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Introduccidn.

Intre los organiswmes gque integran la flors microbiana
de las sguas y del suelo, los comprendidos en la denominaeidn
de "bacterias del azufre", constituyen uno de los grupos més in-
teresantes, ya see ccnsiderado desde el punto de vista de su mor-
fologfa, como también atendisndec & su tipo particular de metabo-
lismno,

En este grupo se cncuentran fcrmas de sran tamalio, entre
las cuales algunes con unicelulsres y otras filamentosas; estas
dltimas pueden a su vez ser libres y dotadas de un movimiento

andloo al de las Cscillatorie o bien ser fijas & inméviles. Exis-

ten también representantes de &ste srupo que no se distinguen en
nada por su forma y dimensiones de las bacterias comprendidas en
el orden de las Zubactsrigles, caracterizado por reuwnir a todas
115 %ormas simples, no diferenciadas.

Fisioldgicament» se las incluye entre las bacterias au-
tétrofas, porque ruchas de ellas poceen la propiesdad de fcrmar
la sustancia orgdrica de sus células viilizsndo srhidrido carbb-
nico ccmo fuente de carbono y la energis necesaria purs este pro-
ceso les es proporcionade pcr la oxidacidn del azufre o sus com-
puestos. ¥n esta forma efectlan guimiosintesis y por utilizar co-
ro fuente de energies la oxidacidén de sustancias inorgénicas, per-

tenecen al grupo de or onismos ¢ Sinogradsky 1lemé "anorgoxi-

dentes",
Algunes bacterias del azufre presentan la caracteri{sti-

ca lnteresante de poseer pigmento rojo o verde, gracias a los gue



ademfs de efectuar quimiosintesis, son cepaces de llevar a cabo
fotosIntesis como sucede-en lzs’plartas verdes, teniendo a su
cerse los vigmentos el wisme papel gque La clogéfila er los vege-
tgles superiores,

sn el ciclo del azulre en la naturaleza se producen coxi-
daciones y reducciones en lac gue las bacteriastggpgn un papel
rty importante. =u este ciclo s¢ pueden considerar varias etapas:
en una de ellas los compuestos organicos con azufre provenientes
¢e restos animales o vesetales, son transformados por los micro-
bios de la putrefaccidén hesta &cido sultt.fdrico; otra etapa con-
siste en la oxidacidén del dcido sulthiarico hasta azufre y de és—
te hasta dcido sulfdrico, la que es lleveda a cabo por las bacte-
rias del azufre. Este &cido es meutralizaco por los carbonatos,
conpletdrdose ex este forra la trancformecidn Gel nidrfgerc sulfu-
radc en sales del dcido sulfdrico, de mcdo gque, un compuesto no-
civo vara las plantas pucde, por su oxidacién hasta sulfatos, ser-
vir parzs lc alimentacidn ae las mismes.,

El dcido sulfhidricc utilizado en las reacciones citadas,
puede provenir tambidn de la reduccifn de sulfatos jue se efectla
por otrn procsso rwicrobiano illevadc & cabc por bacterias especi-
ficas vara esa transfcrmzcidn. S56lawente scrn considerzdss bacte-
rias del azufre, las gque scn cavaces de Jroduclr oxidaciones de
este elemento ¢ e algune de sus compuestes,

“n la €ltira edicién del libro de bexkey, en 1939, las
bacterias del azufre capaces de de,ositar en sus células el azu-
fre vroveuliente ue la oxiuacién, se seraran de las yuwe nc poseen

eca propiedad, formsrnde el oruen de las Luilobacterisles con las

primeras y todas lcs bacterics gue contienen bactericpurpurina,

e incluyendo en la familie Xitrobacteriaceae, dentro del orden




<e las Eubacterigles, 2 las bacterias gue poseyendo ua metabolis-
mo semejante, no son capaces e deposicar azufre en el interior
de su protorlasma. )

En el presente trabajo se tratan alsunas de las bacterias

del azufre, consideranco como teles o las bacterias capaces de uti-

lizar azulre o sus conpuestos. for lo tanto se describen formas per

teuecientes 2l orden de les Thiobscterigles y también representan-

tes del cénero Thiobgoeillus, jue estdn inclufdos en la familia
Nitrobacteriaceze. Y SN

i

i i o

1 objeto del trabejo ha sido el ae¢ conocer 1los ejemp%ag
res de les bacterias del azufre que pudieran encontrarse en los
alrededores de Buencs Aires. Para lograr dicho fin, una vez enr -
guecidas las diferentes formas, se intentd en lo pocible la obtenci

cién de cultivos puros, parae describilr las cepas aisladas y llegar

a la determinecidn de su posicién sistemdtica.




Canitulo I.

Autecedentes,

Las bacterias del zzifre dlercu lugar a un gran lmeers

de traba56cs desee anace nuachus afios, las observacicvnes se hilcie—

A

ron en su naycr narte en matarialaes crovenilentes d2 Juecates sul-

furosac. Jrntre las mds antiguans s¢ citan lss

¥ o.orren, cu 1841, swien cucontrd i or_anisn

Ld

lo wonas rosea. Trevican, <u 1318, crec el ¢

t

incluir ciertes taocterias filareatesss asl ague. Meuwegnini, cen

1842, menciond la formacidn de pelfculas rojo-violsdes scbre ol
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iothar ieyer, en 1364, ostudigndc ias fuentes sullurosas

i¢ lougecker, ilegd & la cenclunidn jue le czntidad de &dcido sul-
c.ddrice de las s uvas dsoendla de le soonereiln de Besiatoaceae
en las mismes.

Se tratd de ex~licor &l ori_on o 1o 2oo.osicilZu de los
crfuales oscurcs, refringoutes, sue se cbeorvadben ern el protoplas-

e A1 Ty Yeea . P, e 1 S £ 5~ BT e N I ST
ma cziular: pramer, an 1&Ye, mencione lg existencie de granulos

ie gzufre en ¢l inmterior 42 1as Be ; iatoa. Culn, en 187C, descri-

vif cotras bvectoriss con ordnilos Le coutre, los gue septn 61, vro-
4 = >

venfan de lz oxidecién iel fcide oult:.furice d= las a_uus; creyd,

; L4 - . MR [ . , . Ve e s A L -
adernss, yue estas veclorlias cron cgngcss 42 Iormer ¢l aclud sulf-

PZdrico por reduccidli de sulfatcs. ~bard v Ciidvier, en 188k, atri-

Vuyveron ¢l cdisvo origom oa leo cerpdiculces ue gzufre, Desdnaose en
la observaciln &2 cue Las Zeggistea en 1fjuide sin suliatos pler-



den el azufre , el gue vuslve & avorecer ci al lijuido se le a_re-
ga yeso.

Winogradsky fue el encar adc 4e dewostrar, on 1887, qus

2l fcido sulfnfdrice es precduciac »or ctros crganismos: rfor Zer-
mentacidn de la celulosa se produce anhidqrido caviénice ¥y metanog
es*e ultimo, a2l estado naciente, reduce al sulfato de calcic dan-
do luser a la formaeidn de dcide s2lfifdrico. Los grdnulos de azu-

fre en el interior de las Be iatcg orovienmer ae la oxidacidn de

dicho &ciuo, llevada 2 cabc por las :igwas. Yinogredsky las con-
sideré bazterias sutdtrcfas , sor tener el azufre un paszel impor-
tante en su metabolismo las llamd "sScnwefcloaktzrien' o 'bacte-

rias del azufre",

Las bacterias rojas atrajeron tambidén la atencién de los
investigudores. un 1828, .ngelican, estudid la influencia do la
luz sobre las bacterias poscedoras ce nigmenvo y dedujo gue es-—
tos orsaanismos eran fotosintéticos.

Ls oxidacidén &e tiosulfatos nasta azu’'re, proaucida por

bacterias aislacas e agna de mar, fue observada por Lathanson,

en 19C2. un 19C4, Rleijerinck, a2islé y daescripié estos mismos gér-

4
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s gue encontrd en ague de canal y propusc denowinarles LThio-
bacillus thioparus.

£n 1905, Corsini, efectud diversas reaccioncs vara lle-
;ar a demcstrar la natursleza de los corplsculos que se encontra-
van en el interior 4¢ las célulias, comyrobando gue se lrataba de

-

ezufre #l estado fiulur, c¢lecso, lo gue va habia sidc cuserveado

[
(]

¥oligel:, en 1907, en su travajo scbre bacterias purod-

reas, se refirid princijzalrente al srupc de :érienes rojos gu

~ I~

no son verdaderas bacterias del azufre, moryuc este clementc Mo



tiene a su cargo un papel impcriante pars la vida celulnr. Is-

te autor concluyd gue las lLacterias purviress, mediante fotosin-

[

tesis, esimilan sustancias crzfunicas y que loz »ignentos bacte-
rioclorina y bacteriopurpuring, ticner la nisza funcidn gue la
clordfila y la carotine eu lo esimilacié: del annidrido carbdni-

co nur las plantas verdes.

Keil, en 1912, treomjd scbve se ictoa y ‘hiotnrix y ob-

tuvo cultivos puros mediante rTevetvidcs lavaaos del material con

el agua de la misme fuente sulfurcca ectudiade, ccnsi_uisndc desa-
rrcllo de leos filarentcocs en cejas con el ajuc e ka fuents, cclo-
cadas bajo campans con una wmezcla uoterminada de oxigenc, anhidri-

20 carbdnico y; dcido sulfhiaric

(@]

Fadson, en 1912, describid las vacterias vsrdes coro or-
waniswos relacionaaos con las algas, con clo;éfila inactive

Mc. Lesn, en 1921&, cbserv( . us 2w aa awszcla de suelo,

fosfato tricdlecico y azufre, cste dltine slemento ers répiasmente

ciuidado :.zsin dcide sul®¥irico. Wakseou y coffe en cclavoracidnu con

iLivian, en 1921, incculando la mezclis ladicada por ..c, Lean en un

medlo de culuivo inorgdnico adecuadce, aislarcn uza bacteria capaz

’

de oxidar azufre hasta Sciac sulidrico v 1o denominaron ihiocbaci-

lius thnico . n.dans.

ot N = - . . o s’ . - ‘e - R 3
Zn oe. aho 1924, saveadar. . guvlicd une mencgrafic scbre
1as bacterias ue. Gzuive lneolsre. T Yse o la gue manciona ra-

Ler obtenido cultivos pur.s a2 sLswlos Jorros rejas.
Stavaey, en 195, tratld o. Tur.n coavlets p dotalleds

sobre la fisiologia de irnicwecillue tnionxidans

El mejor travajc scbre las bocterias del azulre rojas ¥y

XL
)
’_J
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verdes es, indudallziente, -1 wsglizado por Jou Liiel, en 1931. Cb-

tuvo cultivos puros entre los gue difereacid, ademds de las bacte-



rias verdes, tres tipos ncrfolégicos de bacterias rojas. _stulid
=L mecanis o 39 1a Totosfatoesis, demostrando que el metabolismo
de las vacterias coloreadas es un vercauero proceso fotosinitésico
y que, en susencia de compuestos de azufre ouxidables, dichas bac-
terias pueden decarrollar con coumyai-Ses srgénicos, bajo condicio-
nes de cowpleta 2uacrobiosis y sélamente con energis radiante,
IFdller, en 1933, corroboré este resultadc y reprecentd
la fotosintesis, como lo hebfa hecko Van Niel, mediante la siguier-
te ectacidn general:
CC2+-2HEA Chgl + &Satligl,
donde ilpA puede representar el aguz en ls ecuacilr. de la fotosin-
tesis de las pleutas verdaes o el &cidc sulfhidricc en la de las
btacterlas rojas y verdes. Lkfiller esta.lecid la hipdteczis de yue
en este Yltimo caso, el &cido sulfhidrico podria ser reemplazado
por una sustancia orgéricsa cuc sirvieraz como dauora de hidrdgeno.
Jemostrd, utilizandc diversss sustencias crygdricas, que las bacte-
rice del azulre ro,as ucden dessrrollar netsrvctrdficamente.
Saffron, a pertir del afc 1922, estudll el metsbolismo

rhoGacese serisn capeces de efectuar CTotonti.tesis con sustancies

crgénicas. Zn el metatolismo de las hiorhoducese existirfan dos

procesos: ror unc de elles cctas Lacherias serisn capuces de redu—

cir sulfatcs o suvstancis orgénica 3 ol suiflldrice, lo gue ten-

Gria lugar en 1la cscuridad. o le 1uz o« ~roducirfs la resceidln:

=
o
2
ct
[\
'
Cv

seocidn ccirfa curplirse sn senilde contraric en la cscu-

riscd de menere se.gjant2 &l prrccecso yue =e verifica en las plan-

in 1826, Szurde, cbtave cultives puros de Shrormatiuwm uti-



lizands un medio minerel con el sgrecado de Scide sulfhfidrico

lie-€ 2 la cenclusidn de cue er la esiuwilacidu del ant.idr?
véricc lae bacterius rojas producewn cxipeio, andlccamcute
suczis en la fotosfubesi~ »egiicela por les plentos verass

.
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avien ccnsiderd que todas las becterias gue comsienen bLacterio-

surpuring deblan former un orden: Zkedcbacteriales, ¥ crad lus

familics Lniornodacege y Athiosi.cdacese pers difsrenciar las for-

4% purpiress segtn que depositen ¢ ro azufre er ou interior.

S la clsve de Buchgnen, de 1917, exn el croen Lhiolacte-

)

riales, c¢ iancluye ademds de las Teuiliae Hezsiatoacere y nodo-

lacterisceae, ya sxisteules, la nueva farilia achirouwatiaceae, que

corprends las bacterise incolores, ndviles, unjcelulsres, con gri-

r.alos de azufre en su iuterior

Berjev ¥y colaborgdores, en 19z3, couservan gara el erdslu

s -
X1avliar &n 16

&

] X . PRI - . . . Y 2 . N N e
Sriolbucserigliss lus mwisras fanilias y géuerce gue

")

clagificeacidn dc¢ sughenan de 1917,

¥n 1524, Bgvendam:s,en su monografis score bacteries del
azufre, coisidcre coro tales & las gue oxidan azurre o alguo de
sus cowpuestos, afirrendc gue decven ser exclufdas las becterias
vurrbreas iibres de azufre y da una clasificacidén de las bacterias
gue tomar parte en el cicle del azufre 2n la uaturalLeza,.

