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RESUMO

Foram feitas avaliacoes do zinco no so-
lo atraves do teste microbiologico do
Aspergillus nigér (WALLACE, 1961) em

amostras de solo colhidas dos horizon-
tes de 8 perfis de solos de 8 séries de
solos do municipio de Piracicaba, Esta-
do de Sao Paulo, Brasil. De cada sub
horizonte foram tomados 0,25 g de solo
onde se adicionou 50 ml de solugao nu-
tritiva sem zinco deixando-se em incuba
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cao emn estufa adequada, a temperatura
de 28°c, por um periodo de 7 dias. Pas~
sado este periodo colheu-se o micélio
produzudo e pesou-se ap0s Ser Seco a
70 - 80°C. Estes testes foram compara-
dos com provas em branco e solugoes (a-
digoes) contendo doses diferentes de
zinco.

No ensaio microbiologico fez-se, tam-
bém, em amostras correspondentes ao Ap
dos solos, a aplicagao de doses crescen
tes de zinco (0 a 16 microgramas de zin
co), nas mesmas condigoes usadas do tes
te, para se verificar as reagoes de ca-
da solo a adigao do zinco.

Nas mesmas amostras colhidas dos perfis
determinou-se em extratos, zinco sold-

vel, respectivamente de HC1 0,1 N de
EDTA (NHu) C03 e de Ditizona-acetato de
amonio.

Foram estudadas as correlagoes entre 0s
resul tados do Zinco das solugoes extra-
toras e do teste microbiologico.

0 trabalho permitiu as seguintes conclu
soes:

- 0 teste microbiologico do Aspergillus
niger revelou-se eficiente na avalia-

¢ao do zinco do solo.
- Das 3 soluveis extratoras apenas a di
tizona mostrou correlagao com o teste

microbiologico.

- 0 teste microbiologico permitiu sepa-
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rar os solos em 3 grupos; segundo a sua
reacao a aplicagao de zinco: Bem supri-
da em Zinco "kuiz de Queiroz'; mediana-
mente supridas: Quebra-Dente, Bairrinho
e Lageadinho; mal supridas: lracema,
Monte Olimpo, Guamium e Paredao Verme-
Tho.

INTRODUGAO

Apesar do enorme destaque atribuido ao zinco co-
mo nutriente no nosso pais, sao relativamente poucos os
trabalhos desenvolvidos em relacao a sua presencga ou ao
seu comportamento em nossos solos.

BRASIL SOBRINHO (1973), JACINTHO et alii (1971)
e VALADARES (1972), trabalbhando em solos do Estado de
Sao Paulo e LOPES (1983) em solos de Cerrado, realiza-
ram os primeiros trabalhos a respeito de sua presenca e
de seu posicionamento em relacao aos perfis desses so-
los, procurando extrair o micronutriente por diversos
extratores, quimicos, sendo que o primeiro dos autores
citados, procurou, também, comparar esses resultados
com metodos bioldogicos e microbioldgicos, visando obter
parametros capazes de melhor explicar o comportamento
do referido elemento no solo.

0 fato se mostra de grande importancia quando se
sabe que inumeras sao as solugoes extratoras propostas
para a extragao do zinco capaz de ser absorvido pelas
plantas, necessitando o incentivo de pesquisas em torno
desse assunto, para que se tenha uma melhor selegao des
sas solugoes em relagao aos solos brasileiros.

Assim, as principais finalidades do presente tra
balho, foram as seguintes:
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1- Conhecer melhor a ocorréncia e distribuicao do
zinco nos perfis de diversas séries de solos da regiao
de Piracicaba, procurando-se determinar os teores de zin
co soluvel atraves de 3 extratores comumente usados.

2- Extragao do zinco por processo microbioldgico,
atraves do Aspergillus niger.

3- Estudos de correlagoes entre 0s processos quimi-
cos de extragao do zinco e a produgao de micelio do As-
pergillus niger.

L- Reacao dos solos estudados & adigao de zinco a-
traves do metodo do Aspergillus niger.

REVISAO DE LITERATURA

A parte da revisao referente a processos quimicos
de extracao do zinco disponivel ou do zinco total se en-
contram em BENEVIDES et alii, 1986 , trabalho contido
neste mesmo volume, e BENEVIDES (1983).

Durante varias décadas tem-se feito considera-
veis pesquisas com o objetivo de se estabelecer um pro-
cesso capaz de detectar deficiencias de zinco em solos
por métodos microbioldgicos. STEINBERG (1935) e VANDEN-
CAVEYE (1948), mostraram que o Aspergillus niger & sensi
vel & deficiéncia de certos elementos tracos. Afirmaram
que o método tem tido interesse especial, sendo os resul
tados obtidos relacionados com respostas a cultura e com
paraveis aos métodos quimicos.

