro de sodio y pH 7. ¿n estas condiciones es capaz de for­

mar azufre en el medio, que puede observarse formando gotas refrin­

gentes.
3).- Acción de; sulguro gg sodio y del pH: La serie se

hizo con medio Van nie; con agar al 2; y las siembras en punción;

el mejor desarrollo se obtuvo con 0,1% de sulfuro de sodio y pH 7,

también hubo desarrollo aunque menor, con sulfuro 0,03% y pH 6,5 ­

7 —7,5 y muy escaso desarrollo en los tubos sin sulfuro y pH 7 y

7,5.
4l.- Acción de las sustancias orgánicas; En general el

desarrollo es mejor sin sulfuro de sodio. Con sustancias orgánicas

y con sulfuro de sodio se obtienen los siguientes resultados: el

mejor desarrohlo con lactato de sodio desde 0,03 a 0,3%; desarro­

llo menor con extracto de levadura 0,03 a 0,3% y peptona 0,3% y

escaso con extracto de carne 0,03 a 0,3% y fieptona 0,03 y 0,1%;

con citrato de sodio no se produce desarrollo.

Con sustancias orgánicas sin sulfuro de sodio, se obtie­

ne buen desarrollo con: extracto de carne 0,1 a 0,3%, extracto de

levadura 0,3%, peptona y lactato de sodio 0,03 - 0,3%; el desarro­

llo es menor con extracto de levadura 0,03 y 0,1%. El mejor desa­

rrollo se obtiene con peptona 0,3%.

En la oscuridad no se produce desarrollo, con sulfuro de



sodio ni con sustancias orgánicas.

5).- Posición sistg_ética de las bacterias e_tudigdgsi.
Se aisló una cepa proveniente de agua. Estas bacterias podríai

corresponder al tipo morfolágico P uu mn , citado por an_gie;.

si se intentara clasificarlas siguiendo la sistemática de Mgliggn,

pertenecerian al género Rhodgvibrig M_i En, que comprende vibrio­
nes caracterizados por la siguiente diagnosis:

Género Rhogovibrig.

Nombregenérico usado por Mgliggn en 1907, para incluir

las bacterias que contienen bacteriopurpurina, sin gránulos de

azufre, con células cortas, en forma de coma, activamente móviles

por medio de un único flagelo terminal. Es descripta una especie

Rhodovibric parvus Koliscg.

bugggggn en 1907, lo incluye como el sexto género de la

subfamilia Rhodobgcterioidege, con la descripción:

Células :ortas, en forma de coma, activamente móviles por

medio de un único flagelo terminal. La especie tipo es Rhodgvibrio

parvus Eolisch.

——8—L“P_L9.._-__——L——fl——_9,91_b917_92fisiguen a ————¿B‘.1_CEEBE­

En cuanto a la especie, la bacteria estudiada podría con­

siderarse comprendidaen la única descripta: gg¿_jmggggEgli;_¿¡
cuya diagnosis es la que sigue:

Rhodovibrio pgrvus Poligon,(ygliicn, Die Purpurbakterien,
1907, 21.)

Bastones dábilmente curvados, O,9><l,6 a 2,l/L . Móviles
con un largo flagelo polar. Las masas de células muestran color

rojo. Licroaerófilos.
Habitat: Agua.

Debido a que en el cultivo estudiada también se obtiene



ig.l¿.— Rhcdobacíllus anaerobius. (KZSOL¡

Fig.20.— Rhodovibrio parvus. (x2500)



deposición de azufre en el exterior de las células, son válidas

qquí las mismas consideraciones hechas en este sentido con respec­

to al género Rhcdobacillu .

Subgrupolll: El enriquecimiento se realizó en medio con

heno, de Hinogradsky, y el aislamiento en medio de Yan_gig_, con

0,1% de sulfuro de sodio y pH 6,5 a 7.

l).— Mor;o;ogfig;.Algunas células tienen forma de media

luna; la mayoria se presenta con dos curnaturas que le dan aspec­

to de S, con los extremos apuntados; también algunas bacterias son

espirilos de Riferentes longitudes, existiendo algunos larguisi­

mos, con numerosas espiras. El tamañonmedio de estos organismos es

el siguiente: 4,6 - 9><l - 1,41! .