Van iNiel, en ~u trabajo del aflo 193l sotre Lactersias pur-
~2u3 y verdes, llesa a la coanclusién gue, con los estadlos jea-
lizalon lasta el rcmewntc, es iluwpusivle lle_ar @ la ciasilicacidn
de las teooterias del azuvire ,oseeloras Ja l-wento. Zelin este

wlor estes Uactorios son I o _clivorfisio tal, ¢ue en uh nomen—
o dado parsran pestenccer o tul géreore y ev otras condiciones a
ctro sénero uiferemte. Yo lleyd a 1a clasificacidn de los gérne-
ncs gve estudid, utilizenic Iss clovaes axistentes, acensajando la

2 L NN . ar e PR - ;oA . . K N L .
rvealizacily Je ua estiadlio detalladc 7 coun _ren cgntl al e cenes;

hizo una clasificec! fu pee & cavnelrren morfelbgicos.
B 1258, Xluyver v Van wiel, tacon vnia clasificacidr ge-
n2ral 4o laos uvacslerias. Al ret.:rirse a8l orusn Lhiobacieriale 7.0

SN A




morfoldgzicos coro se lace en los otres Jrdguss o a3 Lu ie i

- o

iagcrtancia a la existeuncis de azufre 7 vegcteriesur.acine, Jlceu

[d)

cue tomando ¢se punto de vista 25 exirafio yue no se tgya incluids

an el ori=s g2l sre Tiiovacillus. Tm osu clesificacida utilizen

un criterio rorfolbsico ara 103 ru_.0s i._orbtautes basts 1a 2a-
t23orfa de tridbu, separando los géneros fisioldgicamente; conside-
ran organismos fotoautot:s6ficos, fotoheterotrdficos, quiuaiozuto-
tréficos y quimioheterotrdfices. Zutre los primercs incluye las

becterias con nigmento complejo verce: Chlorobacteria, con el gé-

nero Chlorobiurm y lac bacterias con pismento complejo rcjo: LThio-

a]

rhodacece. Bn los segu:.ics incluye las bacteries rojas no del azu-

fre: Atkioriodacesge. Con los gquimiovsutotr6licos race una sevara-
cibr 2L leoe coerpuestoa yre oxiden: aef los gue oxilur compues-
tos iricrydnices de azufre les liens eucgstilobacharia; incluve
cvlfegnirillue v Suifoncnas, eote ditivo curresnonde al sénerc
cvlilceniviline ¥ Duifonounas, ecle w L g

IriohociLl 1,
lecientercute, «n 18941, [ tanler v Yan ¥iel, osrcvonen un
2, A N ! 9 ~1 S s L. 9 -~ ~ -4 3 - 3 PN uon ma Y
sigtexa de closificecidn en el y¢ue z2 vtilize un criterid moric-

Liiieo pexe sannds corueteros CisioXl_icen. T2 % estos auuores,
d2t2 toncrse en culnte ckal 22 21 cevecizy ficioidgice irmportante;
gef ) 21 ¢rden ¢ lae Diclsctiricies de ;ggggégg 25%8 Laraic cn

iz ~r@eevels ¢e Lschericiurrucire oo _vénules de azufre en law

L= i ' ~ o~ ~ 1 . ~ [ s N . AR ]
ciliuleos v fasde.ces o glle e soruon Jerreust ue difleren en

2lto graio tanto merfeld_ ic. wuno fistollgzicamerite: las vacteries
a1 i rane Ao eivtZt A oY - Aae Y - L I R I e é-t'-? Bl Ty
‘.,ul :-.JTLEV _‘_\.-toxn_'_.. PSR VA 4 o d...vu,..f_‘,., at —a.l ;iu- | SRRe; :l]]t ..Cuo, 24COo-—

~ k] e - - S I s L. s o= e R mm - yan
~e lo nuvevae clasificocids cruen el relinc concre yue

N - 3 3 = . T r - R v - ™ . T PR s i~
cenprende dcs divisiones: Lyxo-okuin 7 Tceiyzosocetas. Loz oriv.c o0
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Clasificgcidén de ..olisch. (1907,.

Orden Rheodobacterig.

Samiliszs Subfarilias Géneros

l' niocapsaccae.
|  lemprocystaceae.
Thiocveciaceas.

Thiorhodaceze.
Amoebobacteriacege.

|
| .

| Chromatiaceae.
g

| ouocarsacege.

I e o o o o o o « o o ghodocystis.

| &« « « « « « « + « « Rhodonmostoc.
e « + o « s o o o o Rhodolbgcterium.
« + o o o o o o » o ZXhodobacillus.

e o+ o + o o » Rhodovibriog.

e o o o o o o o o o« nhodospirillum,

athiorho.igcege.




Clasificacifn de Bavendgmm.
(1924, o

Bacterias del _azufre incoloras-e

(Leuco - ithiobacteria.

Pamiliss. Gérneros.
/ -
[ Bexziatos.
Beggiatoaceze. " Thiothrix.

\g,Thiop;ocg.

" Achromatdum.
. Thiophyssa.
Achroristiacege. ! Thiovul :
 Ihicspira.

DPacterias del azufre rojas.

(Rhodo - Thiobzcteriz).

( Thiocystis.

“"hiocapsacege. ¢ Thiocapsa.
. = < ' Thiosgrecing.
Lagmprocystaceae. Lamprocystig.
Thiopediacesge. ; ZThiopedia,

- Amoetobacter.
Amoebobacteriaceae Thiotece.

Thiodyction.

Thigpolyecocecus.

vhromgticceae. Rthgbdochrometium.

Thiospirillum.

Rhodocgrsa.
Rhodothecs.

i ey

’

Rhodccapscceae )
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Clasificacidn de Bergey (1939).

Order. Tricbacteriales @EEP%PQ@’

jerrilias Subfamiligs Ifribus sér.eros.
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' /

 ihiocystis.
JIhiosphcexn.
 Ihiosphgexion.
|Thiocansa.

‘Thiosarcing.

sr:iocapseae

amprocystis.

_/\_\
/L—'/
=4
a]

i

|

i éLamprocxstege
‘ ]

3
-
O
.
[ ]

. Thiopedieae
N

]

v

(e

{oh

=
ol

N N,
5
Ao s
lo
H
O
g

N/

b
ction.
;:1othece,

= f
c
0o

| U =
'‘Chro::atioideage v " ——
Broicbgcteriacege ﬁAJOQbObuCthlQ&@

1

E
=
(e

R
=3

= a2

2. [

o)

.

(Chromatiumr.
i thgbtdomonzas.
~ - \ZThiosphrillum.
! ' gtieg .
| Chromgtiege - hodocancs .
l t :Rhodothece.

L
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e e e e .. Rhedobacillus.
e e e e Rhodovibrig.
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rente a las células.

'n agar de Beljerinck forman a las 48 hores, colownia

o re————

)

e.uefas circulares, opacas, de color amerillo palido. Obsecrvidas

ey

[Rh}
[0}

- ricroscepio se ven corpletamente negras, granuladas, cuuierta
_cr entero por granulos de azufre v con gran aumento pueuen verse
- . — N o - . ] . - By 1 —
_os géruenes ccmo bastohcitos muy peguefios, Unicomente en el Lorue
22 lg colcnle, vor ester el restc de la nisma cubierto por =i czu-
*re formado. Vespvds de un tien.;o ¢l azulre de las colcnias se
nrecerta cristalizedo.

iLa temperaturs Jdntiwn rara el desarrollo es de 28-:c%.,

on froncamente aerobioc.

On

Lye= IPisiologfad Se investigd l1la influenciaz del pH en ol
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Fig.3.-Borde de colonia de Thiobacillus thioparus.(x2500)

- ——

Fig.4.-Thiobscillus thioparus.(x2500)




desarrollo utilizando el medio de Beijerinck liquido, 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-
5o éste hasta écido sulfdrico llevando al medio a pH 6; una vez
que se ha llegado a este pk cesa el desarrollo. usto puede evitar-
se agregando &l medio carbonato dae calcio en exceso, lo gque aumen-
ta la duracién de los cultivos., adeués, como este gérmen consume
rdpidarente el tiosulfato es necesario reponer esta sustancia;
puede agregarse al cultivo veriddicamente unus gotas del medio
concentrado conservado en ampollas.

¥n el medio de {ggggggg, que tiene azufre en lusar de tio-
sulfato, el desarrollo es muy lento. 5i dicho medio tiene creta
los cultivos pueden durar hasta tres meses. Lo composicidén del me-

dio es la siguiente:

Posfato tipotfsico . . . . . . . L,5gr.
Cloruro de amonio . . . . . . . 0,o5T.
Cloruro de magnesio . .+ « .+ .+ & 0,2gr.

Carbonato de calcio &

carbonato ue rasnesio . . . . . 20,0gr.
Azufre precipiteao . + + + . . 10,0,
Cloruro férrico . . . . . . « . ‘trazas.
Agua destilede . . . . . . . . . 1l0CCc.c.

[a}

Se oensayeron diversas concentraciones de tiosulfato ds sodio,
desaed0 hasta 1%. =l mejor desarrollo se tuvo cou (,5 y l/%; con
menos de O,Sﬁ nubo escaso desarrollo.

0 se consiguid desarrollo utilizando comwo fucate de azu-

fre sulfuro de sodio o dcido sulfhidrico.

6).~ Fucntes de carugnof‘Se utilizaron carbonato y bicar-
bonato de sodio en las proporciones: (¢ - 0,1 - 0,3 - 1,,; en el
caso deé no a_regar ninsuna de las dos sales, se tratd de ver si
se proaucia desarrollo con el anhidrido carbdnico de e atmésfera;

en esas condiciones estos gérmenes desarrollaron muy poco; el me-~



jor desarrolio se obtuvo con 0,17 de bicarbonato de sodio; tam-
bién hubo buen desarrollo con le misma concentracién de carbonato.

7).- Fuentes de nitrdgeng: Se emnsayaron: cloruro de amo-
nio, sulfato de amonio, nitragyo de sodio, nitrato de potasio y
nitrito de votesio, e¢n las concentraciones: (6,0l - 0,1 - 1p. &n
general hubo buen desarrocllo con cualquiera de 2stas sustancias.,
1l mejor dasarrollo se obtuvo con clorurc de amonio G,0l y C,ls.
soncentraciones de 1y dan lugar a escaso desarrollo con cualguie-
ra de las fuentes de nitrlgeno.

8).- Influencia de las sustancias orgfdnicas: Para ectu-

disr si este crganismo es capaz de utilizar sustanciac orgdnicas

para su desarrollo, se utilizé el medio de Beljexinck, sin tiosul-

o

Patc de sodio, al que se agregé diferentes sustancias: extracto
de carne, pevtona, extracto ue levadura, glucosas, acetato de so-
dio, lactato de sodio, en las concentraciones: (¢ - (,001 - 0,003
0,01 - 0,03 - 0,1 - 0,3%». No hubo desarrollo; no son capzcoes de
utilizar sustancias orgénicas como fuente de carbono: son autétro-
fos absolutos.

También se investigd si esas mismas sustancias orzgdnicas
podfan inTluir en el desarrollo agregadas al medio de Beijerinck
con tiosulfato de sodio. Ue obtuvieron los siguientes resultaaos:
toleran extracto de carmne, peptona y extracto de levadura nasta
la concenyraci’n ce (,1¥%; con 0,3  no hay desarrollo. La glucosa
permite el desarrollo solaxcnte e una concentracién de C,0017%; el
acetato y lactato de sodio hasta la concentracidm de ¢,03x. Luego
algunss sustancias orgénica: nc influyen en el desarrollo aum a

altas concentraciones.

. A B .
9).= Influencia del cloruro de sodio: Segdin Bggs-Becking,

el ‘hiobacillus thioparug, que separa szufre en el exterior de las




células, es capaz de formar grénulos de este elemento en el inte-
rior al desarrollar en medios con alta concentracidén de cloruro
de sodio; para comprobar si el germen estudiado posef{s esa pro-
piedad se agregaron diferentes concentraciones de cloruro de so-
dio al meuio de Beijerineck: O - 0,5 -1 -« 3 - 5 - 10 - 15 - 20%,
Con concentraciones mayores de 5% no se obtuvo desarrollo; no se
observaron grénulos de azufre en el interior de las células.

103.- Congervacidn de los cultivog: Estas bacterias
mueren en las placas de agar de Beijerinck en 9 6 10 dfas. Para
su conservacién se utiliza el medio ligido de Beijerinck con creta;
cada 7 u 8 dfas se agrega a los thbos unas gotas del mismo medio
concentrado comservado en ampollas.

11).- Posicién sistemftica de las cepas egtudiadasiSe ais-
laron 6 cepas de material proveniente de aguas. Todas ellas pre-
sentan las caracterfsticas correspondientes al género Thiobacillus
de acuerdo con la dlagnosis que siguse:

Género Thiobacillus.

Nombre genérico usado por Beijerinck, en 1904, para or-
ganismos que oxidan azufre, pero no contienen grénulos de azufre
ni bacteriopurpurina. La primera especie fue Lhiobgcillus thiopa-
rus, y o5 la especie tipo. Oxida tiosulfato de sodio, fcido sulf-
hidrico y otros compuestos de azufre para oﬁtener energi{a y es
oligocarbéfilo, utilizando carbonatos. Otra especie es 1h, deni-
trjficans; una tercera especie fue descripta por .gksmgn y Joffe,
en 1922 y denominada Thiobgcillus thiooxidans.

Bergey y colaboradores, en 1939 incluyen este género

como séptimo de la familia Nitrobacterigcese dentro de la tribdbu
Protobgcterieae y dan la siguiente descripciénm:

Organismos en forma de bastoncitos, que derivan su ener-



gla dela oxidacién de sulfuros, tiosulfatos o azufre elemental,
formando azufre, persulfatos y sulfatos bajo condiciones 4cidas
o a}calinas, derivando su carbono del anhidrido carbémnico o de
bicarbonatos y carbonatos en solucién; algunos son sutdtrofos
obligados y otros facultativos. Una especie es anaerobia. Del
griego theion (azufrej, y del lat{n bacillum (bastoncito).

Los caracteres que presentan las formas estudiadaa aqui
pueden hacer que se las considere coimo Thiobgcillus thioparus.
Las caracter{sticas principales de dicha especie pueden resumisse
as{:

thiobgeillus thioparus Beijexinck: (Cent. f. Bakt., II
Abt., 11, 1904, 593; Nathgnson, kitt, Zool. Statioh Neapel, 15,

1902, 655; D#ggeli, Die Schwefelbakterien. Neujaresblast Naturf.

Gesell., Zurich, 1919; Sulfomonas thioparys Orla-Jemnsen, Cent. f,
Bakt.,IIAbt., 22, 1909, 326.) Del grigo theion, azufre y para, de-
rivado de.

Bastoncitos cortos 0,5 3.., méviles. En medio lfquido
forman pelicula de azufre libre. En meddo sélido coloniaé amari-
1llas circulares, pequefies, Reaccién Sptima: alcalina, Autétrofos,
deriven su energia de la oxidacién de tiosulfato, sulfuros y SH,,

y también de azufre elemental. Aerobios.

igbitat: Agua do mar, aguas de rio y suelo.

24 rupo: Reaccidn & T : o

l).- Cultivos_de enriguecimiento: Em un frasco ccn cule

tivo de enriquecimiernto con medio de Beijerinck, de donde de aislé

ung de las cepas pertenscientes al grupo 1., se observl degpubs

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



perficie, habfa desararecido, el medio estabs turbio y el pH
habfa bajado hesta 2,4 - 2,6. 31 examen microscdpicc meveld la
presencia de gran cantidad de bastoncitos y filamentos de hongos.
Ho desarrollando ‘hiobacillus thioparus a un pH menor que 6, y
habiendo llegedo el medio & un pl tan bajo, se pensé que los bas-
toncitos podrfan ser Thiobacillus thiooxid , caracterizado pre-
cisamente por oxider azufre hasta Acido sulfdrico , llevando al
medio a un pH muy bajo.

para la bacteria citada y se obtuvo abundante desarrollo del bas-

toncito, con fuerte enturbiamiento del liquido. ¥l medio tiene la

siguiente composicién:

Sulfato de amonio . .. . . . . 2,0 gr.
Fosfato bipotdsico . ¢« ¢ o « . 1,C gr.
Sulfato ae magnesio . . . . . . 0,0 gr.
Cloruro d¢e potasio . . . « . « U, gr.
Sulfato ferroso « « « ¢« - ¢« . . (,01 gr.
Azufre .« o« o ¢ « o o ¢ o + « o 10,0 gr.
rosfato tricdleico. + o + o + . 2,5 gTr.
Agua destilada. . o . e o o o 1000 c.c,

21l medio es llevado & pH 3 - 4, con Acido fosfdérico.

R).~ Aiglamionto: Se utilizé el medio dado por Waksmgn,

cuye composicién es la siguiente:

Tiosulfato de sodio . . « « « « 5,0 gr.
Fosfato momopotésice. « . + . « 3,0 gr.
Cloruro de amonio « « « « « « . 0,1 gr.
Cloruro de magnesio . « . . « « 0,1 gr.
Cloruro de calcio . ¢« « ¢« « « « 0,20 gr.
(o fosfeto tricdleico). . « « .(10,0 gr.)
AGaAY + ¢ 4 < o ¢ o o ¢+ o+ + 20,0 gr.
Agua destilad e o o o o o o o« 1000 c.co

Se hicieron estrfas en superficie con una gota del material del
cultivo ue enriguecimiento; las cajas se incubaron a 302; se ob-
tuvieron a los 4 e & dfas colomias muy pegqueilas, traslicidas, bri-
llantes. <stas colonias se picaron por micromankpulacién y se

sembraron en tubos con el medio lfquido.con azufre.

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



Fig.5.-Colonias de Thiobacillue thiocoxidans.(x90)

Fig.6.-Borde de colonia de Thiobacillug thiocxidans. (x2500)
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Fig.7.-Thiobgecilllus thiocoxidans.(x25CC)




dio 1fquido con azufre, se observen bastoncitos muy pequefios,
(1~-1,8x0,4~0C,5,, aislados o en pares; son méviles en cul-
tivo joven; se tilien biern con los colorantes corunes; son Gram
positivo.