NICHOLAS (1950), na Inglaterra, afirmou que o me-
todo de determinagao do zinco e outros elementos, como O
cobre e o magnesio disponiveis, pelo Aspergillus niger,
era um indicador muito sensivel para pequenas quantida-
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des de zinco em solos ingleses.

TUCKER et alii (1953), em varios tipos de solos
de 11linois, Estados Unidos, determinaram teores de zin
co pelo Aspergillus niger na faixa de 0,60 a 2,15 ppm
com uma media de 6,72 ppm para todos os solos. Afirma-
ram que os testes mostraram uma afinidade positiva en-
tre o bio~ensaio de zinco no solo e a resposta a plan-
ta.

TUCKER e KURTZ (1955), em varios solos de Il1li-
nois, Estados Unidos, determinaram teores de zinco dis-
ponivel pelo Aspergillus niger entre 5,2 e 21,7 ppm com
uma média de 21,0 ppm, encontrando correlagao significa
tiva entre os teores de zinco total e zinco disponivel
pelo Aspergillus niger.

No Estado de Wisconsin, Estados Unidos, MARTENS
et alii (1966), encontraram teores de zinco disponivel
pelo Aspergillus niger na faixa de 3,0 a 43,2 ppm com -
uma media de 20,2 ppm, obtendo boa correlacao entre a
absorcao de zinco por plantas de milho e o micélio do
Aspergillus niger. Os dados de correlagao simples, par-
cial e multipla indicaram que o fungo extraia uma por-
cao fixa do zinco total do solo, consequentemente, a ex
tracao do zinco pelo Aspergillus niger foi aproximada-
mente igual na absorcao de zinco pelos plantas.

No Brasil, BRASIL SOBRINHO (1973), foi o primei=-
ro a pesquisar deficiencias de zinco pelo método propos
to por WALLACE (1961) usando o Aspergillus niger como
indicador. Os dados obtidos mostraram uma resposta de
cada uma das Seéries representadas pelo horizonte Ap a
aplicacao de doses diferentes de zinco que foram de ze-
ro ate 16 ug de zinco por 0,25 g de solo. A dose zero
representou a contribuigao do zinco existente no pro-
prio solo. Encontrou diferengas dentro das Series e di-
ferencas de comportamento entre as mesmas.
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BRASIL SOBRINHO et alii (1980), pesquisando o
zinco pelo método de Aspergillus niger em varias séries
de solos do Municipio de Piracicaba, Sao Paulo, observa
ram que o processo funcionou bem na separagao das seri-
es em funcao do comportamento delas em relagao ao desen
volvimento do fungo. Os solos que revelaram maiores teo
res de zinco nao reagiram 3 adigao de doses crescentes
do mesmo nutriente ao contrario das demais series.

MATERIAL E METODO
Solos

Foram usadas 32 amostras representando 8 series
de solos colhidos dos horizontes e subhorizontes dos
perfis das séries de solos que fazem parte da Carta de
Solos do Municipio de Piracicaba, mapeados a nivel de
série por RANZANI et alii (1966).

As propriedades fisicas e quimicas dos solos,
bem como as caracteristicas morfologicas dos perfis das
series foram descritas por RANZANI et alii (1966).

As caracteristicas quimicas e fisicas das amos-
tras estudadas se encontram nas Tabelas 1 e 2, Para a
execucao das analises quimicas empregou-se os métodos
descritos por MELLO et alii (1965). As analises granulo
metricas foram feitdg_segundo KEMPER et alii (1965). 0
fosforo foi determinado no extrato de H,50, 0,05 N.

As series estudadas foram as seguintes:
1- lracema

2- Bairrinho

3- Paredao Verme'ho

L4- Quebra-Dente

5- Luiz de Queiroz
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6- Monte Olimpo
7- Guamium
8- Lageadinho

Coleta e preparo das amostras de solo.

De cada perfil foram colhidas amostras de todos
os horizontes com o auxilio de uma espatula de madeira.
Depois de secas ao ar, foram passadas em peneira de 2
mm de cobertura, sendo armazenadas em sacos de polie-
tileno para as analises fisicas e quimicas.

Determinagao quimica do zinco
Zinco soluvel no HC1 0,1 N

0 método para determinar o zinco sollvel em HCI
0,1 N foi o usado por TRIERWEILER & LINDSAY (1969), com
ligeiras modificagoes, quanto ao tempo de agitagao. No
processo usado tratou-se 2 gramas de terra com 50 ml de
solugao HC1 0,1 N. Apos o repouso durante uma noite, a
suspensao foi agitada por trinta minutos e filtrada.

