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La fijación biológica del nitrógeno molecnlar es un proceso funda
mental para los ciclos biogenéticos que se desarrollan en el suelo. En la 
molécula proteínica, el nitrógeno es el componente fundamental; su fuen
te es la atmósfera, en donde se encontraría en estado inutilizable, para 
tnda forma superior de vida vegetal o animal, sin la existencia de deter 
minados nicrorganismos capaces de transformar el nitrógeno molecular 
Ul nitrógeno asimilable. Salvo pequeñas cantidades de nitrógeno fijado 
por vía físico-química (por descargas eléctricas), todo el nitrógeno nece
�ario para la vida es fijado por estos microorganismos. 

Fué Winogradsky (1) qnien, a finales del pasado siglo, dió pruebas 
sobre la "fijación de nitrógeno por cultivos puros de bacterias anaerobias, 
Bciierinc1: '(2) (3), en 1901, confirmó el mismo descubrimiento en bac 
terias aerobias, y en los siguientes años se- dieron otras mucnas noticias 
sobre las existencias de otras bacterias fijadoras de nitrógeno, la mayo
ría de las cuales no fueron confirmadas como -tales. Los primeros cul
tivos de bacterias :uuerobias efectuadas por Winogréldsky pertenecían 
a 1 género Clostridium y las bacterias aerobias de Beijerinck eran Azoto
bacter, ambos géneros son heterotrofos y fijan el nitrógeno de un modo 
no simbiótico. Por simbiosi� con leguminosas, fija el nitrógeno el género 
Rhizobium. También parece haberse demostrado son fijador�s, algunas 
algas microscópicas (Cloroficeas y Cianoficeas) y más recientemente se 
han descrito ciertas bacterias fotoautotrofas pertenecientes al género Rho
dospirillum (4) (5), que también presentan dicha propiedad. 

La gran importancia económica de la fijación biológica del nitrógeno 
resalta en los cálculos efectuados por Li pman (6), que la valora en un 
60% del nitrógeno recibido por las superficies cultivadas en los Estados 
fTnidos. Gran parte de esta cantidad es fijada por los Azotobacter debido 
a la gran abundancia que existe en suelos y aguas, así como debido a su 
gran capacidad de fijación. 

Han �i<;lo publicados una gran cantidad de trabajos dirigidos en su 
mayoría al estudio de la capacidad fijadora del nitrógeno con miras a su 
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aprovechamiento en la agricultura; sin embargo hasta el momento no 
existe desde el punto de vista bacteriológico un estudio bien definido de 
Coste género, razón por la que hemos efectuado el presente trabajo dirigi
do a la bacteriología del mismo y del cual se deducen también resultados 
para la taxonomia y otros aspectos que pudieran ser de utilidad práctica. 

Material y Métodos 

Antes de iniciar el estudio bacteriológico del género Azotobacter, con
sideramos como fundamental el tener en nuestro Laboratorio una colec
ción de 135 cepas de Azotobacter. Cuatro de ellas son especies tipo cedi
das por el Instituto Pasteur de París y corresponden a las especies Az. 
chroococcum, Az. beijerinckii, Az. v'inelandii y Az. agile; las restall
tes son cepas locales procedentes del suelo de la Vega de Granada y que 
((mocemos con un número que corresponde al orden de aislamiento o al 
número de la muestra de tierra de la cual se aisló 

Medios de aislamiento, cultivo y conservación de los Azotobacter 

Medios de aislamiei.1to.-En el aislamiento de los Azotobacter hemos 
de tener en cuenta la fuente a partir de la cual los vamos a aislar, pues 
según sea tierra o agua los métodos y medios empleados serán diferentes. 

Para verificar el aislamiento a partir de la tierra, el mejor método es 
d usado por \t\Tinogradsky (7), llamado de las placas con tierra mojada. 

Si el aislamiento del Azotobacter se verifica a partir de las aguas se 
emplean medios líquidos. El utilizado es la solución nutritiva de Vino
gradsky (8), en la cual se han tenido en cuenta todas las necesidades mi
nerales de este género, además se le añade la fuente carbonada en la can
tidad apropiada. 

Medios de cultivo.-El medio que generalmente usamos es el llamado 
medio base 77 para Azotobacter de O. N. ABen (9). La fuente carbonada 
que se añade puede ser manita al 2 por 100, alcohol etílico al 0,7 por 100 
y mejor que esto, una mezcla de glucosa y maltosa, al 1 por 100 que �a
vorece el crecimiento rápido de todos los Azotobacter. 

