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RESUMEN

El autor recomienda experimentar un método bacteriolégico para estimar la presencia,.
abundancia y distribucién de algunos nutrientes en el suelo. Sugiere probarlo en %ran escala,
en diversas situaciones ecolbgicas y en los diferentes niveles de experimentacién (laboratoris-
tas, extensionistas, productores y estudiantes) para luego poder extraer conclusiones referentes
a su validez y saber a qué nivel aconsejarlo como practica habitual.

Esta propuesta surge a raiz de que, si bien es un método conocido desde hace mas de
50 afios, atin no se le han estudiado todas las posibilidades con la amplitud y meticulosidad
debida en los suelos de nuestro pas. Los resultados obtenidos hasta ahora en’ diversas partes
del mundo son contradictorios; esto se lo atribuye principalmente a la carencia de un método
normalizado y a la falta de una delimitacién ecolégica de sus posibilidades.

Para que tal recomendacién pueda Ilevarse a la prictica, el autor detalla una técnica
de laborstorio, sefialando variantes propuestas por diversos autores (que se deberan confrontar-
entre si), como asi también una serie de sugerencias para adaptar esa técnica a las condiciones
de campo (cuya correspondencia con la anterior también se debera demostrar). Asimismo,
incluye técnicas y bibliografia sobre muestreo para facilitar su conocimiento, para los que no
son especialistas en el tema.

E Esencialmente, esta monografia posibilita la amplia difusién de tales ensayos bacterio-
Iégicos {en los diferentes niveles de capacitacién) consistiendo, en ésto su objetivo.

® Monograffa presentada en la Reunién de Comunicaciones de Divulgacién Cientifica de.

la Asociacién de Ciencias Naturales del Litoral, el 29 octubre 1977.
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SUMMARY
Nutrients in soil: Analysis and perspectives by Azotobacter

The author recommends to experiment with a bacteriologic method to estimate the
]ljresence, abundance, and distribution of some soil nutrients. The method shoud be tested in
arge scale applications, in diverse ecologic situations and in different levels of experimentation
(by laboratories, extension specialists, farmers and students) thus obtaining conclusions regar-
ding its validity as a widespread practice.

Although the method hasta been known for more than 50 years, several applications
must be explored for Argentine soils. The results obtained in diverse parts of the world are
contradictory. This has been attributed to the lack of a standarized methodology and the
absence of known ecologic limits.

To implement the method, the author describes a laboratory technique, analysing
several variations proposed by other authors, as well as a series of modifications to adapt the
technique to field conditions. Further, he includes the techniques and references on sampling
to case the subject for the nonspecialists.

The monograph seeks the wide distribuition of these bacteria essays among readers
with warying degree of expertise in mocrobiology.
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INTRODUCCION

Es muy dificil, por no decir imposible, determinar con plena seguridad
los nutrientes en el suelo en relacién con las necesidades de los cultivos. Sin
embargo, es posible una aproximacion a ello y desde que J. Liebig, en 1840,
definié su teoria sobre la nutricién mineral, los investigadores han concedido
mucha importancia a la elaboracién o modificacion de técnicas para estimar
las deficiencias o carencias que puede presentar el terreno en relacién con lo
antedicho.

Surgieron asi variados métodos de andlisis del suelo (quimicos y biolo-
gicos - ensayos en macetas), andlisis quimico de vegetales (generalmente las
hojas y recomendados especialmente para frutales - 4), inyecciones y pulve-
rizaciones en la planta (también para frutales - 47), diagndstico visual (sin-
tomas externos con que las plantas manifiestan deficiencias o carencias) y las
experiencias a campo (iniciadas también durante el siglo pasado en la renom-
brada Estacién Experimental de Rothamsted). A este conjunto de métodos se
incorporaron, desd ehace mas de 50 afios, los métodos microbioldgicos.

Actualmente se reconoce (35, 38, 47) que el diagnodstico mas seguro se
obtiene con la combinacion de un grupo de métodos, seleccionados segun el
problema particular que se plantea. A pesar de la conclusién recién apuntada,
aun para muchos técnicos los ensayos con especies vegetales en el campo
parecen ser las pruebas més aceptables para medir la dotacién de nuirientes
en el suelo: todas las otras pruebas deben ser comparadas o correlacionadas
con esos ensayos. Sin embargo (75), el ensayo con vegetales en el campo no
es una medida constante o reproducible ni, necesariamente, una medida intrinseca
del contenido de nutrientes en el suelo. Los resultados varian segin las esta-
ciones, segiin las plantas y pueden ser modificados por otros factores ademas
de la disponibilidad de nutrientes. En cambio, los ensayos con microorganismos
llevados a cabo bajo condiciones constantes y controladas, son reproducibles
y facilmente comparables. La falta de correlacién entre los ensayos con vege-
tales superiores, sujetos al azar tal como hemos sefialado. no es necesariamente
un reflejo de su valor para la estimacién de la disponibilidad intrinseca de los
nutrientes, cualesquiera que sean los cultivos que se desarrollen. Pero la aplica-
cién de los resultados (de los micro-bioensayos, de los analisis quimicos o de
cualquier otra prueba) depende de la interpretacién de aquéllos en relacién
con una condicién ecolégica regional (clima, manejo, sanidad vegetal, etc.)
y con un cultivo de especie y potencial genético determinado (variedad o linea
hibrida); segiin Barberis (7) este grado de perfeccionamiento en la calibracién
de métodos, por el momento no pasa de ser un anhelo en nuestro pafs.

