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INTRODUCCION

El consumo mundial de fertilizantes quimicos sumenta cada a-
fio, Este incremento se debe al aumento del drea agrfcola tecnifica-
da, en todos los paises del mundo, principalmente, en los paises -
desarrollados.

El incremento del consumo mundial de los fertilizantes, para -
un periodo de 22 afios, fué de 17.7 millones de toneladas métricas.
Se estima que para 1980, sélo los paises sub-desarrollados tendrédn
un consumo de fertilizantes de 39.5 millones de toneladas métricas.--
Esto representa un incremento de 12.6 millones de toneladas métricas,

sobre el consumo mundial de 1960.

Con el aumento de la poblacién mundial y de las necesidades
alimenticias, es muy probable que el consumo de los fertilizantes qui~
micos sea cada vez mayor. Dada la importancia del aumento en el
consumo de los fertilizantes, es imprescindible determinar las cantida-
des éptimas de fertilizante en el suelo, para obtener una produccién
rentable. Para tal fin, es necesario desarrollar una correlacién en-
tre los experimentos de campo y los métodos de andlisis aplicados al

suelo, (16}

Existen varios métodos de anilisis de suelo, para determinar
el grado o intensidad de la deficiencia de nutrientes. Estos se clasi-
fican en: Anélisis quimico del suelo, Anflisis de fitotejidos y Pruebas
biolégicas. Dentro de las pruebas biolégicas se encuentran los méto~
dos microbilolégicos. De uno de éstos, el método de Azotobacter, se

ocupa el presente trabajo.

Los métodos microbiolégicos tienen ventajss sobre los otros -~

métodos de andlisis de suelo. En relacién con el andlisis quimico,



se puede decir que éste extrae los nuirientes sclubles a una solu-
cién determinada; en cambic con los métodos microbiolégicos, se
obtiene una respuesta biolégica ( o sea que los nutrientes son ex-

traidos por un organismo vivo) y resultan mds baratos.

Este trabajo se realizéd en los laboratorios de la Escuela
Nacional de Agricultura y Ganaderia de Nicaragua, durante los me-
ses de Septiembre y Octubre de 1967; donde se hicieron determina-
ciones microbiolégicas con el Azotobacter chroococum, en 15 mues-
tras de suelos, recclectadas en diferentes regiones agricolas del --
pais. Los resultados oblenidos con el método de Azotobacter y el
método de andlisis quimico, se sometieron al andlisis estadistico de
correlacién., Se encontré correlacién positiva entre ambos métodos,
lo cual indica que el método de Azotobacter puede ser usado en el

anilisis de suelos, para diagnosticar la fertilldad en fésforo y potasio.



OBJETIV OS
L.os objetivos del presente trabajo son los siguientes:

A. - Probar el método microbiolégico del Azotobacter en la determi-
nacién de fésforo y potasio en el andlisis de suelos.

B.~ Comparar los resultados anteriores, con los del método de a-

nilisis quimico de sueleos, para determinar su correlacién.



LITERATURA REVISADA

Es necesario tener un buen conocimiento de la biologia
del Azotobacter, para poder usarlo con éxito en el diagndstico de

la fertilidad del suelo.

A manera de informacién general, se incluyen los siguien-
tes datos, algunos de los cuales son indispensables para hacer un

correcto uso del método.

Clasificacién botdnica del Azotobacter

Segin la Socledad Americana de Bacteriblogos, citado --
por Clark y Eguaras (3), el Azoctobacter tiene la sigulente clasi-
ficacién botanica:

CRDEN: Eubacteriales

FAMILIA: Nitrocbacteriaceas
TRIBU: Azotobacterieas

GENEROC: Azotobacter

ESPECIE TIPO: Azotobacter chroococum

Descripcién del género Azotobacter

Bastones relativamente grandes, ¢ cocos. Algunas veces
tienen aspecto de levaduras. Obtienen la energfa para su creci-
miento, principalmente de hidratos de carbono. Méviles o no, L.a
forma mévil presenta un penacho de flagelos en uno de sus polos.

(A. agilis)., Aerobios obligados. Germinan en forma de pelicula



sobre la superficie del medio de cultivo, &Eon capaces de fijar el
nitrégeno atmosférico cuando se desarrollan en soluciones que con-
tienen hidrocarbonados y no tienen nitrégenc combinado. Viven a
temperaturas de 10 a 1;-00 C, siendo el éptimo entre 28 a BSOC.
Cuando desarrollan en ciltivo liquido, aparece una pelicula sobre

la superficie del medio de cultivoe. (2, 3, 17}

Azotobacter chroococum

Es un diplococo de 3 a 5 micras de didmetro; un poco
alargado, provisto de 3 a 4 corpisculos refringentes y de un cilio
vibratil al que debe su movilidad. ¥En caldo gelatinado se obtienen
colonias redondas, piriformes y un poco amarillentas. En gelosa ma-
nitada, las colonias ofrecen color blanco con una parte sombreada,
siendo redondas o alargadas. No desarrolla en la patata y lo hace
bastante mal, en los cultivos por picaduras. Tuede tomar, ficilmen-
te, las formas de involucién, qe tienen 50 micras o mas, Segin ~
Prazmowsky, citado por Kayser (9), puede tomar las siguientes -
formas: bacilo, diplobacilo, al estado vegetativo; mono, diplc y es-
treptococo, al estado de germinacién; a veces, la de sarcina. A
menudo se ve al microorganismo, rodeado de una sustancia flemosa.
Se caracteriza por la produccién de pigmentos, segin la edad y el

medio de cullivo.

