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Abstract — Resume — ArntoTaumi — Resumen

A new technique for the determination of labile phosphorus ¡n soils (“L” valúes) using Azotobacter 
naturally present in the soil. Micro-organisms ofFer a well-known method of detecting the presence 
of certain elements ¡n the soil.

This biological method gives results comparable to those yielded by chemical and spectrographic 
methods, and its sensitivity is very useful in the assessment of micro-elenients.

In agronomy, and specifically with regard to the soil-plant relationship, bioradioisotope 
methods have led to techniques through which the labile phosphorus in the soil can be determined 
by using plants and P32.

It was thanks to a reference on the Portuguese exhibit at the "Radioisotopes in Agriculture” 
exhibition in Vienna in 1960 that the authors first heard of using micro-organisms instead of 
plants, Aspergillus niger being used to determine the labile potassium content of soils.

The reference led the authors to try a similar method for determining the labile phosphorus 
content of soils. They used Azotobacter instead of plants in view of its sensitivity to phosphorus 
and the ease with which it can produce natural colomes on plates of moulded soil provided with 
an adequate carbón source.

Winogradsky’s precept was also kept in rnind, that is, to be suflficiently precise to justify standard 
use, the microbiological test—as all experiments, in field or test-tube, with higher plants—must 
be direct, i. e. be based on cultivation in the soil to be investigated.

The new technique consists in determining the “L” , or Larsen valué, the higher plants (in 
this case barley—Hordeum vulgaris) being replaced by Azotobacter naturally present in the soil.

Two microcuries of KH 2 P32C>4 are added to 50 g of air-dried and sieved soil, with enough 
distilled water to make a mouldable paste. This paste is transferred to a 10-cm-diam. petri dish 
and left for 48 h to allow isotopic exchange. Filter papers are then placed on the soil, four or 
five drops of ethyl alcohol are added, and the petri dishes are left at 28—30°C. The Azotobacter 
develops on the filter paper and is collected after 48 h. This is ashed, dissolved in 1 :1 HCI and 
brought to volume. Aliquots are used for counting and in the photocolorimetricdetermination of 
the phosphorus content. The "L ” valué formula is applied in order to obtain the final results.

The authors conclude that, with this new technique, the labile phosphorus content of a soil 
and its characteristics with respect to this nutrient from an agricultural point of view, can be 
established.

It also has the following advantages over the plant method:
(1) The experiment takes less time—5 d for Azotobacter collected after 48 h as compared with 

30 d for plants harvested after 21 d;

* Trabajo realizado en el Laboratorio de Aplicaciones Agrícolas, Gerencia de Energía, 
Comisión Nacional de Energía Atómica, Argentina.
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(2) The seed phosphorus factor—considered a rnajor source of error in the plant mcthod— is 
eliminated:

(3) The number of triáis can easily be increased;
(4) Simplification of the procedures prior to the determination and elimination of factors of error.

Nouvelle méthode de détermination du phosphore labile dans les sois (valeur de «L») par l'emploi 
d’azotobacter en culture spontanée. L’emploi des micro-organismes pour la détermination de 
certains élénients dans le sol est fort répandu.

Ces méthodes biologiques sont comparables, quant á leurs résultats, aux méthodes chimiques 
et spectrographiques; étant donné leur grande sensibilité, elles sont trés útiles pour l'évaluation 
des microéléments.

En agronomie — plus particuliérement en phytopédologie — l'adoption des méthodes bio­
logiques associées á l'emploi des radioisotopes a permis l'application de techniques permettant 
de déterminer le phosphore labile du sol au moyen de plantes et de 32P.

Les auteurs n’ont trouvé mention de l’emploi des micro-organismes á la place des plantes 
que dans une notice concernant la participation du Portugal á l’exposition «Les radioisotopes 
dans l’agriculture», qui a eu lieu á Vienne en 1960; on y expliquait que des chercheurs portugais 
avaient utilisé Aspergillus niger pour déterminer la teneur des sois en potassium labile.

Cette indication a incité les auteurs á faire une expérience analogue pour établir la quantité 
de phosphore labile contenue dans les sois; ils ont utilisé Y Azotobacter á la place des plantes, 
étant donné la sensibilité de ce micro-organisme á l’égard du phosphore et son aptitude á produire 
des cultures spontanées sur des plaques de terre plastique comportant une source de carbone 
appropriée.

Les auteurs se sont également inspirés des concepts de Winogradsky, selon lesquels «l’épreuve 
microbiologique ne pourra prétendre au degré d'exactitude nécessaire pour étre employée 
couramment que si elle est faite directement, c’est-á-dire fondée sur la culture dans le sol étudié, 
et pratiquée — ccmme toute expérience portant sur les végétaux supérieurs — en pot ou en 
champ».