4;.- Coracteres de cultivo: =n medio 1fgquido con azufre,

el.desarrollo es lento, 4 6 5 dfas. ilo forman relfcula en la su-
perficie, van desarrollamdo de maners uniforme en el 1liquido, lle-
gando a producir fuerte enturbiamiento del mismo. Fcr la observe-
cién microscépica, se nota el desarrollo de las bacterias preferen-
temente adosadas a las partfculas de azufre de la superficie, al-
rededor de lss cuales forman mases de organismos dencsarente apre-
tados., I'endientes del azufre y en el fondo del tubo, se puede ver
gran cantidad de cristales aciculsres, brillantes, que llegan @
formar un fieltro debtajo del azufre de la superficie; estos cris-
tales estén ccnstituidossvor sulfato de calcio, formadc a raiz de
la rneutralizecidn del Acido sulfdrico producido por la oxidacidén
del azugre. =1 azufre de la superficie cae rapidamente al fondo;
es necesario reronerlo agregando ezufre estédril; para la esterili-
zacién se lo suspende en agua dewtilada y se tindaliza.

uste orgenismo es capaz de llevar el medio hasta un pil
de 1,3 - 1,4. =n un frasco gue contenfa un cultivo muy viejo lle-
gé a producirse un pk de 0,5.

n el medio sélido de Waksman, desarrolla formando colo-
nies visibles recién al cuarto o quinto dfa; las colorias son muy
requeflas, circulares, traslicidas, brillantes, no presentan el
color blanco emarillento caracteristico.de los gérrenes que sepa-
ran azufre,; observadas al microscopio presentan borae liso,estruc-
tura homogéneca granulada fino; no se observan grénulos de azufre.

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



cloruro de calcig, el primero es disuelto por el Acido formado
Yy se nota slrededor de las partes sembradas une zona completamen-
te transparente.

5).— Pisiologfa: Para estudiar la influencia del pH em el
desarrollo, se llevé el medio liquido con azufre a Eiferentes pH,
desde 2 hasta 8. =1 desarrollo es més rapido (3 dfas), a pi 2 y 3;
a:.los 6 dfas hay terbién desarrollo a pi 4, 5,y 6; mds tarde a
pH 7; a pH 8 no se obtiene desarrollo.

us mds favorable el redio de Ngkgman con fosfato trical-
cico, que el mismo sin esta sal.

Fara estudiar si son capaces de utilizar tiosulfato, se
usé el medio mineral ¥ en lugar de azufre se le agregd diferentes
proporciones de tiosulfato de sodio: 0 - 0,05 - C,1 - 0,2 - (,5
1 - 2%. Desarrolila solamente ccn concentraciones superiores a C,5%;
el mejor desarrollo se obtiene con 2% de tiosulfato.

No se obtuvo decsarrollo com sulfuro de sodio ni ccn édci-
do sulfhidrico.

6,.- fuente de carbono: Se utilizaron carbonato y bicare
tonato d¢e sodio en las concentraciones: O - 0,1 - 0,3 - 1. No se
obtiene desarrollo con carbonsato ni con bicarbonato; desarrolla
sGlamente con 8l anhidrido carbéricc ce la atmésfera.

7)e~ Fuentes de nitrézeng: Se ensayaron: cloruro de amo-
nio, sulfato de amonio, nitratd de sodio, mnitrato de potasio y mni-~

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

rrollo con cloruro de amonio, sulfato de amonio y mitrato de sodio,
en las concenyraciones: C,Cl y 0,1% y con (,1;> de nitrato 33 po-
tasio. No desarrolla con nitrito de potasio.

8).~ Influencig de las sustancias orgdnices: Se investigé
la accidén de diferentes sustancias orgénicas ep el medio mineral,

con y sin azufre. 3¢ utilizaron las siguientes sustancias: extrac-



to de levadura, peptona, lactato de sodio, acetato de smdio, ci-
trato de sodio y glucosa en las concentrac iomes: 0 - 0,01 - 0,03
0,1 - 0,3%. Se obtuvieron los siguientes resultedos: sin azufre
no hubo desarrollo en ninguna de los tubos; con azufre hay desa-=
rrollo con extracto de levadura, peptona y glucosa & cualquier
concentracién; no hay desarrollo con las otras sustancias; la pep-
tona parece favorecer el desarrollo utilizada a una concentracidn
de 0,1 y 0,3%. Luego, se trata de un organismo autétrofo absoluto,
incapaz de desarrollar sin azufre o tiosulfato, sustancias que 1le
proporcionan, por medio de su oxidacién, la energfa necesaria para
efectuar la sfntesis de 1z materis orgdnica, a partir del amhidri-
do carbdmnico del aire.

9j.-Pogicién sistemética de la backeria estudiada: Se aislé
solamente una cepa, de material proveniente de aguas; no tuvieron
éxito las tentativaes hechas para obtenerlo a partir de cultivos
de enriquecimiento con tierras de jardin.

Por las caracterfsticas estudiadas esta bacteria pertene-

coe también al género Thiobacillus. De acuerdo con la clasificacién
dada en la clave de Bergey, se puede identificar este germen como

Th, thhooxidans Waksman g Joffe, siendo la descripeidn de la es-

pecie la que siguse!.
7, 1922, 239; Sulfomonas thiocoxidans jVakesmgn, Jour. Bact., 1922,
616; Thiobgcterium thiocoxydens Lehmann gnd Neumgnn Bakt., Diag.,
7th. Aufl., 2, 1927, 517.) Del griego theion azufre y la palabra
latinizada oxidantes.

Bastones cortos, 0,5v 1, aislaBos o en pares, de extre-
mos redondeados. No méviles, pero pocas d6élulas mbéviles en cultivo

joven. Gram vositivo. No desarrollan en medio s6lido; en 1fquido



turbidez fuerte y uniforme., No sedimento. Fo desarrollo superfi-
cial, Estrictamente autétrofos, derivan su energfa de la oxidacién
de azufre elemental y tiosulfato, oxidéndolos a fcido sulfirico.
Utilizan snhidrido carbénico dz la atmésfera como fuente de carbomno.
Estrictamente a®robios. Produce més Acido de la oxidacidén de azu-
fre y continda viviendo en un medio mas acido que cualquier otro
organismo viviente llegando la conceatracién de iones hidrdgeno
del medio a pH 0,6 y menos.

Origen: Aislado de compuestod de suelo, azufre y fosfato
tricdleico.

Habitat: Csusa oxidacién de azufre en el suslo.




II).- Bacterias del azufre incolorgs
que depositan gzufre en el interior de sus células.

Jxisten diferentes formas de bacterias del azufre gue
oresentan esta caragteristica, siendo algunas filementosas y otras
unicelulares. Las formas encontradas y que se describirdn a con-
tinuccidén son ambas filamentosas, siendo una de ellas mévil y la
otra fija. En cuanto a las formas unicelulares, méviles, incoXoras
con azugre en su interior, ha resultado imposible obtenerlas aun
en cultivos ue enrigueciwmiento.

l).~ Cultivos de enriguecimiento: Para la obtencidn de
estos cultivos resultaron de gran utilidad las indicac:ones con-
tenidas en los trabajos de Winogradsky y Bavendamm. £1 método se
basa en la obtencién de desarrollo de estas bacterias del azufre
gracias al dcido sulfnidrico que pueda formarse en el medio, pro-
venients de la descomposicién de sustancias orgénicas, o de la
reduccién ie sulfatos; esta Ultima puede ser llevada a cabo por
microorganismos especi{ficos, o producirse por la accibén del meta-
no proveniente de la fermentacidm de la celulosa, fermentacidn
que también tiene lugar gracias a la accién de ciertas hacterias.

21 .aterial se colocd en diferentes condiciones; se uti-
lizaron frascos de boca ancha de una capacidad de 100c.c. hasta
3 6 4 litros y cristalizadores o czjas dc Petri, en el caso de
querer disponer el material en una superficie mas amplia. ve va-
riaron las proporciones del barro, restos orgénicos y sgua y en
las ocasiones en que el material estaba muy putrefacto, se agre-

<6 ague de canilia. .omo compuesto de azufre se utilizd sulfato



de calcio o sulfato de wagnesio o una mezcla de ambos; la canti-
dad usada fue de alrededor de 5 por mil. Tambidn =+ enseyd =i sgro-—
gado de creta, acomsejado para la neutralizacién del dcido que
pudiera formarse. Como sustancias organicas, ademés de los restos
que existfan en las muestras, se utilizd henc hervido segén el
procedimiento de Winogradsky y agregado en diferentes proporcio-
res. Los recipientes tapados se dejaron a temperatura ambiente y
er. 1la oscuridad, vara evitar el desarrollo de algas.

En los primeros dias se produjo un sbundente desarrollo
de bacterias, generalmente zoogless, vibriones y Cladothrix. En
los cristalizadores en gue se habia puesto gran cantai.d de barro
y poce agua, se formb a los 10 ¢ 12 dfgs, unes pelicula blanca,
que cubrfa lg supcrficie del barrc. 3se tapiz blanco estaba for-
mado por filamentos muy largos, entrecruzedcs, dotados de un mo-
vimiento perticuler y completamente llenos de grénulos negros, re-
fringentes. Se trataba, posiblemente, de una bacteria del azufre
perteneciente al género Beggiatoa. La misma bacteria desarrolld
tarbién en los frascos en que la proporcién de agua era mayor gque
la de heno, formando redes y ovillos adheridos a las paredes, con
un dessrrollo més abundante en una reyidn situads muy poco vor
debajo de la superficie del agua.

Ll mejor resultado se obtuvo ccn los cristalizadores c
frascos con sulfeto de calcio, creta y heno; en general el sulfa-
to de magnesio no fue eficaz. Se adopté en definitive el uso de
frasquitos de boca asncha, de 1lz<Cc.c. de capacidad, prefiriéndose
a los cristelizadores que exigfan uns gran cantidad de barro y
ague.

a).- Cultivo de enriguecimiento de Beggfatoa:. Se traté

de haller las condiciones éptimas para los cultivos de enrigueci-
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miento de Beggiatog, utilizando hkeno, sulfato de calcio y crete;
se sembré com copoc de filamentos unes serie de frasquitos de
120c.c. de capacidad con ague de canilla, diferentes proporcionem
de heno, con o sin tierra y con o sin agregado de sulfato de cal-
cio; a todos se les agregé creta. 4 los 12 dfas el mejor desarro-
llo se obtuvo con heno a8l 4 y 6% con sulfato de calcio y tambiém
con heno al 4% sin sulfato de calcio. n los cultivos observados
después de un mes el mejor desarrollo correspondibé a los frascos
con 2 y 44 de heno, con sulfato de calcio. Para los sucesivos en-
riquecimientos de Beggigtoa, se adoptd la utilizacién dc¢ heno

2 8 4% en agua de canilla con el agregado de sulfato de calecio o
yeso y crets.

b).- Cultives de enriguecimiento de Thiothrix: En algunos
cultivos de enrigquecimiento con poco barro, heno, sulfato de cal-
cio y creta, se observS el desarrollo de otra bacteria filamento-
sa, formando copos blancos, muy tenues en la superficie del lfqui-
do y en el seno del wmismo y que cafan ficilmente al fondo al mover
el recipiente que lo contenia.

Al observar escvs copos al microscopio, se notd que esta-
ban constitufdos por filamentos rigidos, inméviles, fijos por uno
de los extremos; la observacidén con gran sumento reveld la exis-
tencia de grénulos negros, refringentes, en el interior de los
filarentos. Se trataba, al parecer, de otro representante fila-
mentoso de las bacterias del azufre, perteneciente en este caso
al género Thiothrix.

“n la prinera ruestra en que se obtuvo este germen, ol
desarrollo se produjo en frascos con poco berro y sulfatorde cal-
cio, con o sin heno, en los que tembién hebia desarroliado ante-

riormente Seggigtog. Ademds se observaron copos de Thiothrix, en



Fig.l4.-Copo de Thiothrix tenuis de un cultivo
de enriquecimiento.(x400)

Fig.l5.-Copo de Thiothrix tenuis de un cultivo
de enriquecimiento.(x500)




uno de los cristalizadores ccn mucho barro y egregado de sulfato
de calcio,creta y heno . Con una segunda muestra se obtuvo Thio-
thrix y no Beggiatoa, con el procedimiento general de enriqueci-
miento adoptado para esta dltima. DOs muestras de agua estanceda
precsentaron la particularidad de dar cultivos de enriquecimiento
de Beggigtoa, _or el método general indicado y de ihiothrix, al
reemplazar el heno hervido segin el método de HWinogradsgky, por he-
no sin hervir.

Para obtener buenos cultivos de enriquecimiento de ihigth
se recalizaron los siguientes ensayos: Se hicieronm los cultivos en
tubos de ensayo, una vez gue se comprobS la posibilidad de obtener
buen desarrollo de ihiothrix sin utilizar frascos, lo que facili-
té el estudio de los aultivos.

Se observd la accidén del heno hervido o sin hervir em di-
ferentes proporciomes: 0,1 - 0,3 - 1 - 3», con ggua de canilla y
agregado de sulfato .e celcio, sulfeto de magnesio ¢ la mezcla
de ambos en la proporcién de ,55. rarbién se estudid el compor-
tamiento sin estas sales y con o sin agregado de creta al (,5p4.

21 mejor desarréllo se obtuvo con heno sin hervir C,3 - 1y, con
sulfato de calcio y sin creta.

Se estudid el comporvamiento ce Lhiothrix, al utilizar
compuestos de azufre en el medio; para ello.se hizo una serie de
tubos con egua de canilla, heno hervido o sin hervir, 0,1 - 0,3

1. y agregando sulfuro de sodio o tiosulfato de sodio en las con-

centraciones: 0 - 0,001 - C,003 - 0,01 - C,03 - 0,1 = 0,3 = 15 = 3
El mejor desarrollo se obtuvo a los 5 dfas comn heno hervido C,1%

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

Como se obtuvo buen desarrollo con heno hervido, en los



censayos posteriores se utilizé§ dnicamente en esas condiciones.

Se hizo otra serie andloga a la enterior con el agregado
de extracto de carme: 0 - 0,¢l - (¢,03 - 0,15, La me§or proporcién
fue 0,3% de heno, con C¢,0l1,. de extracto de carme, sin compuestos
de azufre o con 0,0%% de tiosulfato. =n general en todos los tubos
el desarrollo mejor se obtuvo con 0,3;. de Leno y C,Cl de extracto
de carne. Con 0%l% de extracto c¢e carne no hubo desarrollo; tam-
poco sin heno.

Se comrpararon los cultivos obteniuos usando en lugar dc
heno, lino o pasto seco, hervidos durante lUminutos en agua en una
proporcién de 0,2%. b1 mejor resultado se obtuvo con lino; con pas-
to desarrollaron gran cantidadde infecciomes. =1 lino iebe usarse
el 1 - 2%, con extracto de carne 0,01 - U,02%,

La utilizacidén de extracto de levadura o de peptona, en
lugar de extracto de carms, no dio buen resultadc. Se ensayaron
otras sustancias orgdnicas mds simples: lactato ae sodio, citrato
de sodio, acetgto de sodio, en concentraciomes: 0 - 0,003 - 0,01
0,03 - 0,1» y con 2l agregado de sulfato de amonio en esas mismas
concentraciones, en agua de canilla, con lino herfido: O - 0,5 -

1l - 2%, Los resultados fueron peores que los que se obtuvieron con
extracto de carne. Hubo alglin desarrollo en los tubos con:
acetato: 0,003 y ¢,01% lino 0,5 , 1, 2% y sulfato 0,003%,
lactato: 0,003%, lino 1% y sulfato 0,003/,
citrato: 0,003/, lino 0,5:. y sulfato C,01%.
citrato: 0,01, lino 24, y sulfato 0,01%.

¥n los medios con lino se estudié tembiém la influencia
del pH, siendo el mds favorable alrededor de 7; enutodos los ensa-
yos posteriores se arregld la reacciém a dicho pH.

Se hicieron ensayos tratando de suprimir los trozos de

heno o lino; pars eklo se utilizé agar en rama en varias proporcio-



nes, con o sin agregado de extracto de carns o extracto de Xeva-
dure y tembién medios agerizados: agar comin, agar de levaduraj
agar de mosta de malta, que fueron fundidos y agregados por gotas,
en diferentes proporcicnes en los tubos y una vez enfriados se les
agregd el agua de canilla.

