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UN METODO RAPIDO DE DETERMINACION DE NUTRIENTES
POR MEDIO DE AZOTOBACTER

Por Rafael Bravo A *

INTRODUCCION

La investigacion de los suelos, especialmente la de su contenido
en sustancias nutritivas, tanto de origen organico como inorganico,
€s una de las ramas mas importantes de la ciencia agronomica. Miles
de trabajos cientificos nos demuestran claramente el valor de esta
clase de investigaciones. Los resultados obtenidos con estos experi-
mentos y trabajos tienen como fin primordial dar una indicacion al
agricultor, quien emplea el suelo como medio de crecimiento para
sus cultivos, los cuales han de servirle para la alimentacion humana
o animal, o para su posterior transformacion industrial, si su suelo
es capaz de garantizarle rendimientos maximos o si, faltandole di-
chas substancias nutritivas, segun la ley del minimo de Liebig, dis-
minuirdn sus cosechas y con ellas el valor intrinseco de sus tierras.

Con la introduccion de los fertilizantes en la agricultura, hecho
que se observo desde el siglo pasado, se introdujeron en forma si-
multanea métodos diferentes para la determinacion del contenido del
suelo en substancias nutrientes, los cuales permitian, ademas de di-
cho fin, llegar a conclusiones razonables sobre la cantidad de nu-
trientes que la planta aprovecha en forma inmediata o a plazo mas
0 menos largo y daban instrucciones sobre las cantidades requeridas
de fertilizantes con las cuales era necesario abonar un terreno para
obtener los mayores rendimientos o decian cuando ellos no hacian
falta, evitando con esto la inversién innecesaria de dinero en abonos
que la planta no va a aprovechar en forma inmediata.

Para la investigacion de substancias nutritivas en el suelo, se
han introducido dos grupos de métodos:
L& - - - .‘
1°—Los anélisis quimicos, que usan reactivos de esta misma natura-
leza para determinar las cantidades y clases de nutrientes apro-
vechables, o né, por las plantas.

2°—Los métodos biol6gicos, que en contraste con los analisis anterio-
;"_es usan plantas como agentes extractivos, para lograr el mismo
1n,

Los analisis quimicos tienen un alto valor intrinseco, de aqui que

‘_Tesis presentada como requisito parcial para obtener el titulo de Inge-
niero Agrénomo.
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los haya usado como punto de referencia para comprobar los resulta-
dos obtenidos por medio del “test” biolégico que he querido ensayar.

Los distintos métodos biologicos son objeto de una breve descrip-
cién en este trabajo. Ellos han sido creados bajo diferentes aspectos y
necesidades, que pueden enumerarse asi:

19—Rajpidez en la determinacion de substancias nutritivas.
2°—Necesidad de cantidades pequenas de tierra.

3°—Mayor sensibilidad de estos “tests”, que la representada por los
analisis quimicos.

4°—Conocimiento de las substancias aprovechables en forma inme-
diata por la planta.

5%—Falta de solucion extractiva ideal para los “tests” quimicos.
6°—Necesidad de métodos baratos para el analisis de suelos.

7%—Necesidad de pruebas facilmente asequibles, sin que sea necesa-
rio profundizar demasiado en los dominios de la quimica.

El método biolégice mas antiguo y mejor conogido es la técnica
de la parcela experimental. Sin embargo este método no es adapta-
ble para una aplicacion extensa por razoén del tiempo y gastos in-
cluidos y ademas porque son varios los factores involucrados en el
desarrollo del experimento: practicas de manejo del suelo, factores
climaticos y propiedades fisicas del suelo. Por esta razon se ha acu-
dido a métodos biolégicos que emplean menores cantidades de sue-
lo y en que el crecimiento de las plantas (superiores e inferiores) em-
pleadas, sea facilmente controlable en el invernadero o en el labora-
torio. El crecimiento comparativo de las plantas, o la extraccién de
nutrientes por ellas, de porciones de suelos sometidas a diferentes
tratamientos, se toma usualmente como indice de deficiencias de
nutrientes. Y aunque ellos puedan ser empiricos en su naturalez
constituyen una ayuda valiosa para quien se dedique al estudio del
problema de la fertilidad de los suelos,

Los métodos biologicos, exclusion hecha de los experimentos de
parcelas en el campo, se dividen en dos grandes grupos generales:

19—Aquéllos en que se emplean plantas superiores como agentes ex-
tractivos de nutrientes,

2°—Aquéllos en que son empleadas plantas inferiores, como bacterias
y hongos, para lograr el mismo fin.

METODO DE MITSCHERLICH

Los métodos principales en los cuales se emplean plantas supe-
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riores son: el cultivo en potes, técnica original de Mitscherlich (31,
1930) y el método de plantulas desarrollado por Neubauer (35, 1923).

Los experimentos de cultivos en potes, fueron conducidos por
Boussingolt (5) en 1838, para investigaciones de fertilidad de suelos,
pero se les concedié poco valor cuantitativo hasta cuando Mitscherlich
desarrollé el método con base en sus estudios del efecto de un solo
factor en el crecimiento de las plantas bajo condiciones controladas.

El método de Mitscherlich es una prueba de fertilizantes en potes
en gque se estudian requerimientos de la planta para Nitrogeno, Fos-
foro y Potasio, simultaneamente. Se usan para cada “test” potes de
metal esmaltado y eomo plantas extractivas se usa avena, la cual se
deja crecer hasta la madurez. La descripcion completa del método,
asi como de los demas mencionados en este trabajo se encuentra
en el libro “Diagnostic Techniques for Soils and Crops”, especial-
mente en el capitulo VII, de S. C. Vandecaveye (44).

METODO DE JENNY

A este método de Mitscherlich se le han introducido algunas mo-
dificaciones, sobresaliendo la técnica desarrollada por Jenny en 1944
(23) que consiste en el crecimiento de la lechuga romana en potes,
en el invernadero o bajo las condiciones ambientales bajo el vera-
no. Las plantas crecen en potes de 6 pulgadas de diametro revestidos
de pintura asfaltica, requiriéndose 4 libras de suelo para cada pote.
Las plantas de lechuga, germinadas y desarrolladas en semilleros, se
transplantan al suelo himedo de los potes, a razon de una por pote,
alrededor de las cuatro semanas de edad. Aproximadamente a las
seis semanas se cosechan y se secan a 70° y se pesan. Los porcentajes
relativos de peso obtenidos por la comparacion de un tratamiento cual-
quiera con el tratamiento completo correspondiente, se usa para esti-
mar las deficiencias de nutrientes.

Stephenson y Schuster en 1941 (41) desarrollaron otra técnica de
cultivo en potes, que es una adaptacion a otros nutrientes de los mé-
todes de los investigadores anteriores y de Colwell (11, 1943) para de-
terminar el Boro aprovechable en los suelos. Usa como agente vege-
tal extractivo el girasol. Este método es aplicable a la investigacion
de N, P, K, Mg, S y B. Las plantas de girasol crecidas en los potes, de
seis a diez semanas, se cortan, se secan a 70? y se pesan. La estima-
cion de las deficiencias se hace en la misma forma que para el méto-
do de Jenny,

Colwell (11) desarroll6 una técnica parecida, para la determina-
cion de deficiencias de Boro, utilizando la variedad de girasol Mam-
moth Russian, Después de 9 dias de sembrados los girasoles se dejan
solamente cinco plantas uniformes. Después de anadidas las solucio-
nes nutritivas correspondientes se estudian los “valores de edad” (la
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edad de los cultivos en que la primera de las cinco plantas muestre
sintomas de deficiencias en Boro) los cuales sirven para juzgar las
deficiencias del suelo investigado en ese elemento.

METODO DE NEUBAUER

Neubauer desarrollé una técnica basada en el principio de la ex-
traccion de nutrientes por un gran numero de plantulas desarrolia-
das en una pequefia cantidad de suelo. Ya que se forma una gran can-
tidad de raices es muy poco suelo, las plantulas agotan el suministro
de nutrientes aprovechables, en un tiempo relativamente corto. Los
nutrientes extraidos se pueden determinar cuantitativamente por el
analisis quimico de tallos y raices de las plantas.

Haciendo uso de este principio, Neubauer y Schneider desarrolla-
ron en 1923 una técnica para la determinacion de Fosforo y Potasio.

Thornton (43, 1935) en los Estados Unidos ha encontrado una a-
daptabilidad bastante amplia para este método.

Mec George, desde 1939 (27) la ha extendido al estudio de la as«
provechabilidad del Calcio y varios elementos menores.