La nouvelle méthode consiste á déterminer la valeur de «L», en valeur de Larsen, en remplagant 
les plantes supérieures (en l’occurrence Hordeum vidgaris) par VAzotobacter en culture spontanée.

On prend 50 g de sol séché á l’air et tamisé, auquel on ajoute 2 (¿c de 32P04H2K et de l’eau 
distillée en quantité suffisante pour former une páte plastique. Cette páte est insérée dans une 
boite de Petri, de 10 cm de diamétre; on l’y Iaisse pendant 48 heures pour permettre l’échange 
isotopique. Ensuite, on place sur le sol ainsi préparé deux papiers filtres ainsi qu'un troisiéme 
dont le dessus a été mouillé; on y verse 4 á 5 gouttes d'alcool éthylique et on procede á l’incubation 
á une température de 28 á 30’C. L’Azotobacter qui se développe á la surface du papier est recueilli 
au bout de 48 heures. On le réduit en cendres que l’on dissout dans une quantité égale de HCI, 
puis on étend la solution de maniére á l'amener au volume désiré. Des parties aliquotes sont 
utilisées pour le comptage et la détermination du phosphore par photocolorimétrie. On applique 
enfin la formule donnant la valeur de «L» pour obtenir les résultats définitifs.

D ’aprés les auteurs, cette nouvelle méthode permet de déterminer la teneur d’un sol en phosphore 
labile et de caractériser ce sol, du point de vue agricole, par rapport á cet élément nutritif.

Coniparée á la méthode fondée sur l’emploi de plantes, la nouvelle méthode présente les 
avantages suivants:
1. Durée moindre de l’expérience; 5 jours avec 1 'Azotobacter, qui est recueilli au bout de 48 heures,

contre 30 jours avec des plantes recueillies aprés 21 jours.
2. Elimination du phosphore dans la senience, ce facteur étant considéré comme l'une des princi­

pales sources d’erreur de la méthode fondée sur l’emploi de plantes.
3. Possibilité de répéter l’expérience á volonté.
4. Simplification des stades préalables á la détermination proprement dite et, de ce fait, éliniination

de sources d'erreur.

HoBbiii MeToa oiipeAeJicHHH HeycTofiHHBOto <t>oc(J)opa b noHBax (Bt.niMHiia ,,L")nyTeM iicno.n,- 
TOBaiiHH a30T06aKTepHHa auKopacTyuiero pacTeHHH. BecbMa pacnpocTpaueHO Hcno/imoBaiiMe 
MHKpOOpraHM3MOB fljlíl OnpefleJieHMH HeKOTOpblX 3/ieMeHTOB B nOHBC.



3tm  6nojiorn4ecKHe M eroabi no cbomm peiyjibTaTaM cpaBHHMbi c xhmhhcckhmh m cneKTpo- 
rpat|)HH£CKHMM MemaaMH; óyflyHH 6onee  HyBCTBHTexibHbiMH, 3 th  M em nbi onenb no ^e in b i 
A/IH OUeHKM MHKpOlJieMeHTOB.

B arpoHOMMM, o c o 6 e n n o  b to m , h to  K acaeT ca  O TH oineH H ñ M e w y  noH B oñ  h pacTeimeM, 
6 H 0Ji0 rH 4 ecK H e M e m a b i  c  H cnojib iO B aH H eM  p a a H 0 H 3 0 T 0 n 0 B , a a a n  B03M0>KH0CTb np tiM eH íiT b  
MeTonMKM, noiBo/isnoinHe onpeaeJiaTb HeycToRHHBbiñ (j>oc(t)op b noHBe c  noMOUtbio pacT eH H ñ 
h P-32.

ABTopbi naujjiH ynoMHHaHHe 06 Hcn0Jib30BaHHH MMKpoopramnMOB bmccto pacTennií 
TOJibKo b laMSTKe, Kacatomefícü ynacTHfl nopTyraaHH b BbicTaBKe ,,PaaM0M30T0nbi b ceabcicoM 
xoismcTBe", KOTopasi cocToajiacb b BeHe b 1960 roay. B Heií o6T>HciiHJiocb, h to  nopiyrajibCKHe 
iiccaeaoBaTejiH Hcnojib30Baan Aspergillus niger ana  onpeae.neHHsi coaepwaHHH HeycToiiHHBoro 
KaJiHs b noHBax.

3 t h  mHHbie noóynunit aBTopoB k npoBeaenH to anajiorH H iioro onbiTa a a s  Toro, h ro6bi 
ycT anoB M T b KOJiMHecTBo H eycT oüM H B oro  (j)oc (t)opa , c o a e p w a iu e r o c f l  b noH B ax . O h h  M cn0/ib30B aJiH  
aiO T O óaK T epH H  BMecTO pacTeHHH, yM M ibiBaíi e r o  HYBCTBMTejihiiocTb b o n i o n i e n n n  4>occl)opa 
h  e r o  cnoco6nocT b 06pa30BbiBaTb ec iecT B eH H b ie  kojiohhm n a  n a a c T m iK a x  m  n jiacT H H ecK oñ 
leM jTH, c o f le p jK a m e íí h c to h h h k  c o o T B eT C T B y ro m ero  y n n e p o a a .