2).- caracteres de cultivo¿,Es dificil obtener cultivos
abundantes de estos espirilos; no se han logrado conocer las condi­

ciones más favorables para el desarrollo óptimo. En un mismome­
dio, hubo o no desarrollo en diferentes oportunidades. Desarrollan

en medio de Moli ch; en el medio de Eggwgiel, con agar 2%, sembra­

do en punción se obtuvo buen desarrollo, con formación de gránu­

los de azufre en el exterior de las células; en algunos gérmenes,

generalmente de tamaño mayor que el normal, puede obsetvarse, aun­

que muyraramente, azufre en el interior de las células, en for­

ma de gotas oscuras, adaptándose al contorno del organiSmo.

3).— ¿cción del sulfuro de sodio 1 del pHg El mejor desa­

rrollo se obtiene non sulfuro de sodio 5,1% y pH 6,5; desarrolla

también con sulfuro 0,03% y pH 7 y menos con pH 6 y 6,5; también

desarrolla poco con 0,1% de sulfuro y pH 7 y 7,5. En general el

desarrollo no es muy abundante en ninguno de los tubos.



Fig.21.-Rhodospir111um photqggtricum.(x2500)



Ko se obtuvo desarrollo en ningún medio en la oscuridad.

En los otros ensayos que se efectuaron con este organismo, no se

llegó a obtener resultados debido a las dificultades inherentes
al desarrollo.

4).- Posición sistemática de las bacterias egtgdigdgsá_
Se aisló una cepa proveniente de agua. Setrata de un espirilo

provisto de pigmento fotosíntético, que desarrolla eh medios con

sustancias orgánicas, pero también puede utilizar sulfuro de so­

dio y formar azufre, que generalmente se deposita en el exterior

de las células aunque ocasionalmente se han observado en el inter

rior de las mismas algunos gránulos semejantes a los de dicho ele­
mento.

Siguiendo idéntico razonamiento al expresado a este res­

pecto en los géneros Rhodobacillus y Rhodovibrio, se na conside­

rado conveniente , hasta no haber aclarado la cuestión anterior­

mente citada, incluir la forma estudiada aquí, en el género Bhgggg­

pirillgg ¿gíisph, cuya diagnosis sigue:
Género Rhcdospirillum.

Nombregenérica usado por holisch,en 1907, para incluir

bacterias que contienen bacteriopurpurina, sin ¿ránulos de azufre,

con células libres, curvadas en una espiral, activamente móviles

por medio de un flagelo polar o un penacho de flagelos. Se descri­

ben dos especies nuevas Rhogospirillum giganteum yo_isch, y Rhggo­

pirillum photczetricum ¿glisch y la especie de gsmgrch, S iri

rubrum es incluída comoRh, rubrum (Esmarch) Egliggh.

31 nombre esttambién usado por grlafggnsen, en 1909, para

reemplazar el antiguo de Thigspirillgm comoel 12; género de su

familia Rhodobcteriac a .

hexer en 1912, denomina Rhodes iril um, a la segunda sec­



ción del género Spirillug.

Buchanan incluye el género como el séptimo de la subfa­

milia Rhodobgcterioidege, con la descripción:

Células espirales, activamente móviles por medio de fla­

gelos polares. La especie tipo es designada Rhodospirillum rubrgg
Melissa.

M813“-Colibgïrfi»SiguenaMae.-.­
30n respecto a la especie, teniendo especialmente en

cuenta las dimensiones de la cepa estudiada, esta puede ser in­

cluída e: la lspecie Rhgggsuirillum phgtoggtzicum E0 ' en, que
presenta las características siguientes:

Ehgács:iril;um photometricumMo;igch.(Die Purpurbakterien,

Jena, 19C7, 24.)

Formas eSpirales, 1,4 5 - 8 , generalmente en forma de

S, con un flagelo en cada extremo. Activamente móviles. Las célu­

las contienen bacteriopurpnrina y bacterioclorina. Microaerófilos.

Habitat: Agua de río (Moldau).



B).- Bacterias con pigmento verde.