En cuanto al uso de plantas inferiores para la determinacion de
nutrientes se pueden mencionar los siguientes “tests” biologicos:

METODO DEL ASPERGILLUS NIGER

El método del Aspergillus niger, fue sugerido como un indicador
biolégico de nutrientes aprovechables en el suelo por Butkewitsch (8)
en Rusia, desde 1909. Mas tarde, en 1928, Benecke y Soding (1) lo usa-
ron par determinar deficiencias de Fosforo y Potasio, por compara-
cion del crecimiento de Aspergillus niger en cultivos de liquidos nu-
trientes que contenian cantidades pequefas de suelo. Después de ex-
tensos estudios, Niklas y Poschenrieder (36) en 1936, desarrollaron el
método en forma cuantitativa, para determinar el Fésforo, el Potasio
y también el Magnesio aprovechables en el suelo. Mulder en 1938 (32)
usO el Aspergillus niger para la determinacion de las deficiencias de
Cobre y Magnesio. Su técnica difiere de la de Niklas y Mehlich en que
es el color del micelio y de las esporas el que sirve como indice cuanti-
tativo de deficiencias, en lugar del peso del micelio.

METODO DE LA PLACA DE CUNNINGHAMELLA

Después en 1932 Mehlich et al (30) hicieron un estudio ecritico del
meétodo de Niklas y desarrollaron una técnica diferente para determi-
naciones del potasio aprovechable en los suelos. En 1933, Mehlich et al
(29) propusieron la placa de Cunninghamella, para las determinacio-
nes cuantitativas del Fosforo aprovechable en los suelos. Este “test”
esta basado en el desarrollo denso de una colonia de Cunninghamella
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spp. en la superficie de suelo himedo al que se ha suministrado la so-
lucion nutritiva requerida para promover el desarrollo del hongo.
Mehlich et al encontraron que el diametro de la colonia de Cunningha-
mella es un indice valioso de la relacion del crecimiento con la can-
tidad de Fésforo aprovechable en el suelo y usaron esta medida en la
construccion de las curvas ‘de crecimiento de Mitscherlich, para 19
tipos de suelos.

“TEST” DE AZOTOBACTER

Otro método biolégico para la determinacion de nutrientes es el
gue estudia el desarrollo de una bacteria, Azotobacter, como indice de
deficiencia de nutrientes en el suelo. Uno de los métodos usados para
la determinacién de nutrientes con esta bacteria es el de la “placa de
tierra". Con base en los trabajos de Winogradsky, Sackett y Stewart en
1931 (39) propusieron un método para el estudio de deficiencias mi-
nerales en los suelos de Colorado. Su técnica es la siguiente: Se pre-
paran muestras de suelo, mezclando muestras tomadas en 20 a 25 pun-
tos distribuidos sistematicamente en el area que se va a enssyar. Seca
la muestra al aire, se pasa por un tamiz de 20 mallas, para rernover
piedras y asegurar una mezcla perfecta. Si el valor del PH deil suelo es
menor que 6.8, mezclar 109 de CO3Ca al suelo. Se pesan 4 porciones
de 50 gramos de la tierra seca al aire y se anaden a cada poreion 2.5
gramos de almidén de maiz. Para suelos arenosos sustituir el almidon
por 1 ml de una solucion de sucrosa al 1009%. Se afiaden los materiales
fertilizantes requeridos, que consisten en soluciones al 39/ de K2501%
y K2HPO4 y una soluciéon del 6% de Na2HPO4, 12 H20, asi:

Primera porcion del suelo.— 3Sin tratamiento. Para testigo.

Segunda porcién.— 5 ml. de la solucion de K2S04 para deficien-
cias de Potasio.

Tercera porcion.— 5 ml. de la solucién de Na2HPO4. 12 H20 pa-
ra deficiencias de Fésforo.

Cuarta porcion.— 5 ml. de una solucion de K2HPO4 para defi-
ciencias de Fosforo y Potasio.

Para suministrar buena textura y aereacion, se afiaden de 5 a 10
gramos de kaolina a cada porcién de suelos arenosos y 10 gramos de
arena gruesa lavada a cada porcién de suelos arcillosos. Inocular cada
cultivo con 1 ml. de una suspensién hecha lavando un cultivo de A-
zotobacter sembrado en un tube de ensayo, después de un periodo de
incubacién de 72 horas, con una solucién al 0.85% de NaCl, lavando
con suficiente agua destilada. Con una pipeta se afiade suficiente agua
destilada a cada cultivo para darle la consistencia de arcilla modela-
<a, 0 un poco mas suave. Mézclese la masa con una espatula y pasese
a una caja de Petri, de 9 cms. de diametro y 4.5 de profundidad. Fe:
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mar una lamina y suavizar la superficie con un porta-objetos moja-
do en agua destilada. Pénganse las placas listas para la prueba en un
cristalizador, sobre un papel secante humedecido y taparlo con una
cubierta en que se haya fijado otro papel secante. Es importante a-
nadir cantidades iguales de agua a todos los cultivos. Incubense las
placas terminadas a 30°C durante 72 horas. Después de este periodo
han aparecido colonias circulares de color blanco, cerosas, levantadas,
en todas las placas que contienen los elementos minerales necesarios.
Las otras placas contienen colonias pequefas, acuosas, dependiendo
su conformacion del grado de deficiencias. Se compara el desarrollo
de Azotobacter de acuerdo con la siguiente clasificacion:

Muy deficiente.— Ninguna o escasas a numerosas colonias, en
forma de puntos extremadamente pequenos, en las placas no ferti-
lizadas. Colonias pequefias a numerosas, medianas a grandes, defini-
das y vigorosas, en las placas fertilizadas.

Moderadamente deficiente.— Colonias escasas a numerosas, pero
débiles y pequenas, con poca o ninguna pigmentacion en las placas no
fertilizadas. Colonias escasas a numerosas, definidas y vigorosas en
las placas fertilizadas.

Ligeramente deficiente.— E] nimero de colonias en las placas no
fertilizadas, tan numerosas como en las fertilizadas, pero mas peque-
fias y menos exuberantes. Colonias escasas a numerosas, definidas y
vigorosas en las placas fertilizadas.

No deficiente.— Las colonias tanto en las placas fertilizadas como
en las no fertilizadas, iguales en su ntimero y su desarrollo.

Halverson y Hoge en 1942 (18) modificaron la técnica anterior,
sustituyendo el agua por agar caliente, en la confeccion de las pla-
cas, y diluyendo los materiales fertilizantes con arena lavada en reem-
plazo del agua destilada.

Su técnica es la siguiente: Se mezcla cada porcion de 50 gramos
de suelo con 2 gramos de almidén de Kingsford v 1 gmo. de los ma-
teriales fertilizantes, mezclados previamente con arena lavada pasa-
da a través de un tamiz de 200 mallas, en el siguiente orden:

Primera porcion: Sin fertilizantes, testigo.

Segunda porcién: 1 gmo. de una mezcla que contenga 15 gramos
de K2S04 en 100 gramos de arena para deficiencias de Potasio.

Tercera porcion.— 1 gmo. de una mezcla de 30 gramos de
Na2HPO4. 12 H20 en 100 gramos de arena, para deficiencias de Fos-

foro.

Cuarta porcion.— 1 gmo. de una mezcla que contenga 15 gramos
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de PO4H2K en 100 gramos de arena, para deficiencias de P y K.

En un mortero, mézclese intimamente cada porcion de 50 gramos
de suelo preparado, con 40 ml. de una solucion al 2% de agar calien-
te y pasar la masa mezclada a una caja de Petri de 5 cms. de didme-
tro y 2 cms. de profundidad. Cuando la placa de agar-suelo se haya
enfriado y solidificado, inocularla esparciendo sobre la superficie sua-
ve dos gotas de una suspension de Azotobacter. Incubar las placas en
una camara humeda a 28°C durante 72 horas. Los suelos mas acidos
que pH 5.8 requieren una adicién de 109, de CO3Ca, antes de anadir
los materiales fertilizantes. Determinese la deficiencia de fertilizan-
tes en la misma forma que para el método de Sackett o mediante el
uso de simbolos convencionales.

JUSTIFICACION DEL EMPLEO DE AZOTOBACTER COMO
INDICADOR DE DEFICIENCIAS DE MJUTRIENTES

El método que se va a describir en este trabajo para la determi-
nacion de nutrientes se ha llevado a cabo ante la necesidad de de-
terminar en forma rapida los elementos nutrientes presentes en el
suelc. F

Los analisis quimicos pueden ser demasiados precisos si los com-
paramos con el “test” de Azotobacter y con los deméas métodos biolo-
gicos conocidos, los que, en una palabra, son empiricos. Pero en gra-
cia de su precision ellos deben ser realizados con meticuloso cuidado,
por lo cual no son tan rapidos como algunas circunstancias pueden
exigirlo. Otros métodos biolégicos, como los experimentos de parce-
las en el campo, son demasiado onerosos y se llevan una gran can-
tidad de tiempo, no siendo adaptables, como antes se ha dicho, para
una aplicacién extensa.