ABTopbi pyKOBOücTBOBaJincb TaioKe KOHixenuHaMH B m iorpaacK oro , co rn ac iio  kotopwm  
,,MHKp06M0J10rHMeCKHH OnbIT MOJKeT AOCTHrHyTb CTeneHH TOHHOCTH, HCOÓXOaHMOH fljl» 
óbiCTporo Hcno^bioBaHHd, ToabKo b tom  c/iyHae, ccjih oh npoBoaiiTCH nenocpeacTBeHHo, 
T.e. npoBOAMTca Ha pacTeHMM, Bbi pau te  hhom Ha íWHaeMOH noHBe h npaKTMKyeMbiñ, KaK 
bchkmh onbiT, Haa BbicujHMM pacTeuMHMH, b ropuiKe MJíH b n o a e " .

H o B b iñ  M eT o/i laK JiioM aeTC ü b o n p e a e a e H H H  3HaHeHHH , ,L "  h j i h  BeJiMHHHbi J la p c e H a  nyT eM  
la M e n b i  BbicniM x pacT eH H tí (b  a a m io M  ca y M a e  Hordeum nilgaris) a30T o 6 aK T ep n H O M  aH K o p a c T y - 
m e r o  pacTeH H si.

BcpyT 50 r BbicyineHHoñ na  B03ayxe h ripoceannoH  leiujiH, Kyaa ao6aBJi*uoT 2 m hkpokkjph 
P « 0 4 H 2K H flMCTHJlJlHpOBaHHyiO BOfly B KO/lHHeCTBe, flOCTaTOHHOM aJlH 06pa30BaHM51 njiaCTH- 
MecKoñ Maccbi. 3T a  Macea noM em aeTca b nauiKy rieT pn , aHaMeTpoM b 10 cm, ra e  ee ocTaBJisnoT 
b TeneHHe 48 nacoB ansí T oro , h to 6 h  np0H 30iuea H30T0nHbiií o6M en. 3aTeM pa3M emaioT Ha 
noaroTOBjiemioií tbkbm  06pa30M noHBe Tpn jiMCTa (t)MabTpoBaabnoñ 6yMarn, npHHeM TpeTMñ 
awcT CMoneH cBepxy; c ro aa  KanaioT 4— 5 Kane/ib STH/iOBoro cnnpT a m HHKyÓHpyioT npw 
TeMnepaType 28— 30°C. A30T06aKTepnn. KOTopbiií pa3BMBaeTca na  noBepxnoCTH SyM arn, 
co6HpaK5T no  npouiecTBHH 48 nacoB, npeBpaiuaKiT e ro  b nenea  h pacTBopsnoT b paBHOM 
KoaiiHecTBe H C , a  3aTeM pa'i6aB:isiioi 3 t o t  pacTBop tbkhm  06pa30M , HTo6bi aoBecTH e ro  
a o  w e/iaeM oro o 6 teM a . ÜBe aaHKBOTHbie nacTH HcnoJib3yioT«i anst noacneT a h onpeaeaeHHü 
4>oc<j)opa nyTeM (|)OTOKoaopHMeTpHM. HaKOHeu, rio (JiopMyae a aa  3naMCHHa ,L "  noacHHTbiBaioT 
OKOHMaTeabHbie pe3yabTaTbi.

rio  M H eH H IO  aB T O p O B , 3TO T HOBblH M e T O a  a a e T  B03M0)KII0CTb yCTaHOBHTb C O aep> K aH H e 

HeyeTOHMMBoro t|)oc(})opa b noHBe h aaTb xapaKTepwcTHKy 3toíí noHBe c tomkh 3penH« eeabCKoro 
xo3HHCTBa 0TH0CHTeabH0 3Toro nHTaTeabnoro 3aeMeHTa.

HoBblH MCTOa, no  CpaBHeHHIO C MeTOaOM, OCHOBaHHblM Ha HCnoab30BaHMH pacTeHHH, HMeeT 
e a e a y i o m n e  n p eH M y m ecT B a :
1. M enbuiafl npoaojm H TeabH ocTb onbiTa: 5 a H e ií e a30T06aKTepnn0M , KOTopbiü co6HpaeTca

no HCTeneHHM 48 nacoB npoTHB 30 micií c  pacTeHUHM», coÓHpacMbiMH uoc/ie 21 /ihr.
2. yaaaeiiMe <()oc(t)opa H3 ccmhh eniiTaeTCH oaH H M  M3 raaBHbix hctohhhkob norpeuiHocTH

MeToaa, ochoBaHhoto Ha Hcn0Jib30BaHHM pacTenHñ.
3. Bo3MO)KHOCTb, npw weaaiiHH, noBTopeHHH onbiTa.
4. ynpomeHHe npeaBapHTejibHbix cTauhh npw caMOM onpeaeaenHH h, n03T0My, HCKatoMeHHe

MCTOHHMKa OUIHÓOK.