Azotobacter agile

Miceroorganismo oligonitréfilo. Diplococo muy movible. —~
Algunas veces se pre senta en forma de colonias de fosforescencia
verde, amarillenta o rojiza. En medios pobres en nitrégeno ofrece,

con el tiempo, coloracidén violeta oscura. Prefiere la glucosa a la



manita. Al mismo se refiere el Azotobacter vinelandie, aislado en

Africa y América. (9)

Azotobacter vitreum

Afecta forma esférica, inmévil, presentdndose con aspecto

vitreo en diferentes medios de cultivo. (9)

Azotobacter beijerincky

Presenta pigmento de color amarillo azufre en el periodo

de sarcina. (9)

En todas las especies existen endosporas muy resistentes
a la sequedad y soportan calentamiento de 9800. , durante 2 a 4 mi-
nutos. Se encuentran frecuentemente en tierras bien mullidas, Es-
to explica cémo un suelo bien aireado, acumula nitrégenoc en las ca-
pas supericres. Este nitrégeno es aprovechable, haciendo casi ina=-

preciables, los efectos de los nitratos. (9)

Aislamiento del Azotobacter

Consiste en afiadir una cantidad apropiada de elementos hidro-
carbonados {por ejemplo: manital, glucosa), al suelo himedo. La
muestra de suelo se incuba a BOQC. I.as colonias aparecen después
de 3 o 4 dias, ligeramente elevadas sobre la superficie de la mues-
tra. Tienen aspecto de pequefias gotas brillantes de pocos milimetros
de didmetro. Posteriormente se tornan pardas y de aspecto seco,--
Debido al enorme ndmero de colonias que aparecen, el cultivo tiene

aspecto rugoso. {2}



Nutricién del Aszotobacter

Segin la clasificacién de Orla-Jensen, citado por Cilark
¥y Eguaras (3}, el Azotobacter es una bacteria heterotréfica oligo-
carbofita. Toma el nitrégenoc del aire y el carbono, de sustancias

orgénicas

El Azotobacter puede usar un gran ndmero de compuestos

orgénicos como fuente de energia. Entre ellos tenemos: Acidos
grasos y oxidcidos; 4cidos arométicos simples como el benzoico;
alecoholes livianos y pesados; mono, di y polisacdridos. No puede
utilizar carbohidratos polimerizados tales como: Celulosas © gomas.

(12, 17)

Necesita fosfatos, calcio o estroncio y hierro. Se desarro-
lla méds raipido con amoniaco (o urea, que se hidroliza dando amo-
niaco), como fuente de nitrégeno. Desarrolla bien con nitratos, --
nitrégeno atmosférico o asparragina y, puede desarrollar algo, con
olros pocos aminoacidos. Necesita vestigios de molibdeno, para al-
canzar el desarrollo méximo, con fuentes de nitrégenc que no sean
amoniaco o urea., La cantidad de molibdeno que necesita, depen-~
de de la fuente de nitrégeno, siendo mayor cuando lo estd tijando.
(12)

Azotobacter puede desarrollarse simbidticamente con los a~
naerobios facultativos, bajo condiciones parcialmente anaerobias, en
ausencia de nitrégeno afiadido, peroc en presencia de nitrégeno ga-
seoso. (1R)

Se ha postulado que puede mejorarse la economia del ni-

trdgeno del suelo, mediante la inoculacién adecuada de Azotobacter.



Esto es poco probable, debido a la competencia con la poblacién mi~

erobiana local del suelo., (12)

Métodos usados_en la _determinacién _de nutrientes del suelo

Para determinar las necesidades de nutrientes de un suelo,
es necesario: a) Diagnosticar el problema. b) Determinar el
grado de deficiencia. c¢) Determinar la cantidad de fertilizante ne-

cesaria para obtener una produccién dada. (16)

El problema que tiene un suelo, puede ser de fertilizacién o
de otra indole. EIl diagnéstico del problema, debe basarse en el mi~

nucioso estudic de las condiciones del suelo y de las plantas. (7)

Hay que tener mucho cuidado de no confundir un problema
de fertilizacién con uno de otra especie. Ctras causas, ajenas al
estado de fertilidad del suelo, pueden producir sintomas iguales (por

ejemplo: sequia, insectos, mal drenaje, etc.) (16)

Para determinar el grado o intensidad de la deficiencia, se
han desarrollade varias técnicas de andlisis de suelo. De acuerdo

al sujeto principal del método usado, éstos pueden dividirse asi: (5)

A.- SDUEBLO
1.~ Anilisis quimico
B.- PLANTA
i.- Andlisis de fitotejidos
a.- Anilisis foliar

b.~ Prucbas de invernadero, combinadas con el

anélisis de planta,



¢c.- Empleo de isétopos radicactivos
2.~ Pruebas bioldgicas
a.~- Experimentos de campo
b.- Pruebas de invernadero
c.- Métodos microbiolégicos
(1) Método de Aspergillus niger van Tieghem