Medios de conse1'vación.-Una técnica que se puede emplear para 1;1. 
conservación de los Azotobacter, una vez aislados, es la del tubo de 
tierra inclinado. Se humedece la tierra con una solución de manita 
al 2% y fosfato al 0,2%, se introduce en tubos alisando la superfiC1� 
con una espátula, de manera que semeje un tubo de agar inclinado. Se 
esterilizan durante 20 minutos a 1200 y se siembra el germen aislado, 
utilizando el asa de platino o mejor una pipeta Pasteur con una sus
pensión del germen en solución salina. Se lleva a la estufa a 280 y a 
los 2-3 días aparecen las colonias típicas del Azotobacter. Después se 
colocan a temperatura ambiente en lugar oscuro en donde poco a poco 
se desecan la tierra y los gérmenes. 
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Este método nos ha dado resultados excelentes pues en más de un 
centenar de cepas aisladas en nuestro laboratorio, a los tres años de 
conservación, solamente 3 ó 4'}{, dejó de crecer al pasarlas nuevamente 
a un tubo inclinado de agar 77. 

Tinciones 

Los Azotobacter debido a la abundancia de mucus qne poseen y al 
depósito salino de sus medios de cultivo, no son fácíles de teñir por 
los métodos corrientes de tinción, pues debido a estas causas el fondo 
queda coloreado y no se ve bien definida la forma de las células. 

Para la tinción, lo mismo de formas jóvenes que de quistes, hemos 
utilizado un método ensayado por nosotros con el, cual hemos ohtenido 
magníficos resultados. En una doble colaboración verificada con la 
técnica siguiente: una vez fijada la preparación, teñir con Rosa de 
Bengala al 1 % y fenicada al 5'X, durante 30 segundos, lavar con agua 
y teñir con violeta de genciana acuosa a la concentración de 1/5.000 du
rante 15 a 20 seguudos. Ambos colorantes deben estar recién filtrados 
de lo contrario el fondo no aparece nítido. En vez de la solución de 
Rosa de Bengala da también buen resultado la Eritrosina a la mIsma 
concentración. 

Con esta té-:nica podemos observar no sólo la forma dE. las células 
sino también su interior. En los quistes se observa claramente la sepa
ración de las dos cubiertas externas. Este método tiene además la gran 
"entaja de teñir las formas jóvenes más intensamente que las viejas. 

Concentmción de co�orantes.-A un matraz conteniendo 50 c.c. de 
2.gar 77 estéril y fundido se le añade el 1 % de maltosa-glucosa y el co
lorante necesario para que queda a la concentración deseada.' Se agita 
y se reparte en cuatro placas de Petri, que una vez �olidificadás y secas 
se siembran usando el asa de platino, con una suspensión, hecha en 
�;olución salina, de cada una de las cuatro especies tipo (o bien otra 
cualquiera), crecidas recientemente en agar 77. Se llevan a la estufa 
a 28° y a las 48 horas ya se puede observar la iniciación del fenómeno 
de la concentración, aunque debido al pequeño tamaño que presentan 
las colonias no se aprecian bien las diferencias entre ellas, cosa que., se. 
produce claramente a las 72 y 96 horas. 

Tnhibición de los azotobacte1' pO?' la técnica del papel impregnado.-
Esta técnica consiste en pesar el colorante necesario para obtener una 
solución de concentración conocida, que en la Pironina es del 1/500, 
para la Safranina es 1/250 y para el Telurito potásico 1/2.000. Esta 
s"lución se coloca en recipientes de gran superficie. En ella se intro
duce el papel \iVhatman N.O 4 cortado en trozos apropiados y se tienen 

introducidos durante un minuto, ayudándose con unas pinzas pa�a que 

b impregnación sea uniforme. Transcurrido el tiempo se sacap, con las 

pinzas los papeles y se secan bre:ve?TIente entre papel �e filtro para 

quitar el exceso de colorante, termlllandos�. de secar .al aIre, procu�all

do que toquen 10 menos posible en algún SItIO, pues Slll0 no se consIgue 
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una impregnación uniforme. Una vez el papel seco se puede cortar en 
(lÍscos de un diámetro aproximado de 7-8 mm. Estos discos se colo·· 
can sobre p¡acas de agar 77 sobre las que se ha extendido uniforme
mente una suspensión de gérmenes. Se llevan las placas a la estufa a 

28° y a las 24 horas ya se puede observar, si los hay, los halos de inhi
bición alrededor de los discos. 