Los microorganismos

Desde hace mucho tiempo se sabe que existe una nitida influencia de
los nutrientes sobre los microorganismos y que algunos de ellos tienen exigen-
cias nutritivas semejantes a los vegetales superiores (45, 67).
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Al hongo microscopico Aspergillus niger (figura N° 1, B) se lo ha
utilizado (45, 46, 49, 69, 77) para la estimacién de fosforo (en adelante: P)
potasio (en adelante: K) y zinc. También los mohos Cunninghamella blakesleana
o C. elegans (fig. 1- A) son sensibles a las deficiencias de P (1, 48), calcio (Ca),
molibdeno (Mo) y manganeso (77). Tchan (75) propuso el uso de micro-
organismos fotosintéticos: una mezcla indefinida de algas, en especial para las
deficiencias de nitrégeno. Con objetivos similares también se idearon métodos
empleando bacterias nitrificantes (72) y bacterias del género Corynebacterium
(en 75). Sin embargo, el microbio que méas se ha utilizado en los ensayos
(en adelante: “test’) sobre el nivel de nutrientes ha sido la bacteria Azotobacter
chroococcum (fig. 1 - C) principalmente para la estimacién de P, Ca (2, 10, 24,
59, 61) y sus posibles combinaciones (77), Allen (1) lo aconseja solaments
para Py K (y P+ K) y Wieringa (81) lo utilizé, ademas, para Mo,

Figura N? 1 — Algunos microorganismos utilizados para el diagnostico de la concentracién
de nutrientes en muestras de suelo. A = Cunninghamella (1: zigospora), B = Aspergillus y
C = Azotobacter (1: células activas, 2: formas inactivas).

Todavia no estd todo dicho.

En nuestro pais, si bien fue motivo de numerosos trabajos (principal-
mente por parte de investigadores de la Facultad de Agronomia de Buenos
Aires - ver, p. ej., la bibliografia citada por Molina - 53), ain no se han
publicado —tal como lo advirtiera Halperin (29) hace unos 10 afios— trabajos
en los que se hayan establecido una correlacion entre los resultados del “test”
del Azotobacter con los resultados de los andlisis de diferentes tipos de suelos
y con los rendimientos de los diferentes cultivos en esos mismos suelos,

Por su parte, en 1971, Emiliani y Priano (18) encontraron, en el anali-
sis periddico de un suelo cultivado, que el “test” resultaba negativo cuando el
contenido de P asimilable (expresado como P,Og, soluble en 4c. citrico 2 %)
disminuida a 14mg % (o menos). Posteriormente, Priano y Martinez-Lau-
ria (63) analizando 62 muestras provenientes de diferentes localidades de
la provincia de Santa Fe, hallaron una concentraciéon de P (como P,0;) va-
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riable entre 5 y 687 mg, resultando el “test” negativo cuando ese elemento
oscilaba entre 5 v 15mg %. Es intercsante sefialar que estas observaciones
concuerda con las realizadas por Guedes (28) en muestras extraidas en todas
las regiones agricolas del pais para analizar la distribucién del Azotobacter:
la frecuencia de su hallazgo se triplicaba en suelos con un contenido de P
(como P,0;) superior a 15 mg %.

Hace ya diez aifios que Lundberg (44) habia estimado que ¢l uso de
tal microorganismo permitia apreciar las posibilidades de aumentar los rendi-
mientos, pues verificé que la reaccién de esa bacteria a los agregados de
P correspondian a los observados en leguminosas fertilizandas. Por otra parte,
Emiliani y Priano (17) habian comprobado que las cantidades minimas de
Ca para hacer visible por lo menos a una colonia de Azotobacter (proveyéndole
de todos los demds nutrientes) eran semejantes a las que utilizaron en un
cnsayo de encalado (62) para aumentar el 100 % de! rendimiento de la
alfalta.

Pero, tal como se afirmara criticamente (29), todos los resultados que
se han dedo a conocer no pueden counsiderarse en un pie de igua'dad pues el
mélodo no ha sido normalizado: en general no se ha trabajado con cepas estin-
dar, dado que se utilizaron aislamientos efectuados al azar, —existen lineas con
diferentes requerimientos— o, peor ahn, frecuentemente se han empleado cepas
de Azotobacter sin conocer la especie; algo similar sefialaba Tchan (76) en su
revisién critica de diversos trabajos de autores de nuestro pais.

ANALISIS

Solamente como un ejemplo - guia hemos detallado una técnica de la-
boratorio y luego una serie de sugerencias practicas para experimentarla en
condiciones de campo. Pero, antes de todo, hemos creido conveniente detallar
cOmo obtener una muestra para realizarle los andlisis propuestos. Esta tltima
resefia csta destinada, obviamente, para los que no tienen una formacién agro-
némica o la tienen en forma incompleta (estudiantes, productores, bidlogos,
biogquimicos, etc.), pero a quienes también estd destinada la presente monografia.

IZs conveniente recordar que el andlisis de las muestras de suelo serd el
origen de la fuente de informacién sobre la relativa disponibilidad de nutrien-
tes para los vegetales. Pero solamente cuando el andlisis se calibra con la pro-
ductividad y cuando las muestras de suelo se obtienen adecuadamente, los re-
sultados podran ser valiosos argumentos sobre los cuales se pueden sustentar
decisiones de manejo sobre fertilizantes o sobre la fertilidad del suelo.

Debido seguramente a la importancia del tema, existe una extensa biblio-
grafia al respecto, para un variado nivel de comprension, parte de la cual ci-
tamos en el item correspondiente (3, 8, 13, 16, 21, 26, 31 - 43, 55 - 58, 66, 73, 77,
80). Es también necesario tener presente que el método de muestreo depende
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del objetivo perseguido; asi por ejemplo para las necesidades de calcio reco-
mendamos leer las observaciones de Voss (78), para nitrogeno las sefialadas
por Nelson y otros autores (12, 19, 56). También existen técnicas especiales
para el muestreo de suelos salinos y sodicos (65), para suelos regados en sur-
cos (9), etc.