(2) Método de Cunninghamella blakeeslana
{3) Método de Azotobacter chroococum

Andlisis gquimico de suelos

En el andlisis quimico de suelos, se usa una solucién que
extrae la fraccién méds rdpidamente soluble, de la cantidad total de
nutrientes, Dicha fraccién puede ser correlacionada con el compor-
tamiento de la planta, a determinado nivel de fertilidad natural del --
suelo, (13)

En todo andlisis de suelo hay que considerar que, comtn-
mente, sélo se analiza la parte superficial del suelo., En cambio,
los cultivos toman nuirientes de lugares més o menos profundos, de

acuerdo a su desarrollo radicular. (13)

El nitrégeno y el fésioro se determinan colorimétricamente,
midiendo la intensidad del color desarrollado. El potasio se determi-
na, midiendo la intensidad del color violeta que le imparte a la llama
oxidante., (4, 18)

En el suelo existen nitrégeno, fésforo y potasic en estado
insoluble, no disponible. Isto se relaciona con el pH del suelo., A-

fecta en mayor grado a los fosfatos y también al potasic. Los nitra-
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tos son susceptibles de lixiviacién, pero no de fijacién., (15)

Analisis foliar

El andlisis foliar es més confiable que el anélisis.quimico
del suelo., Mediante €l se determina la cantidad de nutrientes re-
movida por la planta ¥y no por una solucién extractora, adicionada
al suelo. Esta cantidad se determina por medic del andlisis quimi~
co de las hojas. Como en el andlisis quimico dei suelo, también

se correlaciona con la respuesta a la fertilizacién,

Factores climdticos principalmente y otros, pueden restrin-
gir el crecimiento y variar la cantidad de nutrientes que la planta -~
puede remover. Esta es una de las mayores limitaciones del méto-

do. (16)

Pruebas de invernadero combinadas con el andlisis de planta

Ze han usado varias pruebas de invernadero, combinadas
con el andlisis de planta, Newbauer, citado por Tisdal. y Nelson
(14), desarrollé un método, para fésforo y potasio, usando semillas
de centeno. La técnica consiste en sembrar un gran nimeroc de se-
millas de centeno, en una pequefla cantidad de suelo. Los nuirien-
tes son determinados cuantitativamente, por andlisis quimico de las
plidntulas. De esa manera, se obtiene el diagnéstico en corto tiem-~
po. Sie cree que séio un 20 a 30% del fésforo es extraido por es-

te método.

Empleo de isétopos radiocactivos

El empleo de isétopos radioactivos, se basa en que éstos

son absorbidos por la planta igual que los isétopos normales., Pos-
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teriormente pueden deiectarse. Por medio de ellos se puede de-
terminar qué cantidad de nutrientes extrae la planta, tanto del sue~
ic como del fertilizante. Su uso ha sido limitado a la fertilizacién
con fésforo. Este método puede usarse en pruebas de campo y

en pruebas de invernadero. (14)

Pruebas biolégicas

¥n las pruebas biolégicas pueden utilizarse plantas supe-
riores (en experimnentos de campo y pruebas de invernadero), hon-

gos (método de Aspergillus niger) y bacterias (método de Azotobac-

ter chroococum).

El método de experimentos de campo es uno de los més
antiguos. I.a experimentacién de campo es usada, principalmente,
por estaciones experimentales del Estado ¢ por empresas privadas,
con respaldo financiero. Consisie en sembrar especies de plantas
en parcelas representativas de cada regién, y someterlas a diferen-
tes tratamientos. Este método es el mds exacto, porque incluye ---
todos los factores que intervienen en el normal desarrollo del culti-

vo., (8)

En las pruebas de invernaderoc se usan plantas superiores.
Pueden analizarse un mayor nimero de muestras, mediante el uso de
pequefias cantidades de suelo. Se puede ejercer un control absolu-

to de las condiciones climéticas, lo cual es una gran ventaja. (14)

Métodos microbiclégicos

L.os métodos microbiolégicos son més ripidos y requieren
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muchoe menoe espacic gue los métodos que utilizan plantas superio-
res. Se basan en la sensibilidad de ciertos microorganismos ,' a

la ausencia de algunos elementos, en el suelo., Winogradsky, cita-
do por Waksman (17), observé que en ausencia de ciertos minera-
les, ciertos microorganismos tienen un comportamiento similar al

de las-. plantas superiores. EIl f8sforo y el potasio insolubles estin
sujetos a la actividad de microorganismoes, indirectamente., L.os &~
cidos producidos por éstos, interaccionan con aquéllos, dando origen

a compuestos solubles.

Mehlich ¥ Fred {11}, en Alemania, desarrollaron un méto-

do para determinar potasio, por medic del Aspergillus niger wvan

Tieghem. FEIl método consiste en inocular pequefias cantidades de
suelo, con A. niger; se incuban durante 4 a 5 dias; se cosechan
los micelios ¥y se pesan; luego se determina gquimicamente el po-
tasio extratde, Con este método se puede determinar también cobre
¥y magnesio, mediante el andlisis quimico del micelic o por la obser-
vacién del color de las esporas. También se ha determihado molib-

deno, cobaltc y manganeso.