Otros medios usados fueron:

iiedio inorgdnico de Van Niel, para bacterias del azufre
rojes, con diferentes proporciones de bicarvonato de sodio, sul-
furo de sodio y a diferente pH.

Infusién de hemo, infusidén &e tierru, peptone o extracto
de levadura, en diferentes diluciones y con el agregado de sulfuxo
de sodio o &cido sulfhidrico en diferentes concentraciones.

Infusidén de heno o extracto de heno en diferentes dilu-
ciones con el agregedo de extracto de carme o extracto de levadura
en diferentes concentraciones.

Zn ninguno de esos medios se obtuvo desarrollo. En defi-
nitiva se adopté para la obtencibén de cultivos de enriquecimiento
de Thiothrix, el uso de heno hervido 0,3 - 1l», en agua de canilla,
con el asgregado de extracto de carne 0,01%.

En los cultivod de enriquecimiento de las hacterias es-
tudiadas en este grupo, no se obtuvo nunca en fotma 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 Achromptiacege. Sdlamente en una pportunidad se observa-
ron formas pequeflas, de forma elfptica, mdviles y con grénulos en
el interior; otrascveces aparecieron espirilos muy mdéviles; pero

en ambas ocasiones esos organismos se hallaban en ndimero muy redu-
cido y no pudieron comservarse, a pesar de haberse ensayado su en-

riquecimiento utiliasendo diferentes medios de cultivo.



2).— Aislamientos:

a).~ Aislgmiemto de Beggigtog: Se utilizd el métodp dado
por Cataldi en su trabajg} "Aislamiento de Beggigtoa albg en cul-
tivo puro”. Se basa en lé propiddad gque poseen estas bacterias de
estar dotadas de un movimiento.deslizante. Si se coloca un copo
de Beggiatoga en una caja de ietri con agar de Buggen, los filamen-
tos comiengan a moverse y arrastrindose sobre el agar consiguen
alejarse del lugar de la siembra, limpidndose al mismo tiempo de
las bacterias que los acompafiaban. Si se cortan trozos de agar que
tengan filamentos aislados y se colocan en medio de susgen, (ex-
tracto de carme 0,05% en agua de canilla), se obtiene desarrollo
de Begglatog, que puede estar pura en.alguno de los tubos; en sl
caso de estar el cultivo infectado pueae purificarse poniendo
nuevamente un copo en agar y repitiendo le operacién anterior.

£n el presente trabajo se consiguid aisler solamente una
cepa de Beggigtog. El aislamiento se hizo e partie de un cultivo
en heno al ¢,6%, sin sulfato ue calcio; también pudo aiskarse esta
misma partiendo de algunos copos muy pequeflos que se observaban

en el material de agua antes de sembrarlo para obtemer el culti-
vo de enriquecimiento; en este dltimo caso los filementos estaban
desprovistos de grédnulos de azufre.

.on las otras Beggiatos que se tenian en cultivos con
heno y sulfato de calcio, se hicieron pasajes a medio con heno al
¢,8%, sin sulfato, que es ol usado por Cataldi para el enriqueci-
miento de las Beggiatog que consiguid aislar; la autora sefiala que
es necesarioc 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 Buspen agarizado (1,2gr.%). En slgunas ocasiones no se



separaron los filamentos en los copos y perdieron su movilidad;
otras veces los filementos 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 comsiguidé desarrollo.

Se ensayd el uso de diferentes concentraciones de extrac-
to de carne, extracto de levadura, peptona, en agua de canilla y
de diferentes diluciones de caldo comin, no obteniéndose tampoco
desarrollo., La Unica cepa aislada habfia desarrollado muy bien en
medio de Busgen, traténdose de bacterias ten d elicadas, posible-
mcente existan en las diferentes cepas, exigencias particulares
relacionadas con el medio de cultivo.

b,.- Ensayos de gislamiento de “hiotlrix: ce uicieron
cejas con agar agua ( se utilizdé agar lavado), en concentraciomes:
0,1 - 0,2 - G,4 - 0,64, con el agregado de extracto de caruns o
extracto de levadura en concentraciomes: (,Cl - 0,02 = 0,03 - 0,04%
y @ un pH alreudedor de 7. Las cajas se hicieron con un trozo de
linp (2%), o sin él. La mejor comceatracién de agar flue 0,4%: pa-
recié que los filamentos desarrollaban, pero este desarrollo fue
rapidamente ahogado por las infecciomnes y no pudo aumenyar en for-
ma considerable en ninguna de las tentativas de aislamiento.

3).- Korfologf carabteres de cultivo}

a).- Beggiatoa desarrolla en los cultivos de enriqueci-
miento con heno, formando redes blancas adheridas a las paredes
del frasco; estas redes se sitdan en zonas tramnsversales formamdo
franias gue pueden hallarse a diferentes alturas en el frasco, ubi-
cacidén que parece estar relacionada con la cantidad de dcido sulf-
hidrico que se forma en el fondo del recipiente: cuando la concen-

tracién de este compuesto es elevads, estas bacterias desarrollan

casi en la superficie del 1lfquido y después de un tiempo, al dis-



Fig.10.-Filamentos de Beggiatoa 2lba de un cultivo
de enriquecimiento.(x2500)

Fig.ll.-Filamentos de Beggiatoa alba de un cultivo
puro. (x2500)
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minuir le cantided de écido sulfhfdrico, el desarrollo de observe
en la parte inferior del frasco; si se agrega sulfeto de calcio
al medio, se nota que los filamrentos se disyronen formando redes
en una zona més elevada. Cuardo las con@iciones del cultivo son
muy buenas se pmeden formar conglomerados que presentan el aspec-
to de verdaderos ovillos bleancos.,

S5i se observae al microscopio uno de estos ovilllos, se
ve que estéd formado por Bilamentos oscuros, largufsimos y muy en-
trecruzados, dotados de un movimiento lento. Con gran aumento,
puede notarse que el color oecuro de los fdlamentos, es debido e
la presencia de gran cantidad de grdnulos o corpisculos negros,
muy refringentes. Se demuestra la composicibén de dichos grénulos
tratando un ovillo de filementos colocado en un portaobjetos y
dejado secar al aire, por acido acético, segin recomienda Corsini:
los grénulos que se hallan en el interior del germen desaparecen
¥y en el exterior se forman cristales de azufre.

Ademés de los copos, se observan filamentos libres de
difercntes longitudes, Estdn dotados de un movimiento de arrastre
y de otro de rotacidn alrededor de su eje; observando el extremo
del filamento se nota que poseen un tercer movimiento, de oscila-
cién, idéntico al de las QOscillatoria.

sn cultivos con heno y sulfato de calcio los grénulos son
tan abundantes, que es imposible tratar de diferenciar los elemen-
tos que constituyen el filamento; en cultivo puro, en redios con
sustanciags orgénicas, no presenta gréanulos, siendo su aspecto muy
semejante al de una éianoficea. Tueden observarse los tabigues
que dividen los filamentos en segmentos gque tienen las siguientes
dimensiones: 2~ 2,8 x3,4 - 6,2/

-1 hecho de presentar este organismo unz morfologfa tan



Fig.12.-Copo de Beggiastos alba de un cultivo puro.(x90)

Fig.l3.-Filamentos de Beggiatoa slba de un cultivo puro
pasados a agua con SHo.(x2500)




semejante a la de algunas algas, podria Bacer suponer gque se tra-
tara de un alga que hubiera perdido su pigmento; la propiedad que d
distinguir{s a la Beggiatog, serfa la de ser capaz de formar gré-
rulos de azufre en el interior de los filamentos colocados en un
medio con écido sulfhfdrico. ‘ara demostrar gque el germen aislado
posee ese prcpiedad, se sembraron copos en una serie de tubos con
Sc.c. de ague de canilla a los que se agregaron diferentes centi-
dades ( medidas por gotas,, de una solucién saturada de acido sulé-
hidrico. Cbservendo los copos a las 24 horas se noté que se hsalla-
ban llenos de grénulos de azufre, obteniéndose los mejores resul-
tados con 1, 3 § 5 gotas de fcido sulfhidrico. |

Se estudid el desarrollo en medios con dkferentes sustan-—
clas organicas: extracto de carne, extracto de levadura, peptonsg,
lactato de sodio y citrato de sodio , en las concentraciones: 0,025
0,06 - 0,1 - 0,25 - 0,5 - 15, Tembiém se ensayé el uso de caldo
comin y dilufdo 1:2, 1:3, 1:4. Se obtuvieron los siguientes resul=-
tados: A las 24 horas, el mejor desarrollo se produjo con extracto
de carne C,05 y Olsk; posteriormente hubo desarrollo en otros tubos:
extracto de carne desde (,025 hasta 0,5., extracto de levadura
desde 0,025 hasta C,l%, peptona desde C,025 hasta C,25%, caldo co-
mdn. Con lactato de sodio el desarrollo fue més lsnto pero muy
abundente en las concentraciones (,06 y 0,l%. Con citrato de sodio
no hubo desarrollo.

Se investigd la accién de diferentes fuentes de azufreﬁ‘

Como medio de cultivo se utilizé el medio minersl de Vap Niel, para

bacterias rojas, con o sin bivarbornato de sodio al C,2%; se agregé
sulfuro de sodio en las concentraciomes: 0 - C,001 - 0,003 - 0,01
0,03 - 0,1 -~ 0,35 6 bien tiosulfato de sodio en las corcentracio-

nes: 0,01 - ¢,03 - C,1 - 0,3 ~ 1%, & bien salucibn saturada de fci-



Fig.l6.-Filamentos de Thiothrix tenuis de un cultivo
de enriguecimiento.(x250C)




do sulfthfdrico: 1, 3, 5, 7, 9, 11 gotas en 1lOc.c. de medio. Todos
los medlios se llevaron a pH 7,4, Ce obtuvo desarrollo con tiosul-
fato de sodio 0,01, 0,03 y 0,l% observéndose gridnulos de azufre
en el interior de los filamentos. Zscaso desarrollo con sulfuro de
sodio 0,001 y 0,003 y con 1 y 3 gotas de 4cido sulfhfdrico.

bj.~ Thiothrix forma en los cultivos de enriquecimiento,
copos blancos en el seno del liquido, que observados al microsco-
rio con pequeiio aumento se presentan como masas de filamentos ne-
gros, ri{zidos, inméviles, con aspecto de verdaderos pelos; se ha-
llan fijados por uno de los extremos a: masas de bacterias o a otro:
filementos, generalmente Cladothrix. lueden estar dispuestos pa-
ralelamente, o bien, como sucede en la mayor patte de los casos,
estar fijos en un mismo punto presentando as{ una disposicién
radiada caracterf{stica.

Mediante gran aumento pueden observarse los grénulos ds
azufre en el interior de los filamentos, dispuestos generalmente
en una Unica hilera. 11 ancho de los filamentos es de 1,2 1,4/ .
No existe difercnciacidén notatle entre la base y el dpice de los
filamentos. o pudieron observarse tabiyues debido a yue se tra-
bajdé siempre con cultivos de enriguecimiento, llenos de grénulos
de azufre. :n al uncs cultivos se observaron trozos cortos de fi-
lamentos que parecian provistos de un lento movimiento de arrastre
y que podr{an corresponder @ los conidios citados en las descrip-
ciones yue se han hecho de Thiothrix.

4) .- mmmmﬂwumum
La bacteria filamentosa, m6évil, se obtuvo en cultivos de enrique-
cimiento de 10 muestras de agua y se consiguid aislarla (nicgmente
de una de ellas. Covrresponde al género Beugiatoa, cuya diagnosis

es la siguiente:



Género Bezgiptog.

Género creado por Irevigan, pgra incluir ciertas bacte ries
filamentosas del agua. La definicién genérica deda es: Thallus
e filis muco obvolutis, liberis, oscillantibus, simplicibus, elas-
ticis, rigides, arachnoideis, punctis asterisceformibus, primum
in fascias dispositis deinde inordinatis, notatis conflatus.

81 género es colocado por diferentes autores entrelas
algas o entre los hongos; frecusniemente ccon las Osei orj

’

entre las cianoficeas. La especie tipo es Beggiatoms alba (Vpuch.)

Trev. llamada Begzgiatog punctatg por Lrevigan, en 1842. Kuetzing
incluye Beggiatoa como el primer subgénero de Oscillarig y des-
cribe siete especies.

Sohn incluye el género en la tribu Nemgtogenge y Irevisan
en la subtribu Euvibrioniege. Este género es inclufdo entre las

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

1879, Winter, en 1880, Van Thiegem, en 1884, Grove, en 1884, Zopf,

en 1885, Flugge, en 1886. Hanggirg lo incluye como dnico género
de su subfamilia Beggigtoese. ¥inogradsky aclara la diagnosis del

género;.Lo describe como formado por filamentos siempre libremente
méviles, nunca fijos a un sustrato, incoloros y sin vaina, varia-
bles en =1 ancho y gue myestran un crecimiento intercalar unifor-
me y no tienen diferenciecién entre la base y la punta. Bajo con-
diciones normales de desarrollo siempre contienen zrdnulos de azu-
fre en cantidades que var{an con las condiciones. Esos grénulos

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 unién de los filamentos puede verse

sélamente cuando no existe azufre en el interior de los mismos.

Winggrggggg considera dificil la diferenciacién de buenas especies

en base al tamaiio.



La diagnosis de Winogradsky fue aceptada generalmente
por los sistemdticos subsigubemtes. lfgula, en 1894,afirma:
"Beggiatog Trevisan, Zellem mit SchwefelkOrnchen. Diesen letzere
Familie und Gattung schliess sich auch in ihrem anatomischen Bau
so eng an die Oscillagrien an, dass sie besser mit diessen verei-
nigt und die Schizophyceen zugeweissen wird."

Buchanan, en 1918, designa le especie tipo como Beggiatoa
alba nggqu:) g;pvisan. bergey y chplaboradoxes lo incluyen como

-

el segundo género de la familia Beggiatogcege, con la siguiente

descripcidén; Pilamentos sin vaina, formados por células planas,
discoidales, no fijados. iultiplicacién por divisidén trensversal
de los filamentos. Luestra deslizamiento ondulatorio. Las células
contienen grdnulos de azufre. La especie tipo es Beggiastog alba
(Vauqhq;) Trevisan.

La cepa eislada se clasifica por sus dimensiones como
Beggiatoa alba (Yaucher, Irevisgn, especie caracterizada por la
siguiente descripcidn:

Bepgiatoa albga (Vaucher, Irevisan. (Oscillaria glba

Vaucher, Conferv., 198; Beggiatoa punctata Lrevisan, [lora Luganea

1842, 56; Irevisan, I generi e le specie delle baiteriacee, 1889,
10.)

Filamentos de considerable longitud ¥ 3 - 4; de didmetro
conteniendo numerosos grénulos de azufre fuertemente refringentes.

Los filamentos se parten en segmentos cortos queedespués desarwo-

llen en largos filamentos. Los sulfatos son reducides a azufre
libre. Los filamentos estén asdheridos a plantas acudticas produ-
¢iendo copos Vviscosos.

Habitat: tuentes sulfurosas; pantanos,

La bacteria filementosa, fija, inmévil, se obtuvo en cul-



tivos de enriquecimiento de 4 muestras de aguas, no habiendo sido
posible adn aislarla. Corresponde al género Thigthrix, cuya diag-
n0sis es la siguiente:

Género Thiothrix.

Género de bacterias del azufre propuesto por ¥inogradgky,
con la siguiente diagnosis: "Faden unbeweyglich, gegliedert, mit
einer zarten Scheide, einen deutlichen Gegensatz von Basis und
Spitze zeigend, durch ein Gallertpolster an feste Gegenst#inde be-
festigt, unter normalen Wachsthumsbedingungen dicht mit Schwefel-
k@rnorn gefHllt; Reproduction durch St#bchengonidien, welche auf
festen Gegenst#inden kriechend sich langsam bewegen, nach kurzer
Bewegungsdauer sich auf verschiedene Gegensi#inde festse¥zen und
zu FAden auswéchsen.