Muestreo
Las unidades de muestreo

En primer lugar se realiza una inspeccién general del campo o de la
granja y se elabora un mapa de la propiedad, dividida en unidades de muestreo
sobre la base de las caracteristicas de los suelos y su manejo (figura n° 2).
Para nuestros objetivos de muestreo, cada suelo puede diferenciarse de otro
segin la textura, color y pendiente y de acuerdo a las diferencias visibles como
ser: distinto desarrollo de los vegetales cultivados, manchones salinos, lugares
anegados o erosionados, diferentes cultivos, etc. y también de acuerdo a los
tratamientos dados, en el pasado, tanto al suelo como a los residuos de las co-
sechas (4reas fertilizadas, encaladas, incorporacién de rastrojos, ete.). Es ne-
cesario muestrear separadamente (o evitar si no interesan) las 4reas pequeiias
no representativas (a lo largo de alambrados, de caminos, cerca de tanques
australianos, inmediaciones de edificios, 4rboles, lugares donde estuvieron api-
lados residuos o parvas de heno, etc.) o, como ya sefialamos, sometidas a un
tratamiento distinto al de la generalidad, aunque pertenezcan al mismo tipo de
suelo.

El muestreo tradicional

La muestra representativa de cada unidad de muestreo (que por lo ge-
neral puede abarcar una superficie de 2 a 10 hectireas), debe haberse com-
puesto por 10 a 30 submuestras tomadas al azar (cada 15-20 pasos, p. €j.)
siguiendo una trayectoria indefinida en linea quebrada (en zig-zag). Los cam-
pos que han sido fertilizados en forma intensiva requieren un mayor niimero
de submuestras debido a la variabilidad de los métodos de aplicacién y a la
extraccién de nutrientes por parte de los vegetales; estos dos factores dan, por
resultado, diferentes cantidades de nutrientes residuales entre una parcela y otra.

Si los vegetales estin sembrados en hileras o los fertilizantes fueron apli-
cados en franjas, las muestras se toman en el camino que separa las hileras o
franjas; légicamente después de pasar el arado de discos, p.ej., ya serd muy
dificil discernir dénde estaban los surcos, invalidando los resultados de los ana-
lisis obtenidos con tal muestreo: en este caso, el nimero de submuestras nece-
sario, para obtener una razonable desviacién estandar, se elevaria de tal forma
que tornaria el trabajo impracticable.
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El muestreo intensivo

Para apreciar la heterogeneidad en la distribucién de los nutrientes se ha

Si solamente se practi-

»

aconsejado (14) el denominado “muestreo intensivo”.
cara el muestreo tradicional (detallado anteriormente), es decir la extraccion
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de un nimero de submuestras al azar, esto proveera un buen promedio de las
condiciones nutritivas del suelo, pero conocer la condicion promedio de un
drea que no es homogénea desde el punto devista de los nutrientes es de poco
valor, puesto que el anélisis proveera resultados promedios que levaran a fer-
tilizar en dosis bajas algunas zonas y en dosis altas, otras. Para evitar tal cosa
s¢ recomienda tomar sistemiticamente muestras multiples basdndose sobre un
modelo de parrilla. Este muestreo miltiple ademas de estimar los niveles de
nutrientes, provee una medida de heterogeneidad mostrando la distribucién de
los nutrigntes en el area de muestreo.

Este muestreo implica, de acuerdo con una parrilla cuadrada con puntos
de muestreo separados entre si por 30.5 m., unas 22 muestras por cada 2 hec-
tareas; cada una de esas muestras estd constituida por el contenido de 5 ba-
rrenos tubulares extraidos dentro de un circulo de unos 2 metros de didmetro.

Es necesario sefialar que el muestreo intensivo no necesita repetirse; una
vez delimitadas las dreas con una concentracién uniforme de nutrientes (o co-
rregidas las zonas deficientes), los muestreos posteriores se pueden realizar
segun el método tradicional de las muestras compuestas (recolectadas a inter-
valos periédicos en la rotacién de las cosechas) lo que serd suficiente para
controlar las fluctuaciones estacionales de los nutrientes en el suelo.

Utensilios y profundidad de muestreo

Las muestras se deben obtener con herramientas bien limpias. Puede uti-
lizarse una pala (comin o jardinera) o el barreno de tubo.

Un instrumento de muestreo requiere dos condiciones importantes: 19)
que se tome una capa uniforme desde la superficie hasta la profundidad de
insercién del instrumento y 29) que se obtenga el mismo volumen de suelo de
cada 4rea. En general, los barrenos de tubo cumplen muy bien estas dos con-
diciones en suelos hiimedos. En los secos, duros y pedregosos, no dan resulta-
dos satisfactorios.

Cuando se usan palas, primero es necesario limpiar la superficie del suelo
de hojarasca y luego se inserta la pala hasta la profundidad de arado (entre
15-20 cm); se descarta la primera palada de tierra y se limpia el agujero de
eventuales terrones. Luego, se corta una tajada de unos 3 cm de grueso por el
costado del agujero. Se retira y retiene sobre la pala, se descartan las partes
laterales guardando la central.

Cuando se usan barrenos, también se limpia la superficie y se empuja
el tubo hasta unos 15 cm. No se debe inclinar el tubo cuando se lo estd ente-
rrando, para prevenir torceduras. Luego, se tira de ¢l con un movimiento en
linea recta: el tubo retendri al suelo; los primeros 15 cm se separan y guardan.