Nueva técnica para la determinación de fósforo lábil en suelos (valor "L ” ) utilizando A zo to la c ter  
en cultivo espontáneo. La utilización de m icroorganism os para la determ inación de ciertos ele­
mentos en el suelo es am pliam ente conocida. Los resultados de estos m étodos biológicos son 
com parables con los m étodos químicos y espectrográficos y su sensibilidad los ha hecho muy 
útiles para la valoración de microelementos.



En Agronomía, y específicamente en lo atingente a la relación suelo-planta, la adopción de 
métodos biorradioisotópicos ha dado lugar a técnicas que permiten determinar el fósforo lábil 
del suelo mediante la utilización de plantas y P^2. El uso de microorganismos en reemplazo de 
las plantas, sólo ha podido ser comprobado por los autores mediante una noticia referente a lo 
expuesto por Portugal en la Exposición "Radioisótopos en Agricultura", realizada en Viena en 
1960, según la cual se utiliza Aspergiltus niger para determinar potasio lábil en suelos.

El conocimiento de este hecho indujo a los autores a tentar algo similar con respecto a la 
determinación de fósforo lábil en suelos utilizando Azotobacter en reemplazo de las plantas, 
teniendo en cuenta la sensibilidad de este microorganismo en cuanto al fósforo y su facilidad para 
producir cultivos espontáneos sobre placas de tierra moldeada provistas de una adecuada fuente 
carbonada.

Relacionado con esto se han tenido en cuenta los conceptos de Winogradsky de que "para que 
la prueba microbiológica pueda pretender un grado de exactitud suficiente para su empleo 
corriente, deberá ser necesariamente directa, es decir, basada sobre el cultivo en la tierra que se 
ensaya; a la manera de toda experiencia con vegetales superiores, en maceta o a campo” .

La nueva técnica consiste en determinar el valor “L", conocido como valor de Larsen, reempla­
zando a las plantas superiores, en este caso cebada (Hordeum vulgaris), por Azotobacter en cultivo 
espontáneo.

Se parte de 50 g de suelo secado al aire y tamizado al que se agregan 2 de P3204H2K y 
agua destilada en cantidad suficiente para hacer una pasta moldeable. Dicha pasta se transfiere 
a una caja de Petri de 10 cm de diámetro y se deja 48 horas para el intercambio isotópico. Luego 
se colocan sobre el suelo dos papeles de filtro y otro humedecido en la tapa, más 4 ó 5 gotas de 
alcohol etílico y se incuba a 28°—30°C. El Azotobacter se desarrolla en la superficie del papel 
y es cosechado a las 48 horas. Se incinera, se disuelve con HC1 1:1 y se lleva a volumen. Partes 
alícuotas se utilizan para el contaje y la determinación de fósforo fotocolorimétricamente. 
Finalmente se aplica la fórmula de valor “L” para la obtención de los resultados definitivos.

Los autores concluyen que la nueva técnica permite la determinación de fósforo lábil de un 
suelo y su caracterización respecto a este nutriente desde el punto de vista agrícola. Presenta 
además las siguientes ventajas con respecto al método con plantas:
1. Menor duración de la experiencia: 5 días para el Azotobacter cosechado a las 48 horas contra 

30 días para el caso de plantas cosechadas a los 21 días.
2. Eliminación del factor fósforo de las semillas considerado como una de las mayores fuentes de 

error del método con plantas.
3. Facilidad para aumentar el número de repeticiones.
4. Simplificación de los pases previos a la determinación y, por ende, eliminación de factores 

de error.

La utilización de m icroorganism os para  la determ inación de ciertos elem entos en el 
suelo es am pliam ente conocida. Los resultados de estos m étodos biológicos son com parables 
con los de los m étodos quím icos y espectrográficos y a ello se agrega su m ayor sensibilidad, 
lo que los ha hecho muy útiles respecto a la presencia y valoración de m icroelem entos.

O. G . B entley  et al. [1] u tiliza ro n  Lactobacillus arabinosus para d o sa r  m a n g a n e so ;  
E. G . M u l d e r  [2] d eterm in ó  co b re , z in c , m a g n e sio  y m o lib d e n o  u tiliza n d o  Aspergiltus 
niger; P. M a n il  [3] y P. M a n il  et a!. [4] d o sa n  fó sfo r o  p o r  m ed io  d el A. niger', J. K a u ff- 
m a n n  [5] u sa  Corynebacterium auranticum  co n  e l m ism o  o b je to  y N . E. M ic h o u st in e  [6] 
Azotobacter chrooeoccum , Aspergillus oryzae y Cunninghamella sp .