Los experimentos de cultives en potes, incluyendo los métodos de
Mitscherlich, Jenny, Stephenson y Schuster, lo mismo que el de Col-
well, llevan envuelta la desventaja de que es necesario trabajar con
cantidades grandes de suelo y que sus resultados sélo se conocen des-
pués de varias semanas de experimentacion, La técnica de Neubauer
emplea cantidades pequenas de suelo y el corto tiempo gastado para
obtener el resultado es relativamente corto, pero finalmente recurre
al analisis quimico de las plantas, para determinar cuantitativamente
los nutrientes extraidos.

Los “test” biologicos que hacen uso para la determinaciéon de nu-
trientes son bastante complicados. La determinacion del peso micelial
cuando se opera con Aspergillus niger para la determinacién cuanti-
tativa de deficiencias, o para la realizacion de un analisis qui-
mico de ese mismo micelio son operaciones dificiles y que envuelven
un alto grado de manipulacion. Esto mismo es aplicable al método de
la placa de Cunninghamella, en que, al final del proceso es necesario
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medir el didmetro de las colonias formadas, para apreciar las defi-
ciencias presentadas.

Los métodos que emplean Azotobacter como indicador de nu-
trientes y sus deficiencias, como han sido descritos anteriormente, se-
gun las téenicas de Sackett y Stewart y de Halverson y Hoge, en-
vuelven en si una amplia manipulacion, lo que puede dar lugar a mu-
chos errores. Ademas las colonias de Azotobacter formadas, no son
susceptibles de ser cosechadas para hacer su valoracion. No sucede
esto con el método propuesto en este trabajo, de sencilla realizacion.
Las capas de bacterias se forman superficialmente sobre las solucio-
nes nutritivas puestas sobre la capsula de Esmarch, con lo cual se
hacen facilmente apreciables y susceptibles de cosecharse, segiin se
explica luego. Son multitud las muestras que se pueden analizar por
este método, una vez que se cuente con personal entrenado que lleve
a cabo las distintas operaciones necesarias en * ‘serie”.

Al hacer una sintesis de les trabajos realizados con Azotobacter
creo conveniente hacer una breve relacion sobre la bacteria cuye de-
sarrollo nos sirve como indice en la investigacion y demostrar, con
base en la literatura cientifica, que en realidad el crecimiento y desa-
rrollo de Azotobacter esta influida en alto grado, por un gran ntime-
ro de nutrientes del ambiente en donde vive o se cultiva.

CLASIFICACION

Azobacter constituye un grupo de bacterias autotroéficas, descu-
bierto por Beijerinck en 1901. Galloway y Burgess (14) la clasifican
dentro del orden Eubacteriales, familia Nitrobacteriaceae. Waksman
y Starkey (7) citan las siguientes especies: Azotebacter chroococcum.
que vive en los suelos arables; A. indicum; A. vinelandii, que Wive
principalmente en el agua; A. agile, A. vitreum y A. woodstownii.

Los métodos comunes de fincion indican que Azotobacter es de
forma esférica, peritricosa, con 6 a 8 flagelos. Investigaciones con mi-
croscopio electronico muestran flagelaciones peritricosas definidas
con muchas células que presentan de 40 a 60 flagelos, segun Hofer
(21,1944) . Junto con el Clostridium Pastorianum, reportado por Wino-
gradsky en 1893, constituye el grupo mas importante de microorganis-
mos no simbioticos fijadores de nitréogeno que forman parte de la
flora del suelo, constituida por bacterias, hongos y algas.

INFLUENCIA DEL pH.

El pH es el factor mas importante que gobierna la ocurrencia de
Azotobacter en el suelo. A pH inferiores a 5.9 su presencia es mucho
menos abundante, Investigaciones hechas por Helmut (19) en 1949,
prueban que Azotobacter, lo mismo que Bacterium radicicola, no
pueden vivir en suelos con pH inferior a 4.5. Gainey afirma que Azo-
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tobacter no se encuentra en suelos con pH inferior a 5.9. Blinkov (2)
establece que el medio optimo para su desarrollo estd comprendido
entre pH 73 y 8.

INFLUENCIA DE LA COMPOSICION FISICA DEL SUELO

Segun Me Knight (28) la textura del suelo tiene también efecto
marcado en la presencia de Azobacter, estando comprobado un por-
centaje mayor de muestras positivas en los suelos arenosos, limosos,
limo-arcillosos y limo-arenosos. Las tierras negras son ricas en Azoto-
bacter. No hay indicacién de que ésta ccurra mas frecuentemente en
tierras virgenes que en terrenos cultivados. Segun los datos suminis-
trados por Naundorf, un 609, de las muestras de suelos del Valle del
Cauca, investigadas por €l, acusan la presencia de Azotobacter. Esta
es favorecida por la materia organica del suelo.

INFLUENCIA DE FACTORES CLIMATICOS

Las relaciones existentes entre el desarrollo de Azotobacter y las
condiciones atmosféricas no han sido bien explicadas. La influencia
de la temperatura, humedad, luz, composiciéon del aire, presién at-
mosférica, oscilaciones barométricas, ionizacién, tension eléctrica y
radiaciones, fueron estudiadas por Bortels (4) en 1942, quien encon-
tré que estos factores no tienen mayor influencia sobre el desarrollo
de Azotobacter. Segun el mismo investigador, la fijacion de Nitro-
geno por esta bacteria, y su desarrollo, parece ser dependiente de un
factor fisico desconocido, relacionado con variaciones de tensiones
altas y bajas, probablemente radiaciones fuertes. La resirviencia de
Azotobacter al calcr, es menor en suelos himedos que en suelos secos.

INFLUENCIA DE LA FERTILIDAD DE LA TIERRA

Un indice caracteristico de la fertilidad del suelo es la mayor o
menor cantidad de Azotobacter presente en el terreno y el grado de
su activadad. Los primeros estudios a este respecto fueron hechos en
1926 por Winogradsky, quien estudié el desarrollo de Azotobacter so-
bre una muestra de 50 gramos de tierra cribada a la aue habia afia-
dido 0.5 gramos de manita, mezclando bien el conjunto, el cual hu-
medecio convenientemente y coloco en una caja de Petri, formando
una capa de 1 em. de espesor aproximadamente. Observé que la reac-
cion biolégica comienza siempre con un crecimiento de baciles, que
alcanza en las primeras 24 horas, a 30°C, una densidad de varias de-
cenas de millones, siendo este crecimiento marcadamente mas inten-
so en un suelo fértil que en uno que no lo sea. A las 48 horas ha cam-
biado totalmente la apariencia del cultivo, por haber sido agrupados
los bacilos por Azotobacter, cuya densidad alcanza entonces varios
centenares de millones por gramo de suelo. En 1932 Winogradsky pu-
blicé un resumen de sus trabajos sobre este tema, en estudio realiza-
do sobre la actividad biogquimica de los organismos.
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INFLUENCIA DE LOS ELEMENTOS MAYORES

Nitrégeno.— El nitrégeno combinado parece reducir grandemente:
la actividad del Azotobacter. Hitomi (20) en 1938 estudio la relacion
entre Azotobacter y los nitratos. Naundorf (34) en 1940 afirma que
Azotobacter crece ‘nejor en suelos ricos en Nitrogeno. Experimentos
realizados por él demostraron que la inoculacion de semillas de pa-
pa, maiz y avena, con suspensiones de Azotobacter, solo daba los me-
Jores resultados en suelos ricos en Nitrogeno. Experiencias personales
indican que la accion de los nitratos favorece su desarrcllo inicial-
mente, pero concentraciones altas le son bastante perjudiciales, segiun
se desprende los resultados de la Determinacion de Nitrogeno, consig-
nados en la Tabla No. 4. El sulfato de amonie ocasiona acidez e inhi-
be el desarrollo de Azotobacter, segun Xandri (47).

INFLUENCIA DEL FOSFORO

Stokiasa (42) en 1911, Christensen (10) en 1915, Cauda (9) en
1916 (citados por Leroux, 25, en 1942) encuentran relaciones impor-
tantes entre el desarrollo de Azotobacter y el Fasforo. Niklas, Scharrer
y Strobel. en 1926 (37) estudiaron las relaciones existentes entre el
desarrollo de Azotobacter y la solubilidad de los fosfatos suministra-
dos a dicho microorganismo, Llegaron a la conclusién de que pare-
cia haber alguna relacion entre la solubilidad del P, medida quimica-
mente y su utilizaciéon por Azotobacter. Gittonneau en 1931 (17) a.ir-
ma que Azotobacter crece activamente ¢n un suelo al cual se adicio-
na acido fosforico, En estudios posteriores Niklas, en 1934 (38) estudid
nuevamente las relaciones entre Azotobacter y la sclubilidad del fos-
foro. Afirma cue los mejor utilizados son los de Mg, Ca, K y Na, en
su orden. El contenido de P205 facilmente asimilabie en el suelo, lo
juzgd por el espesor de la capa bacterial en el medio de cultivo.