La profundidad de muestreo estd mds bien determinada por la textura
del suelo, prcticas de riego, los cultivos a sembrar y los nutrientes cuyo nivel
interesan. Por ejemplo, en suelos arenoso con intenso riego y fertilizacién ni-
trogenada, es necesario pasar el metro de profundidad. Una vez obt-nida la
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muestra se la divide cada 15-20 em y se van embolsando aparte los segmen-
tos provenientes de diferentes profundidades. Generalmente es conveniente sa-
car muestras del subsuelo (especialmente cuando se encuentran cultivos de
raices profundas), para lo cual deberd emplearse muestreadores especiales (p.
ej., ver 22, 23), pero, se bien se admite que las plantas obtienen nutrientes pro-
cedentes de debajo de la capa arada, existe muy poca informacién para inter-
pretar los andlisis de las muestras del subsuelo.

Las submuestras se colocan en un balde limpio, se mezclan y se llena
hasta la mitad una bolsa de plastico identificada con un niimero. Es necesario
evitar que la muestra se deseque, por lo tanto no se usan envases de papel o
cartén. Se sujeta la bolsa justo por arriba del nivel de la tierra y, con ambas
manos, se aprietan los costados de la bolsa para evacuar el aire. Se enrolla la
parte superior hasta el nivel de la muestra y se la cierra de tal forma que no
se desenrolle.

La muestra debe llegar al laboratorio antes de que transcurran 12 h
desde que se la obtuvo; si esto no fuera posible, se colocan las muestras en
un refrigerador, congelador o en una conservadora con una mezcla de hielo y
sal gruesa.

Se anotan y sitian, en el mapa del establecimiento, los puntos de mues-
treo (las referencias deben corresponder a los ntimeros de las bolsas) y los
rendimientos obtenidos en las Gltimas cosechas.

Cudndo realizar el muestreo

Si bien se puede realizar en cualquier momento, légicamente depende del
principal objetivo del muestreo. Para realizar correlaciones con los cultivos se
deben recolectar muestras antes, durante las principales etapas de desarrollo
del vegetal y después de la cosecha, teniendo bien presente los demaés factores
que condciionan la productividad (lluvias, plagas, etc.). Otras recomendacio-
nes pueden consultarse en el texto de Tisdale (77).

El “test” del Azotobacter en el laboratorio

Inmediatamente después de extraida, se determina el porcentaje de hu-
medad de la muestra (en porciento de suelo seco) y se separa una parte para
realizar el “test” y otra para las otras determinaciones (microbiolégicas, qui-
micas, fisicas y fisicoquimicas).

Lo primera parte de la muestra se deja secar al aire, se pulveriza en un
mortero o molino haciéndola pasar primero por un tamiz de 6 mm de luz y,
luego, por uno de 1 o de 2 mm. Posteriormente se pesan cantidades suficientes
para llenar hasta el borde, una serie de cuatro o de seis cajas de Petri (en
adelante: cépsulas); la cantidad varfa segin su capacidad, por lo tanto las
cantidlades que se citan a continuacién se podrin tomar solamente como un
ejemplo:
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Pesar, cuatro veces, 100 g de tierra y colocarlos en un vaso de precipi-
tado. Agregar, a cada uno, el 1% de manitol (o “manita”) y mezclar bien.
Hacer una suspensién con el desarrollo de una cepa de A. chroococcum (en
agar-manitol estria) de 24-48 h de incubacion, con unos 10 ml de solucién
fisiolégica salina (0.85 % Cl Na) estéril y diluir ésta a 100 ml con otra solu-
cion salina estéril. Usar 2 ml de esta dGltima para el agregado a las cépsulas,
conjuntamente con el agua destilada (ver “preparacién de cépsulas”). Una for-
mla mids practica para hacer lo expuesto es la utilizacién directa de cepas lio-
tilizadas.

Preparacion de las cdpsulas

Cdpsula n? 1, la cdpsula testigo

Agregar lentamente agua destilada estéril desde una pipeta o bureta gra-
duada, mezclando constantemente con una espatula el contenido del vaso de
precipitado hasta que la tierra se sature de agua, que tome la consistencia de
la arcilla para modelar.

Si no se trabaja con recipientes de vidrio, la muestra debe consolidarse
golpeando el recipiente sobre la mesa de trabajo. Al saturarse la pasta, brilla
por rteflexién de la luz, fluye ligeramente si se inclina el recipiente y la pasta
se desliza facilmente de la espétula, excepto en el caso de suelos con alto con-
tenido de arcilla. La pasta no debe acumular agua en la superficie, perder su
brillo o endurecerse durante un reposo de una hora. Si ha perdido el brillo o
se ha endurecido, es necesario mezclar nuevamente agregando agua.

Anotar la cantidad de agua que ha necesitado para esta operacion (su-
mindole también el volumen del inéculo) pues todas las demdas cépsulas de-
beran tener el mismo contenido de agua.

Tranferir la masa obtenida a una cépsula, presionando y alisando la su-
perficie pero dejindola ligeramente convexa (como la yema del pulgar) con
la espéatula o un portaobjetos, ambos humedecidos con agua destilada.

Cdpsula n? 2, para apreciar deficiencias en fésforo (P).

Agregar 10 ml de la soluciéon de fosfato disédico, PO,HNa,. 12H,0, al
6 % (lo que es equivalente a 0.05 g P = 0.1 g P,0;) y suficiente agua destilada
hasta igualar la cantidad vertida en la cipsula testigo, descontando estos 10 ml.
Mezclar bien, verter en la cdpsula y moldear. Previamente, al igual que a todas
las cépsulas, se le debe haber agregado la misma cantidad de inéculo y fuente
de carbono que las mencionadas anteriormente.
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Cdpsula n® 3, para apreciar deficiencias de calcio (Ca).