Mehlich, citado por Allen {1), desarrocllé un métode para
determinar fésforo por medio de Cunninghamells blakeeslana. Se

basa en la sensibilidad de Cunninghamella al contenido de fésforo
del medio en que se desarrolla. Consiste en inocular el organis-
mo a una pasta preparada con el suelo e incubario, a temperatura
ambiente, durante cuatro dias y medic. E] contenido de fésforo se

estima por el didmetro del micelic desarrollado.
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Sackett y Stewart, citados por Allen (1), desarrolla-
ron un método para diagnosticar fésforo y potasio, por medio de --

Azotobacter chroococum . Se toman cuatro porciones iguales de

suelo (50 gramos) y se les adiciona almidén de maiz (2.5 gramos).
Se usa una como testigo; a otra se le adiciona fésforo; a otra, po-
tasio; y a otra, fésforo mds potasio, Se inoculan con A. chrooco-
cum. Se les adiciona agua destilada hasta lograr una pasta y, se

incuban durante 3 o 4 dias. EIl suelo se clasifica de bajo a alto en
tésforo y potasio, segin el crecimiento de las colonias y la respues-

ta obtenida en los diferentes tratamientos,

L.os métodos microbiolégicos para evaluar el iésforo dis-~
ponible en el suelo, se basan en el paralelismo existente entre la -~

sintesis celular y el consumo de fosfato. (17)

El método .de Azotobacter se ha usado, a menudo, para
determinar la concentracién de potasio disponible en el suelo. Se en-
contré que el potasio disponible varia entre 2 y 30% del total, depen-
diendo de la fertilidad del suelo. También se usa para determinar

la concentracién de molibdeno en el suelo., (17)

Es necesario tomar en cuenta, que los diagnésticos de

estos métodos sdlo son vdlidos para determinadas circunstancias,
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METODO EXPERIMENTAL

Con objeto de probar el método de Azotobacter en el a-
nélisis de suelos y buscar correlacién entre dicho método y el mé-
todo de anilisis quimico, se realizé el presente trabajo en los la-
boratorios de la Escuela Nacional de Agricultura y Ganaderia de

Nicaragua.

Se usaron 15 muestras de suelo, colectadas en diferentes
regiones agricolas del pais. A cada una se le aplicéd el método
desarrollado por Sackett y Stewart, para diagnosticar deficiencias

de f&sforo y potasio.

Las muestras de suelo fueron represgentativas de los lo-
tes que se analizaron., En cada lote se tomaron muestras a inter-
valos de 50 pasos y en los primeros 15 centimetros de profundi-
dad; luego las muesiras se homogenizaron y se tomaron 2 kilogra-
mos de tierra para su observacién. Cada muestra fué pasada por
un tamiz de 2 milimetros; secada al aire y luego almacenada en

frasco secco de vidrio, herméticamente cerrado.

Para obtener la condicién de pH ideal para el desarroilo

del Azotobacter, se adicioné, a las muestras de suelo que presen-

taban valores de pH inferior a 6.8, la cantidad de 1 gramo de car-
bonato de calcio por cada 50 gramos de suelo, £i el pH es me-
nor de 6.8, no hay desarrollo normal de colonias. El exceso de
calcio no causa problemas, porque el carbonato de calcic no tie-

ne efecto deletéreo sobre el microorganismo, adn en proporciones
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de 33%. Ademds, el pH éptimo para el desarrollo del Azotobac~

ter varia entre 6.8 y 8.5.

L.as condiciones de textura, adecuadas para el desarro-

lio del microorganismo son las sigulentes:

al Cuando el suelo es muy arcillosc, es necesaric agregar
10 a 20 gramos de arena por 50 gramos de suelo, Es-~

to se debe a que, en suelos arcillosos, el Azotobacter

no aparece por causa de una mala aireacién,

b) Si el suelo es arenoso, se deben agregar 10 a 20 gra-
mos de caolin por 50 gramos de suelo, Esto se hace
para fijar el fésforo y potasio que se afiade, asi como
para mantener la humedad de las placas. En este caso

eg aconsejable sustituir el almidén por sucrosa.

En nuestro caso no fué necesario hacer correccién de

textura, pues nho hubo muestras arcillosas o arenosas en extremo.

Para el aislamiento del Azoicbacter se afiadieron 2.5
gramos de almidén de mafiz a 50 gramos de suelo, donde se sos-

pechaba la presencia de Aszotobacter. Luego se agregéd agua des-

tilada estéril, hasta obtener una masilla de consistencia pléstica.
Esta se puso en platos petri ¥y se incubé durante 3 dias, a 3000,
al cabo de los cuales aparecieron las colonias de Azotobacter. -~
Con el auxilio del microscopio ¥y por las caracteristicas de las -
colonias en medic sélido, se identificé a este microorganismo. Des-
pués de identificado, se sembrd una colonia en cada uno de 5 tu-

bos de ensayo que contenfian solucién nutritiva para Aszotobacter.
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Se conservéd en medio liquido, efectuando transferencias a nue-

vos medios de cultivo, cada 15 dias.

La composicién del medio de cultivo ligquido fué la siguien-

te:

Manitol...iveeecevreecerensrensnesase 10 gramos

Fosfato dipotésico".l'l._‘..".i.ll.. 0.5 "

Sulfato de magnesio......covevvreren 0.2 "
Cloruro de sodio.....iovvivnnesnens 0.2 "
Sulfato de ManEganesS0. v verseesvocses Trazas
Cloruro f8rrico. .. c.vvvverrerensvesa i

Agua destilada......ovviivinevs... 1000 ce.