El género es reconocido poe muchos autorses posteriores,
entre eklos Lfgula, en 1894, Chestsr, en 1899, Liguls, en 1900,
Chester, en 1901, Xischer, en 1903, E.F.Smith, en 1905, Oxlg-Jensen,
en 1909, Helm, en 1911, Frost, en 1911. Buchgnan, en 1918, inclu-
ye este género como el primero en la familia Beggiatoaceae, con
la siguiente descripcién: Filementos imnméviles, segmentados, con
una difersenciacién definida entre base y punta, fijados, generalmen:
te llenos de grinulos de azufre. Los filamentos producen conidl os
en forma de bastohes, en sus:nextremos, Estos conidios son méviles
por medio de un lento movimiento de arrastre, se fijan y desarro-

llan un nuevo filamento. £1 habitat es fuentes sulfurosas calien-

tes. La especie tipo es Thiothrix nivesg (Rabenhorst) :inogradsky.
Beryey y colaboradoxes, en 1923 y también en 1939, adoptan esta

descripeidn.
Los representantes del género Thigthrix que se obtuvieron
en el prescnte trabajo pueden ser identificados como pertenedentes

a la especie Thiothrix tenuis ¥inogradsky, que se distingue por




los sigulentes caracteres:

Thiotkrix tenuis Winogradsky. (Beitrage zur Morph. u.
rhysiol. der Bakteriem, I. Schwefelbskterien, 1888,39.)

Filamentod muy largos y con alrededor de un micron de an-
cho; de grosor casi uniforme.

Ilabitat: Aguc sulfurosa.




III).- Bgcterias del azufre con pigmento rojo o verde.

Se tratard a continuacién del interesante gruuo de hac-
terias caractérizadas por poseer plgmentos fotosintéticos; algu-
ngs presentan color rojo y otras poseen pigmentos que les dan un
color verde semejante al.proporcionado nor la cloréfila a los ve-
getales superiores.

1l).- Cultivos de enrigquecimiento: Como estas bacterias
son aneerobias, fue necesario, para lograr en lo posible la expul-
sién del oxfgeno de los cultivos de enriquecimiento, utilizar el
procedimiento simple de Beijerinck, citaao por Vam Niel. Consiste
em el empleo de frascos de vidrio de cuello angosto y tapdn esme-
rilado, que se llenan completamente con el 1{quido 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 Winogradsky,
es semejante al usado para sl enriquecimiento de las formas inoo -
loras, con azufre en su interior; es decir, el waterial de barro
y aguas se mezcla con sulfato de calcio y creta y se le agrega un
pufiado de heno; luego de llenan los frascos con agua de canilla.
in este caso los frascos deben colmarse con el lfquido, para lo-
grar une buena anaerobiocsis,

Otro de los métodos de enriguecimiento usados fue el

descripto por Nan Nigl, en su magistral trabejo sobre las bacterias
rojas y verdes., Consiste en la utilizacién de un medio inorgénico,

con la siguiente composicién bdsica:

Cloruro de amonio. + « « « « « 1,0 gr,
Fosfato bipotdsico « « « » » . 0,5 gr.
Clorurc de magnesio. . . . o . 0,2 gre
Lgua destilada o o « o e o o 1000 c.c.



Ademés se agrega bicarbonato de sodio y sulfuro de sodio en dife-
rentes concentraciones, generalmente 0,14 de sulfuro de sodio y
¢,o. de bicarbonato de sodio.

Vgn Niel, consideré tres grupos de bacterias segin la
concentrscién de sulfuro de sodio y el pH Sptimos para el desarro-
1lo y recomend$ 3a utilizacién de este medio bédsico, con diferen-
tes cantidades de sulfuro de sodio y en condiciones diferintes de
pH, para la obtencién de cultivos de enriquecimiento de los dife-
rentes tipos de bacterias coloreadas. Para el grupol: 0,1 - 0,2%
de sulfurc de scdio y pi alrededor de 9. Yara el grupo 2: 0,02 -
0,05% de sulfuro de sodio y pH 7,5 - 8. Para el grupo 3: 0,1 - 0,2¢%
de sulfuro de sodio y pH 7,5. Ln adelante se denominarén estos
medios V.N.I., V.N,II., V.N.III.

De acuerdo con las directivas encontradas en el trabajo
de Van Niel, los frascos se expusieron a la luz ertificial; para
ello se dispusieron lamparitas eléctricas en los estantes de un
armario metélico, modificéndose la temperatura & voluntad median-
te el usc de bombitas de mayor o menor intensidad; en gemeral se p
procur$ obtener ung temperatura de 3C a 322. n verano fue sufi-
ciente utilizsrxr bombitas de 40 VWatt. para obtener la temperatura
deseada; en invierno se ussron de 60 y 100Watt.

Se ensay$ también el medio de lehner, que es un medio

inorgénico cuya composicién es semejante e la del medio de gn Nie]

Bicarbonato de sodio. . . . . . « 5,0 gr,.
Clorurc de amonio « « « « « « o o 1,0 gr.
Tiosulfato de sodio . . . . . o2, 0 gr,
Carbcnato de magnesio . . .« . 0,2 gr.
Posfato monopotésico . . . . . . 0,1 gr.
Sulfuro de sodio ¢ « ¢ ¢« . . . . 1,0 gr,
Agua e o o ¢ o o+ o o o o o o o+ #1000 c.c.

En los frascos con heno se obtuvieron mezclas de bacterias

coloreadas, perc dieron muy buen resultado como procedimiento para



cultivo en bruto, sobre todc para las bacterias verdes, Por el
método de Van Niel, mds sclectivoy desarrollaron solamente las
bacterias correspondientes a algunc de los grupos, in general, se
siguié el primer método y luego se hicieron enriguecimientos y
aislamientos en los diferentes medios de Van Niel.

Se utilizaron ruestras provenientes de aguas estancadas
y de tierras de jardin. Zn el caso de utilizarse el medio de Van
Niel, se sembraron 5 - 1l0c.c. de agua o gproximademente 1lgr. de
tierra; si se trabajaba con el método de ¥inogradsky, se cclocaba
en el frasco el material con bastante barro, y luegc se agregaba
agua de canilla hasta colmar el recipiente.

2).- Aislamiento:. Se usé el método de aislamiento en
tubos de agar, por ser el mds sencillo y dar excelente resultado.
Se prepara el medio tipo de Vgn Niel, con 25 de agar lavado y se
entuba & razén de 10 c.c. por tuto; se esteriliza a 12C¢2. Aparte
se preparan las soluciones de bicerbonato de sodio al 55, esteri-
lizada por filtro Zeits o por dbujfa, el sulfuro de sodio, dcido
fosférico y carbonato de scdio, al 10%, esterilizados en gutovla-
ve a 1102,

Para efectuar el aislamiento, une vez fuhdido y entibiado
el agar, se le agrega el bicarbonato de sodio, generslmente en la
proporcién de C,5%, y luego el sulfuro de sodio, en las diferentes
proporcionds ys mencionadas seglin los medios. Se lleve gl ph nece-

rio mediante el agregado de dcido fosfdérico o carbonato de zodio

estéril, al 2 6 al 10%. Se siembtra un tubé con unas gotas del cul-
tivo de enriquecimiento y se hacen 7 u 8 diluciones sembrando en
cada pasaje cuatro o cinco gotas de medic. Se enfrfan rdvidemente
los tubos y se cubre la superficie del medio con una capp de vase-

line ~ parafins, pera impedir la sccidén del oxigeno.



Una vez obtenido desarrollo de colonkas, que se produce

a los 5 6§ 6 dfas, se eligen los tubos de diluciones mayores, don-
de las colonias se hallan bastante espaciadas y se corta el agar
en rodejas; se piean laé colonias y se llevan nuevamente al medio
s6lido, haciendo diluciomes; es mnecesario hacer varios pasajes

de colonia & colonia, porque muchas veces en una colonia suele
presentarse la bacteria del azufre muy mezclada con otras bacte-
rias. Una vez aislados, los gérmenes se conservan en cultivos en
puncién en el medio agarizado al (,5 6 al 2% y cublerto por vases

ling parafina.

3).~- Métodos genergles para el estudio de las bacteriags

roias y verdes del agufre: Bh los ensayos realizados

para estudiar los caracteres de cultivo y para la fisiologfa se
usd el medio de Vgn Niel, con 0,2 & 0,5% de agar; los tubos fueron
hervidos largo rato antes de ser utilizaedos, para expulsar todo

el aire.

£n 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 — 6,56 = 7 - 7,5 - 8 = 8,5 = 9. Se investig§ tambiém
la influencia del bicarbonato de sodio en las concentraciones: 0 -
0,1 - 0,2 - 0,5 =1%y la del cloruro de soaio: 0 - 0,5 = 1 - 2 -~
&%.

Los cultivos se hicieron con la concentracién de sulfuro
de sodio y el pH éptimos pars cada cepa.

Para la fisiologfa se estudié: Si las bacterias eran capa-
ces de desarrollar con tiosulfato de sodio como fuente de azufre,
para ello se empled este comrpuesto en las prororciones: 0 - 0,03 -
¢,1 - 0,3 - 1%, con o sin sulfuro de sodio al (,03%. Se agregd

una gota de solucidén de sulfuro de sodio al 1ji, (concentracidn que



es insuficiente para el desarrollo de estas bacterias;, para lo-
grar la anaserobiosis.

rara el estudio de las fuentes de nitrégeno se utilizaron:
cloruro de amonio, sulfato de amonio, nitrato de sodio y mnitrito
de potasio, en las concentraciomes: 0 - 0,03 - 0,1 -~ (,3%. Se agre-
garon al medio Van Niel con C,5% de agar.

hdemfis se traté de knvestigar: 1l2: Si estos oxrganismos
son autétrofos absolutos o facultativos, es decir, si en ausencia
del compuesto de azufre que son capaces de utilizar, pueden desa-
rrollar mediante el ewmpleo de sustancias orgénicas., 22: Si las
sustancias orgdnicas influyen en el desarrollo, agregadas a los me-
dios con sulfuro de sodio. 32: 5i estos organismos son capaces de
desarrollar en la oscurided, ya sea con sulfuro de sodio o bien
con sustancias orgdnicas. Para lograr dichos fines se usé el medio
de Van Niel con agar al 0,5% ¥ bicarbonato de sodio al 0,5% y las
siguientes sustancias orgénicas: extracto de carne, extracto de
levadura, peptona, lactato de sodio y citrato de sodio, en las
concentraciones: 0 - 0,03 - 0,1 - 0,3%. Una seriedde tubos se hizo
sin sulfuro de sodio y sustancias orgénicas, cuidando la anaerobio=-
sis en la forma ya citada. Otra serie se hizo con la concentracién
de sulfuro de sodio Sptima para cada ceps y ademds las diferentes
sustancias orgdnicas. Las dos series se pusieron a la luz y un du-
plicado de la primera se dejd en la oscuridad; también se coloca-
ron a la luz y oscurided tubos con la conceutracidém dptima de sul-
furo de sodio pero sin el agregzado de sustancias orgdnicas.

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 posesn:

A).- Bacterias con pigmerto rojo.

B).~ Bacterias con pigmonto verde.



A).- Bgcterias con pigmento rojo.

Los cultivod de bacterias pertenecientes a este grupo,
vresentan una coloracidén roja intensa, que es algb mis apagada y
con un tinte lechoso en los cultivos jévenes, provistos de grénu-
los de azufre, ya sea en el intericr de las células o en el exte-
rior de las mismas. El color se hace &8s Vvivo y a veces con un
leve matiz purpurino, a medida que el cultivo envejece y el azufre
va desapareciendo.

Estas bacterias se describirdy sepasradamente en dos grupos:

l).- Bacterias rojas que depositan azufre en el interior

de sus células.

2).- Bacterias rojas gue no dernositan azufre ey el interiar

de sus células, pero si en el exterior.

l).~- Bacterias rojas gue depositan azufre
en el interior de sus células.

Presentan diferencias que permiten hacer con estas bacte-
rias dos subgrupos:
Subgrupo I).- Células de forma elipsoidea o cilimdrica.
Gefmenes libres, wéviles.
Subgrupoll).- Células de forma generalment® esférica. La
mayoria de los gérmenes se agrupan en masas
inméviles. Los gérmenes aislados o dispues-

tos en diplococos son méviles.

Sybgrupo I).- Estas vacterias provienen de cultivod de
enriquecimiento en medio dc Winogradsky o de Vgg Kiel y fueron

aisladas en medio Vgn Niel III.

1).- lorfolozfa: Estas bacterias tiemnen; generalmente,



forma elipsoidea o cilfndrica, pero presentan grandss variacionmes
en la forma y el tamafio, sujetas a las condiciones del medio; las
cflulas son redondeadas a pH bajo: 6 - 6,5 y algo més alargadas

a o4 7,5 - 8, .1 tamafio aumenta al aumentar la concentracién de
sulfuro de sodio c¢cn el nedio. “n un mismo vreparade pueden encon-
trarse células de tamanos diferentes y de forma eliptica o cilin-
drica. A veces, las bacterias »nresentan un ligero encurvamiento
quc les da forma de haba.

Los gérmenes son, en su mayorfa, libres y dotados de mo-
vimiento; se presentan aislados o en pares; otras veces, generalsy
mente con grandes concentraciones de sulfuro de sodio, parecen
formar cadenas, aunque no se distinguen tabiques sino solamente
estrangulaciones.

En cultivos jévenes, las bacterias estén completamente
llenas de granulos de azufre, que p¥esentan el aspecto de gotas
brillantes, muy refringentes; en cultivos viejos, al ser consumi-
do el sulfuro de sodio del medio, las células no posesn ya grénu-
los y finalmente pierden la movilidad. In estos cultivos se pre-
sentan los gérmencs con diferentes aspectos, variando la forma ¥
el tamafio. .n cultivos muy viejos suelen encontrarse células de
un tamafio mayor que lo comin, dispuestas como diplococos aplanados,
con paredes espesadas y muy refringentes, que podrian correspon-
der a las formas de resistencia mencionadas por Vgn Iliiel.

Tl tamafio de estos organismos es de 2,4 - 5,6 1,2 - 2,8

2).- Caractercs de cultive:- In el medio V,N,III 1fgquido,
en tubos con t2odn ée vaselina - parafina, el desarrollo no es muy
abundante. i ejor desarrollo se obtiene con el medio agarizado al
¢,2, 0,5, 6 B%.

3)e= Acchén del bicarbonato de sodio: El desarrollo es




mids o menos parcjo en todas las concentraciones ensayadas.

4,.- Accidn del sulfuro de sodio y del pH: Con 0,03% de
sulfuro de sodio, el desarrcllo es muy escaso y de colo® rosa pa-
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 2 8,5; siendo el Sptimo 7 - 7,5.
Al aumentar la concentracién de sulfuro de sodiio, el desarrollo
se hace més lento.

5,.- Accién del cloryuro de sodio: Parece no ejercer in-
fluencia sobre el desarrocllo.

6).- Fuente de azufre: Nc¢ se cbtiene desarrollo con tio-
sulfato de sodio.

7).- Fuentes de nitxégeno: £1 mejor desarrollo se obtiene
cen cloruxo de amonio o sulfato de amontho, desde 0,03 a 0,3%; el
desarrollo es escgso con 0,03% de nitrato de sodio.

8).- Accibén Ce las sustancias orgfnicas: En general el

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

cias orgénieas y con sulfuro de sodio hay desarrollo con: extrac-
to de carne y peptona desde 0,03 - C,3%, extradto de levadura y
lactato de sodio C,03 y 0,1% y con citrato de sodio 0,03%; el me-
jor desarrollo, con ccloniaes de mayor tamafic y pigmentacién mis
fuerte se produce ccn lactato de sodio U,1%.

Con sustancias orgdmnicas, sin sulfuro de sodio, hay de-
sarrollo ccn: extracto de carme cesde 0,C2 2 0,3% y muy escaso
con: extracto de levadura 0,03%, reptone 0,1%, lactato de sodio
0,1 y 0,3%; el mejor desarrollo se obtieme con extracto de carne
C,3%.

“Zn la oscurided nc se obtiene desarrollo con sulfuro de

sodio ni con sustancias orgdnicas.

9).— Posicién sistemfitica de las bacterigs estudisdags:




De las 5 cepas aisladas 3 proviemen de tierras de jardin y 2 de
aguas. Se idertifican como representantes del género Chromgtium
ferty. Segin las descripciomnes de Van Niel, se pueden considerar
pertenecientes sl tipo morfolézico Chromatium, cuys diagnosis
sigue 2 continuaciénu:

Género Chromgsium.