Bstoe organismoá están caracterizados por poseer un pig­

mento que da los cultivos un color verde claro análogo al pro­m

porcionado por la clorófila a los vegetales superiores. debido a

esta propiedad estas bacteriasnfueron consideradas algas por cier­

tos autores. A ese pigmento se lo llamó bacterioviridina y su es—3

dió reveL6 que era diferente a la cloréfila. En los cultivos vil­
jos se ha observado que el color se hace amarillento y luego cas­
taño.

El enriquecimiento se obtuvo mediante el método de Wno­

graískï. Ïna vez obtenido desarrollo de bacterias verdes, se hicie­

es al reíi: de Yai_fiiel, con diferentes concentraciones de
sulfuro de scíio, bicarbonato de sodio y a diferente pH, determi­

nándose con: 5;:i:c para el aislamiento, un medio con C,2%de bicar

de sulfuro.de sodio y pH 7. El desarrollo

es también bueno en V1K.III.

l,.-iggzfiglggiaá,Presentan grandes variaciones en lo que
se refiere a la forma y tamaño, de acuerdo con las condiciones

del medio. La forma que se observa más conmunmente, es la de ban­

tones, gue pueden ser ortos y aislados o formar filamentos. En me­

dios con pH bajo 6 - 6,5 y bajas concentraciones de sulfuro de so­

dio, pueden verse cocos pequeños y organismos de forma elpseidea

cuyas dimensiones son l”’0,8/:. Con 0,3% de eulfuro y pH 7 se han

observado formas enroscadas en tirabuzón, aunque muy escasas. Los

bastones pueien ser ensanchados en susuextremos y presentan dife ­

rentes longitudes, llegando a tener 8' de largo; el ancho es de l/u

Pueden formar filamentos larguisimoá, de 35 y más micrones de lar­



Fig.23.— Chlorob ium limicola. (x250' >

Chlorobium limioola. (XZBCO)



go, en los cuales es difícil notar los tabiques.
Estas bacterias son siempre inmóviles; parecen estar ro­

deadas de una sustancia ¿elatinosaz algunos bastones parecen pro­

vistos de vaina. El azufre se deposita en el medio, aunque en al­

gunos casos se ha observado en el interior de los bastones que

presentaban entonces un ancho mayor que el normal, con aspecto de

gotas refringentes, de borde negro, alargadas , adaptándose al con
torno de las células.

2:.- caracteres de cu;tivof,Desarrollan bien en mediolí­
quido de Ïg;_5}e¿, en tubos con tapón de vaselina-parafina, pero
se obtienen mejores resultados usando el mismomeü.o agarizado al

í;ui‘o forman conglomerados o copos de color verde

en el fondo v las paredes del tubo; observadas al microscopio,

también las células aisladas presentan color verde.

,.- Acción del sulguro de sgdio y dglpflá_Con 0,03% de

sulfurc ha; poco desarrollo a pH 6,5 —7 —7,5; el mejor con pH 7;

C»!

(1'con 0,1? ie sulfuro, uen desarrollo a pH 7 - 7,5; menor a pH 8.

Con 0,3% ie sul 13’
. — . Iro, el desarrollo es :as lento pero muybueno a

d:1‘ Q (n lnH
(N (D H (D H al ccnrmenor concentración de sulfuro de sodio

desarrollan a gi menor.

4).- Acción del bicarbonato de sodio¿.Hay buen desarrollo

con ¿,1- C,2 —C,55, pero el óptimo os 0,2%.

5;.- ación del cloruro de sodig:.El agregado de esta sal
no favorece el desarrohlo.

6,.- Fuente de gzufr : No son capaces de utilizar tiosul­
fato de sodio.

7,.— uente de nitrógeno:.El desarrollo es muybueno con

cloruro de amonio y sulfato de amonie al 0,05 y 0,1%; menor con

sulfato de amonio al 0,3%; ew escaso con nitrato de sodio 0,03 y
n lfil



8).— Acción de las sustancias orgánicggi Con sustancias
orgánicas y sulfuro de sodio hay desarrollo únicamente con extrac­

to.ae carne ¿,03í.

son e“stancias orgánicas, sin sulfuro de sodio, el mejor

cesarrcl;c se obtiene con peptona al C,l,; el desarrollo es menor

o: extracto ie carne, peptona al k,3% y extracto de levadura al

; el desarrollo cs escaso con peptona 0,03% y lactato

ie sodio al C,¿3 .