Resultados y Métodos 

La morfología del Azotobacter en cultivo puro es considerablemen
te variable, e,xistiendo diferentes tipos de células que no son estados 
independientes sino formas pertenecientes a un mismo ciclo de vida. 

No se puede establecer de un modo rígido la forma y tamaño exacto 
de las células en sus diversos estados de desarrollo, pues en la marcha 
del ciclo influyen la fuente de carbono utilizada, las condiciones am
bientales y las diferentes especies. 

Para su estudio, nosotros hemos partido de una fase de su ciclo cla
ramente definida y hemos seguido la evolución de las diversas formas 
hasta llegar nuevamente al estado inicial. El estado más claramente 
definido y

. 
con caracteres más fijos consideramos que es el enquista

miento, por ser un estado de reposo. Los quistes presentan una forma 
esférica perfecta, de un tamaño aproximado de tres micras con dos 
membranas perfectamente delimitadas, y una parte central que se ti�e 
más intensamente. 

Se ha tenido en cuenta la influencia que puede tener la naturaleza 
de la fuente carbonada, por 10 que hemos empleado en el estudio del 
ciclo seis compuestos de carbono diferentes en medio líquido con solu
ción nutritiva de Winogradsky. Ellos fueron: glucosa, manita, alcohol 
etílico, alcohol butílico, acetato cálcico. 

A 13.$ 10 horas ·de cultivo se puede observar ya que aproximada
mente la mitad de los quistes han germinado por rotura de su mem
brana exterior dando lugar a células jóvenes en forma de bastón muy 
pronunciado y que presentan una ligera escotadura central. Tienen un 
tamaño aproximado de 2 por 4 micras siendo el tamaño del Az. chro
ococcum un poco menor que el de los Az. beijerinckii y Az. vinelandii. 
En este tiempo la germinación no se ha iniciado en todos los medios, 
estando los quistes en alcohol butílico y en benzoato sin germinar. 

A las 18-24 horas podemos afirmar que en todos los medios ¡os quis
tes han desaparecido, en su lugar aparecen las células jóvenes descritas 
anteriormente y en algún medio las hay también ovales. 

A partir de este tiempo aparece un período que suele durar de dos 
a tres días más en el cual las células jóvenes van acortando su longitud 
haciéndose cada vez más cortas y gruesas, terminando por ser ovales 
o esféricas. 

Sobre el sexto día de cultivo las células son todas cocoideas, apa
reciendo su interior no uniformemente teñido sino semejando un mo
saico de inclusione:, refringentes, llamado por Winogradsky estad·') 
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prequístico, suele tener poca duración y al final del mismo el proto
¡:lasma se contrae y aparece la doble membrana características del 
quiste, con lo cual se ha formado el estado inicial del cual partimos. 

Este esquema general del ciclo tiene lugar, salvo pequeñas varia
Clones, en medios con alcohol etílico, butílico, acetato y benzoato. 

El ciclo descrito presenta variaciones sustanciales en los cultivos 
con glucosa y manita. La principal desviación del ciclo en estos medios 
se refiere a la producción de quist�s. Estos se encuentran en pequeña 
l,roporción aún en cultivos viejos no encontrando un carácter fijo para 
su producción, ya que ésta parece que es más bien esporádica. Nos
otros hemos observado cultivos de 20 días sin que en ellos hayamos en
contrado la presencia de quistes. 

Generalmente el ciclo de vida descrito es el que, salvo las variacio
¡,es señaladas} siguen las especies Az. chroococcum, Az. beijerinckii 
y Az. vinelandii, no habiéndose observado ningún ciclo eu el Az. agi
le. Este permanece siempre en forma ovalada o redonda y únicamente 
el' cultivos muy recientes hemos podido observar algunas formas alar
tadas que rápidamente se vuelven redondeadas. Ni las diferentes fuen
tes de carbono, ni los cultivos de más o menos edad producen variacio
nes claramente notables en la morfología de esta especie. 

En la taxonomía de la' familia Azotobacteriaceae se describe el gé
nero Azotobacter indicando en el mismo la ausencia de esporas. Bis
set (10) señala -que en un medio de agar a las 2-3 semanas la mayoría 
de las células se transforman eu quistes con todas las características 
aparentes de las esporas, como demuestra por su dificultad a la tinción 
y su resistencia al calor. El admite como ciertas la formación de espo
ras en el Az. chroococcum. 