Cuando se desea medio sélido, basta agregar 15 gramos

de agar, por litro de agua destilada. (1)

Como puede observarse, en la composicién del medio de
cultivo no estdn incluidas sustancias proteicas, debido a que el A~
zétobact_eg toma el nitrégenco del aire. Solamente necesita un ma-
terial energético, que en este caso es e] manitol. A esto obedece

su clasificacién como bacteria heterotrdfica oligocarbofita.

Preparacién de placas

Se usaron 4 platos de petri para cada muestra de suelo.
A cada uno de los platos se le puso 50 gramos de suelo tamizado
y seco al aire y,. 2.5 gramos de almidén de maiz y se mezclaron
bien. Uno de los platos se dejé como testigo; a otro se le adicio-

né fésforo; a otro, potasio; y, al cuarto plato, fésforo méas potasio.
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Testigo o placa de conirol

A los 50 gramos de suclo se les adicioné agua destila-
da estéril, lentamente, con una pipeta graduada. Se agité cons-
tantemente hasta obtener una masilla de consistencia pléstica, ano-
tando la cantidad de agua usada. Como en algunos suelos el mi-
croorganismo no esti presente, es necesario adicionar, mezclados
con el agua destilada, 2 cc de solucién al 2% de cuitive de Azoto-
bacter . Luego se alisé la superficie con una espétula, dejando u-
na convexidad en el centro para notar mejor el desarrollo de las

colonias.

Flaca adicionada de fé6sforo

Mezclados con el agua destilada, se agregaron 2 cc de
la solucién del cultivo v 5 cc de solucién al 6% de fosfato disédico,

correspondientes a 0,057 gramos de P La suma de los vo-

205.
limenes de agua destilada, solucién del cultivo y solucién de fosfato
disédico, debe ser igual al volumen de agua destilada usado por el
testig... Luego se repitié el mismo proceso que se describié en la

placa de control.

Placa adicionada_ de potasio

Ze agregaron: agua destilada, 2cc de solucién del cul-
tivo y 5 cc de solucién al 3% de sulfato de potasio, correspondien-
tes a 0.08 gramos de Kzo. El volumen de liquide agregado, de-
be ser igual al volumen de agua destilada requerido por el testigo.

A continuacién, se prosiguié igual que en la placa anterior.
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Placa adicionada de fésforo y potasio

Se agregaron agua destilada, 2 cc de solucién del
cultivo y 5 cc de solucién al 3% de fosfato dipotdsico, correspon-
205 y 0.08 gramos de KEO' Lue-
go se siguidé el procedimiento descrito en la placa testigo.

dientes a 0.061 gramos de P

Se hace notar, que todas las placas deben levar igual
cantidad de liquido. Esto tiene por objeto, obtener iguales condi-
ciones de humedad. Humedad diferente en cada placa, puede con-

ducir a interpretaciones erréneas.

Una vez preparadas las placas, se pusieron en un cris-
talizador. Este tenia papel secante himedo, en el fondo y en la
tapa, para mantener la humedad de las placas. A continuacién fue-
ron levadas a la estufa de cultivo, donde se leg mantuvo a una tem-

peratura de 300(3, durante 3 dias.

Después de tres dias de incubacién se midié el didme-~
tro de las colonias y se anoté. También fué anotado el diagnéstico

de fertilidad de cada muestra.

Interpretacién de resultados

El criterio seguido para la interpretacién de los resul-
tados, segin el desarrollo experimentado por las colonias en las

placas, fué el siguiente:
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a) =i sélo hay respuesta en las placas adicionadas de
fésforo y, de iSsforo mas potasico, el suelo se cla-

sifica DEFICIENTE EN FOSFORQ

b} Si sélo hay respuesta en las placas que tienen po-
tasio y, fésforo mids potasio; el suelo se clasifica

DEFICIENTE EN POTASIO

c) S1i hay respuesta, solamente en la placa que tiene
fésforo més potasio; se dice que hay DEPICIENCIA
EN FOSFORO Y POTASIO.

d} Si hay respuesta igual en todas las placas, NO HAY
DEFICIENCIA.

Para determinar el nivel de nutrientes extraidos por el mi-

eroorganismo, se hicieron en el testigo las siguientes observaciones:

BAJO: Numerosas, pocas o ninguna colonia, Muy peque-

flas, del tamafio de la cabeza de un alfiler.

MEDIO:Numerosas o pocas colonias, de regular tamailo.

ALTO: Numerosas o pocas colonias, de gran tamafio,

L.os resultados fueron sometidos al anilisis estadistico de
correlacién, en comparacién con los resultados del método de an&-

lisis quimico.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El cuadro III presenta los resultados del andlisis quimi-
co de las 15 muestras de suelo estudiadas. EIl andlisis fué reali-
zado en el Departamento de Quimica de la Estacién Experimental
Agropecuaria "L.a Calera', del Ministerio de Agricultura y Gana-
derfa. Se usd como solucién extractora, HCl 0.05 N en HESOI{_

0.025 N. En este método se usa la sigulente clasificacién:

Clasificacién Nivel de P_asimilable ~__Nivel de K asimilable |
| Bajo 0 a 20 ppm 0 a 200 ppm
Medio 20 a 50 ppm 200 a 500 ppm t
Alto Mas de 50 ppm Més de 500 ppm .