Con el desarrollo de la ciencia atóm ica y las posibilidades que presentan la utilización 
de los radioisótopos, los m étodos quím icos tradicionales tam bién sufrieron modificaciones 
m ediante la adaptación de elem entos radiactivos a las prácticas analíticas.

En A gronom ía, y específicamente en lo atingente a la relación suelo-planta, la adopción 
de m étodos b iorradioisotópicos im plica un enfoque más racional de los problem as



a dilucidar y en ese sentido, las determ inaciones de fósforo lábil m ediante la utilización 
de plantas y -,2P han aportado  elem entos de investigación im portantes.

En este nuevo cam po que se abre a la inquietud de los investigadores en m aterias 
agronóm icas, la utilización de m icroorganism os en reem plazo de las plantas, sólo ha 
podido ser com probada por los autores a través de un trabajo  portugués en el cual se 
utiliza Aspergilltis niger para  determ inar potasio lábil en suelos [7],

El conocim iento de ese hecho nos indujo a ten tar algo sim ilar con respecto a la deter­
minación de fósforo lábil en suelos utilizando Azotobacter en reem plazo de las plantas.

"L a  sensibilidad de los Azotobacter a la presencia, ausencia o a dosis insuficientes de 
ciertos elem entos m inerales en los medios de cultivo (o en el suelo) es tan  grande, que 
podem os servirnos de estos m icroorganism os com o test de diversas carencias” . (P o c h o n  
y  D e B a r ja c  [8]). Entre estos elem entos el fósforo es de gran im portancia en su m eta­
bolism o y está relacionado directam ente con su capacidad de fijación del nitrógeno 
atm osférico. Según los autores antes citados, se ha podido calcular que para  fijar 5 mg 
de nitrógeno el Azotobacter debe m etabolizar 1 mg de fósforo.

O tro  hecho que nos indujo a  utilizar el Azotobacter sobre otras especies de m icroorganis­
mos tam bién utilizadas en análisis biológicos de fósforo, reside en la facilidad con que 
este m icroorganism o puede producir cultivos espontáneos sobre placas de tierra m oldeada, 
cuando  se lo provee de una adecuada fuente carbonada. (W in o g r a d s k y  [9].) La repro­
ducción del Azotobacter se realiza en este caso en condiciones que se asem ejan m ucho a 
las naturales.

Este aspecto nos interesaba sobre todo, ya que de esta m anera lo único que reem plazá­
bam os en el m étodo de las plantas de cebada para determ inar el valor “ L” o valor de 
Larsen con respecto al fósforo lábil, era el ente biológico, perm aneciendo igual el sustrato. 
Además, y coincidiendo con W inogradsky, “ para  que la prueba m icrobiológica pueda 
pretender un grado de exactitud suficiente para su em pleo corriente, deberá ser necesaria­
mente directa, es decir, basada sobre el cultivo en la tierra que se ensaya; a la m anera de 
toda experiencia con vegetales superiores, en m aceta o a cam po” .

En relación con los cultivos espontáneos, deberán tenerse en cuenta las observaciones 
de W inogradsky y la relación que la falta de desarrollo puede tener no con la carencia 
de fósforo sino de o tros m acroelem entos de gran im portancia agrícola com o el calcio y el 
potasio.

1. Experiencias realizadas

Determinación del valor " L ” (fósforo  lábil) utilizando plantas de cebada y  32P en form a  
de 32P 0 4H 2K. Se ha seguido la técnica descrita por R. A. G helfi y E. O. B r e n z o n i [10].

Determinación del valor “ L” (fósforo lábil) utilizando A zotobacter en cultivo espontáneo 
en reemplazo de la cebada. El m étodo consiste en determ inar el valor “ L” , conocido 
com o valor de Larsen, reem plazando las p lantas superiores, en nuestro caso cebada 
(Hordeum vtilgaris), por Azotobacter sp. en cultivo espontáneo.

M odo de operar. Se pesan exactam ente 50 g del suelo en estudio, previam ente secado al 
aire y tam izado por m alla de 2 mm y se mezclan con agua destilada en la proporción 
conveniente para hacer una pasta m oldeable (es preferible un ligero exceso de hum edad, 
lo que perm itirá una mejor distribución del suelo en la caja de Petri, exceso que desaparecerá



duran te  las 48 horas del intercam bio isotópico, po r evaporación). En el agua utilizada 
o separadam ente al suelo pesado, se agrega una cantidad m edida de una solución de 
32P 0 4H 2K que estará proporcionada a  la actividad de la solución original, al volum en total 
del agua a agregar y a la actividad que deseam os en cada una de las cajas. N uestra 
experiencia nos perm ite considerar conveniente partir de una solución radiactiva que 
contenga 2 nc por mi agregándose 1 mi de esta solución por caja de Petri.