Nosotros hicimos a una preparación de un cultivo de Az. vinelandii 
de tres meses que estaba totalmente enquistado, una tinción de espora:3 
por el método de Moeller y observamos que algunos quistes aparecían 
teñidos en rojo, es decir, eran ácido-alcohol resistentes como aparecen 
las verdaderas esporas. En cultivos enquistados, pero recientes, no en
contramos formas teñidas en rojo. 

Nuestros cultivos con formas teñidas en rojo se calentaron a 8Y 
durante 5 minutos y nunca obtuvimos crecinJ,iento al sembrarlas nue
vamente. Por esto y en contra de Bisset nosotros no admitimos la for
mación de verdaderas esporas como tienen lugar en �a familia Baci
ilaceae y hemos adoptado el nombre de formas ácido-alcohol resisten
tes para denominar las formas teñidas en rojo. 

Hicimos un cultivo de Az. chroococcum en un medio desfavorable 
c'Jn lo cual se debía conseguir una rápida deformación de estas formas 
kñidas en - rojo ante las desfavorables condiciones ambientales y pu
ciimos. observar que aparecían gran número de formas redondas tenidas 
t'n rOJo. 

Las formas ácido-alcohol resistentes tal vez podrían ser considera
das como un estado de resistencia a condiciones ambientales muy des
favorables. Estado - de resistencia que sería más avanzado qiie los 
quistes. 
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Se ha estudiado la formación de estas formas ácido-alcohol resisten
hs en los Az. chroococcum, Az. beijerinckii y Az. vinelandi{ y en las 
c(:pas locales 1, 10 Y 334 (correspondientes a Az. Beijerinckii) y 17 
(correspondiente a Az. chroococcum), en medios con alcohol butílico. 
En el Az. agile nunca hemos encontrado estas formas ácido-alcohol 
resisten tes. 

F01'1nación de pigmenlos.-Una de las características típicas del gé
nero Azotobacter es la producción, por sus especies, de diferentes pig
mentos que han servido muchas veces de único carácter diferencial en
tre las mismas. 

Su estudio detallado lo hemos verificado empleando medios de cul
tivo líquidos y sólidos con diferentes fuentes de carbono para observar 
la influencia de ésta sobre la aparición del pigmento. 

Por los resultados obtenidos vemos que los pigmentos se forman en 

mayor cantidad en medios sólidos, o al menos, aquí es en donde se apre
Clan más fácilmente por estar más concentrados en un mismo lugar. 
El Az. chroococcum cuando produce pigmentos siempre es pardo os· 
curo más o menos intenso y débilmente fluorescente a la luz ultravio
leta El Az. beijerinckií sólo produce pigmento claro en patata. Los 
Az. vinelandii y Az. agile producen pigmentos verde amarillentos 
fluorescentes a la luz ultravioleta. 

Cucimiento a diferentes pH y vm'iaciones del -rn·isrno.-El pH ópti
mo de les Azotobacter está entre 7 y 8, salvo el del Az. beijerinckii 
que parece se desarrolla mejor a pH 6,8. 

Los resultados obtenidos fueron \os siguientes: a pH 4,5 no creció 
llingún germen de la colección, a pH 5 sólo presentan un ligero creci
miento el Az. beijerinckii y el Az. vinelandii, éste en mUy.pequeña 
proporción, y de las cepas locales crecen a este pH un 15 %, siendo una 
de ellas un Az. chroococcum el núm. 55. Generalmente el crecimiento 
€Os débiL A pH 6 el crecimiento es total en todas las especies aunque 
rlgunas presentan un crecimiento no muy intenso. Crecimiento óptimo 
se observó claramente entre un pH 6,8 a 8, siendo el Az. beijerinckii 
el que tiene un óptimo más bajo. 

En cultivo en medios líquidos y sólidos hemos estudiado las vana
ClOnes de pH que tienen lugar durante d crecimiento. 

La producción de ácidos en ambos medios es muy débil y en medio 
líquido no es suficiente para hacer virar al indicador, posiblemente de
bido a que las sales del medio ejercen en éste una mayor acción amor
tiguadora que en medios sólidos. 