INFLUENCIA DEL POTASIO

Fred (citado por Leroux) en 1911 (12) encontré que el potasio
* favorece el desarrollo de Azotobacter. Niklas (39), en 1934 encontro
una estrecha relacion entre la solubilidad de la fuente de potasio y
su utilizacion fisiologica por Azotobacter.

INFLUENCIA DEL HIERRO

Burk, Lineweaver y Horner (7) en 1933 estudiaron el desarrollo
de Azotobacter en relacion con algunos compuestos de Fe, encontran-
do que le son favorables, especialmente el humus. Greaves (16) en
1934 afirma que el Fe estimula grandemente la fijaciéon de Nitrégeno
por Azotcbacter, en medios liquidos. Bortels (3) en 1950 también es-
tudio la influencia del Fe sobre el crecimiento de Azotobacter, lle-
gando a la misma conclusion.
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INFLUENCIA DEL MANGANESO

Kaserer (citado por Leroux) en 1910 (24) constatd el efecto fa-
vorabie del Mn sobre Azotobacter, Greaves (16) en 1934 dice que el
Mn estimula la fijacién del Nitrégeno por Azotobacter. Leroux (25)
gn 1942, afirma también que el Mn influye positivamente sobre esta.

acteria.

INFLUENCIA DEL COBRE

Fred (citado por Leroux) en 1911 (12) encontré que el Cu favo—
rece el desarrollo de Azotobacter. Leroux (25) en 1942, afirma
también que el Cu influye favorablemente en el desarrollo de este
organismo. Mulder (34) en 1950 dice que el Cu es esencial para la pro-
duccion de pigmento por Azotobacter chroococcum, aunque la nece-
sidad del elemento para su desarrollo no ha podido ser demostrada.

INFLUENCIA DE OTROS ELEMENTOS

WVoicn (citado por Leroux) en 1923 (45) constato la toxicidad del
B para Azotobacter; sin embargo Leroux (25) en 1942, dice lo con-
trario, es decir, afirma la influencia favorable del B sobre el creci-
miento de Azotobacter, Ziemiecka (49) en 1932 constato la influencia
favorable de Si sobre Azotobacter. Greaves (16) en 1934, dice que B,
Al, Br, Zn, Ti, Se y Te se ha demostrado no ser esenciales para Azo-
tobacter, afirmando que el Zn es toxico en cantidades muy peque-
fias. Leroux (25) en 1942, después de realizar numerosas experiencias
personales, afirma que el F, As, I, Cr, Mn, Cu, Zn y Pb intluyen fa-
vorablemente sobre el desarrollo de Azotobacter, Burema y Wieringa
(6) en 1946, estudiaron la influencia del Mo como factor de desarro-
llo para Azotobacter. Bortels (3) en 1950 estudié la influencia de
algunos elementos, como Mo y Va sobre la fijacion de N por Azoto-
bacter chroococeum y vinelandii.

MATERIALES ¥ METODOS

La muestra de suelo, seca al aire, pulverizada y pasada por un ta-
miz de 60 mallas, a efecto de eliminar piedras y particulas que puy
diesen flotar (trozos pequehos de materia vegetal) y entorpecer la in-
vestigacion, se puso en capsulas de Esmarch de 5 cms. de diametro por
1.5 de profundidad, a razén de 3 gramos por capsula, anadiéndose 100
mgs. de Carbonato de Calcio, a cada una, con el fin de crear un medio
optimo para el desarrollo del Azotobacter, objeto del “test”, mezclan-
dolo intimamente con la muestra por analizar. Para la investigacion
del Calcio las cantidades de CO3Ca anadidas fueron variables, tal co-
mo se detalla al transcribir la Determinacion de Calcio. A cada capsu-
la de Esmarch se afadieron luego 15 ml.de la solucion nutritiva co-
rrespondiente (cuya composicion se describira posteriormente) de a-
cuerdo con el nutriente por investigar. A continuacion se inoculd cada
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una con 2 gotas de una suspension de Azotobacter hecha a partir de
un suelo que la contenia (de la Estacion Agricola Experimental de
Palmira), para lo cual se procedio asi: se tomo una poreion del suelo
¥y se le anadi6 una cantidad conveniente de la siguiente solucion:

Fosfato acido de potasio, PO4H2K .......... AT 1 gramo
Manita ........ : i R A R S R s e R 10 gramos
b 1 LS T o s S e A e . 1000 ml.

Una vez hecha la inoculacién, se puso a cada caja zu respectiva
tapa, con el fin de evitar la evaporacion excesiva y la presencia de
materias extranas. Después se espero un periodo de incubacion de 5
dias. en que las capsulas permanecieron a la temperatura ambiente,
siendo evitados los rayss directos de sol por medio de cortinas, pues
ellos afectan el desarrollo bacterial, precipitandose las células muer-
tas al fondo de la capsula, El grado de desarrollo de la bacteria, me-
dido por el espesor de la capa que se forma superficialmente sobre
la solueion nutritiva, a una concentracion determinada del nutriente
investigado, sirve como indize para juzgar la riqueza relativa del sue-
lo sometido a este “test” biologico, en determinado elemento, asi: si
el desarrollo de la bacteria es bueno desde la solucion testigo v las
conceniraciones bajas del elemento investigado (0.1, 0.2 por mii} el
suelo es rico en ¢él; si la capa de bacterias solo se iorma a concentre:-
<ciones altag (0.9, 1.0 por mil) el suelo es deficiente en tal nutriente.
Entre estos dos extremos (muy rico, muy deficiente) se pueden es-
tablecer gradzciones intermedias.

Para el estudio de 3 suelos (Bitaco, Buenaventura, Rio Fraile) a
efecto de comprobar las curvas de desarrollo de Azotobacter para ca-
da suelo y cada elemento, se hicieron 2 replicaciones para cada uno,
usandose 11 concentraciones diferentes para cada nutriente investi-
gado.

Después de desarrolladas las capas bacteriales, se buscd un méto-
do efectivo para lograr su cosecha y valoracién, ademas de la apre-
ciacidon visual. En cuanto a la primera, se pensé en subir el nivel de
la capa bacterial mediante la adicién de agua destilada por medio de
una pipeta, hasta que la capa quedase formando un menisco sobre
les bordes de la capsula y luego recogerla sobre un vidrio de reloj,
empujandola superficialmente por medic de un porta-objetos, pero
este método no se encontro satisfactorio, pues algunas porciones de
la capa se precipitaban al fondo de la capsula. Mucho mejor resul-
tado brindo la cosecha por medio de succion al vacio, haciéndose uso
de una maquina neumatica, como se ilustra en la fotografia No. 1,
En lo que respecta a la valoracion de las capas, se pensé primero en
efectuarla por medio de pesadas, pero este método se presté a mu-
«chas dificultades, siendo altamente susceptible de errores, por lo cual
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las capas fueron valoradas volumétricamente, en tubos graduados en
décimas de centimetro cubico, que luego se pusieron a la centrifuga,
durante un periodo de 5 minutos, a una veiocidad de 1.500 revolu-
ciones por minuto. Una vez hecha la centrifugacién, se midio el vo-
lumen de la capa correspondiente a cada nutriente y a cada concen+
tracion, dando los resultados que se consignan al detallar cada ex-
perimentc.

Para el estudio practico de varios suelos, de diferentes lugares
del Valle del Cauca, se utilizaron unicamente 6 capsulas para cada
nutriente investigado, asi: para Nitrogeno, Fasforo y Potasio se pro-
baron las siguientes concentraciones: Testigo; 0.2, 04, 0.6, 0.8, y 1,0
por mil. Para Ca: Testigo, 1, 2, 3, 6 y 10 miligramos por capsula. Quie-
re esto decir que, para la investigacion practica de cada suelo se hizo
uso de 24 capsulas para 4 nutrientes. Los resultados obtenidos para.
estos suelos se detallan al describir el experimento VIL

INVESTIGACION PRELIMINAR

Se trato de un experimento preliminar para observar el creci-
miento de Azotobacter en cinco muestras diferentes (Invernadero
No. 1, Invernadero No. 2, Frutales, Cana y Soya) tomadas en la Es-

LAMINA I

Foto 1.—Manera de efectuar la cosecha de las capas bacteriales por medio
de succidn al vacio.

Foto: Rengifo.
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tacion Agricola Experimental de Palmira, bajo dos soluciones nutri-
«tjvas diferentes, asi:

Solucién No. 1. Sin nutrientes 10 gramos de manita.
1000 ml. de agua destilada
1.5 gm. de PO42K1
Solucién No. 2.
10.0 gm. de manita.
1000.0 ml. de agua destilada

De cada muestra de suelo se tomaron 10 porciones, de 5 gramos
«ada una, se colocaron en capsulas de Esmarch, anadiéndose un poco
«de CO3Ca a cada capsula; a cinco de estas se aplico la solucion No.
1 y a las 5 restantes la solucién No. 2; en esta forma, 25 capsulas red
cibieron una solucién sin nutrientes y 25 una solucién que conte-
nia fosforo y potasio. Se hizo la inoculacion de Azotobacter como se
ha descrito anteriormente y después de 5 dias se observaron los si-
guientes resultados: la capa formada sobre las muestras que tenian
la solucion No. 2 fué mas gruesa, mas consistente que las formadas
sobre las muestras a las cuales se habia aplicado la solucién No. 1.