La mezcla de suelo, agua y solución radiactiva se hace en cápsulas de porcelana de 
10 cm de diám etro previam ente taradas y luego se tran spo rta  a las cajas de Petri tra tando  
de incorporar la m ayor parte del m aterial. Para el am asado y el transporte  se utilizan 
espátulas de acero inoxidable. Lo que queda en las cápsulas se deja secar al aire y luego 
se restará del total de 50 g para  obtener el peso definitivo del suelo por cada caja.

Se dejan las cajas en reposo duran te  48 horas para  perm itir el intercam bio isotópico, 
pero a las 24 horas es conveniente colocar en la tapa de la caja de Petri un papel de filtro 
em bebido en agua destilada para  prevenir un exceso de evaporación.

C um plidas las 48 horas se coloca sobre el suelo de las cajas un disco de papel de filtro 
Schleicher y Schull N° 5892, banda blanca, que cubra toda  la superficie ocupada por el 
suelo asentándolo  con un rastrillo  de acero inoxidable. Sobre este prim er papel se super­
pone un segundo, de m enor diám etro  para  im pedir se contam ine con suelo de los bordes; 
este papel debe ser de grano fino, recom endándose el Schleicher y Schull N° 5893, banda 
azul. Si es necesario se vuelve a hum edecer el papel de filtro de la tapa  de la caja y se 
agregan sobre el m ism o 4 ó 5 gotas de alcohol etílico de 96° com o fuente carbonada 
para  el Azotobacter. Las cajas se colocan a partir de este m om ento en estufa a 28°— 30°C  
y se cosechan a  las 48 horas.

La cosecha del Azotobacter se efectúa de la m anera siguiente: con una pinza se tom a 
el disco de papel de filtro de m enor diám etro y se lo extrae totalm ente. Sobre éste tendrem os 
el desarrollo m icrobiano sin contam inación de suelo del cual lo separa el prim er papel. 
El conjunto  de papel y m icroorganism os se seca a estufa de 75°— 80°C  duran te  2 h y 
luego se calcina en mufla a 500°C  hasta cenizas blancas. Es conveniente iniciar la cal­
cinación con 200° duran te  2 h para  luego subir a 500° duran te  un tiem po similar.

Las cañizas, una vez enfriadas, se tra tan  con 1 mi de agua destilada y 1 mi de ácido 
clorhídrico 1:1, calentando suavem ente, y si es necesario con algunas gotas de ácido 
nítrico concentrado y agua oxigenada al 50% . Luego se lleva a volum en en m atraz de 
25 mi, se centrifuga si se nota alguna suspensión de m aterial, y se tom an 10 mi del sobre­
nadante para el contaje de 32P y entre 5 y 7 mi para  la determ inación de fósforo foto- 
colorim étricam ente. Por lo general, y si se ha seguido bien la m archa detallada, la 
centrifugación no es necesaria.

Posteriorm ente, y en base a las determ inaciones anteriores, se halla el valor “ L” de 
acuerdo con la fó rm u la :

D onde

Yp =  C ontenido de 32P en el Azotobacter cosechado 
X p =  C ontenido to tal de P del Azotobacter 
Y{ =  32P agregado al suelo 
X r =  31P agregado al suelo 
L = V alor de Larsen



2 . Resultados obtenidos

Véanse los C uadros I, II y III.

3 . Discusión

Desde el punto  de vista agronóm ico, la determ inación del fósforo lábil de un suelo dado 
reviste m ucha im portancia, si consideram os la im plicancia de dicho elem ento en el 
proceso fotosintético, el m etabolism o celular, transporte  de energía en el vegetal, form ación 
y desdoblam iento de sustancias h idrocarbonadas, etc.

C u a d r o  I

COMPARACION DE RESULTADOS DE VALOR
A Z O T O B A C T E R

R e p e tic ió n  N ° A z o to b a c te r  48 hs. 
m g P /5 0  g d e  su e lo

UTILIZANDO CEBADA Y

C e b a d a  2! d ias  
10 p la n ta s  

m g P /5 0 0  g de  su e lo

1
2
3
4
5
6
7
8

Promedio

5,73
5,69
5,97
5,05
5,29

5,55

48,65
51.28 
51,90 
47,00 
54,03
56.29 
50,36 
47,22 
50,84

Suelo N° I. Suelo agrícola de Pergamino (Provincia de Buenos Aíres). Buen contenido de 
materia orgánica, franco-limo-arcilloso. pH 7,85. Horizonte A.

C u a d r o  II

COMPARACION DE RESULTADOS DE VALOR “L” UTILIZANDO CEBADA Y
A Z O T O B A C T E R

R e p e tic ió n  N °

1
2
3
4
5
6

Promedio

A z o to b a c te r  48 hs. 
m g P /5 0  g de  su e lo

2,98
3.33 
3,19 
2,87 
3,94 
3,70
3.33

C e b a d a  18 d ias  
4 p la n ta s  

m g P /500  g d e  su e lo

41,22
35,06
38,70
39,21

38,55

Suelo N° 2. Proveniente de San Martín (Provincia de Buenos Aires). Bien provisto de materia 
orgánica. Suelo franco-limo-arcilloso. pH 7,0. Horizonte A.