Utilización de las fuentes de carbono 

Las fuentes de carbono utilizadas por las especies del género Azo
tobacter han sido también objeto de nuestro estudio. Esto lo hemos 
efectuado tanto en las cuatro especies tipo como en las 135 cepas locales 
de nuestra colección. 
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Hemos estudiado 18 fuentes de carbono distintas. De ellas las más 
intensamente utilizadas fueron: glucosa, maltosa, manita, 1evu1osa, sa
carosa y alcohol etíhco. Siendo almidón y benzoato dos fuentes de car
bono especialmente estudiadas por el carácter diferencial que presenta 
su crecimiento en las especies Az. chroococcum y Az. beijerinckii. El 
Az. beijerinckii no utiliza el almidón, en cambio el Az. chroocof::cum 
crece intensamente en él. En benzoato crece bien el Az. beijerinckii '1 
!lO crece el Az. chroococcum. 

Acciones sobre el desarrollo de .Ios Azotobacter por diversos compuestos químicos 

A.-Concentración de colorantes. 

El punto de partida para el estudio de la concentración de diversos 
colorantes por los Azotobacter surgió cuando trabajando sobre produc
ción de ácidos en agar 77 con Rojo neutro de indicador, observamos que 
�n algunos tubos y por algunas especies el indicador había sido concen
trado en las colonias. Después hicimos la prueba sembrando en placas 
cíe agar 77 con Rojo neutro a una concentración mayor que la emplea
da cuando se usa como indicador y comprobamos que nuestra observa
ción había sido cierta. Pensando que 10 mismo que nos ocurrió con el 
Hojo neutro podría pasar con otros colorantes hicimos la prueba en va
nos de ellos, obteniendo resultados positivos. 

Encontramos que la concentración óptima para observar el �enóme
no estaba comprendida entre 1/25.000 a 1/200.000. 

Los colorantes empleados fueron numerosos: Azul de metileno, Azul 
alcalino, Azul BB, Azul Nilo, Verbe brillante, Verde de metilo, Verde 
malaquita, Rojo neutro, Rojo fenol, Rojo Congo, Pironina, Safranina, 
Tionina, Violeta cristal, Fuchsina, Fuchsina ácida, Sudán III y Pardo 
Rismark. De ellos, en donde mejor se puede observar la concentración 
es en Azul de metileno, Rojo neutro y Verde de metilo, a la concentra
ción de 1/50.000. 

La forma de concentrar el colorante es diferente para cada especie. 
En general, podemos decir que el Az. chroococcum presenta colonias 
uniformemente coloreadas. El Az. beijerinckii presenta un botón cen
tral más intensamente coloreado, siendo el resto más claro y las colo
pias son muy grandes. El Az. vinelandii presenta en sus colonias cua
tro zonas muy delimitadas: exterior incolora, después una franja es
trecha coloreada intensamente, sigue otra ancha y débilmente coloreada 
y el centro es puntiforme e intensamente coloreado. El Az. agile sólo 
concentra un colorante, el Rojo neutro, y presenta un botón central que 
!'e va difuminando lentamente hacia el exterior que es incoloro. 

Un hecho observado fué que los colorantes a diversas concentracio
nes producían inhibición del crecimiento, que tienen carácter diferencial 
entre las diversas especies del género Azotobacter. 

B.-I�edt�cción e inhibición del telttrito potásico. 

Siguiendo una técnica semejante a la empleada en la concentracióil 
t inhibición de colorantes, se ha efectuado un estudio sobre la reduc-
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clon del telurito potásico por las diversas especies del género Azotobac
ter, así como la capacidad de inhibición que presenta sobre las mismas. 

El Az. vinelandi es el más sensible de todas las especies, siendo in
hibido a una concentración de telurito al 1/150.000. Los Az. beijerinc
l.ii y Az. agile se inhiben a concentraciones superiores a 1/20.000. y 
1/40.000, respectivamente, siendo el Az. chroococcum el más resistente 
a la acción del telurito, ya que crece a concentraciones de 1/10.000 y 
li5.000. 

En concentraciones de telurito que no llegan a tener un efecto inhi
bdor sobre las especies del género Azotobacter, cada una de ellas lo 
reducen de un modo característico que pueden servir también como ca
rácter taxonómico diferencial. 

En el Az. chroococcum las colonias aparecen totalmente negras. El 
Az. beijerinckii presenta una morfología muy típica, tiene un punto 
central negro y casi en la periferia. presenta una franja circular dis .. 
contínua, de puntos negros, semejando toda la colonia una margarita. 
Las colonias en el Az. agile tienen un gran pareCido a las de Az. bei
jerinckii, presentando también un botón central de telurito reducido, 
pero su tamaño es menor. 