Nombre genéricc creado nor Ierty,en 1852, con la siguien=-
te diagnosis:"Korper 8usserst klein, cylincérisch, roth, braun,
violett, grun gefgrbt, im ausgebildeten Zustend wmit innem El#8schen
(Blastien). Ein Bewegungsfaden am Vorderende? Vermehren sich durch
<uertheilung. " El género fue reconocido y descripto mids amplia-
mente por Schroeter, en 1886. linogradsky incluye este género
entre sus bacterias del azufre. Acepta la diagnosis de Schroeter
y reccnoce la especie mejor conocida Chromatium okenii. E1 géne-
ro es inclufdo en las clasificaciomes de bacteriés del azufre en
la subfamilia Chromatiacege por Ligula, en 1900 y 1904, E.F. Smith
en 1505 y Frost en 1911. Q:;Q:Jgpggp, en 1909, lo considers sind-
nimo ce Rheodomongs. Buchgnan, en 1911, y Be colaborad ’
en 1923, dan la siguiente diagnosis que se encuentra sin modifi-
ceciones en la clave de Lergey de 1939:

Células elfptico-cilindricas o cilf{ndricas relativamente
gruesas. Contenido celular rojo, ccnteniendc grénulos dec azufre
oscuros. Células elge veriables er forma, rectas, mis o menos cur-
vadas, &6lulas cortas cvoides y las alargadaes cilfmdricas. Léviles
por medio de flagelos polares. Le éspecie tipo es chromgtium okeniji
Perty.

n lo gque se refiere a la especie, el polimorfismc de es-
tos organismos, unido al hecho de que en las clasificaciones exis-

tentes no se han tratado estas bacterias emn cultivo puro,hacen

diffcil intenter la identificacién. De acuerdo con la clave de



Bergey y con las descripciomnes de Bayendamm, y temiendo en cuenta
el tamafic de las células, podrian ser identificedas ccmo Chroma-
tium vinosum Eeremberg (iinouradsky), cuye descripcidn es la
siguiente:

Chromatium vinosum (Ehrgnbgrg) Winogradsky. (Ehrenperg,
Infusionstierchen, 1838; ..inogradsky, Beitr#ge zur iorphologie
und Physiologie der Dakterien, I. Schwefelbakterien, 1888, 99.)
Células elfptices, 2,1~ 5 . las masas son de color violeta ro jizo,

Activamente mdviles.

hagbitat: Agua.

Subgrupoil: El enriquecimiento se obtuvo por el método
de Winogradky ¥y el aislamiento utilizando el medio V.N.,III.

1).- Lorfologfa: Zstas bacterias tienmen en general for-
ma esférica, presentdndose sislades & en pares como diplocacos;
suelen formar tetradas y conglomerados conctitufdos por diferentecs
nimeros de célules, como racimos. Las células libres y los diplo-
cocce son mdviles; a veces se observan agrupaciones de 3 células
dotadas de rovimiento ie rotacidn.

31 diéretrc de estas bacterias es de 1,4 - 2 .

Las células, en los cultives jévencs, se hallan llenas
de gran cantided de grénulos de ezufre, que van desapareciendo al
envejeces los cultivos, guedendo finulmente el protoplesma vacuo-
lizado; en cultivos muy viejos se observan diplococcs muy grandes,
con paredes espesadas, andlogarente a lo gue sucede en el subgru-
po anterior.

2,.- CGargcteres ue cultive: sta bacteria es muy exigen-

te con resvecto 2 las condiciones del wedio de cultivo; en muchas

ocasiones no se ponsiguid obtener desarrollc, lo gue Gificulté



las experiencias. -n medio. V.N.III 1liquido no desarrolla pero si
en dicho medio agarizado, siendo el cultivo de color rojo, muy
poco castaflo.

3,.- Accidn del bicarbonato de sodio: Con C,5% se ob-
tiene el mejor desarrollo.

4).,- Accibr del sulfuro de sodio y del pin: Desarrolla

com sulfuro de sodi6 0,03 y 0,1% y pH 7 - 7,5; el desarrollo es
mas lento con 0,3% de sulfuro y pH 7,5. En general las mejores
condiciones son: sulfuro de sodio 0,1% y phH 7.

5).- Fuente de azufreé‘No desarrolla con tiosulfato de

sodio.

6).— Fuente de . nitrégeng: Desarrolla Unicemente con clo-

ruro de amonio C,03 y (,1%.

7)o~ Accibn de las sustiancigg orgdnicas: En general el

desarrollo es mejor con sustancias orgdnicas sin sulfuro de sodio,

que con el agrezado de sulfuro; se obtiene buen desarrollo con
extracto de carne 0,03%; el mejor desarrollo con lactato de sodio
0,03%; algo menor con lactato de sodio al C,1%; con sulfum de
sodio v sustancias orgdnicas no se vprodujo desarrollo notable.

¥n la oscuridad no hubo desarr@llo en el medio con sul-
furo ce sodio ni con sustancias orgénicas.

8).- Posicidn sistemdtica de lg ceva ggtudigggi.Se alslé
una 5epa proveniente de agua. Teniendo en cuents la clasificacién
de las bacterias rojas en base a la morfologfa, hecha por ¥Ygn Niel
este organismo podrfa pertenecer al tipo Thigcysgtis. Bste émnero
ticne los siguientes caracteres:

Género Thiocystis.

Género de bacterias del azufre descripto vor Wino;

en 1888, Las células esféricas estin reunides en familias peque-



filas compactas, envueltas individual o conjuntamente en un quiste
gelatinoso y capaces de tener movilidad. Generalmente de 4 @

20 = 30 células estén unidas en una femilia. Las células son viva-
mente coloreadas, las células aisladas casi incoloras. =n masas
las células muestran un hermoso cclor violeta o rojo vidlado.

Las células estén frecuengerente llenas de grénulos de azufre,

El género fue inclufdo por Irevisgn en 1889, en la trib#
Ascococcee. De Touni y Trevisgn en 1889, dan una nueva descripcidn.
L1 género es discutido por kiguls en 1900 y 1904, por Smith en
1905 y Frost en 1911. Smith da tembién una descripcidn.

Orlae-Jensen en 1909, hace de este nombre gendrico un si-
nénimo de Rhodocystis. Buchgngn en 1918,lo:incluye como el primer
género de la tribu Tniocspsege y da una descripciém que se conser-
va er la clasificacidén de Berzey y colgboradgores de 1939, con li-
geras modificaciones. La descripcién dada por estos dltimos es la
siguiente:

Generalmente 4 a 30 células unidas en familias pequeflas,
compactas, envueltas de a una o varias conjuntamente en un quiste
gelatimoso, capaces defestar dotadas de movilidad. Cuandc las fa-
milias han alcanzado un tamafio definido, escapan del quiste“éela-
tinoso, hinchdndose y ablandfndose este dltimo uniformemente o en
algdn sitio particular. Las células gue han escapado pasan al es-
tado de células mdviles o se unen en complejos de familias muy fu-
sionadas, de los cuales se separan més tarde. 1as células son vi-
vamente coloreadas, las-célules eisladas casi incoloras. En masas
las células muestran un hermoso color violeta o rojo, Las células
8stén frecuentemente llenas de gtdnulos de azufrex

La especie tipc es Thiocystis violaceg Winogradsky.

Xn la descripcién de este género figuran, segin se ha



visto, la existencia de membranas gelatinosas y quistes, forma-
ciones que no se presentan en las bacterias estudiadas.

{in embargo, la forma estudiadaden este trabajo coinci-
dirf{a més, de acuerdo con Bgvendamm, con el género Lamprocystig,

que posee las caracterfsticas siguientes:
Género Lamvrocystis.

Nombre genérico propuesto por Schroeter en 1886 para
reemplazar al género invalidado Cohnia Winter (q.v.), ¢on la si-
guiente descripcién¥Zellen elliptisch, anfangs zu rundlichen Zell-
haufen zusammengeballt, spAter hohle S#cke bildend, in welchen
die Zellen einschichtig einer Schleimmasse eingebettet lagern; zu-
letzt zerreisst die Haut stellenweise und bildet ein letz. 4ellin-
halt rothlich. Von der Spaltalgengattung Clathrocystis Henfrey nur

durch den langel des Fhycochroms verschieden." Se incluye una es-

pecie:Lampyrocystis roseo-persicina. Winogradsky en 1888 describe
el género con mis detalle. De Toni y Lrevisgn ennl889 dan también
une diagnosis, Xigula en 1900, describe el género y lo incluye en
las Rhodobgcterinceae. Su descripcién fue usada por Smith en 1905,
y Frost en 1911. E1 nombre genérico es también usado por Orla-Jdensa
en 1909, para el octavo género de la familia'Rhogobgcteriécggg
del orden Cevhalotrichinge. Buchgnan en 1918, da una descripcién
genérica que es seguide por Bergeoy y colaborgdores en 1923, los
que incluyen el género en la tribu Lgmprocysteae. n la clave de
Bergey ¥ colaboradores de 1939, se conserva la misma descripcién:
Células elipsoideas que se dividen primeramente en 3 pla-
mos para formar masas esféricas de células, mds tarde en 2 planos
formando sacos huecos en los cuales las células se hallan embebi.-

das en une pelfcuia en las paredes; finalmente la membrsna de rom-

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



de algas Clathrocystis. Generalmente coloweadas intensamente de
violeta. Presentan pequefios grénulos de azufre. Capaces de estar

dotados de movilidad. la especie tipo es Lgmprocystis roseopsrsi-
2or las dimensiones podrfa tratarse dela especie Lampro-
cystbs roseg, cuya descripcidn dada por Bavendamm es la siguiente:

Lamprocystis rosea (Miyoshi) Migula, System der Bakteriem.
1900, 1044; Thioderma rosewum lLiyashi, Jour. Coll. Sc. Imp. Univ.
Tokyo,1897, 158.

Células esferoidees, 2,5 . de largo, 1,5. de ancho, colo-
readas de rojo pélido, reunidas en pelfcules de colorgrojo pirpura
vdlido. Le mayorfa con pequefios grénulos de azufre.

Pero, no habiéndose podidp obtener cultivos en medios
liquidos, no se ha observado on la bacteria estudiade la formacién
de pelicula fina que figura ccmo caracter{stica de esta especis.
%n conclusién la posicidén sistemdtica de la forma estudiada queda
indefinida, hasta que no consiga efectuarse unsa comparaci6n, en
cultivo puro, entre diferentes representantes de los géneros Chro-~
matiunm, por una parte y Thiocygtis ¥y Lamprocystis por la otra.

La forma estudiada presenta, sin embargo suficientes ca-
racyeriéticas que difieren de las del género Chromgtium, como para

no considerarla comprendide dentro del mismo, aungue le inclusién

en los géneros Thiocystis o Lamprocystis es una cuestidn que queda

aun por resolver debido especialmente a la escasez de los datos
contenidos en las descripciones que se encuentran en la likteraturs,
las cuales no se refieren 2 cuvltivos puros y no han podido, en

consecnencia, ser comraradas ccn las de la forma estudiada en el

presente trabajo.
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2).~ Bgcterigs rojas gque no depositan szufre

en el intexior de las células, pero sf en el exterior.

Las bacterizs que forman este grupo no depositar azufre
en el interior de las células, aungue este elementc se encuentra
er: graor abundancia en el exterior de los gérmenes formando grinu-
los, snalogamente a lo que sucede ern el caso de las btacterias in-
coloras descriptas anteriormente correspondientes al.género Thia-
beecillus. A su vez las cepas de este grupo presentan ciertas di-
ferencias gque permiten hacer tres subgrupos:

Sfibzrupo I: CSlulzs en fcrma de bastones, méviles.
Subgrupe II: Células en fcrma de vibripnes, méviles.
Subgrupo ITI: Células en forma de espirilos, mdviles.

Subzgrupo I: El enriquecimiento ge obtuvo en el medio de
Lehner y el aislamiento en el mismo medio con agar. Luego se hi-
cieron pasajes al medio V.N.III, continudndose las experiencias
en el redio de Van Niel, vara uniformar los métodos.

l).- Moxrfologfa: :stas bacterias tienen forma de basto-
nes, variando tastante su tamafio con las condiciones del medio
de cultivo. Son méviles y se presenyan aislados o en pares. El
tomafio verfa desde 1,5 - 4¥ 0,6 - 1,6 ,; aumenta al aumentar la
concentracién de sulfuro de scdio y el pE. La forma de los bas-
tomcitod puede ser eliptica, cusndo son cortos y de extremos re-
dondeados; cueando las tacterias tienmen tamafio mayor se presentan
a veces lieramente encurvadas. &4 pH 7 laz formas son redondeadss
y pueder formar cadenas cortas de 4, 5 y rarss veces 10 elementos,
asemejindose a estreptococos. =1 azufre se halla en el exterior

de los orgenismos y tiene el aspecto de gotas oleosas, refringen-



tes; nunce se observd azufre en el interior de las células.

2).- Caracteres gde cultivo: Se aislaron de medio de Lehner
1iquido, en el que se produce buen desarrollo. =n el redio V.N.ILI
también se obtiene buen desarrollo, aunque como se verd mis adelanty
es mejor ccn un pH més alto: 8 - 8,5,

37.- Accidn del bicarbonatc de sodio: El mejor desarrollo
se obtiene con C,2 y 0,5%.

4;.- hsccidn de]l sulfuro de sodio y del pH; Con 0,03% de
sulfurc de sodio y pH 7,5 - 8 - 8,5 - 9, hay poco desarrollo; con
¢,l y C,3% ce sulfuro hay buen desarrollo a pH 7,5 - 8 - 8,5 - 9;
el desarrollo dptimo se obtiene com 0O,1% de sulfuro y pk 8; en
general el aesarrollo e¢s escaso a ph menor que 8 y es lento con
grandes concentraciones de sulfuro ve sodio.

5)e= Agcidn del cloxmro de sodio: Con 1lU$ nc hay desarro-
1llo; con las demds concentraciores desarrolla biemn y con 1/ el
dewarrollo es favorecido.

6,.- Tuente de gzufre; Desarrolla muy bien con tiosulfa-
to de sodio al 1%, ya sea sin sulfuro de sodio ¢ con este compues-
to en la concentraciém C,03%; el desarrollo es escaso con tiosul-
fato C,3j con o sin sulfuro y menor aln con tiosulfato C,03 y 0,1%
con el agregado de sulfuro 0,037%.

7).- Fuentes de nitrdgeng: lLas mis favorables son: cloru-
ro de amonio y sulfato de awomio C¢,03 y U,1%; menor desarrollo

con 0,34 y escaso con nitrato de sodio y nitrito de potasio 0,03%.

8).= Acciln ce las sustancigs orgdmnicas: “n general, el

desarrcllo es mejor con sulfuro de scdio gue sin €1,
Jon sustancias orgfinices y con sulfuro.de sodio, se obtie-
ne buen desarrollo con: extracto de carme y extracto de levadura

0,C2 y C,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 (G,C3 y 0,1 al medio con sulfuro de
sodio, favorecen el desarrollo.

Con sustancias orgénicas y sin sulfuro de sodio, se ob-
tienen los siguientes resultados: el mejor desarrollo se produce
con lactato de sodio al C,1 y 0,3% y con citrato de sodio 0,1%;
también hay desarrollo , aungue wds escaso con: extracto de carne
C,1%, peptong de (,03 a G,3%, lactato de sodio C,03% y citrato de
sodio (,03 y C,3%.

“stas bacterias no desarrollan en la oscuridad, con sul-
furo de sodko ni con sustancias organicas.

9).- Fosgicidn gistemdti de sbacterias estudn

Se aislS una cepa proveniente de agua. De acuerdo @en la clasifi-
cacién de las bacterias rojas en tres tipos morfolégicos, hecha
vpor Van Nig;,estas bacterias podrfan corresromder al tipo Pseudo-
monasg,que comprende bastones pequeilios, que no acumulan azufre en
el interior. Segin la clasificacidén de Molisch, estas bacterias
vertensciendo al crden Rhodobacteria, no pueden ser incluidas en

la familia Thicrhodacease, porque no contienen grénulos de azufre

en el interior de sus células. Zentro de ls familia ALthiorhodac ,

cuyos representaentes no depositan azufre en sus células, la bacteria

estudiada podria pertenecer al género Ruodobacillus, por tratarse

de un bastén mévil. La diasgnosis de este género es la que sigue:
sénero Rhodobacillus.