;L la oscuridad no se obtiene desarrollo en medio con sul­

-i-o ie scdio ni cn medios con sustancias orgánicas.

9,.- Posición sistemática de las bacterias estudiadas;
Se aisLarcn tres cepas provenientes pe aguas. Estas bacterias po­

irían ser consideradas adoptando el punto de vista de “7 Nie ,

tenacientos al género Chlongigm, único representante de lar

bacterias verdes descripto en la literatura. Este género no fue

rglicitamente por yggsgn_comoperteneciente a las bacterias
a sii: aún incorporado en la última edición de la clave de

aer;e ; si se acepta el punto de vista anteriormente citado, el
:is:: ¿etería figurar entre las bacterias del azufre poseedores
ie pigïent; capaces de efectuar fotosíntesis. La diagnosis dada

;:r {Eiíanen es la siguiente:
Género Chlorobium.

chtre genérico prOpuesto por Na son en 1906, de acuerdo

Cr:aaiemo que contiene clorófila verde, que el autor con­

siiera 3:7; ferteneciente a las bacterias aunquelo relaciona con
cccus bacillaris.

222922 no menciona ¿ue se trata de una bacteria del azufre

c describe comoun microorganismo verde con clorófila inactiva.



que está relacionado con pequeñas cianofíceas unicelulares. Dice

que las bacterias verdes citadas por Winogrgdsgxson generalmente
Chlorobiu: 117110012.

'U.esgecto e le especie seaha considerado conveniente in­
0 ¡.3

d ¡.J. H lJ m 'borna representada por las tres cepas que se han estudia­

do en este trabajo, en la única desoripta hasta ahora Ch;orobiug

líricoga Season, aunque las mismaspresentan algunas diferencias

con lasdescri;ción original que es la que sigue:

3:;orobiun limicola Nagsonf Cocos de 0,4 - 0,5 N de diá­
retro, 21:31: res c elípticos o bastones cortos. Nomóviles. hul­

tiplicacifn gc: íivisión transversal. Cadenas comunesen ambasfor­

as esféricas v -as de bastones. Se presentan formas de in­



Capitulo V.

Consider ciones ener e o

Las cuestiones más importantes que deben ser considera­

das con respecto a las bacterias del azufre, se refieren a dos

puntos princifales:

l¡.— Izgcrtancia del azufre o sus compuestos en el meta­

boli mp de estas bactermas.

2,.- -cicaciín sistemática de las mismas°

-2 s ¿unía c"estiór yodría ser resuelta si se lograra

estudiar perfectaaent: el metabolismo de estos microorganismos y

siempre que se llegara a adeptar un determinado criterio, ya sea
morfología: o fisiológico para la clasificación de todas las bac­
terias en general.

tifica la existencia ie un lrien con la denoziaación Thiobactgrig­

¿25, la ;ue iniicaría ¿ue el azufre tiene a su cargo un papel im­

_cs organismos que constituyen dicho

orden.

En el presente trabajo se han estudiado diferentes bac­

terias de; azufre que pueden separarse, teniendo en cuenta su me­

taboliszo, core si¿ue:

l).— Bacterias incoloras, autótrcfas absolutas, que lle­

van a caro ¿uiziosintesis, incapaces de desarrollar con sustancia
orgánica comofuente de carbono y que necesitan utilizar azufre

o alguno de sus compuestos para su metabolismo.Son las que se han

identificado comoThiobacillus thioparus y Thiobacillus thiooxidggg



2).—Bacterias incoloras, capaces de efectuar quimio­

síntesis utilizando ácido sulfñidrico y formandoazufre, elemento

¿ue ¿epcsizan en sus células , pero también capaces de desarrollar

con sustancias orgánicas, es decir, autótrofas facultativas. Co­
rresponden a la cepa ¿ue se ha identificado comoBeggiatog. En lo

gue se refiere a Enigthrix, no puede ser considerado aquí, por

ne haberse conseguido cultivos puros.
3,.- bacterias poseedores de pigmento, que efectúan fo­

tosíntesis y que no pueden desarrollar en ausencia de la luz. Es­
tas puede: a su vez, utilizar sulfuros y formar azufre y también

desarrollar con sustancias orgánicas, existiendo algunas que pre­

fieren :eiics ino-¿ánicos y otras cuyo desarrolló es más abundanp

te en medios orgánicos.