‘Esto indicaba una correlacién entre el desarrollo de Azotobacter y
la composiciéon de la solucion anadida. Comprobada en esta forma la
posibilidad de éxito para investigaciones posteriores, se llevaron a

LAMINA II

Foto 2.— Diferencia de desarrollo de las capas de Azotobacter para el sue-
lo “Bitaco” a las concentraciones 0.1 y 1.0 por mil de PO4H2K —
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«cabo otros experimentos para la determinacion de nufrientes, como

sigue: g
DETERMINACION DE FOSFORO

Para la investigacion de fosforo se usaron concentraciones dife-
rentes de fosfato acido de potasio, PO4H2K. Fueron usadas 11 con-
centraciones, compensandose el fosfato de potasio con cloruro de po-
tasio, C1K, de tal suerte que solo fueron variables las concentracio-
nes del elemento estudiado, P

Las soluciones nutritivas comprendian las siguientes concenira-
ciones: Testigo, sin fosforo; 0. 1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 y
1.0 por mil de PO4H2K. Estas cantidades, en gramos, se anadieron
cada una a 1000 ml. de agua destilada, agregandose 10 gramos de
manita a cada solucién, y compensandose el potasio, respectivamente,
con las siguientes cantidades de C1K: 1.0, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.
0.3, 0.2, 0.1 y 0.0 gramos.

Esta investigacion se llevo a cabo para 3 suelos: Bitaco, Rio Frai-
le y Buenaventura, con pH de 5, 5, 6 y 5.2, respectivamente. Se pu-
.sieron las muestras de suelos en sus respectivas capsulas, se anadie-

LAMINA III

Foto 3.— Formaciones tipicas de células de Azotobacter, al cuarto dia de
desarrollo, en solucién nutritiva adecuada.— Foto: Figueroa.
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ron 100 mgms. de CO3Ca a cada muestra; se agregaron 15 centime- .
tros cubicos de la solucién nutritiva correspondiente, por medio de
una pipeta; se hizo la inoculacion de Azotobacter y se obtuvieron los.
siguientes resultados, después de 5 dias de incubacion:

Apreciacion objetiva:
Bitaco.— Formacion abundante de espuma (generalmente un in-

dicio de pobreza en el elemento investigado). Mala formacion de ca-

pa en testigo y concentraciones menores. Capa 6ptima presente sélo-
entre 0.7 y 0.8 por mil

Buenaventura.— Capas pobres. Mal desarrollo bacterial. Capa
optima en la concentracion 0.8 por mil.

Rio Fraile— Buena formacion de capas desde testigo. Capas uni-
formes. Optima: 0.2 por mil,

La valoracion volumétrica, hecha conforme se ha descrito antes,,
dié los siguientes resultados:

TABLA Nc. 1

INFLUENCIA DEL FOSFORO DE LOS SUELOS Y DE LAS SOLUCIONES .
NUTRITIVAS SCOBRE EL CRECIMIENTO DE AZOTOBACTER

Analisis quimico: P total P soluble
Bitaco 0,010 % 11,25 Kgms..
Buenaventura 0,010 %% 11,25 4
Rio Fraile 0,050 %% 337,50 2
La Motte:
Bitaco 23 Kgms..
Buenaventura 28,75 e
Rio Fraile 230,00 ?
Volumen de capas bacterlal_tgg, (Cantldade_s en d_ec1mab de cm. cub.)
Concen la. repllﬁacwn 2. repllcacmn Promedio
tracién Bit. Bltura. Fraile Bit. Bltura. Fraile Bit. Bltura. Fra ailes
g0, 2 4 2 2 3 2 2 3,5
0.1 3 3 € 3 3 4 3 3 3
0.2 5 6 6 5 5 7 5 5D 6,5
0.3 6 6 5 6 10 6 6 8 5.5
0.4 6 8 b 7 8 5 6,5 8 5
0.5 7 8 4 8 9 7 7.9 8,5 2,9
0.6 g 8 5 7 7 6 7 el 311
0.7 8 8 10 8 10 9 8 9 9,5
0.8 6 15 15 6 12 20 6 13,5 17,5
0.9 6 13 14 6 D 20 6 9 17
1.0 6 6 15 o T 23 6 6,5 19
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Los promedios obtenidos se tomaron para la construccion de las
curvas de desarrollo de Azotobacter, para cada uno de los suelos estu-
diados, como puede apreciarse en las curvas 1,2 y 3.

Al comparar los resultados obtenidos para el suelo de Bitaco por
el método de Azotobacter, con el analisis quimico, se encuentra una
coincidencia notable. Tanto el analisis quimico como el de La Motte,
dan una deficiencia notoria para fosforo; por lo tanto las capas de
Azotobacter cuyo aspecto se usa para determinar la riqueza relativa
del suelo en dicho elemento, deben ser optimas a concentraciones e-
levadas de las soluciones nutritivas. Es esto precisamente lo que se
ha encontrado, ya que la apreciacion objetiva de las capas dice que
éstas son Optimas a las concentraciones 0.7 a 0.8 por mil. Ademas,
el volumen de la capa corresponde perfectamente con esta aprecia-
cion visual, lo mismo que con el analisis quimico. Esta misma expli-
cacion es safisfactoria para el suelo “Buenaventura”, deficiente tam-
bién =n el elemento investigado, fésforo.

Para el suelo “Rio Fraile”, en que la mejor capa, apreciada vi-
sualmente, estd en la concentracion 0,2 por mil, el analisis quimico
da un contenido muy alto en fésforo soluble, coincidiendo perfecta-
mente con el resultado ofrecido por Azotobacter. La valoracion vo-
lumétrica da también un valor alto correspondiente a dicha concen-
tracion, a excepcion de que en las concentraciones 0.7 a 1.0 por mil,
tenemos nuevamente un maximo de capas, aumento que no se podia
determinar objetivamente. En estas concentraciones altas se observé
que habia presenciado de mucilago, que no era producto del desarro-
llo de Azotobacter, sino de otra clase de bacteriasy hongos, que ne-
cesitan para su desarrollo normal concentraciones altas de fosforo,
o cual causé un aumento en la valoracion volumétrica.



LAMINA IV

Grafico 1, que muestra la curva de crecimiento de Azotobacter para el sudlo
“Bitaco”, en diferentes concentiraciones de PO4H2K. (Determinacion de
Fosforo).

LAMINA V

Gréfico 2. Curva de crecimiento de Azotobacter para el suelo “Buenaventu-
ra”, en diferentes concentraciones de PO4H2K. (Determinacién de Fésforo).
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DETERMINACION DE POTASIO

Para la determinacién de potasio fueron empleadas concentra-
ciones diferentes de fosfato de potasio, PO4H2K, usandose 11 concen-
traciones distintas y haciéndose la compensacion de foésforo a base de
fosfato de sodio y amonio, NH4NaPO4H. En esta forma, s6lo variaron
las concentraciones de potasio. Cada solucion llevaba como elementos
comunes 1000 ml. de agua destilada y 10 gramos de manita; se em-
plearon las siguientes cantidades de PO4H2K: Testigo, sin potasio;
0.1,0.2,0.3,0.4,0.5 0.6, 07, 0.8 0.9 y 1.0 gramo. La compensacion
de fosforo se hizo, respectivamente, con las siguientes cantidades de
NH4NaP04H: 1.0, 0.9, 0.8, 0.7, 0.6, 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1 y 0.0 gra-
mos.

Se sigui6 la investigacion para los suelos de Bitaco, Buenaventura
y Rio Fraile, Llevado a cabo el proceso descrito anteriormente, se ob-
tuvieron los siguientes resultados:

Bitaco.— Capas malas para las concentraciones inferiores, Capa
optima en 0.7 por mil. Deficiencia en potasio.

Buenaventura.— Capas malas para concentraciones inferiores
Optima: 0.8.

Rio Fraile— Capas buenas desde testigo y concentraciones me-
nores. Optima: 0.2 por mil.