Ee observé un crecimiento vigoroso de las colonias desde
las 48 horas, en los suelos A, C, D, F, &, I, N, v O. En el
suelo H no hubo crecimiento. En los restantes suelos, las colo-

nias aparecieron hasta las 72 horas.

El cuadro IV presenta el diagnéstico de fertilidad, por me-
dio del método de Azotobacter, de las muestras de suelo estudia-

das.

En el cuadro V notamos que hubo diferencia solamente en
los diagnésticos de cuatro suelos (A, F, I, O). Esto se debe a
que esos suelos estin situados en los limites de clasificacién del

método de anélisis quimico y, por tanto, no difieren mucho en su
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contenido de nutrientes. A causa de esto, la respuesta del micro-
crganismo es més o menos igual en ellos, Comparando en el cua-~
dro 1III, el suelo A con 50 ppm de fésforo asimilable y clasifica-
do alto, y el suelo C con 45 ppm de fésforo asimilable y clasifica-
do medio, podemos observar que difieren en 5 ppm de fésforeo a-
similable, lo cual no fué suficiente para producir una respuesta di-
ferente., Por esta razdn existe diferencia entre el diagnédstico del
método de andlisis quimico y el diagndstico del método de Azoto-
bacter, en los suelos A, F, I, O, De esto se deduce que el ~-

método quimico es més exacto,

En el suelo H no hubo crecimiento de colonias, debido,

al bajo contenido de P y K asimilable y a la textura del suelo.

En el apéndice aparece el cédlculo de los coeficientes de
correlacién y regresidn y las pruebas de significancia, realizadas
para cada uno. FEl cuadro VI muestra la tabla de correlacién, --

construida para efectuar dicho célculo.

El coeficiente de correlacién obtenido resulté significativo
para una probabilidad de 0.01., Esto indica gque entre ambos mé-
todos existe correlacién altamente significativa ¥y que se puede con-

fiar en los diagnésticos obtenidos con el método de Azotobacter.

Los coeficientes de regresién obtenidos, resultaron alta-
mente significativos. Esto indica que los valores de X y Y, deter-
minados con ayuda de las ecuaciones de regresién respectivas, se

aproximan satisfactoriamente a los verdaderos. Dichas ecuacio-
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nes dan mayor exactitud al método, pues hacen posible predecir
el contenido de fésforo del suelo, por medio del diimetro de las

colonias obtenidas.

L.a gréafica I presenta la distribucién de los valores pro-
medios de X y ¥, en comparacién con los valores determinados --

con las ecuaciones de regresién.

El 4ngulo que forman entre si las dos rectas de regre-~
sién es de 0° 558", Esto es otro indicio de que la correlacién
es significativa, porque a medida que el Angulo se acerca a 00, ma-

yor es la correlacién.

L.a confianza de la correlacién enunciada resulta limita-
da por el reducido nimero de las muestras estudiadas. Pruebas
posteriores, con mayor nimero de muestras, pueden servir para
confirmar la veracidad de los resultados obtenidos en el presente

trabajo.
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CONCLUSIONES

En base al andlisis estadistico de los resultados, se

llegé a las siguientes conclusiones:

A= Se encontrd correlacién positiva, entre el método de

Azotobacter y el método de anilisis quimico de suelos

usado-en la Estacién Experimental Agropecusria, "La
Calera', que usa como solucién extractora: HCI1 0.05N

en HQS Oh().. 0251,

B.- El método de Azotobacgter puede usarse en el andlisis de

suelos, para determinacién de t&sforo ¥ potaslio.

Ci~ El contenido de fésforo asimilable se puede calcular, u-
sando el didmetro de las colonias de Azotobacter, por

medio de la siguiente ecuacién de regresién:

Ye 92.9945X - 8.22
Y: Fésforo asimilable en ppm
X: Diadmetiro de las colonias de Azotobac-

ter en milimetros.

D,.- Se sugiere hacer una modificacién a la interpretacién de
resultados, del método original., Consiste en medir el
didmetro de las colonias de la placa testigo y hacer la

clasificacién en base al siguiente cuadro:

Nivel asimilable de nutrientes Didmetro de colonias en mm,
Bajo 0.0 a 0.4
Medio 0.4 a 0.6

Alto Mayor de 0.6
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KRES UMEN

El presente trabajo se efectud con el objeto de correla-
cionar el método de anidlisis quimico de suelos, del Ministerio

de Agricultura y Ganaderia, con el método de Azotobacter, pro-

puesto por Sackett y Stewart, para la determinacién de fésforo

y potasio asimilable. Se usaron 15 suelos de diferentes regiones
agricolas de Nicaragua. A cada uno se le analizé quimicamen-
te y se le aplicé el método microblolégico de Azotobacter., Se
midié el didmetro de las coleonias de las placas testigo para corre-

lacionario con el contenido de fésforo y potasio del suelo.

Después de comparar ambos métodos, se enconitrd corre-
lacién positiva, significativa para una probabilidad de 0.01. Esto

indica gue el método de Azctobacter puede ser usado en el andli~

sis de suelos, para la determinacidn de fésforo y potasio.