Jn lo referente a la de osición de gránulos de azufre,

se presentaron los siguientes casos:

l).- Bacterias incoloras, que depositan azufre en el
exterior.

¿;.— Bacterias incoloras, que depositan azufre en el
interiov.

3).- Bacterias con pigmento rojo, que depositan azufre
en el interior.

4).- Bacterias con pigmento rojo o verde, que depositan
azufre en el exterior.

Y en cuanto a la forma de las bacterias estudiadas, se

presentaron los tipos siguientes: l)filamentosas móviles, 2)fila­
mentosas fijas, 3)bastoncitos móviles, 4)bacterias de forma elip­

tica o cilíndrica, móviles, 5)bacterias de forma esférica móviles,

que pueden formar grandes a¿rupaciones no dotadas de movilidad,

6)vibriones, 7)espirilos.



Es evidente que se trata de un grupoáde bacterias muy

heterogéneo, considerado desde cualquier punto de vista.

Se podría intentar la separación de las bacterias del azu­

fre, en base a su morfología; en tal caso no existiría un Orden

especial 1ue agrupara a dichos gérmenes: estos se hallarían ubica­

dos en grandes grupos morfológmccs de bacterias,según fueran bes­

tcncitos, filamentos, vibriones, espirilos° Este es el fundamento

de la clasificación de Kluxver y V n giel, publicada en 1936. A su

vez, ¿entre de los grandes grupos morfológicos, podría hacerse no­

tar, en La denominación del género, si el azufre o los pigmentos

..l (D ne: uh :e;el importante.
¿ero existen caracteres fisiológicos que son de importan­

prizaria ;ara algunas bacterias, hecho que hacen resaltar
'|Stanier y Yangiel en su reciente clasificación (1941). Así, el

hecho de gue L:s organismos provistos de pigmento posean la impor­

terias n: sc: cagaces de desarrollar en ausenciaáh la luz, es 16­

gico que se eleven a la categoria de Órden, por presentar un ca­

racter diferencial de tanta importancia.

En cambio, dentro del orden de las Tnigbggtgriales, con­

siderado e: las clasificaciones actuales, se han incluido bacterias,
que no sólo son muy diferentes morfológicamente, sino también fi­

siológicamente: en la formación de este Orden no se ha seguido

un criterio único; no hay un fundamento morfológico, puesto que

en el nieto existen las formas más diversas de bacterias, ni fisio­

lógico, puesto que agrupa tanto or¿anismos autótrofoa comohete­

rótrofos, organismos quimiosintéticos y fotosíntéticos. En cuanto

a la designación de Thiobacterialeg, tampocose justifica, porque



el azufre, en algunos casos, no tiene ninguna relación con la mor­

fología ni con la fisiología.
En las familias consideradaa en el orden de las Thiebgc­

teria es se hace a veces dificil la ubicación de algunos gérmenes,

debido a la importancia que se asigna al hecho de que las células

contengan c no azufre en el interior, diferencia'en la cual se

funda la formación de las subfamilias, dentro de la familia BLQÉQ­

bactericc . Existennbacterias rojas, que utilizando compuestos

del az Íre y formando gránulos de dicho elemento, no lo depositan
en su interi:r; estas nc puedenencontrar ubicación en las clasi­

icacicnes. Según Ïgn_giel, el hecho de que el azufre se deposite

- ¿ere de las células no tendría gran importancia, pare­

eni: ie;e:íer serán este autor del tamañode las bacterias° Por

c tante, parecería más lógico hacer una separación entre las bac­

terias poseedores de pigmento, según que tuvieran o no la propie­

dad ie utilizar compuestos del azufre, aunque pudieran también de­

sarrc-lar 2:: sustancia: :rránicos; todas las bacterias con pigmen­

to, capaces ie utilizar compuestos del azufre, formandoazufre,

que deposita: ora en el interior, ora en el exterior de las mismas,

deberían ser reunidas en un mismo grupo. Es decir que las bacterias

descriptes en ei 5-190 b). en el presente trabajo aunque no depo­

:iten azufre en el interior de sus células, podrían pertenecer a
la subfanilia Shromgtioigege, siempre que en la misma no se espe­

cifíoara ue el azufre esté contenido en las células, dejando las¡u

subfazilia Rhodobacteri ide e para aquellos organismos con pigmen­

to fotosíntético, que no son capaces de utilizar compuestos del az

azufre y desarrollan sólamente en medios orgánicos.