La valoracion volumétrica did los siguientes resultados:

LAMINA VI

Gréfico 3, Curva de crecimiento de Azotobacter para el suelo “Rio Fraile”,
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TABLA No. 2
Analisis quimico: K
Bitaco 76,92 Kgms.
Buenaventura 3€,323 >
Rio Fraile 370,88 2
La Motte:
Bitaco 233 Kgms.
Buenaventura 253 i
Rio Fraile 402,5 2

Volumen de capaﬁ bacteriales. (Can{idades ”én _ttiécii'nas demcm._ cu_b)

Concen- 1a. repiicacion _2a. replicacion _Promedio
tracion Bit, Btura. Fraile Bit. Bltura. Fraile Bit. Bjtura. Fraile
Tgo. 1 1 6 3 1 6 2 1 6
0,1 6 8 9 6 10 8 6 9 8,5
02 10 13 13 8 14 11 9 135 12
03 11 16 16 10 15 20 10,5 155 18
0,4 9 8 19 7 10 21 8 9 20
0,5 7 9 19 11 12 14 9 105 16,5

RS DN T R R T e T T A T
B TR S T R T T TS TR

08 10 19 23 7 16 23 S 170 23
09 10 14 22 7 20 25 8% 17 23,5
1,0

; 10 16 22 8 16 23 9 16 225

Al examinar los resultados obtenidos por los andlisis quimico y de
La Motte, y compararlos con los obtenidos con test de Azotobacter,
es notoria la coincidencia resultante. El analisis quimico dice que los
suelos “Bitaco” y “Buenaventura”, son deficientes en potasio, al paso
que Rio Fraile tiene una cantidad mucho mas apreciable de este ele-
mento. Esta misma apreciacion se obtiene con Azotobacter, pues para
“Bitaco” y “Buenaventura” las capas oOptimas se encuentran sélo a
concentraciones mayores, como son 0,7 y 0.8 por mil. En cambio, para
el suelo “Rio Fraile”, rico en potasio, la capa optima obtenida por Azo-
tobacter se encuentra ya en la concentracion 0.2 por mil, La valora-
cion volumétrica coincide bastante bien para los suelos “Bitaco” y
“Buenaventura”, encontrandose los mayores volumenes en las con-
centraciones senaladas, o en la sinmediatamente proximas. Esto es bas-
tante explicable pues es dificil determinar cual es la capa 6ptima
cuando dos de ellas son muy similares. Para el suelo “Rio Fraile” la
valoracion volumétrica da valores altos desde la concentracion 0,2 por
mil, senalada objetivamente como la mejor. Aparecen luego ligeros
aumentos, muy dificiles de determinar a simple vista.
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DETERMINACION DE CALCIO

Para la determinacion de calcio se agregaron cantidades variables
de CO3Ca a 11 muestras de cada uno de los tres suelos investigados.
cada una con un peso de 3 gramos y preparada conforme se ha descri-
to antes. Dichas cantidades, expresadas en miligramos, fueron las si-
guientes: 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 6.0 y 10.0.

En esta forma, la cantidad proporcional de C03Ca anadido al sue-
lo vari6 desde 0 kilos hasta 8.250 kilos por Hectarea, con las respectivas
gradaciones intermedias.

Anadido el carbonato de calecio correspondiente a cada muestra,
se pusieron a cada capsula de Esmarch 15 ml. de una solucién nutriti-
va standard de la siguiente composicion:

PO4H2K (nutrientes), 1 gramo; Manita (materia energética), 10
gramos; agua destilada, 1000 centimetros clbicos.

LAMINA VII

VOLUMEN DE LA CAPA BACTERIAL
(]

CENTIMETRO CUBICO)
w ~

- [DECIMAS DE
8

0. 02 03 04 08 07 08 09 10
COMCENTRACION EN PARTES POR MIL,

Grifico 4. Curva de crecimiento de Azotobacter para el suelo “Bitaco”, en
diferentes concentraciones de PO4H2K (Determinacion de Potasio).
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Se hizo luego la inoculaciéon con Azotobacter y después de 5 dias
se obtuvieron los siguientes resultados:

Apreciacion objetiva:

Bitaco.— Capas aparentemente iguales, pero muy débiles, acuosas.
La capa optima estaba en la caja que contenia 3 mgms. de CO3Ca.

Buenaventura.— Capas débiles, con el mismo aspecto que para el
suelo anterior,

Rio Fraile.— Las capas comienzan a ser normales desde el trata-
miento correspondiente a 1 mgmo. por muestra. Las capas son bas-
tante uniformes, mas gruesas que las corrrespondientes a los dos sue-
los anteriores.

La valoracion volumeétrica de las capas, después de realizada la
cenfrifugacion, dio los siguientes resultados:

LAMINA VIII
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Gréfico 5. Curva de crecimiento de Azotobacter para el suelo “Buenaventu-
ra”, en diferentes concentraciones de PO4HZ2K. (Determinacidén de Potasio).
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TABLA No. 3
Influencia del Calcio de los suelos y de las soluciones nutritivas
sobre el crecimiento de Azotobacter

Analisis quimico: Ca

Bitaco 2250 Kgms.
Buenaventura 15625 . =
Rio Fraile 3375

-V;lu-n_m_eri (Ie ﬂ;i)as i)ac_teriaies.--(Cantid;_dés ;n d-—é-cirals aa cr;. CE;)_
Concen 1a. replicacion  2a. replicacion P romedio
tracién Bit. Btura. Fraile Bit. B|tura. Fraile Bit. B|tura. Fraile

Tgo. 1,5

1 1 2 1 2 175 - ) 1,5
0,5mgm 2 2 2 2 2 3 2 2 2,5
1 - D 3 2 2 2 3 2 85 .95
1,5 2 3 2 2 2 3 2 35~ 98
2 2 2 2 2 2 3 2 2 2.5
2,5 2 3 3 2 2 3 2 L IR
3 2 3 3 2 3 3 2 3 3
35 2 3 4 2 2 3 2 PSB85
4 96 5 3 2 3 o795, 156 | 4
6 3 4 7 3 2 4 3 3 5.5
10 3 Sl 3 2 5 3 9B T8

También para la investigacion del Calcio existente en el suelo, A-
zotobacter ofrece coincidencias bastanie notabses con los resultados
brindados por el analisis quimico. Mientras mayor es la cantidad de
Calcio contenida por un suelo, a menores concentraciones se forman
las mejores capas de Azotobacter. “Bitaco” y “Buenaventura”, que
poseen cantidades moderadas de calcio, muestran formacién de capas
optimas de la bacteria objeto del test, a concentraciones méas o menos
elevadas de CO3Ca. En cambio “Rio Fraile”, el suelo que, segan el
analisis quimico tiene mas cantidad de calcio, muestra la formacion de
la capa optima a concentraciones menores, habiendo asi una coinci-
dencia bastante notable entre los resultados de la prueba quimica y
el test de Azotobacter. Este test, segan resultados obtenidos y los pos-
teriores que mas adelante se indican, muestra una perfecta aplicacion
para la determinacién del pH del suelo, pues mientras mas acido es
éste, la capa bacterial optima se forma a concentraciones mayores.
En cuanto a la valoracion volumétrica, vemos cémo las capas permane-
cen casi iguales y bajas en las concentraciones menores, lo cual es ev
plicable porque en estas condiciones la bacteria no encuentra su medio
optimo de desarrollo, elevandose un poco para las concentraciones
mayores, a pesar de lo cual la apreciacion objetiva coincide con el
analisis quimico.



Grafico 6. Curva de crecimiento de Azotobacter para el suclo “Rio Fraile”
en diferentes concentraciones de PO4H2K. (Determinacion de Potasio).

LAMINA X

Grafico 7. Curva de crecimiento de Azotobacter para el suclo “Bitaco”, en di-
ferentes concentraciones de CO3Ca.
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DETERMINACION DE NITROGENO

Para la determinacién de nitrégeno se hizo uso de diferentes con-
centraciones de nitrato de sodio, NO3Na, anadiéndose a cada litro de
la solucion 1 gm. de PO4H2K y 10 gramos de manitol, como fuente
energeética. Se prepararon 11 soluciones, con diferentes concentracio-
nes de NO3Na. desde la solucién testigo, sin nitréogeno, hasta la con-
centracion 1.0 por mil, siendo las concentraciones intermedias: 0.1,
0.2,0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, y 0.9 por mil.

Este ensayo se llevo a cabo para los tres suelos investigados, Bi-
taco, Buenaventura y Rio Fraile. Se hicieron 2 replicaciones para cada
suelo, tomandose 11 muestras para cada replicacién. Se anadieron 100
mgm. de CO3Ca. a cada vaso, se pusieron 15 ml. de la solucién nutri-
tiva correspondiente y se hizo la inoculaciéon con Azotobacter. Los re-
sultados obtenidos muestran que el desarrollo de la bacteria en este
medio nitrogenado es exuberante. Desde la solucién testigo hay un
buen desarrollo bacterial. Sin embargo, se puede determinar un punto
optimo en el desarrollo de la capa, para cada suelo, Se observa también
que a concentraciones altas desmejora notablemente la calidad de la
capa obtenida, lo cual es comprobado por la valoracion volumétrica,
como puede apreciarse en el cuadro correspondiente.