C. Inhibición de Azotobacter PO?' la técnica del papel impregnado. 

Esta prueba es una derivación de la técnica de inhibición del creci
miento de las especies del género Azotobacter por la acción de diversos 
colorantes a una concentración determinada. 

Los colarantes Pironina, Safranina, así como el telurito potásico, 
tienen un efecto inhibidor diferencial entre las cuatro especies del gé-
m,:ro. 

El Az. chroococcum no se inhibe por ninguno de las tres discos, 
el Az. beijerinckii se inhibe con la Safranina y débilmente con la Pi
ronina, el Az. vinelandii es inhibido intesamente sólo por el Telu
rito y el Az. agile es inhibido intensamente por la Pironina. 

Por lo sencillo de su aplicación y por su rapidez, esta técnica es de 
Í:�ran aplicación para conseguir prontamente la diferenciación de las 
¿:iversas especies del género. 

Aprovechando los resultados que nos brindaron estas nuevas expe
riencias y haciendo uso de su utilidad taxonómica, hemos clasificado 
las 135 cepas locales de nuestras colección, procedentes de la vega de 
Granada, habiendo encontrado que existen 9 cepas de Azotobacter tipo 
Az. chroococum que corresponden a los números 2, 17, 55, 103, 331, 
3 567, 3.585, 3.658 y 3.658'. Una cepa tipo vinelandii la número 3.615 
y el resto pertenecen al tipo Az. beijerinckii, no habiéndose encontrado 
uingún Az. agile. 

Estos resultados fueron nuevamente comprobados por nuestra t€-c· 
nica del papel impregnado con colorantes y Telurito potásico. 

Los resultados obtenidos por los nuevos métodos ensayados por nos
otros de la concentración de colorantes, de la reducción e inhibición del 
crecimento por Telurito potásico, así como de la impregnación de papel, 
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llOS lleva a la conclusión, en contra de la admitida por el Bergey's Ma
lmal (1 1), y por otros autores, de que el génpro Azotobacter present:l 
cuatro especies perfectamente individualizadas Az. chroococcum, Az. 
bebeijerincki, Az. vinelandii y Az. agile. 

R E SUM EN 

Se hace un estudio bacteriológico del género Azotob"cter, dando a conocer nueva9 

técnicas de coloración y de diferenteciación de especies. SI; pone de manifiesto la exis

tencia de formas ácido.alcohol resistentes. Las técnicas de concentración de colorantes, 

reducción e inhibición del crecimiento por el telurito potásico, así como la de inhibi· 

ción por discos impregnados de colorantes, permiten diferenciar las especies del género 

Azotobacter de un modo seguro y rápido, llegando a la conclusión de que existen cuatro 
especies perfectamente individualizadas: Az. chroococcum, Az. beijerinckii, Az. vine

laodii y Az. agile. 

RÉ SUMÉ 

00 fait une éiude bactérienne . du genre Azotobacter, en raisant coonaitre des 

nouvelles techniques de coloration et de différenciation des espéces. On met en évi

dence l'existence des formes acide-alcool résistantes. Les techniques de concentration 

des colorants, réduclion et inhibition de la croissance par le tellurite potassique ainsi 

que l'inhibition par dj�ques impregnés de colorants, permettene de diff érentier les es

péces du genre Azotohacter d'une facon sure et rapide, arrivant en somme á la con

cIusion qu'il existe quitre especes parfaitment individualisées: Az. chrooccocum, Az. bei

jerinckii, Az. vinelandii et Az. agile. 

SUMM A R Y  

A bacteriological study of the Azotobacter genus IS beiog made and new methods 

oí etaining and diffCJ'entiation of etrains are shewn. The existence of acid-alcohol resis

tant forms are poin�ed out. The workiog techniques of dye coocentratioo, reductioo 

and iohibition of bacterial growth by the potassium telluritc as wel as that of bacteria.! 

growth inhihitioll by disks impregllated with etailling substances allow to differelltiate 

the etraills of the Azotobacter genus in a reliable and quic,k way, reaching to the con

elusionthat there exist four etrains perfectly wel defined: Az. chrooccocum, Az. beije

rinckii, Az. villelalldii and Az. agile. 
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