Finalmente, habría que mencionar, en la descripción del

Orden, las formas con pigmento verde además de las de pigmento



En lo que se refiere a las demásbacterias del azufre,

Stanler y VanKia; adoptan un criterio morfológico. Parece también

acertada la opinión de estos autores, en el sentido de agrupar a
las bacterias filementosas juntamente con las Cianofíceas. Por lo

que se ha visto en el presente trabajo, al tratar de la única cepa

ieentificaia comoB 'i o , su semejanza con las cianofíceas ed
¿;e fermite abrigar dudas sobre la exactitud de la r&e

“1‘ -.n, ¿uüiendo suponerse que se trate de una bianofícea
ie::lore:a. '



Qagítulo VI.

Conclusiones.

De las experiencias realizadas en la presente investiga­

ción cueien deducirse las siguientes conclusiones:

l).— Para la obtención de cultivos de enriquecimiento
O

ie las bacterias del azufre, dio buen resultado ek método de dino­

gradskv, ya sea en aerobiosis para las formas incoloras, o en an­
aerobiosis para las formas pigmentadas.

¿,.- Se consiguieron cultivos puros de B r‘iato , utiliu

zandc el método sencillo e ingenioso ideado por ggtgldg. no pudie­
ron obtenerse cultivos puros de Thigthrig.

32.- Con los métodos desarrollados en el trabajo no fue

posible obtener el cultivo artificial de bacterias incoloras de la
sólamente en fiocas oportunidades se obser­

varon algunas en número reducido en los materiales de ori¿en o en

los cultivos de enriquecimiento.

4).- Se obtuvieron cultivos puros de Thiobgcilluá thigpg­

rus y Thiobacillus thiooxidgns, bacterias autótrofas absolutas,
¿ue necesitan utilizar azufre o alguno de sus compuestos comofuen­

te de energia para la sintesis de la sustancia orgánica de sunpro­

toplasma a partir del anhídrido carbónico.

5}.—Los métodos utilizados por anaïie; en su estudio
sobre las bacterias rojas y verdes, fueron empleadosen el presente'

trabajo con muy buen resultado, habiéndose obtenido en esa forma mi

cultivos puros de dichos organismos.

63.- ¿l estudio fisiológico de las cepas aisladas ha per­



mitido comprobar que, a excepción de las pertenecientes al género

fhiobacillus, todas las demás son capaces de desarrollar, en mayor

o nenor grado, en medios en cuya composición intervienen sustancias

orgánicas, entre las cuales resultó favorable, en general, el lac­
tato de sodio; también se produjo desarrollo con sustancias orgá­

nicas complejas, comoser: extracto de carne, extractd de lavadura

°,.— Las bacterias poseedores de pigmento nc fueron capa­

ces ie desarrollar, en ningún caso, en ausencia de la luz, ya sea

s de cultivo inorgánicos, con sulfuro de sodio, o‘I ’I L)

:eiics 3:: szstancias orgánicas. .l proceso fotoáintético parece

:portancia que el quimiosúntético en el metabolismo
ie -as testerias :encionadas.

,.- -l estudio morfológico y fisiológico de las cepas

aisladas ha perritido agruparlas en 8 géneros, en los cuales se

ha: diferenciaíc en total, 9 especies.
mH (l)'I

l
m istemática de las bacterias rojas y

l, por no existir buenas descripcio­

nes de ¿:s géneros en ¿ue podrian ser ubicadas, debido especial­
:ente a; hecï: ie no haberse referido en las mismas a cultivos

1o;.- algunas de las especies aisladas correspondientes

e las bacterias rojas y verdes del azufre, no pudieron ser exacta­

mente iden ificadas, ni siquiera con los géneros existentes en las

clasificaciones, lo que señala la exactitud de las observaciones

de V_n_Hiel, epn el sentido de la necesidad de realizar un estudio

sistemático detallado de las mismas, con gran númerode cepas, pa­

ra poder intentar un nuevo sistema de clasificación.



capítulo VII.

Re umen.