Se diferencia de las anteriores por el nutriente afadido: 2 g de carbo-
nato de calcio, C0,Ca (equivalente a 0.8 g Ca); lo demés es lo comin a todos
los tratamientos: agregado de manitol, agua destilada, inéculo, mezclado, ver-
tido y moldeado.

Cdpsula n? 4, para apreciar deficiencias de P + Ca.

En el cuarto recipiente agregar las cantidades de fosfato y de carbonato
mencionados para las cdpsulas n? 2 y 3, realizando el procedimiento comin
a todas.

Mds cdpsulas

Si se supone una deficiencia de potasio (K), preparar una quinta cip-
sula con el agregado de 10 ml de una solucién al 3 % de sulfato de potasio,
S0.K. (equivalente a 0.134 g K=0.161 g K.O). La combinacién P + K se
logra agregando, a un sexto recipiente, 10 ml de una solucién al 3 % de PO,
HK, (equivalente a 0.134 g K + 0.05 gP) y, por tltimo, si interesa K 4 Ca y
P+ K + Ca combinar lo expuesto para el quinto tratamiento, con el tercero
y el sexto con el tercero, respectivamente.

Incubacién de las cdpsulas

Colocar, sin su tapa, dentro de otra mayor —ésta con tapa y con algo-
dén sobresaturado de agua (rodeando a la pequefia)— para mantener la hu-
medad durante el periodo de incubacién. Ademas, colocar un papel absorben-
te entre la tapa grande y su fondo para que el agua de condensacién no gotee
sobre la superficie de la cipsula con tierra moldeada y dificulte la observacién
posterior de las colonias tipicas.

Luego llevarlas a una incubadora a 28-30°C; al cabo de 48-72 h (se
pueden hacer observaciones diarias hasta los seis dias de incubacién, como mé4-
ximo) se estudia la superficie de las cdpsulas (ver “Interpretacién de los re-
sultados”) y se anotan los resultados obtenidos.

No todos estin de acuerdo con lo expuesto

No todos los autores concuerdan con los agregados sefialados anterior-
mente; la mayor parte de ellos, por ejemplo, emplean 50 g de muestra por
tratamiento; Halperin (29) emplea, como fuente de carbono el 3 % de almi-
dén + 1% de manitol + 1% de glucosa; como fuente de P emplea una
mezcla de fosfato mono y disddico (al 0,25 %), para K agrega SO,K, hasta
alcanzar una concentracién del 0,25 %, lo mismo para el PO,HK,. Por su parte,
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Pochon (60) aconseja el 0,5 % de esas mismas sales y, como fuente de carbono,
el 1% de piruvato de sodio. Otros creen mas conveniente utilizar sacarosa
(04 %) o almidén soluble (1, 61, 67) o glucosa (24, 59, 61). Sasson —(68)
una de las mejores investigaciones sobre consumo de azicares— luego de ex-
perimentar diversas fuentes de carbono sugiere el uso de glucosa, fructosa, ma-
nitol, sacarosa, dextrina o inulina pero no el almidén ni el piruvato de sodio.

Mishustin (en Parkison et al., 58) sugiere el 5 % de mantiol y el 0,1 %
de PO,HK,. Sackett y Stewart (67) prefieren el almidén soluble debido a que
se reduce grandemente la formacién de protuberancias (sobre la superficie)
y su rotura, como asi también el desarrollo de hongos; ademés las colonias
quedan mejor definidas, reteniendo su individualidad por mis tiempo, presen-
tando una menor tendencia a extenderse y unirse formando una pelicula ge-
latinosa continua sobre la superficie de toda la cépsula. Sin embargo, los mis-
mos autores admiten que —a veces— esta fuente de carbono falla.

De la amplisima literatura que trata este tema (lo resefiado es sélo una
pequeiia muestra) resulta entonces muy probable que una fuente de carbono
sea mas adecuada que otra; de todas maneras nosotros creemos que lo mis con-
veniente para el “test” es emplear la misma fuente de carbono que la utilizada
para desarrollarlo en cultivo puro (antes de afiadirlo a la capsula). Para noso-
tros, el empleo de los demés azicares serian més bien de interés para lograr
el desarrollo espontineo de esa bacteria cuando se trate de averiguar su pre-
sencia o ausencia o para los primeros pasos del aislamiento.

Gainey et al. (25), ademds de sugerir el uso de glucosa (2 %) o almi-
dén (2 %), agrega 3 ml de la suspension de Azotobacter por cada 100 g de
muestra y ademis: 5 % de CO,Ca; 0.3 g de POHK..3H.0; 0.24 g SO.K;
0.46 g de PO.H Na,.12 H,O. Sugiere la variante prictica de preparar y pesar
todo junto lo que va en comin y luego repartir.

Con respecto a la cantidad de in6culo, ésta varia, segin los autores entre
1 a 3 ml; se debe tener cuidado, empero, de no usar demasiado pues las bac-
terias podrian formar una pelicula continua sobre la superficie de la capsula en
vez de formar colonias aisladas, complicando la interpretacion del “test” (67).

Allen (1) le agrega solamente CO;Ca en cantidad necesaria y suficiente
para elevar el pH de la muestra hasta 6.8-7.0. Sackett y Stewart (67), en
cambio, sugieren de que si el pH es inferior a 6.8 agregar el 10 % de ese mismo
compuesto. Esto provee un gran exceso pero no tiene efectos daifiinos para el
Azotobacter, aun si se le agrega tanto como seria el 33 %.

Los mismos autores (1, 67) también recomiendan de que, si fuera ne-
cesario (suelos muy arcillosos), agregar cuarzo (arema muy pura, lavada) a
razén de una parte por cada 5 - 10 partes de suelo. Si el suelo fuera, en cambio,
muy arenoso, agregar la cantidad suficiente de caolin para lograr una buena
textura.