La apreciacion objetiva de las capas mostro que:

Bitaco.— Tiene buena capa desde testigo, siendo optima para 0.1
y 0.2 por mil.

Buenaventura.— Capas buenas desde testigo. Capa 6ptima en 0.4
por mil.

Rio Fraile.— Capas muy buenas y abundantes desde la solucién
testigo. Capas muy uniformes, lo que demuestra buena cantidad de
nitrogeno en el suelo. En general, estos tres suelos parecen contener
buenas cantidades de nitrogeno.

LAMINA XI

Grafico 8. Curva de crecimiento de Azotobacter para el suelo “Buenaventura',
-en diferentes concentraciones de CO3Ca.
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La valoracion volumétrica de las capas dié los siguientes resuls
tados:

TABLA No. 4

Influencia del Nitrégeno de los suelos y de las solucienes nutritivas
sobre el crecimiento de Azotobacter,

Analisis quimico: N total Nitratos (La Motte).
Bitaco 0.343 % 30 p.p.m.
Buenavenfura 0.225 % B ¥

Rio Fraile 0.383 % B "

-

(fetaineni de edune el sley (Cottudniies e deel o e onizdat)
Concen- la. replicaciéon  2a. replicacion Promedio
tracionBit B tura. Fraile Bit. B|tura. Fraile Bit. B|tura. Fraile

Tgo. 7 5 . .48 6 6 40 65 55 41,5
0.1 9 6 50 8 R 85 65 5065
0.2 11 7 81 ¢ gt ag)’ " 1ip 5 52
0.2 10 AR o & 8 ‘85 i85 @8  Blp
0.4 11 ¥ gaIIEA g Aty OGN gy 1 g
¥ i c QU | SRRl T T R R S T Y
0650010+ 10 BB 1SRN S0 ) 60 - 158 130, « 59
0.7 16 g B8 12 8- 88 14 8 565
0.8 14 g1 Fgei e A A 75 45
0.9 8 g el 9 8 35 G T
o 7 29 8 6 29 75 65 29

Al comparar los resultados del analisis quimico y de La Motte
para la investigacién de Nitrégeno total y nitratos respectivamente,
con los datos suministrados con el test de Azotobacter, se puede ob-
servar una coincidencia muy notable entre los datos reportados por
estas pruebas. Las cantidades de Nitrogeno para los suelos “Bitaco”
y “Rio Fraile” son abundantes y aproximadamente iguales, segin el
analisis quimico, lo cual es confirmado por el test de Azotobacter,
ya que para dichos suelos la capa optima se forma desde las concen-
traciones inferiores, y aun desde la solucion testigo. Para el suelo
“Buenaventura” mas bajo en nitrogeno, la capa de Azotobacter se
forma a una concentracion mayor, lo cual nos demuestra la dismi-
nucion en dicho elemento. dato que es confirmado por el analisis qui-
mico, También con los nitratos, determinados por el test “La Motte”
coinciden los datos suministrados por Azotobacter. La wvaloracion
volumétrica coincide con la visual, especialmente en el caso de “Bue-
naventura”, Para “Bitaco” y “Rio Fraile” la apreciacion objetiva se-
fiala que desde la solucion testigo se encuentran buenas capas, lo cual
es confirmado por la valoracion volumétrica, aunque ésta da algu-
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nas cantidades mayores para concentraciones mas altas, siendo difi-
cil apreciar estos aumentos, a simple vista. Investigaciones poste-
riores, de caracter mas amplio, deben decidir si el test determina mas
exactamente el Nitrogeno total que los nitratos, o viceversa.

ENSAYO GENERAL PARA VARIOS SUELOS

Por medio de este ensayo se llevo a cabo el “test” biologico de
Azotobacter para la determinacion de Nitrogeno, fosforo, potasio
y calcio, para los sigientes suelos: Bolo, con pH de 6;9 In-
vernadero con pH 6; Posada, con pH 6.5; La Cabana, con pH
6.4; Varela, con pH 7.5; La Isla, con pH 4.7; Calima, con pH 4.6 y
Carretera al Mar, con pH. 4.8.

Para cada nutriente investigado se usaron 6 concentraciones, de
tal manera que el estudio de cada suelo, para 5 nutrientes, abarco
un total de 30 capsulas de Esmarch. Llevado a cabo el proceso des-

LAMINA XII

() 4 (4] & ~ * ©
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VOLUMEN DE LA CAPA BACTERIAL
. (DECIMAS DE CENTINETRO CUBICO)

OL .l_ 1 i 1 L A i A L 1
OO, 18K 2281 8- 38 & 6 10 .
C0I3 CA PARA CADA MUESTRA DE SUELO MGRMS,

Grafico 9. Curva de crecimiento de Azotobacter para el suelo “Rio Fraile”,
en diferentes concentraciones CO3Ca.
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crito anteriormente para cada suelo y cada nutriente, los resultados
obtenidos fueron los siguientes:

Fésforo

Bolo.— Capas buenas desde la solucion testigo. Capa optima: 0.2
por mil. Bastante rico en fosforo.

Invernadero.— Capas buenas desde la solucion testigo. Capa 6p-
tima 0.2 por mil.

Posada.— Capas oplimas entre 0.4 y 0.6 por mil. Mediano.
La Cabana, —Capa optima 0.4 por mil. Mediano en fosforo.

Varela.— Capas 6ptimas entre 0.2 y 0.4 por mil. No deficiente

LAMINA. XIII

‘Grafico 10. Curva de crecimiento de Azotobacter para el suelo “Bitaco”, en
diferentes concentraciones de NO3Na.



LAMINA XIV

Grafico 11. Curva de crecimiento de Azotobacter para el suelo “Buenaven-
tura”, en diferentes concentraciones de NO3Na.

LAMINA XV

Gréfico 12. Curva de crecimiento de Azotobacter para el suelo “Rio Fraile”,
en diferentes concentraciones de NO3Na.
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en fosforo.
La Isla.— Capas mal formadas. Optimas en 0.8. Pobre en fosforo.
Calima.— Buenas capas desde la concentracion 0.2. Optima: 0.6
por mil.
Carretera al mar.— Capa optima 0.4 por mil
Potasio

Bolo.— Capa optima 0.2 por mil. Bastante rico en Potasio.

Invernadero.— La capa optima se encuentra a la concentracion
0.4 por mil. No deficiente.

Posada.— La mejor capa se encuentra en la concentracién 0.6
por mil. Mediano.

La Cabaiia.— Capas optimas formadas desde las concentraciones
inferiores. Rico en potasio. Capa optima: 0.2 por mil.

Varela.— Buenas capas desde la solucion testigo. Optima: 0.2 por
mil. Rico en potasio.

La Isla.— Buenas capas desde las concentraciones menores, Op-
tima 0.2 a 0.4 por mil

Carretera al Mar.— Buenas capas desde concentraciones meno-
res. Optimas entre 0.2 a 0.4 por mil. Rico en potasio,

Calima.— Buenas capas desde 0.2 por mil. Capa 6ptima en 0.4
por mil, No deficiente.

Calcio
Bolo.— Capas mas o menos uniformes desde testigo.

Invernadero.— Capa testigo débil. Buena capa desde 1 mgmo/ca-
ja. Optima en 2 mgms/caja.

Posada.— Capas bastante uniformes. No deficiente en calcio.
La Cabaita.— Buenas capas desde testigo.

Varela.— Capas muy buenas desde testigo. Uniformes. Rico en
Calcio.

La Isla.— Presencia abundante de espuma, con formacion muy
mala de capas. La mejor s6lo se encuentra en la altima concentra-
cion. Muy acido.
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Carretera al Mar.— Muy mala formacién de capas. La optima so-
lo se encuentra a la mayor concentracion, 10 mgm/caja. Muy &cido.

Calima.— Se aprecia facilmente la acidez de este suelo. Sélo se
forma una capa buena a la concentraciéon mas alia,

Nitrogeno

Bolo.— Testigo y 0.2 por mil, regulares. Capa 6ptima, 0.4 por mil.
Invernadero.— Capas regulares. Optima en 0.4 por mil.

Posada.— Testigo, regular, Las capas siguientes son uniformes.
Optimas en 0.4 por mii.

La Cabafa.— Las capas son buenas desde la solucion testigo.
Bastante uniformes desde la concentracion 0.2 por mil

Varela.— Capas buenas, uniformes. Capa 6ptima 0.4 por mil. Me-
dianc,

La Isla.— Capas bastante uniformes. Bien desde testigo. Optima
0.4 por mil :

Calima.— Buenas capas desde la solucion testigo. Optima 0.4
por mil.

Carretera al Mar.— Buenas capas desde testigo.