31 presente trabajo tuvo comofinalidad la de describir

y, en lo posible, clasificar, las diferentes bacterias del azufre
¿ue se hallaran en muestras de aguas estancadas y tierras de jar­
din ie los alrededores de Buenos Aires.

Las bacterias del azufre son organismos autótrofos, capa­
ces de utilizar el anhídrido carbónico comofuente de carbono pa­

ra elaborar la sustancia orgánica de su protoplasma. Entre ellas

existen formas incoloras, las que, mediante la oxidación del azu­

fre o sus compuestos obtienen la energía necesaria para llevar a

cabe la sintesis de la sustancia orgánica: efectúan quimioáintesüs.

Otras, poseedores de pigmentos, sofn además fotosíntéticas, es
decir que la energía radiante es un factor esencial para su meta­
bolismo.

¿stos organismos despertaron siempre gran interés, exis­

tiendo a su respecto diversos trabajos, entre los cuales, los que

aclaran mejor su comportamiento fisiológico son los de Winograggg;

en lo que se refiere a las bacterias incoloras con azufrecen su

interior, los de Yan_yie., sobre las bacterias rojas y verdes y

los de ngsmgg y stgrgey sobre las bacterias incoloras que cxidan
azufre y tiosulfato depositando azufre en el exterior.

En este trabajo se aislaron, de aguas, 6 cepas de Th, thig­

pgrus y 1 de Th, thiooxidans. Las bacterias de este grupo fueron

enriquecidas ch medios con tiosulfato o con azufre y aisladas enlm

medios sólidos con tiosulfato.



Se obtuvieron buenos cultivos de enriquecimiento de las

bacterias filamentosas Beggiatog y gh;otgr;g, utilizando el método

¿e tinozradsxv, basado en eluso de heno y sulfayo de calcio.

Se aiïlo una cepa de Be ¿natog alba, mediante el método

e Cgta;;;, fundado en la propiedad característica de dicho germen

le poseer un :oviniento deslizante y en su capacidad de desarro­

llar en medios con sustancias orgánicas.

Se obtuvieron cultivos de enriquec'miento de Thiot r'x,

probablemente Ihiqthrix tenuis, pero no ïue posible conseguir su
aislamiento.

Ko fue tampoco posible enriquece: en forma apreciable

las bacterias pertenecientes a la familia ¿ggrgmgtiaggae.
Iediante las excelentes directivas encontradas en el tra­

bajo de YanNiel, fue posible realizar el estudio de algunos repre­
sentantes de las bacterias rojas y verdes. Los cultivos de enri­

quecimiento de las mismas se obtuvieron con el métoda de ¿inggrads­

gg, logréndose la anaercbiosis por el método de ¿gijerinck. Tam­
bién se usaron para el enriquecimiento el medio de van Kiel y d.

de banner. Ll aislamiento se efectuó a partir de las colonias ob­

tenidas en tubos de agar, en el medio de [an_ïigl.

La fisiología ce estos gérmenes permitió comprobar que,

además de desarrollar en ¿edios inorgánicos con sulfuro de sodio,

son capaces de utilizar compuestos orgánicos para su crecimiento.

Pero si la quimiosíntesis parece no tener una gran importancia,

la fotosíntesis tiene a su cargo el papel principal en el metabo­

lismo de estas bacterias, puesto que ellas no han podido desarro­

llar en la oscuridad en ninguno de los medios utilizados.

Las tres cepas verdes se identificaron comoChlorobium

limigql“ Eadson. Jn cuanto a la identificación de las cepas rojas,



resultó zu: difícil, aun1ne las misaas pueden estar comprendidas

_ Los tres tipos morfológicos de Vgnfiiel: Chrgmgtium, Ihiocystis

Eseuiogones. Se aisló además una bacteria roja en forma de espi­

a s . .’ vr¡I 1‘ 'x ' '

En cuanto a la clasificac1¿h de:las formas con pigmento

sintético no ha podido resolverse exactamente debido a que los sis­

texas existentes han sido hechos , en su casi totalidad, basados

en observaciones efectuadas con cultivos impuros. En posesión

ahora del método simple de Egg gig; para los aislamientos y aumen­

tando suficientemente el númerode cepas en cultivo puro, podrá

procederse a su ordenación de acuerdo con una nueva sistemática
más racional.
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