C u a d r o  III

COMPARACION DE RESULTADOS DE VALOR “ L” UTILIZANDO CEBADA Y
A Z O T O B A C T E R

w  A z o to b a c te r  48 hs. Ccb<;ad¡¡ 28 d ia s
R e p e tic ió n  N  p , L E 'a n t f S ,

m g P /500  g d e  su e lo

1 0,57 5,622
2 1,00 6,750
3 1,13 6,466
4 1,24 7,526
5 0,84 —

6 1,28
Promedio 1,01 6,591

Suelo N° 3. Proveniente de La Banda (Provincia de Santiago del Estero). Suelo agrícola de 
zona de regadío. Franco-arcilloso. pH =  8,8. Horizonte A.

El llam ado fósforo “asim ilable” , determ inado por m étodos quím icos no representa, 
a la luz de los conocim ientos actuales, a la to talidad del fósforo disponible por el vegetal, 
puesto que ju n to  a los com puestos puram ente quím icos encontram os fósforo sorbido en 
los com plejos coloidales.

Este fósforo sorbido asum e dos aspectos: uno en form a desplazable o intercam biable, 
y o tro  en form a fija, que en tra  a fo rm ar parte de la estructura cristalina de los m inerales 
de arcilla.

De acuerdo con L. N i j e n s o h n  [11] el conjunto  de iones P 0 4 aparece integrando dos 
grupos: el sujeto a la agitación term odinám ica y el realm ente inmóvil. Según este au tor, 
los iones P 0 4 sujetos a la agitación term odinám ica tienen tendencia a difundirse o 
expanderse. Esta tendencia se caracteriza en cada caso particular por el potenciaI 
electroquímico.

C uando  el sistem a se halla en equilibrio este potencial es igual en todos sus puntos. 
En caso de rup tu ra  del mismo, el conjunto  reacciona para  restablecer la uniform idad 
del potencial. Por ejem plo, este equilibrio se rom pe com o resultado de la absorción 
radicular. Los iones que participan en el restablecim iento del equilibrio son los llam ados 
activos.

Es im portan te  en este caso determ inar la cantidad de iones P 0 4 que participan y la 
velocidad con que se llega al nuevo equilibrio. La velocidad está en relación con el grado 
de m ovilidad de los iones, el que depende de su potencial quím ico.

La aplicación de técnicas de análisis po r dilución isotópica para la determ inación de 
fósforo lábil en suelos utilizando plantas es bien conocida, gracias a los trabajos de 
L a r s e n  [12], S c o t t  R u s s e l l  et al. [13], F r i e d  y D e a n  [14] y en nuestro país R. A. G h e l f i  

y E. O. B r e n z o n i .

Brevemente las mism as consisten en el agregado al suelo de fósforo radiactivo (32P), 
sem brar sobre este suelo la p lanta y com parar luego las actividades específicas del 
fósforo en el suelo y en la planta.



H echa la siguiente re lación :

32P en la p lanta 32P agregado al suelo 
31P en la p lanta 31P del suelo

se puede despejar 31P del suelo, que es la única incógnita, pues los o tros valores son 
medíbles directam ente.

El reem plazo, en nuestro caso, de las plantas superiores (cebada) por Azotobacter sp. en 
cultivo espontáneo, está basado en la gran sensibilidad de este m icroorganism o con 
respecto al fósforo y en su necesidad de este nutriente que es sim ilar a  la de las plantas.

La técnica desarro llada ofrece algunas ventajas com o es la eliminación de un im portante 
factor de e rro r en la determ inación con plantas, que es el fósforo de las semillas. Tam bién 
deja un am plio cam po a la iniciación de estudios de desorción, m odificando los tiempos 
de cosecha.

Para la realización de las experiencias se han elegido tres suelos, de alto, m edio y 
bajo contenido de fósforo lábil. Del análisis de los resultados podem os concluir que en 
los casos considerados la nueva técnica propuesta perm ite, a través de la determ inación 
del valor “ L” utilizando Azotobacter en cultivo espontáneo, tener una visión am plia 
sobre la disponibilidad de fósforo en un suelo.

Los resultados obtenidos nos dicen tam bién que la m ayor diferencia se observa, con 
respecto al m étodo de las plantas, en el caso extrem o (Suelo N° 3). C onsideram os que 
esto podría ser explicado por producirse una más rápida desorción a través del desarrollo 
de A zotobacter a lo que se podría agregar, dado  el tipo de suelo ensayado, la influencia, 
en el caso de las plantas, de la especie utilizada.