No extrato foi feita a determinagao do zinco por
espectrofotometria de absorcao atomica PERKIN ELMER,
modelo 303, no comprimento da onda 213,9.

Zinco soluvel na solugao de EDTA-(NHQ)2003.

0 zinco solavel em EDTA-(NH L) »C M foi deter-
minado pelo processo TRIERWEILER & LfND AY (1969). 0 mé-
todo consiste no ataque de 10 gramas de terra por 20 ml
de uma solugao extratora preparada de EDTA 0,01 M (aci-
do etileno - diamino - tetracetico + (NH4)2CO3 M

a pH 8,6. 0s padroes de zinco continham as mesmas” concen
tragoes de EDTA- (NH“)2C03 da solugao extratora. No extra
to procedeu se a determinagao do zinco pelo mesmo proces
so do item anterior.
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Zinco soluvel na solugao de ditizona-acetato de
amonio

0 zinco soluvel na solugao de ditizona-acetato
de amonio foi determinado pelo processo semelhante ao
usado por SHAW E DEAN (1952) com um periodo de agita-
cao de duas horas.

Duas e meia gramas de terra foram agitadas por
duas horas com uma mistura de 25 ml de acetato de amo-
niol Ma pH 7,0. A fase aquosa foi, em seguida, reti-
rada por succao e descartada. Uma aliquota de 25 ml da
fase organica, contendo zinco, foi agitada com 5 ml
de HC1 0,1 N a fim de transferir o zinco para a fase
aquosa. Os padroes foram preparados e extraidos da mes-
ma maneira.

Na determinacao do zinco foi usado o mesmo pro-
cesso descrito nos itens anteriores.

Avaliagao do zinco disponivel do solo pelo método
microbiologico

0 zinco disponivel do solo foi avaliado pelo me-
todo microbiologico do Aspergillus niger, proposto por
WALLACE (1961) e usado por BRASIL SOBRINHO (1973) com
ligeiras modificagoes, face as condi¢oes de trabalho.

Preparo do material

o As amostras de solo foram secas em estufa a
110°C, pesadas e postas em Erlenmeyer de 250 ml. Todo o
material de vidro usado foi lavado segundo o metodo de-
senvolvido por SARRUGE (1975), isto €, em sequéencia,
com detergente, com agua desmineralizada, com HC1 1:4,
com agua deionizada, com EDTA a 10% e o pH ajustado a
7,0 com NaOH 1 N, com agua deionizada e, finalmente,
deixados a secar.
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Microrganismos

Foi escolhida a linhagem n? 9 do fungo Aspergil-
lus niger L., pertencente a micoteca do Instituto Zimo-
tecnico, da E.S.A. "Luiz de Queiroz' - USP, Piracicaba,
SP.

Meio de cultura
0 meio de cultura foi o mesmo empregado por WAL-

LACE (1961) e modificado por BRASIL SOBRINHO (1966),
apresentando pH a 4,5 e 5,0 com a seguinte composicao:

Componentes ml/Vitro de solugao
KNO, 1 M 69,00
KHpBoy, 1 M 11,00
MgS0y, . 7H,0 2,8
Ca(N03) 5 .4H,0 IM 3,5
Glucose 50,0 g
FeCl, 1 M 1,0
Na M0y 1 M 1,0
CuSoy 1 M 1,0
MnSOy 1 M 1,0
Ho0 deionizada 1.000,0

As solugoes estoques dos sais usados na prepara-
¢ao do meio de cultura foram purificadas para zinco,
através de uma solugao 0,05 % de ditizona em tetraclore
to de carbono previamente purificada segundo o método
de HEWITT (1952).

Do meio de cultura preparado usou-se 50 ml para
cada frasco Erlenmeyer de 250 ml, correspondendo a
0,25 g de solo.

Inocutacao do meio de cultura

Procedeu-se a inoculagao do meio com uma suspen-
sao de cultura de Aspergillus niger dissolvido em tubos
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de ensaio. Foi adicionado 0,2 ml da suspensao para ca-
da frasco Erlenmeyer de 250 ml. Foram feitas 3 repeti-
gSes para todos os horizontes e subhorizontes dos per-
fis. A |ncubagao se deu em estufa com temperatura regu-
lada para 28° C. Em todos os ensaios, inclusive, o de a-
plicagao de doses crescentes de zinco no solo, foi esta

belecido o periodo de 7 dias como prazo para o desenvol
vimento do miceélio.

Coleta e peso do micélio

0s micelios desenvolvidos foram cuidadosamente
retirados dos frascos Erlenmeyer com o auxilio de uma
alca de platina, lavados com aqua deionizada, postos em
uma capsula de aluminio previamente tarada, levados 3
estufa para secagem a peso constante e depois pesados.