Génerc de bacterias designsdo por Lolisch en 1907, para

inciuir bacterias que contienen bacteriopurpurins y bacteriocl o-
rina, pero no grdnnlos de azufre. Los organdsmos son bastones cor-
tos, redondeados en los extromcs, generalmente solitarios y mdvi-

les. e describe una especie: Rhodobacillus palustris Kolisch.



Meyer ez 1912, usa Rhodobacillus como designacién pora

la segunda seccidr del género Bacillus. Buchanan en 1918, lo in-

cluye como el quinto género de la tribu Rhodobacterioidege, como:

Célules en forma de bastomes, solitarias, generalmente
feiles. .a especie tipo es designade Rhodobacillus pglustris kolisd
oY ¥ colaboradores siguen o Buchanan.
La forma considerada en el presente trabajc es capaz,
sin embargo, de desarrcller en medios inorgénicos y depositar azu-
fre en el exterior de lad células, mientras gque no hay constancia
de que Rhodecbgeillug posea esta prcpledad, aungque nc exista nin-
guna indicacidén en contra.

En el .caso de considerarse la forma estudiada.dentro del
género Rhodobacillu , como la Uniega especie descripta en el mismo
es Rhodobacillus palustris y el cultivo estudiado no coincide con
dicha especie por ser aerobia, corresponderia comsiderar la forma

descripta ccmo una nueva especie para la cual se propone la deno-

winacién de Rhodobacillus angerobius.

Subgrupo II: Bl.enrigquecimiento se llevd a cabo por el
método de Winogradsky y el aislamiento se obtuvo a partir de colo-
nias que deserrollsron al intenter aislar bacterias ¥verdes en me-
dio de Van Niel con (,1l,> de sulfuro de sodio y pH 7,

l).- Mgriologig#,Se presentan generalmente como:.vibriones
en forma de verdaderas coma®; otras veces como bastoncitos encurva-
dos, o bien rectos con los exteemos ensanchados en forma de clava,
Estén dotados de un movimiento muy rdpido. i tamafio oscila emtre
l-2,8x0,3=0,6:.

2).- Cgracteres de gultiggé Esta bacteria produce abun-



dante desarrollo en uno de los medios utilizados por Molisch pama

el estudio de las bacterias purpdreas, que tieme la siguiente compo-

cidn:
Feptona . « « « ¢« « ¢« 5,0 gr.
Glicerina [ L] L] - . . e 5’0 ng
Agar . . . ¢ « . . . . 18,0 gr.
Agua de canilla . . . . 1000 c.c.

Ko se obtuvo desarrollo en los medios de Vgn Niel con
agar al 0,2% pero s{ 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 puedec observarse formando gotas refrin-
gentes.

3).~ Accidn del sulfuro de scdio y del pH: La serie se
hizo con medio Vgn Niel con agar al 2 y las siembras en puncién;
el mejor dewsarrollo se obtuvo con O,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
7,9,

4).- Accidn de las sustancias orgdnicas: En general el
desarrollo es mejor sin sulfuro de sodio. Con sustancias orgénicas
¥y con sulfuro de sodio se obtienen los siguientes resultados: el
mejor desarrodlo con lactato de sodio desde 0,03 a 0,3%; desarro-
lloc memnor con extracto de levadura 0,03 a 0,3% y peptona 0,3% y
escaso con extracto de carme 0,03 a 0,3% y Peptona 0,03 y 0,1%;
con citrato de sodio no se produce desarrollo,

Con sustancias orgénicas sin sulfuro de sodio, se obtie-
ne buen desarrollo‘con: extracto de carme 0,1 a 0,3%, extracto de
levadura 0,3%, peptona y lactatc de scdio 0,03 - 0,3%; el desarro-
llo es menor con extracto de levaduea 0,03 y 0,1%. El mejor desa-

rrollo se obtiene con peptona 0,3%.

En la oscuridad mo se produce desarrollo, con sulfuro de



sodio ni con sustancias orgdnicsas.

5).~ Posicién _cistemdtica de las bacterias Q_ﬁudigdgsi.
Se aisl§ una cepa proveniente de agua. Estas bacterias podrim
correspondar al tipo morfolégico Pseudomongw, citado por Vagn Niel.
i se intentara clasificarlas siguiendo la sistemfitica de Molisch,
pertenecer{an al género Rhodovibrip Molisch, que comprende vibrio-

nes caracterizados por 1la siguiente diagnosis:
Género Rhodovibrio.

Nombre geméricc usado por Molisch en 1907, para incluir
las bacterias que contienen bacteriopurpurina, sin grénulos de
azufre, con células coetas, en forma de coma, activamente méviles
vor medio de un dnico flagelo terminal. Zs descripta una espvecie

qhodevibric purvus l.olisch.

Buchaman on 1907, lo incluye como el sexto género de la
subfamilia Rhodobacterioideae, con la descripcidn:

Células :ortas, en forma de coma, activamente méviles por
medio de un UGnicc flagelo terminal. la especie tipo es Rhodovibkrio

parvies Lolisch.

Bergey y colaborgdores siguen a Buchanan,

En cuanto & la especie, la bacteria estudiada podrfs con-
siderarse comprendida en la dnica descripta: Rh, Parvus Moligsch,
cuya dlagnosis es la gque sigue:

Rhodovibrio parvus holisch,(Molisch, Die Purpurbakterien,
1907, 21.)

Bgstones débilmente curvados, 0,9x1,6 a 2y1/v Méviles
con un largo flagelo polar. Las masas de células muestran color
rojo. iLicroaerdfilos.

Habitzt: Ague.

Debido a2 gue en el cultivo estudiade también se obtiene



Fig.19.- Rhodobacillus snaerobius. (x250C)

PFig.20,.,~ Rhodovibrio parvus. (x2500)




deposizién d&e azufre en el exterior de las células, son vélidas
gquf las mismas consideraciones hechas en este sentido con respec—

to al género Rhcdobacillus.

SubgrupoIll: =1 enriquecdniento se realizé en medic comn

heno, de yinogradsky, y el aislamiento en medio de Yam Niel, con

C,1% de sulfuro de sodio y pH 6,5 a 7,

1).- Morfologfia: Algunas células tienen forma de media
luna; la mayorfa se presenta con dos curmaturas que le den aspec—
to de S, con los extremos apuntados; también algunas bacterias son
espirilos de Riferentes longitudes, existiendo algunos largufsi-
mos, ccr rumerosas esplras. El tamafiormedio de estos organismos es
el siguiente: 4,6 - 9x1 - 1,4, .,

2).= Caracteres de cultivoé,Es diffcil obtemer cultivos

abundantes de estos espirilos; no se han logrado conocer las condi-
ciores mds favorables psra el desarrollo 6ptim9. En un mismo me-
dio, hubo o no desarrollo en diferentes opcrturnidades. Desarrollan
enn medio de Moligch; en el medio de Vgm Niel, con agar 2%, sembra-
do en puncién se obtuvo buen desarrollo, con formacién de grénu-
los de azufre en el exterior de las células; en algunos gérmenes,
generalmente de tamefic maycr que el normal, puede obsef¥varse, aun-
que muy raramente, azufre en el interior de las células, en for-

ra de gotas oscurss, adapténdose al contcrmc del organismo.

3)e~ Accifn del sulfuro de sodio y del pH: El mejor desa-

rrollo se obtiene mon sulfuro de sodio (,1% y pE 6,5; desarrolla
terbién con sulfuro €,03% y pH 7 y mencs con pH 6 y 6,5; también
desarrolla pocc cen C,1% de sulfuro ¥y pH 7 y 7,5. n general el

desarrollo no es muy abundante en ningunoc de lcs tubos.



Fig.21.-Rhodospirillur vhotometricum. (x25C0)




o se obtuvo desarrollo en ningin medio er la oscuridad.
En los otros ensayos gque se efectuaron con este organismo, no se
lleg8 a obtener resultados debido a las dificultades inherentes
sl desarrollo.

4).~ fosicién sistemftica de las bacterigs estudisdas:.

Se aislé une cepa proveniente de agua. Setrata de un espirilo
provisto de pigmento fotosintético, que desarrolla eh medios con
sustancias orgénicas, pero también puede utilizar sulfuro des so-
dio y formsr azufre, que generalmente se depcsita en el exterior
de les célulss asungue ocasionalmente se han observado en el intea
rior de 1as rismas algunos grénulos semejantes g los de dicho ele-

mentc.

[

Sizuiendo idénticc razonamiento al expresado a este res-—
pecto en los géreros hodobacillus ¥y Rhodovibrio, se ana conside-
rado conveniente , hesta no haber aclarado la cuestidén snterior-
mente citade, incluir la forma estudiada aqu!, en el género Rhodos-
pirillyr aolisch, cuya diagnosis sigue:
Gérerc Rhcedospirillum,

YNerbre cenérice usedo por Molisch,en 1907, para incluir
bacterias gue contienen tscteriopursurina, sin granulos de azufre,
corn células libres, curvadss en una espiral, activamente mdéviles

por medic de un flagelo zc¢lar o un penecho de flagelos. Se descri-

ben dos especies nuevas Rhodespirililum giianteum Molisch, y Rhodos:-

pirillum phovoretricum 1olisch y la especie de Esmarch, Spiri

Z1 normbre esttarbién usado por Crla-Jensen, en 1909, para
reerplazar el antiguo de Thiospirillum como el 12: género de su

h)
=

faxilia 2hodobacteriaceae.

Leyer en 1912, denomina 2hodospirillum, a le segunda sec—




cidén del género Spirillum.

Buchanan incluye el género como el séptimo de la subfa-
milia 2hodobacterioidege, con la descripcidn:

Células espirales, activamente mSviles por medio de fla-
gelos poleres. La especie tipo es designade Rhodospirillum rubrum
(&swarch, Kqlisch.

Zergey v colaboradores, siguen a Buchanan.

Con resrecto a la especie, teniendo especialmente en
cuerta las dimensiones de la cepa estudiada, esta puede ser in~
clufda ez la ®specie Rhodosvpirillum photometzicum Molisch, que
presenta las caracteristicas siguientes:

znedesririlium photometricum Molisch.(Die Purpurbakterien,
Jena, 16C7, z4.)

Jcrmas espirales, 1,4 5 - 8 , g¢eneralmente en forma de
S, con un flagelo en cada extremo, Activeomente méviles. Las célu-

las contienen bacteriovurverins y bacterioclorina. Microaerdfilos.

Zavitat: Agua de ric (loldau).




B).- Bactexrias con pigmento verde.

Bstos organismod estén caracterizados por poseer un pig-
mentc que da a los cultivos un color verde claro asnélogo 21 pro-
vorcionado por la cloréfila a los vegetales superiores. Debido a
esta prcriedad estas bacterias:..fueron consideradas algas pcr cler-
tos sutcres. A ese pigmento se lo llamé bacterioviridina y su es-=*
4i§ reve_& jue era diferente a la clordéfila. En los cultivos vie-

e ]

Jos se ne o2bservadc que ol coloxr se hace amarillento y luezo cas-

tafio.

Z1 enriguecimiento se obtuvo mediante sl m&todc de !%ggr
£raisZy. ‘ra vsz cbisnidc desarrolio de bacterias verdes, sc¢ nicie-
ron cesals:z gl velilc de Ya Fie]l, con diferentes concentraciones de

~

, cicarvonato de sodio y a diferente oH, determi-
néndose cone $rting para el aislamiento, un redio coxn (,2% de bicawr
benate de scdic, C,1% &2 sulfuro.de sodio y pX 7. X1 desarrollo
43 taxbiér Huerc en VIKN,III.

l,.-‘!ggiglggia#.Presentan grandes variaciones en lo que
se refiere a la forra y tamafio, de acuerdo con las condiciones
del medic. Le fcrra gque se observa més conmunmente, es la de bam-
tones, jue rueden ser crtos y aislados o formar filamentos. in me-
dios ccn pZ bajo 6 - 6,5 y bajas concentraciones de sulfuro de so-
dio, pieder verse cocos pequefios y organismos de forma =lpsaidea
cuyas dizensiones son 1v 0,8+ , Con 0,3% de sulfuro y pi 7 se han
observadc formes enroscadas en tirabuzén, gungue muy escasas. Los
bastcnes pueien ser ensanchados en susuextremos y presentan dife -
rentes lcngitudes, llegando a tener 8- de largo; el ancio es ae 1/,

Ffueden formar filementos largufsimod, de 35 y més micrones de lar-
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1lorobium limicola.
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Fig.23.- Chlorobium limicola.



go, en los cuales es diffcil notar los tabigues.

Estas bacterias son siuempre inméviles; parecen estar ro-
deadss de una sustencia gelatinosa: algunos bastonss parecen Dro-
vistes &e vaina. El azufre se deposita en el medio, aunjue en al-
gunos casos se na observado en el interior de los bastones que
vresentsbvan entonces un ancho mayor que el normal, con aspecto de
gotas refrinzentes, de borde negro, alargadas , adaptdndose al con

torno de las 2&lulas.

2,.=- Caracteres de cu;tivo?,Desarrollan bien en medio 1li-
quido de Yar hdiel, en tubos con tapén de vaselina-varafina, pexro
se chbtiermer z2jcres resultados usando el mismo med o agarizado al
juido Zorman conglomerados o copos de color verde
er el fcnlc y las paredes del tubo; observadas al microscopie,
también las célulass aisladas presentan color verde.

2..- Accidn del sulfuro de sodio y delpdi Con 0,03% de

sulfurc hey poco desarrollo a pH 6,5 - 7 - 7,5; el mejor con pH 7;

con C,17 e sulfurc, tuer decsarrollo a pH 7 - 7,5; menor a pH 8,
Con 0,3% i1e sulfurc, el desarrolio es =ds lento pero muy bdbueno a

PH 7,5. zn ¢

1)

zerel ccrrmenor concenyracibn ze sulfuro de sodio

desarrolian g oI menor.

4).- Aceidn del bicarbonato ce sodio:. Hay buen desarrollo
cen {,1- C,2 - ,5%, pero el 6ptimo cs 0,2%.

5,.= Accién 3del clorhiro de sodio:. El sgregado de esta sal
no favorece el decarrodlo.

6,.- Fuente de agufre: No son capaces de utilizar tiosul=
fato de scdio.

7,.~ FPuente de nitrdgeno: El desarrolio 2s muy duero con
cloruro de amonio y sulfato de amoni® al 0,03 y 0,1%; menor con

sulfato de amonio al 0,3%; ew escaso con nitrato de sodio 0,03 y

0 o



8).- Accibn de las shstancias orgénicg§1 Con sustancias
crgfnicas y sulfuro de sodio hay desarrollo Unicamente con extrac-

to..e carne {,C3.,

iesarrcl.ic se cbtiene con peptona al (,l.; el desarrollo es menor
ccr exztirects Je carne, pertona 2l .,3% y extracto de levadura al
2, 7 7 J,l%; el iesarrollo cs escaso con pevtona (,03% y lactato
¢ sodio al C,clhk.

Zxr ls cscuridad no se obtiene desarrollo en medio con sul-

>ixc iz s¢iic ni con medios con sustancias orgfnicas.

®,.- Zosicifn sistemfitica de las bacterigs estudiadas;j
slarcn *res cepas provenientes @e aguss, Estas bacterias po-

gr. ssr consideradss adoptando el punto de vista de Van Niel,
vercctentes al génerc Chlorobium, dnico revresentante de ls-

ze2zerigs verdes descrivto 4B la literatura. Bste género no fue

T rc =z =22i: sUn incorporado en la dltima edicién de la clave de
_sz-e3: =1 sz& acepta el punto de vista znteriormente citaao, el
zismc leterfa figurar ontre las bacterias del azufre posecdoras
e 7io:ntc cspaces de efectuasr fotosIntesis. La diagnosis dada

Tcr -ucnegren es la siguilente:

[O1N

nero Chlorobium.

~
>y

Tirmtre gendrico vropuesto yor Nadsom en 1906, de acuerdo

ST =BaCWE Dparay
Cr:enismo sue contiene clordlfiia verde, que el autor con-

iiera ¢ir. v=2rteneciente a las vasteriag sunque lo relaciona con

S2ticncozzcus bacillaris.

28339N no menciona ;ue se trata de una bacteria del azufre.