4 . Conclusiones

Io La nueva técnica objeto del presente trabajo  perm ite la determ inación del fósforo 
lábil de un suelo y su caracterización general respecto a este nutriente.

2o Presenta adem ás las siguientes ventajas con respecto al m étodo con p la n ta s :
a) M enor duración de la experiencia; 5 días para  el Azotobacter cosechado a  las 48 horas 

con tra  30 días para  el caso de plantas cosechadas a los 21 días.
b) Eliminación del factor fósforo de las semillas, considerado com o una de las mayores 

fuentes de e rro r del m étodo con plantas.
c) Facilidad para aum en tar el núm ero de repeticiones
d )  Simplificación de los pasos previos a  la determ inación y por ende, eliminación de 

factores de error.
e) E lim inación del riego.
/ )  Eliminación de la mezcla de suelo con arena.
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D I S C U S S I O N

L. D ean: It w ould appear tha t the filter paper absorbed the w ater or soil solution 
from  the soil and tha t the Azotobacter absorbed the phosphorus in tu rn  from  this filter 
paper. In o ther words, the Azotobacter is no t directly in contact with the soil.

A. H . M erzari: W e considered this problem  and did an experim ent in which the papers 
were placed on the soil w ithout the add ition  o f alcohol, so as to prevent the developm ent 
o f Azotobacter. W e tested it a t various tem peratures, ranging from  2— 3 °C  to 25— 26°C  
and then  determ ined the activity and  the am ount o f phosphorus contained in the paper. 
The activity was zero and the am oun t o f phosphorus practically negligible. The results 
were very different when the effect o f the Azotobacter carne into play.

C . G . Lam m : H ave you tried to  ob tain  several harvests in succession on the same soil 
in the sam e petri dish ?

A. H . M erzari: Yes, we have, but the experim ent was not continued because we found 
developm ent o f cellulolytic m icro-organism s, not Azotobacter.

L . M ellado: F or the m ethod to  be applicable to  soil phosphorus, there must be a 
constant relation between the “ L ” valué obtained with Azotobacter and the “ L" valué 
obtained with higher plants. Such a constan t relation is not show n in the tables in the 
paper. How do you intend to overcom e tha t difficulty?

A. H . M erzari: You will have noted tha t the greatest differences were found in soil 
No. 3. We used three soils in our experim ents: No. I had a high content o f labile phos­
phorus, N o. 2 a m édium content and N o. 3 a low content. The latter, however, was also 
an  alkaline soil (pH 8.8) and no t very suitable for Azotobacter. I should point ou t tha t 
our technique is not intended to  replace the m ethod involving the use o f higher plants. 
W e merely consider tha t it is a rapid and simple means of obtaining a general idea o f the 
labile phosphorus content o f a particular soil.

M . Fried: W ere the valúes which you got with Azotobacter com pared with those 
obtained by the laboratory  m ethod for determ ining the so-called P ,2-exchangeable 
phosphorus in the soil, where the soil is mixed with w ater and the specific activity o f the 
solution is determ ined?

A. H . M erzari: N o, we have not done this.

N . P . D atta : Y ou State tha t the m ethod has the advantage o f perm itting rapid deter- 
m ination o f available phosphorus in soils. C ould you tell me how the valúes obtained 
correlate w ith the responses of higher plants to  phosphorus fertilizers under pot or 
field conditions?

A. H . M erzari: W e have no t worked with fertilized soils, but we believe that the 
proposed technique could be tested for use in determ ining the “ A " valué.



R. S . M okady: C ould som eone restate the difference between “ A " valúes and “ L” 
valúes?

M . Fried: I shall be glad to. As 1 have already pointed out, the two concepts are quite 
dififerent. The m ethod by which they are determ ined depends on how they can best be 
satisfied on the basis o f the knowledge now available. The underlying idea o f the “ A " 
valué is that when a p lant is confronted w ith two sources o f a nutrient, it will take up 
nutrient from  each of the sources in direct p roportion  to the am ounts available from  
each source. The “ L” , o r Larsen, valué— as I understand it— is concerned with the use of 
the p lant in determ ining the am ount o f phosphorus tha t will exchange in the soil a t 
equilibrium . This am ounts to  using the p lant as a pipette because you are sam pling it 
under the m oisture and soil conditions in which a p lant actually grows ra ther than  in 
artificial laboratory  conditions. These are the differences in concept as I see them . I 
should be glad to  stand corrected if others see them  differently.

E . C . S . L ittle: C ould you carry your definition further and say w hether you consider 
tha t the “ A " and “ L” valúes should be the sam e as far as theoretical considerations 
are concerned ?

M . Fried: 1 think tha t the m ost suitable tim e for discussing this question will be a t the 
next session, after the presentation o f the paper by Dr. Dean (p. 407) which will be 
concerned mainly with tha t problem .



P r in te d  in  A u s tria