Halversen y Hoge (30) y Molina y Sauberin (54) introdujeron una
serie de variantes; por su extension remitimos al lector a esas publicaciones.
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Interpretacién de los resultados

Al cabo del periodo de incubacitn, sobre la superficie de las muestras
pueden aparecer manchas blancas, de consistencia mucosa. Después de unas
72 h, estas colonias se vuelven de color pardo oscuro a negro, pigmento tipico
de A. chroococcum (50) y pueden permanecer aisladas o confluir e invadir la
totalidad de la superficie disponible.

A veces, la superficie puede presentar algunas elevaciones (como chi-
thones); esto es debido a la presencia de microorganismos anaerobios (gene-
-almente Clostridium spp.) que al producir gases hinchan la tierra en diferente

TRATAMIENTOS
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Figura n® 3 — Resultados tipicos del “test” del Azotobacter: 1 caso = suelo no deficiente,

Il = suelo deficiente en P y Ca, IIl = deficiente en P y IV, en Ca. Abreviaturas: T = testi-

go, P = agregado de fésforo, Ca = de calcio, Ca + P = de calcio y de fésforo. Las peque-

fias manchas negras representan colonias de Azotobacter sobre la superficie de la tierra mol-
deada en la capsula (circulos).
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grado, segiin la magnitud de su desarrollo (52); otras veces se puede notar
como una pelusa blanca: son colonias de hongos microscdpicos.

La interpretacion del “test” del Azotobacter es bastante sencilla: tome-
mos como ejemplo los casos ilustrados en la figura n® 3: en el primero, las
colonias aparecen en todas las cépsulas, cualesquiera sea el agregado de nu-
trientes, incluyendo al testigo (T), sin ninguno. Se concluye que el suelo no
es deficiente. Si sélo aparecen colonias en la cépsula en la que se afiadié Ca + P
significa que el suelo es deficiente en ambos nutrientes (fig. 3, caso II). Si
las colonias aparecen solamente en la cdpsula con agregado de P y en la P + Ca,
significa que el suelo solamente es deficiente en P. Anilogamente, si esas co-
lonias se desarrollan tinicamente en la que se le puso Ca y en la de Ca + P,
se interpreta que el suelo es deficiente en Ca.

Algunos autores (29, 30) clasifican el desarrollo del Azotobacter de ne-
gativo (—) o nulo (0) cuando no lo hay y positivo (+ + + <) cuando lo pre-
senta muy bueno, con los valores intermedios detallados en el cuadro n° 1.

Cuadro n? 1. — Notacion del desarrollo de colonias. Las fracciones se
refieren a la extensién ocupada; a la derecha, la simbologia correspondiente:

0 nemsar =
S = T e wss +
>1/4=2/4 ........ + +
>2/4=3M4 ........ + 4+
dld Al v ++4+ 4+

Las deficiencias parciales

Cuando solamente existe una deficiencia parcial, esto estard indicado
por la reduccién del nimero y del tamafio de las colonias, dependiendo su
magnitud del grado de deficiencia (67).

Por ejemplo (figura n® 4), a veces el agregado sélo permite el desarrollo
de algunas colonias, en cambio afiadiendo Ca 4 P se permite cubrir toda la
superficie d ela cdpsula: la muestra es deficiente en Ca y ligeramente deficiente
en P. Andlogamente si agregando P se desarrollan algunas colonias, en un
numero inferior al tratamiento que lleva P + Ca, el suelo es ligeramente defi-
ciente en Ca y deficiente en P. Finalmente, hi hay desarrollo en las cipsulas
con Ca y en la que se agregd P, pero en ambas el desarrollo es inferior a la
que lleva P -+ Ca, se interpreta como que la deficiencia en P y en Ca es pe-
quefia. Una explicacion gréfica de estas interpretaciones se lo ha tratade de
hacer en la figura n® 5.

Supresidn del desarrollo por exceso de nutrientes

Segin lo encontrado por algunos autores (67), a veces cuando los suelos
estin bien provistos en P y/o en K, las cipsulas con esos mismos agregados
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Figura n? 4 — Las deficiencias parciales. I = deficiente en calcio y ligeramente deficiente
en fosforo, II = deficiente en fésforo y ligeramente deficiente en calcio, III = ligeramente
deficiente en fésforo y calcio. Abreviaturas: ver figura anterior.

pueden producir la total o parcial supresién del desarrollo de Azotobacter, es
decir que las cipsulas testigo, o las que no tienen el nutriente en exceso, dan
un mejor resultado (ver figura n® 6).

La dosis minimas

Con respecto a las dosis de fertilizantes y encalados utilizados en el cam-
po. tenemos indicios (17) que éstas se correlacionan mejor con las dosis mini-
mas agregadas a las cipsulas en cantidades necesarias y suficientes para ob-
tener aunque sea una sola colonia (de otra forma, si se extrapolara a kg/ha
las dosis empleadas rutinariamente para obtener un exhuberante desarrollo de
colonias, estas dosis resultarian exorbitantes).

El “test” del Azotobacter heche en el campo

El ensayo propuesto para evaluar el método en condiciones de labora-
torio, también puede ser realizado por el mismo productor en su propio esta-
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T Ca P P+Ca

Figura n® 5 — Explicacién grafica de una de los resultados de deficiencias parciales. En T-1
no se desarrollan por la falta de P; en Ca-2 no se desarrollan por la misma razén, aunque
tengan todo el calcio necesario (se le ha agregado, CB); en P-3 se desarrollan con el agre-
ado de fasforo (PA) y con el calcio preexistente (CA), pero relativamente pocas, pues
e falta el agregado de mas calcio (CB) para un desarrollo mas amplio o de un mayor ni-
mero de colonias. En P + Ca-4 se desarrollan muy bien, pues tienen todos los nutrientes en
cantidades suficientes (CA y PA). Conclusién: suelo ligeramente deficiente en calcio y
deficiente en fosforo.

blecimiento, asesorado por el extensionista, si ambos tienen entusiasmo e in-
genio para vencer las primeras dificultades.