¢ describe como un micrcorganismo everde con clorSfila inactiva.

e



que esté relacionado con pegueflas cianoffceas unicelulares. Dice

que las tacterias verdes citadss por Winogradsky son generalmente

Chlorobiur liricola.

Zecsrecto e lea especie se.ha considerado conveniente in-
cluir ‘e forma representada por las tres cevnas queée se nan estudig-
dc er este travajo, en la Unica descripta hasta shcra Chlorobium
liricols Lgdson, suncte lacs mismes presentan eslguras diferencias

aséescrircidr criginal que es la que sigue:

«
O
[
—
e d

Srioroviur limicola Nudson? Cocos de U,4 - 0,5 de dié-

iviizgzifn zer 3ivizidn transversal. Cadenas comunes en ambas for-
mes; Lac 28%frizegs v lac de bestones. ('e presentan formas de in-




Capitulo V.

Consideraciones generales.

Zze cuestiores més importantes gque dekten cer ccnsidera-

das cor resrecto ¢ las bacterias del azufre, se refieren a dos

.= .rrcrigr.cia del azufre o sus compuestos en el meta-
tclismp de estas bactermas.

Z2,.- ~ticecibn sistemética de las mismas,

t ze-u.is cuestidn ncdria ser resuelta si se lograra

estullar perfectarent: €l metabeclisro de estos microorganismos y

siexpre que s¢ llegera a gdoptar un ceterminado criterio, ya sea

ollgico para la clasificacién de todes las bac-

I+

rmorfoldgic: ¢ 2fis
terigs ern gsrere.,
roolexs 2crzicste ern realilgd en cdetermincr si se jus-

tifice 1z exissenciz e ur rien ~cr lsz derorxinacién Thiobacteria-

les, la jue iriizerfa ;ue el gzufre tiene & su cargo urn vapel im-
rortante er reiaciln corn lcs orgerisres gue constituyer dicho
oraen,

Zn el rresente trabajo se han estudiadc diferentes begc-
terias iel szzufre gque pueden separcrse, teniendc en cuenta su me-

tebtclisme, comc sigue:

- N\

1,.- Bzcterias incoloras, autétrcfas absclutes, gue lle-
vun a catc juiriosintesis, incapaces de desarrollar con sustancia
orgdnices como fuente de carbono y que necesitar utilizar azufre

0 alguno de sus compuestos para su metabolismo.Son las gque se han

identificado como Thiobscillus thioparus y Thiobacillus thicoxidans




Z,+— Bacterias incoloras, capacces de efectuar quimic-
sintesis utvilizando #&cido sulffidricc y formancdo azufre, elemerto
sjue Zzrcsitan en sus cdlulas , pero también capaces de desarrollar
cor sustarncias orgdnicas, es decir, sutétrofas facultstivas. Co-
rregporisrL 2 la cepa jue se he identificedo ccmo Beggimtog. En lo
:2e ce reZlere a Thiocthrix, no puede ser considerado aguf, por

. naterce cernsegulido cultivos puros.

¢}

, .- bacterias poseedoras de pigmento, que efectdan fo-
tosintesis ; gue no pueden desarrollar en ausencia de la luz. Es-
tse -uelen & su vez, utilizar sulfuros y formsr azufre y también
desarrollsr con sustancias crgdnices, existiendc algunas que pre-
fieren msiice irnorglnicos y otras cuyo desarrollo es :ds abundan-
te en redics crgénices.

“n lo referente 2 la de.ocicidn de granulos d e azufre,
se presentaron loe siguientes cascs:

1,.- Bacterias incoloras, que aepositan azufre en el
exterior,

2,.= Bacteries incoloras, gue depositan azufre en el
interioe,

3).~ Bacterias con pigmento rojo, que depositsn azufre
e el interior.

4,.- Bacterias con pigmento rojo o verde; gque depositan
azufre en el extericor.

Y en cuento a la forma de las bacterias estudiadas, se
presentaror los tipos siguientes: 1)filamentosas m6viles, 2,f1ila-
mertosas fijas, 3)bastoncitos méviles, 4)bacterias de forma elfp-
tica o cilfndrica, méviles, 5)vacterias de forma esférica méviles,
que pueden formar grandes agrupaciones no dotadas de movilided,

6,vibriones, 7)espirilos.



Es evidente gque se trata de un grupodde bacterias muy
heterogénec, considerado desde cualguier punto de vista.

Se podrfia intentar la separacién de las bacteriass del azu-
fre, en tase a su morfologfa; en tal ceso no existirfa un Crden

especial jue agrupara a dichos gérmenes: estos se hallarfan ubica-

13
fu
[{3]

dos en grenées grupos morfoldghces de bacterias,segﬁn fueran bas-

tcncitos, filarentos, vibriones, espirilos. k¥ste es el fundamento

vez, dertx ie los grendes grupos mcrfoldgicos, podria hacerse no-

en la derominacién del zénero, si el azufre o los pigmentos

ct
o
H

tizrexn =h recel importante.

erc existen caracteres fisiol8gicos gue son de importan-

hechc de jue 1:°s crzanismos provistos de pigmento pcsean la impor-
tante rrerisiad de ser fotosintétdcos, justifica, para estos auto-
res, a Zcr-zcidr de un Crden con los mismos. Dado gue estas bac-
serias no scr cziaces de desarrollar en ausenciade laluz, es 16-

zicc gue =z elevan a la categoria de brden, por presentar un ca-
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ial ae tanta importancia.
2L cemtdo, dentro del orden de las Thiobecteriales, con-

siderzio exn l2s clasificaciones actuales, se han inclufdo bacterias,

P2
'
[0
ot
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scr muy diferentes morfclégicamernte, sino también fi-
siolbgicamente: en la formacién de este Orden no se ha seguido

un criterio dnico; no hay un fundamento morfongico, puesto gue
en el niszo existen las formas mds diversas de bacterias, ni fisio-
;6gico, puesto que agrura tanto orcanismos aut§trofos como hete~
rétrofcs, organismodf gquimiosintéticos y fotosintéticos. En cuanto

a la designacifn de Thiobacterigles, tampoco se justifica, porque




el azufre, en algunos casos, no tierme ninguna relacidén con la mor-
fologfa ni con la fisiologfa.

=n las familias consideradaa ea el orden de las Thiobgc-
terxiales se hace a veces diffcil la ubicacifn de algunos gérmenes,
debido a la imrportancia que se asigna al hecho de que las célulss
conterzar ¢ ne azufre en el interior, diferencia‘®en la cual se
funda la forzacibn de las subfamilias, dentro de la familia Rhodo-
tacteriac . Zxistennbacterias rojas, que utilizando compuestos
el gzufre 7 forrando grénulos de dicho elemento, me lo depositan
en su interi:r; estas nc pueden encontrar ubicacidn en las clasi-

icg2icrnzs. Semar Var Niel, el necho de cue el azufre se deposite
- —;a:.——_:——’ a =

lantrc o 2eraz le las células no tendria gran importancia, pare-
cieni: iz2vemiszr zagfin este autor del tamaic de las bacterias. Por

-

m8s 18gico hacer una separacidn euntre las bac-
terias rcszszicras de pigmento, segin que tuvieran o no la propie-
iad fe utilizar ccxpuestos del azufre, aunque pudieran también de-
zarrcller 21z zusztzrcig:z cridnicas; todas las bacterias con pigmen~

tc, ¢cszrsczs Iz utilizar compuestos del azufre, formendc azufre,

sue dercsiter ore sn el intericr, cra exn el sxterior de las mismas,

L

ar szer reunidss en un mismo grupc. s decir gque las becterias
lescririss srn 2l gruvo b). en el presente trabajo sungue no depo-
titen azufre en el intericr de sus célules, podrfan pertenecer a
la subZexilis ZlLromatioidege, siempre que en la misma no ce espe-

cificare zue el ezufre esté contenido en las células, dejando las

)2

subfarilia Zkodobacterioidege rera gquellos organismos con pigmen-
to fotosirntéticze, que no son capaces de utilizar compuestes del az
azufre y Jesarrollam sdélamente en medics orgénicos.

Firalments, habrfa jue mencionar, en la descripcién del

Crden, las formas con pigmento verde ademfs de las de pikgmento



rojo.

*n lo que se refiere a las demds bacterias del azufre,

Stanier y Jen hiiel adoptan un criterio merfoldzico. Parece también

-

rtads ls orinidn de estos autores, en el seantido de agrupar a

ac
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las tacteriazs filementosas juntameate con las Cianoficeas. Por lo

qie se ra visto en el presente trabajo, gl tratar de le finica cepa

identificeis 2cxz: Beggiatoa, su semejanza con las cianoficeas ed
tar estrecha :ue rermite abrigar dudas sobre la sexactitud de la ide
idanzificasifn, pul

, puliiendo suponerse que se trate de una cianoficea

b
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Capitulo VI.

Ccnclusioned.

D2 lacs experiencias realizadas en la presente investisa-
cifn pusien deducirse las sigulientes conclusiones:
1l .- Fara la obtencidén de cultivos de enriguecimicnto

[
ie las bacterias del azufre, dio buen resultado ek método de ¥ing-

gradsky, y& Seu en gerobiosis para las formas incoloras, o en an-
aerobliosis raru las formas pigwentadas,

<,.~ Se consiguieron cultivos purcs de Beggiatog, utili-
zandc el método sencillo e ingenioso ideado por Cataldi. Lo pudie-
ron obtenerse cultivos puros de Thiothrix.

3,.- Con los métodos desarrollados en el trabajo no fue
vesible cbtener el cultive artificial de bactverias inccloras de la

sélamente en pocas oportunidades se obser-

varcr 2lgunas en numerc reduckdo en los materiules de origen o en
tcs cultivos de enriquecimientoa

4).- Se obtuvieron cultives purcs de Thiobacillud thigpa-
rus y Thiobacilius thicoxidans, bacterias autétrofas absolutas,
;ue neca9sitan utilizer azufre ¢ alguno.de sus compuestos como fuen-
te de energfa para la sintesis de la sustancia orgénica de sunpro-
toplesra a partir del emhidrido carbénico.

5,.- Los métodos utilizadoe por Van Niel en su estudio

sobre las tacteries rojas y verdes, fueron empleados en el presente -
trabajc ccn muy buen resultado, hebiéndcse obtenido em esa forma cul

cultivos puros de dickos organismos.

6,.— 21 estudio fisioldrico «de las cepas aisladas ha per-



mitido comprcbar que, a excepcibén de las pertenecientes al género

Thiobacillus, todas las demis son capaces de desarrollar, en mayor

o renor graio, en tedios en cuya composicidn intervienen sustancias
orzfnicas, entre las cuales resultd favorable, en general, sl lac-—
tato de sodic; también se produjo desarrollo con sustencias orgé-

cas cczrlejas, como ser: extracto de carne, extracta de lsvadum

7 .~ las bactermas poseedoras de pigmento nc fueron capa-
czs de 3essrrcller, en ningdn caso, en susencia de la luz, ya sea
wtilizeric zsiiss de cultivo inorgénicos, con sulfuro de scdio, o
:z szstancias crgfnicas. .1 proceso fotodintético parece
rortancia que el quimiosintético en el metabolismo

g _gs Tarvsrigsz mencicnedas.

1, tor ro existir buenas aescripcio-
nss 3e ics gfrercs :n .us rodrfan ser ubicadas, debido especial~-

e a. rersrt: ie no haberse referido en las mismas a cultivos

1(,.~ ~lgunas de las especies aisladas correspondientes
e las becterias rojas y verdss del azufre, no pudieron ser oxactae-
mer.te identificadas, ni siquiera con los géneros exhistentes en las
ciasificaciones, lo que seflala la exactitud de las observaciones
ce Van Kiel, e n el sentido de la neccsidad de realizar un estudo
sisterdticc detalladc de las mismas, ccn gran ndmerc de cepas, pa-

ra poder tntentar ux nuevo sistema de clasificacidn.




Carftulo VII.

Resumen.

Z1 rresente trabejo tuvo como finaslidad la de describir
¥, e lo pcsitle, clasificar, less diferentes bacterias del azufre
;te se Lallaran en muestras de aguas estancacas y tierras de Jjar-
¢frn ie los alrededores de Buerncs dAires,

Lzs bacterizs del azufre son orgenismos autbtrofos, cape-
2es de utilizzr el anhidridc carbbnico como fuernte de carbono pa-
ra elatcrzr ia sustancia orgénica de su protoplasrwa. Intre ellas
exicter formas incoloras, las que, mediante la oxidacifén del azu-
fre o sus compuestos cbtienen la energfs necesaria para llevar a
cabc la sfntesis de la sustancia crgédrica: efectdan quimiod{ntests.
Otrus, poseedcras de pigmentos, Sofn ademds fotosintéticas, es
decir que lu energfa rediante es un factor esencial »nara su meta-
bolismec.,

Zstos organismcs despertaron siempre gran interés, exis—
tiendo a su respecto diversos trabasjos, entre lcc cuales, los que
aclaren mejor su ccmportaciento fisioldgico soB los de Winogradsky
err 1o gue se refiere a las bacterias incoloras con azufrecen su
interior, los de Ygr Niel, sobre las bacterias rojas y verdes y
los de jjgksman y Starkey sobre las bacterias incoloras gque cxiden
szufre y tiosulfato depositando azufre en el exterior,

in este trabajo se aislaron, de aguas, 6 ceras de Th, thio-

parus ¥y 1 de ih, thicoxidans. Las bacterias de ¢ste grupc fueron

enriquecidas eh medaios con tiosulfato o con azufre y aisladas en m

medios sdélidos con tiosulfato.



Se obtuvieron buenos cultivos de enriquecimiento de las
bacterias filamentosas Begziatoa y Lthiothrix, utilizando el método
.6 WinosracsdLy, besado en eluso de heno y sulfago de cealceio.

2 82:18 una cepa de Be_ixtatoa alba, mediante el método
e Cotzlil, fundsao en la proviedad caracteristica de dicho Jermen
-& .Cs2er un ~coviriento deslizante y en su capacidad de desarro-
llar en rmedios con sustancias orgénieas.

Se2 cotuvieron cuitdvos de enriqueciniento de iThiothrix,

probablemente :iniothrix tenuig, »nero no ue posible conseguir su

aislamiento.

30 fue tampoco posible enriquece® en forma apreciable
las vacteria:s pertenecientes a la familia Achromatigceas.

I ediente las excelentes directivas eunccntradas en el tra-
bajo de Van Niel, fue posible reclizar el estudio de algunos repre=-
sentartes de las bacterias rojas y verdes. Los cultivos de enri-
quecimiento de las mismas se obtuvieron con el métod de winograds-
Ky, logréndcse la anaercbiosis por .el método de Beijerinck. Yam-
bién se usaron para el enrigueciniento el medio Ge Yapn liiel y d
de Lehner. 1 eislamientc :z2 efectud a partir de las colonias ob-
tenidas en tubos de agar, en el redio de Van niel.

La fisiologia we estos gérmenes permitié comprobar que,
ademis de desarrollar en :.edios inorgfnico:s con sulfuro de sodio
son capaces de utilizar compuestos orgdnicos para su crecimiemto.
Pero si la guiriosintesis parece no tenecr ura gran importancia,
la fotoufntezis tiene 2 su cargo el papel principal en 21 metabo-
lismo de =ctas bocterias, .uesto gue ellas no haen podido desarro-
llar en la oscuriasd en ninzguno de los redios utilizados.

Las tres cepas verdes se identificaroh como Chlorobium

liricola Nadson., ..n cuento 2 la identificacién de las cepas ro jas,




r2:21t8 zur dificil, sunjue las micmas pueden estar comdrendidas

ar. 1cs tres tipos morfolégiccs de Yaniiel: Chromatium, rthiocystis

- Issulcrores. Se aislé ademés una bacterie rojs en forms de espi-

.
q 4 . LN

“n cuanto a lea claéifﬁbé01§h ﬁé:iﬁs formas con pigmento
sirntético no he podido resclverse exactamente debido a que los sis-
tezas existentes han sido hechos , en su casi totalidad, basados
:n observaciones efectuadas con cultivos impuros. En posesién
ghora del rmétodo simple de Van Niel para los aislamientos y aumen-
tendo suficientemente el nimero d e cepas en cultivo puro, podré

procederse a su ordenscién de acuerdo con una nueva sistemdtica

mis raciongal.
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