El desarrollc de las colonias fué proporcional al conteni-
do de nutrientes del suelo. Se determiné que, segin el didme-
tro de las colonias de la placa testige, los suelos pueden clasifi-
carse en:
BAJQ: Cuando las colonias tienen un didmetro de 0.0 a 0.4 mm

MEDIO: 1t i ] it 1 1t "oo.L a 0_6 mm
ALTO: i B H fi f " mayor de 0.6 mm

L.a ecuacién de regresién, para calcular el contenido de
f6sforo del suelo en base al didmetro de las colonias es:

¥ » 92.9945 X - 8,22
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CUADRECO III

ANALISIS QUIMICO DE LAS MUESTRAS

DE_SUELQO ESTUDIADAS

[uestra) pR | Fésforo asimilable Potasio asimilable . Textura
LA 7.5 Alo (50 ppm) ; Alto (2000 _ppm) !Eranco limoso
B | 6.3 Bajo (14 ppm) E Alto (1950 ppm) |Franco Arci -
tlogo . !
G169 Medio (L5 ppm} Alto (1180 ppm) . Franco limoso
D 7.3 Alto (97 ppm} Alto (2000 ppm) {Franco limaso
E 7.1 Alto (100 ppm) Alto {1100 ppm) |Franco arenc-
80,
B 7.0 Bajo (1 ppm) Medio {250 ppm)} |Franco arenc-
n so, o
c 7.3 Alto (51 ppm) Alto (1180 ppm) |Franco
H 6.0 Bajo (1 ppm) Bajo (110 ppm) |Arcilloso
I 6.6 Medio_ (33 ppm} Medio (310 ppm) |Franco
J 7.1 Bajoe (12 ppm) Alto {760 ppm) |Arciliose A~
L S ——e . irenoso,
K 7.9 Bajo {18 ppm) Alto (950 ppm) |Franco Ar-
. citloso
L 6.7 Bajo (1 ppm) Alto (1200 ppm) [France limoso
M _ | 6.4 Bajo (3 ppm) L _Alo (550 ppm) _[Franco
N 6,8 Alto {100 ppm) Alto (1410 ppm) |Franco Are- :
N —_— Hoso, !
O ] 6.5 Alto (90 ppm) Alto (650 ppm) |Franco Arci-%
— loso,




a7

CUADRO Iv

DIAGNOSTICO DE FERTILIDAD, DE ILLAS MUESTRAS DE
SUBLQ ESTUDIADAS,
POE MEDICO DEL METODO DE AZCTOBACTER

Muestra Fésforo Asimilable F Potasio Asimilable fT Didmetro de Colo- n
; _ ,__nias en Milimetros,
A Medio Alto 0.50 |
B Bajo Alto 0.25 _
C Medio Alto - 0.50
D Alto Alto 1.10
E Alto | Alto 1.25
o Bajo Bajo 0.25
G Alto Alto 0.70
H Bajo Bajo 0.00
I Alto Alto i 0.70
J Bajo Alto 0.30
K Bajo Alto 0.25
L Bajo Alto 0.20
M Bajo Alto ; 0.30
N Alto Alto ! 1.00
o Medio Alto ! 0.60
i
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CUADRO V

COMPARACION ENTEE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
CON EL METODO DE ANALISIE CUIMICO DE SUELOS Y
EL METODO DE A<OTOBACTEEK

- 1

\ Anélig.i-s guimico Anélisis bacteriolégico ‘
Eestra ngsforo aiimilable :Potasio asimilable gFésforo asimilable | Pétasio asimil;
A ' Alto * Alto * Medio Alto
B Bajo 3 Alto i Baljo Alto
C Medio : Alto Medio Alto
D i Alto % Alto | Alto Alto
E | Alto | Alto Alto Alto
F [ Bajo | Medio Bajo Bajo
G ; Alto ' Alto ; Alto Alto
H : Bajo Bajo | Bajo Bajo
I i Medio Medio i Alto Alto
J Bajo Alto Bajo Alto
K Bajo Alto Bajo Alto
L Bajo Alto Bajo Alto
M Bajo Aldto Bajo Alto
N Alto Alto Alto Alto
O Alto Alto Medio Alto




Fésforo asimilable en ppm.

wefljen

CUADRO VI
TABLA DE CORRELACION

Didmetro de colonlas en mil{meiros

f 000 | 0.2 | 0.25 |03 0.5 | 0.6 0.7"?'1";6’“;.1 125 ity | af tdg Iva#® lelstaatlay
! 1 1 1 i | 3 -4 -§32 | 5808 59,40
3 i 1 : 1 f-h |-k o 1764 | 1260
2 1 boo1-33 {33 | 1l | 9.9
" 1 1 -31 1-31 ¢ a6 | 10.85
18 |1 1 f-21 -7 L M 95
Y 3 1] 1 |-12 -u wh [ ~1.20
45 1 | 1 0 0 o 0.00
50 : B REREPEEREE
51 1 1 6 £ k4 0.00
90 i 1 1 K5 kS 2025 0.00
97 1 1 52 L7 2700 20.00
100 L 1 t {2 |5 | | eoso| sn
x|t l ] 3 Jade b le e {1 [ | | 2w e
T at | 060 1040 | <0.35 1-0.20]-0.10 10,00 | 0.10 | 0.40 Jo.50 | 0.65 |-0.10
fxdt  |-0.60 {~0.40 | -1.05 1.0,60]-0,2010.00 jo,20 1 0.40 {0.50 | 0.65 [-1,10
txf? | 0.3 | 0.6 | g,3675] 0.18 0.02 10,00 {0.02 | 0,26 |0.25 | 0.4225 |1.9%20
Gty 20 (1080 on| 0.9 010 oo 220 )3y o
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CALCULC DEL CCEFICIENTE DE CORRELACION