La estufa (6, 15, 71).

Uno de los materiales més importantes (y el mas costoso), cuando las
temperaturas ambiente son inferiores a los 25°C, es la estufa, necesaria para
incubar las muestras de tierra con los diferentes tratamientos. Sin embargo,
uno mismo puede construirla con madera (de cajon de frutas, planchas de
madera aglomerada, etc.) o chapas en desuso, pudiendo revestir su interior con
planchas de “tergopol” (figura n? 7). La fuente de calor puede provenir de dos
limparas eléctricas independientes de 25 W cada una, colocadas en la parte
inferior del cajén y separadas del resto del ambiente mediante una plancha
de hojalata, a fin de tratar de que el calor se difunda en forma mas uniforme.
En la parte superior se colocan guias para las rejillas, sobre las cuales se ubi-
card el material a incubar. Si bien estas rejillas se pueden hacer con un entra-
mado de alambre, es suficiente recortar varillas (de metal o madera) y fijarlas
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Figura n® 6 — Supresion del desarrollo por exceso de nutrientes. I caso = suelo no deficiente

en P ni en K, supresién por exceso ce P; II = suclo ligeramente deficiente en P, no defi-

ciente en K, supresién por exceso de K; III = suzlo deficiente en P, no deficiente en K, su-
presién por exceso de K. Abreviaturas: K = potasio, para las demis ver figura 3.

sobre las guias con muescas (para asegurar de que no se deslicen) o en aguje-
ros practicados en las paredes de la estufa. Los espacios miximos entre las va-
rillas estardn dados por el didmetro de los recipientes que se utilicen como
camaras himedas.

Si se carece de energia eléetrica, ¢l calor puede suministrarse mediante
una ldmpara a querosén colocada a un costado de la caja o en el medio, se-
pardndola del resto por una plancha vertical de hojalata. La parte superior de
la lampara debe sobresalir a través de un agujero practicado en la parte su-
perior de la estufa, a fin de dar salida a los gases de la combustion.

Se debe tratar de que la temperatura se mantenga alrededor de los
28-30°C (como minimo 24 y como maximo 34). Para esto se debera incorporar
un termémetro por la parte superior, de tal forma que el bulbo permanezca en
el centro del interior de la estufa. El techo de ésta deberi tener aberturas re-
gulables para que, cerrdndolas o abriéndolas mas o menos, se pueda regular
la temperatura de su interior, la que también se podrd modificar encendiendo
o a~agando una o mas lamparas.
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Figura n® 7 — Esquema de una incubadora para realizar el “test” del Azotobacter en forma
simplificada, por el productor en su propio establecimiento. 1 = vista de la parte superior
con aberturas corredizas (A) y orificio para el termémetro (B), 2 = vista de frente ge un
corte vertical, C: camaras himedas, D: varillas de sustentacién, E: chapa metilica para
difusién del calor, F: limpara eléctrica; 3 = vista de un corte lateral, G: puerta rebatible.

Los demds utensilios

La muestra secada al aire se puede pulverizar, envuelta por una lona,
mediante un martillo y utilizar recipientes de hojalata (p.ej., de envases de
tomates de 380 g), en vez de vasos de precipitado.

A fin de evitar la compra de una balanza para pesar las muestras de
suelo o de las sales, se pueden calibrar diferentes recipientes, como los que se
usan habitualmente en la cocina para medir harina, azicar, etc. Para medir
voliimenes de las soluciones o del agua destilada (que podra ser agua de lluvia
hervida) se podrin emplear jeringas del tipo descartable (después de haberle
dado el primer uso) o frascos goteros calibrados. En vez de utilizar cipsulas
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de vidrio se pueden utilizar tapas de frascos de boca ancha (si bien ahora tam-
bién se pueden conseguir cipsulas de plastico desechables a precios muy infe-
riores a las de vidrio) pero también uno mismo se las puede hacer con made-
ra, revestida con capel aluminio o plastico. Como cimaras htimedas se pueden
emplear recipientes de hojalata de mayor capacidad (como las de dulce de ba-
tata de 700 g). Estas deberdn estar tapadas por otra mayor o bien con una
hoja de papel aluminio o plastico ajustada a los bordes con una cinta autoadhe-
siva; esa misma hoja deberd estar revestida en su interior por otra absorbente
(papel de diario, p.ej.).

Produccién de Azotobacter en gran escala

Los mds engorroso para el productor serd proveerse de las drogas vy,
principalmente, de cepas puras para los ensayos. Es necesario obviar tal difi-
cultad; los laboratorios oficiales o privados podrian suministrarlas como pasti-
llas liofilizadas. Para asegurar su uniformidad, se deberia iniciar la produccién
en gran escala de cepas perfectamente identificadas; en consecuencia, se lo-
graria una importante simplificacién y estandarizacién del método.

Control del métods en condiciones de campo

Debido a la gran diversidad de material casero que se puede emplear,
el extensionista deberd previamente comprobar mediante sencillos ensayos com-
parativos, que los elementos caseros disponibles dan, a los fines de la interpre-
tacién, los mismos resultados de los que se obtienen con los aparatos y con el
material de laboratorio descripto anteriormente. Este control es necesario pues,
hasta ahora, no se lo ha realizado en un nimero suficiente como para evaluar
las técnicas propuestas para realizarlas en el campo.