Para tener comparacion de todos los resultados obtenidos con el
test de Azotobacter, quiero dar a continuacién, para cada suelo in-
vestigado, en forma esquematica, los analisis quimicos en relaciéon

con el test biologico empleado. Los numeros de la columna “Test de
Azotobacter” significan:

| Muy rico
Rico
Suficiente

Deficiente

o s W B

Pobre

6 Muy pobre
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SUELO “BITACO”
Sustancia Anélisis . -Anélisis Test de
nutritiva ' quimico seguin Azotobacter
ol S itk o Tt eSS g o L VBRI S
N total C. 343 %
nitratos 30 p.p.m. 1
2 total 0. 010 %
soluble 11. 25 Kgs. 23 lbs/acre 5
K TBLOR S 253 » 5
Ca 2.250. 0 i 4
pH 5. 5 5.8
SUELO “BUENAVENTURA”
Sustancia Analisis Analisis Test de
nutritiva quimico segun Azotobacter-
La Motte
N total 0. 225 % 3
nitratos
B total 0. 010 %
soluble 11. 25 Kgs. 28.75 1b/acre 5
36.°33 " 253 f 5
Ca 1.562. 5 4
pH 5. 2 5.3
SUELO “LA ISLA”
Sustancia Analisis Analisis Test de
nutritiva quimico segun Azotobacter
La Motte
N  total 0. 136 %
nitratos 30 p.p.m. 3
P total 0. 050 %
soluble 112, 5 Kgs. 230 lbs/acre 2
K ' 312. 5 i 402.5 ” 3
Ca 4.,500. " 2
pH 6. 0 6.0




1952 BRAVO — METODO RAPIDO DE AZOTOBACTER 105
SUELQO “INVERNADERO”
Sustancia Analisis Analisis Test de
nutritiva quimico segan Azotobacter
La Motte
N total 0. 136 %
nitratos 30 p.p.m. 3
P total 0. 050 %
soluble 112. 5 Kgs. 230 lbs/acre 2
K 312. 5 i 402.5 7 3
Ca 4.500, & 2
p 6. 0 6.0
SUELO “POSADA"
Sustancia Analisis Analisis Test de
nutritiva quimico segun Azotobacter
La Motte
N total 0. 233 %
nitratos 25 p.p.m. 3
P total 0. 025 %
Y soluble 168. 75 Kgs. 172,50 lbs/acre 3—4
K 362. 90 7 402.50 2 4
Ca 5.625. 4 1
pH 6. 5 6.5
SUELO “CALIMA”
Sustancia Analisis Analisis Test de
nutritiva quimico segun Azotobacter
La Motte
N total 0. 233 %
nitratos 12 p.p.m. 3
P totai 0. 005 %
soluble 22. 50 Kgs. 23 lbs/acre 4
K 293. 47 7 402.5 ” 3
Ca 562. 50 7 6
pH 4. 6 4.6
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SUELO “LA CABARNA"

Sustancia Analisis Analisis

Test dz

nutritiva quimico segin Azotobacter
La Motte
N  total 0. 249 ¢
nitratos 30 p.m. 1
B total 0. 025 %
soluble 112, 5 Kgs. 172.50 lbs/acre 3
K 703. 12 " 460 7 2
Ca 3.375. 9 1
pH 6. 4 6.2
SUELO “VARELA”
Sustancia Analisis Analisis Test de
nutritiva quimico segun Azotobacter
La Motte
N total 0. 265 %
nitratos 20 p.p.m. 3
P total 0. 040 %
soluble 112. 50 Kgs. 230 Kgs, 2—3
K 784. 88 ¥ 460 7 2
Ca 4.500. > 1
pH 7.5 T2
SUELO “RIO FRAILE"
Sustancia Analisis Analisis Test de
nutritiva quimico segin Azotobacter
La Motte
N  total 0. 383 %
nitratos 12 p.p.m. 2
P  total 0. 050 %
soluble 337. 50 Kgs. 230 lbs/acre 2
K 370. 88 " 402.5 " 2
Ca 3.375. i 2

pH 6:0 > 6.2
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SUELO “BOLO"
Sustancia Analisis Analisis Test de
nutritiva quimico segun Azotobacter
La Motte

N  total 0. 233 %

nitratos 20 p.p.m. 3
P total 0. 050 %

soluble 225. Kgs. 230 Kgs 2
K 613. = 402.5 " 2
Ca : 3.375. ¥ 1
pE 6. 9 6.8

SUELO “CARRETERA AL MAR”
Sustancia Analisis Analisis Test de
nutritiva quimico segun Azotobacter
La Motte

N  total 0. 667 %

nitratos 40 p.p.m, 1
P total 0. 025 %

soluble 11. 25 Kgs. 25 Kps. 3
K 379.:51. .. 7 350 7 2—3
Ca 4.8 6
pH

562. 50 ” 4.5

Al observar estas tablas anotamos que en la determinacién del
fosforo coinciden los valores obtenidos con el “test” de Azotobacter
en un 90%; para la determinaciéon del potasio en un 90%; para Ni-
trégeno en un 100% y para Calcio en 100%.

DISCUSION DE LOS RESULTADOS Y VALORACION DEL “TEST”
DE AZOTOBACTER

Al hacer una comparacién entre los valores obtenidos con este
“test” y relacionando este método con el analisis quimico y el analisis
de La Motte, podemos afirmar que esta prueba de determinacién de
nutrientes puede servir perfectamente como una prueba rapida y de
facil manejo para la comprobacion de la suficiencia o deficiencia de
las sustancias nutritivas mencionadas, en el suelo. Es natural que
cada “test” biolégico y también este método, tiene algunas fuentes de
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error, ya que todos los procesos vitales dependen de muchos facto-
res, ya conocidos, ora de naturaleza desconocida. El alto porcentaje
de coincidencia entre el analisis quimico y este “test”, permite desde
luego recomendarlo, especialmente cuando se trata de gran nuamero
de muestras cuya determinacién necesita el agricultor en forma ra-
pida. Sin duda un “test” biologico para la determinaciéon de una de-
ficiencia de una sustancia nutritiva es muchas veces mas diciente que
los datos de un anélisis quimico, el cual nos da la cantidad que de
esa sustancia existe en el suelo. pero no nos indica la aprovechabi-
lidad inmediata de ella. Sobre las ventajas de este método, respecto
a otros que también emplean Azotobacter, ya se traté en la “Justifi-
cacion del empleo de Azotobacter como indicador de deficiencias de
nutrientes”, Debe decirse también que este “test” no es aplicable para
algunos suelos, que constituyen una minoria. Como ejemplo damos
el suelo denominado “Carretera al Mar”, que contenia muchas par-
ticulos de material vegetal que al flotar formaban una capa superfi-
cial sobre la solucion nutritiva, impidiendo en esta forma la correc-
ta valoracion volumétrica y visual de la capa de Azotobacter for-
mada, Desde luego, por procedimientos mis o menos dispendiosos
puede quitarse esa capa de materia vegetal que flota, pero ello ya
entorpece la naturaleza del “test”, restandole rapidez y haciéndolo
susceptible de errores, por lo cual no es recomendable para esa cla-
se de suelos. En casos excepcionales, como en el de suelos que tu-
vieran una acumulacién apreciable de CO3Na2, como sucedid con
algunas muestras de suelos llevadas para su analisis a la Seccion de
Suelos de la Estacion Agricola Experimental de Palmira, probable-
mente tampoco seria recomendable este “test”.

Es posible que este método de determinacion de nutrientes tam-
bién sea aplicable a la valoracion de humus. A este respecto pode-
mos decir que se llevaron a cabo algunos trabajos, cuyos resultados
no consigno por no tener datos fidedignos de comparacion, pues los
brindados por medio de ignicion de las muestras de suelos, fueron
sumamente variables y no contaba con los elementos necesarios para
hacer determinaciones mas precisas. Por lo tanto, la aplicabilidad de
este método biologico a la determinacién del humus, debe ser obje-
to de estudios posteriores, de caracter mucho mas amplio.

En cuanto a la valoracion de este método, podemos decir que él
es barato y que con un personal entrenado, compuesto por tres per-
sonas, podrian efectuarse unas doscientas a trescientas muestras, se-
manalmente, disponiendo de todos los elementos necesarios.

RESUMEN

Después de una descripeion de los diferentes métodos existentes
para la determinacion de la deficiencia de sustancias nutritivas en
el suelo, el autor describe un nuevo método biologico que emplea Azo-
tobacter como agente indicador de esas deficiencais. Existen ya dos
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métodos que emplean también la misma bacteria como indicadora de
sustancias nutrientes, pero que ofrecen algunas desventajas para la
valoracion de las bacterias crecidas en medios nutritivos y que se
emplean en la determinacién de nutrientes. Con la ayuda de este
nuevo método y comparando los valores obtenidos, con los suminis-
trados por el andlisis quimico y los datos observados segun La
Motte (muy imprecisos algunas veces), se pueden determinar Nitro-
geno (o nitratos), en un 100%; Fosforo en un 909 ; Potasio en un 90%¢
y Calcio, en un 100%.
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