£1 se traza, en la '"tabla de correlacién" (cuadro VI),
una iinea horizontal por el valor medic de las partes por millén
de fésforo asimilable (ppm]), ¥y una linea vertical por el valor me-
dic de los didmetros de colonias, la interseccién de ambas lineas

dividird a la tabla en cuatro cuadrantes, Por ejemplo:

Observando la tabla (cuadro VI ), se nota que la mayor
parte de los individuos caen en casillas comprendidas en los cuadran-
tes 2 y 4. Esto significa que enire las dos series de valores estu-

diadas, existe una correlacidn positiva. O sea, que la intensidad de

los dos caracteres en estudlo, aumenta o disminuye al mismo tiempo.

Para calcular el valor del Coeficiente de correlacién se usé
la siguiente férmula:
s(d'x.d'y) - fd‘x.uﬁ.d’y
Vs@x® - ug;:u’?‘?i;ﬁ(d'y)‘*-ﬂw?i‘

n n

r =
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Donde: d'x: Desviaciones con respecto a la 'mmedly arbitraria Gx
dty: ¥ it " 1t 1% 1]

n: NdAmero de pares de valores en estudio.

Las media aritméticas son:
Mx: 0.53 y My: 41,07

Se usaron como media arbitrarias:
Gx: 0.6 vy Gy: L5

184.85 - (~59) (-1.10)

r - 15
- — — o 2~
V1one- L3S 21 535 221,

I = 0.93..

El cédlculo de la significancia de r se obtuvo por medio
de la siguiente férmula:

| e ———

o ry n-z
YEo

te 091V 152
¥ 17708281

t = 7-9902

En la'tabla de t¥, el valor de t para una probabilidad de 0.01
con 13 grados de libertad es de 3.012

Como: t calculado —~ t tabulado

-~

r: Muy significativo



37

CALCULO DE LOS COEFICIENTES DE REGCEESION

Para el cdlculo de los coeficientes de regresién se usa-

ron las sigulentes férmulas:

<dix. 2d'y
T ' -
byx = z(d'x.d'y) .1 n
. 2 - e
(dx7) - (8d'x)
n

bxy

]

€(ax.dy) - sdix. id'y

w(ay)? - @Eay)®
n

Donde: d'x: Desviaciones con respecto a la ignedia arbitraria Gx
d'y: 11} H it H B ] i G,y

n: Pares de valores en estudio,

_(=59) (-1.10)
15

(--3..10)2

T e a—

15

1.942

byx = 92.9945

(=59} (-1.10)
i5

21,335 - (-59)°
15

bxy =+ 0.009

bxy - 1O4-85 -

Las ecuaciones de las rectas de regresién, referidas a
los ejes de coordenadas originales, se calcularon asi:
X s Mx + bxy (Y - My)
Y = My + byx (X -~ Mx)
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Donde: Mx: Media aritmética de todos los valores "XV

My—: 3] v 4] ] it b HYH
X = 0,53 +0.009 ( ¥ - 41.07 )

X - 0.009Y = 0.16

Y = 41.07 + 92.9945 { X - 0.53 )

92.9945X - Y = 8.22

El 4dngulo que cada recta forma con el eje respectivo se cal-

culé asi:
byx = tg. a
bxy = tg. &
a = arc. tg. byx = arc. tg. 92.9945 = 890 23" 2u
a'+ arc. tg. bxy = arc. tg. 0.009 = 0° 31

E] &ngulo que forman entre si las dos rectas de regresién es-
td dado por la expresién:
0=9° - (a+a)
0 = 90° - ( 89° 23' 27 + o° 311)
0= 0°5' 58"
I.a significancia de los coeficientes de regresién estd dada por

la siguiente expresidn:
—— byx (n-2) i,d_x L

s (y-Y)?

.

txy =\J _h?.ac}__(“n:?.)_ §,.Cfx.w.._m
$ (x-X)%

Donde:
dx: Desviaciones con respecto a la mmedia aritmética Mx.
dy—: i 1 i it 1} 11} MY'
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X: Valor calculadoe para la variable dependiente por medio

de la ecuacién de regresidn.

Y: Valor calculado para la variable independiente por medio

de la ecuacién de regresién,

X3 Promedic de los valores realmente observados para cada

valor de 'yi,

y: Promedio de los valores realmente observados para cada

valor de ‘ix',

tyx -:\! 8,647.98 x 13 x 1.585
2,834.4915

tyx = 7.92

txy .-.-\l 0.00081 x 13 x 16,438
\ 0.70996

txy = 4.93

En la "tabla de t', el valor de t para una probabilidad de
0.01 con 13 grados de libertad, es de 3,012,

Como:

¢ calculado > t tabulado
byx ¥ bxy: Muy significativo
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