PERSPECTIVAS

Podria ser 1til probar la validez del “test” del Azotobacter para: (a) em-
plearlo como uno de los indices de heterogeneidad del suelo en los muestreos
intensivos; (b) estimaciéon cualitativa de algunos nutrientes; (c) estimacién
cuantitativa de las dosis correctivas en funcién de cultivos (ver tdpico: “Las
dosis minimas”).

Si bien el punto (b) es muy conocido, es la primera vez que se sugieren
los puntos (a) y (c¢) en la literatura mundial.

Es muy probable que algunos cultivos (remolacha azucarera, maiz —67—,
leguminosas en general y posiblemente otros) guarden una aceptable relacién
con los resultados del “test”, pero no hemos podido concretar mas las aplicacio-
nes posibles del método en funcién —al menos— de las variables ecolégicas mas
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importantes, debido a la gran diversidad de detalles técnicos utilizados, al em-
pleo de cepas de caracteristicas desconocidas y por haber realizado estos bio-
ensayos generalmente en desconeccién con una evaluacién precisa del ambiente.

A raiz de esta falta de conocimientos (originada también por la escasez de
Bioedafologos en nuestro pais) queda evidenciado un amplisimo campo abierto
a la experimentacion de un método al cual, si bien se le conoce desde hace mas
de 50 afios, atn no se le han estudiado todas sus posibilidades con la amplitud,
meticulosidad ni con el entusiasmo que se merece.

Concretamente, para iniciar ordenadamente un estudio sobre el particu-
lar sugerimos:

1) Realizar una revisién critica experimental de las multiples variables.
técnicas propuestas por los diferentes autores y las que puedan surgir del cri-
terio personal del investigador. Nosotros sugerimos elegir aquellas técaicas que
resulten mas sensibles a las deficiencias de nutrientes, con respecto @ las nece-
sidades conocidas de los cultivos. Por ejemplo, se demostré (11) que un suelo
con menos de 10 ppm de P (22.7 ppm P.O:) es conveniente fertilizarlo si se
desea obtener incrementos en los cultivos de maiz bajo riego, por lo tanto una
técnica bacteriolégica que no acuse deficiencias a ese nivel, se la deberia
desechar.

2) Una vez aceptada, aunque sea en forma provisoria, la téenica estan-
dar, incluirla dentro del grupo de los métodos de diagndstico (ver “Introduc-
cion”) y evaluarla en suelos identificados en nuestra zona (po. ejemplo, para
suelos deficientes se podran elegir los del albardén costero no fertilizados) y
relacionarla con la respuesta de cultivos en esos mismos suelos. De esta segun-
da etapa se obtendra el valor relativo del método microbioldgico con respecto a
los otros, en relacion a un suelo y a un cultivo determinado. Luego, segun los
resultados, se podra hacer un ajuste a las técnicas bacteriolégicas y/o a su in-
terpretaciéon. Por ejemplo, se ha encontrado Azofobacter en suclos salinos
(50,51), por lo tanto es muy posible que en algunos de ellos el “test” dé resul-
tados positivos a pesar de que, para los cultivos, esos suelos resulten estéri-
les (51). Pero por ello no se debe desechar al “test”, pues hay que tener pre-
sente que éste no mide la fertilidad, sino que solamente estimaria nutrientes
(presencia, abundancia, distribucion).

3) Probar en el laboratorio la técnica sugerida para realizar en condiciones
de campo (por el extensionista o productor), es decir simplificada de tal forma
de poder llegar a los mismos resultados sin los instrumentos de laboratorio y sin
perder reproductibilidad. Llegar a esta comprobacién puede ser util en el caso
de que, p. ¢j., al productor (o a su asesor) le interese saber cudles son los po-
treros mejor provistos en nutrientes para implantar en éstos los cultivos mds exi-
gentes (P. ej. (38), el cultivo de alfalfa para heno extrae del suclo aproxima-
damente el doble de K que el maiz para ensilado y el de papa), reservando
los potreros menos provistos de nutrientes para los cultivos menos exigentes (p.
ej., en relacién a aquellos recién mencionados, con respecto al K y si se dejan en
el suelo los residuos de las cosechas, éstos son: t~'go, remolacha azucarera, ha-
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bas y maiz para grano; siendo los suelos destinados a cultivos para pastoreo los
que menos se empobrecen en ese elemento (38). Para el objetivo sefialado
los otros métodos pueden llevarle al productor demasiado tiempo (parcelas ex-
perimentales, ensayos en macetas 70,77) o tener un costo tal (analisis quimico
de suelos o de vegetales) que no lo realizaria con la frecuencia deseada, sea
en el tiempo como en el espacio.

4) Si los resultados obtenidos en las etapas anteriores son alentadores,
serd necesario confirmarlos mediante experiencias andlogas pero multiplicadas.
Es decir que serd necesario difundir, en caricter experimental, la técnica estan-
dar entre laboratoristas (de escuelas y facultades agrondmicas, INTA, M. A. y
G, etc.) extensionistas, productores y estudiantes. De los resultados que se ob-
tengan de esta tltima aproximacién se podrin extraer conclusiones mas amplias
y definitivas con respecto a la validez del “test” como uno de los elementos diag-
nostico de la fertilidad del suelo y saber a qué nivel de capacidad técnica es re-
comendable como practica habitual.

Mientras no se cumplan estas etapas, no se puede pretender mis que
juicios cualitativos, sefialando teéricas deficiencias o excesos o, a lo mas, fijar
algunos rangos o escalas diferenciales (al igual de lo que sefialara Barberis (7)
para los analisis quimicos de suelos).
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