Série de padroes

Foram preparadas séries de padroes contendo do-
ses crescentes de zinco no meio nutritivo com o fito de
se permitir uma melthor calibragao dos resultados colhi
dos. As solugoes de zinco utilizadas foram preparadas
a partir de outra de maior concentragao, Utilizou-se
tres repetigaes para todos os ensaios. As solugoes de
zinco foram preparadas a partir de sulfato de zinco e
usadas nas seguintes proporgoes, em microgramas de zin-
co por frasco (microgramas de zinco por 0,25 g de ter-
ra): 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0-e 16,0.

Adicao do solo ao meio de cultura

Em todas as amostras dos horizontes dos oito per
fis foram aplicados testes mlcroblologtcos. Usou-se
0,25 g de amostra de terra moida em almofariz de agata,
e colocada nos frascos Jcom o meio nutritivo e autoclava
das durante 10 minutos 'com o objetivo de reduzir even-
tuais contaminagoes por microorganismos estranhos. Fei-
ta a inoculagéo, os frascos foram transportados para a
estufa a temperatura controlada de 25 C, por um periodo
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de sete dias, necessarios ao desenvolvimento do micélio.
Findo esse periodo, os mucel|os foram fot09rafados co-
lhidos e levados 3 estufa, 3 temperatura de 70-80°C,

até o peso permanecer constante. Para os padroes proce-
deu-se do mesmo modo descrito no item anterior.

Aplicacao de doses crescentes de zinco em amostras
colhidas nos horizontes superficiais.

Em amostras de todos os horizontes superficiais
Ap empregou-se as mesmas doses da série de padroes do
meio nutritivo com o fito de se obter dados, para cada
um dos solos, correspondentes 3 aplicagcao de quantida-
des crescentes de zinco medida pelo desenvolvimento do
micélio do Aspergillus niger. Os periodos de incubacao

foram iguais para todos os testes, resultando na produ-
¢ao de um micélio abundante, de coloragao peculiar ao
fungo.

As doses zero da seérie de padroes representam a
contribuigao do zinco existente no solo.

Analise estatistica

0s resultados de extragao de zinco, em nimero de
trés, foram analisados estatisticamente e testados en-
tre si, usando-se os horizontes dos perfis como blocos
e como tratamentos os contrastes ortogonais M;X(Mz+M3),
em relacao a todas as séries de solos.

M1 = HCIl 0,1 N
M2 = ditizona-acetato de amonio
M3 = EDTA-(NHy),C03

Foram feitas, também, correlagoes simples entre
o zinco extraido por extratores quimicos e o sulfato
microbiologico.

Procedeu~se as analises de variancia, nos testes
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microbiologicos com doses crescentes de zinco, para ca-
da série de solo, e, em seguida, analises de regressao
polinomical atraves dos polinomios ortoaonais, segundo
NOGUEIRA (1980), até a quarta ordem. A partir das re-
gressoes foram encontradas as equagoes para cada serie
de solo, segundo o modelo

Y =3 + bx + Exz + dx3 + ex

RESULTADOS E DISCUSSAO
Distribuigao do zinco no solo

Zinco extraido pelo método microbioldgico do Asper-
gillus niger

0 zinco extraido pelo processo microbioldgico do
Aspergillus niger se encontra na Tabela 4, em mg de mi-
celio seco, media de 3 repetigoes. Amostras de todos os
horizontes foram submetidas a acao do Aspergillus niger
sem adigao de zinco.

Procedeu-se a estudos de correlacao entre os teo
res de zinco extraido pelos trés extratores utilizados
no trabalho e o processo microbiologico do Aspergillus
niger medidos em milégramas do micelio seco em estufa a
temperatura de 70-807C. Observou-se que somente a solu-
gao extratora de ditizona-acetato de amonio mostrou cor-
relacao positica, ao nivel de 5% pelo teste de F, com o
processo microbiologico. 0s outros dois métodos quimicos
nao apresentaram correlacao significativa. 0s resultados
se acham na Tabela 5.

. -
BRASIL SOBRINHO (1973) trabalhando com a solucao

de ditizona acetato de amonio também obteve identica

correlagao. Apesar de extrair menos zinco do que as ou-
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tras duas solugoes, foi a Gnica a obter correlagdo, in-
dicando uma maior aproximacao com o processo microbiolo
gico.

Nao houve a preocupagao nesta parte do trabalho,
de se estabelecer valores correspondentes a teores de
zinco, estimados pelo desenvolvimentc do micélio do fun
go em meios de culturas sem solo, em colecao de padroes
de zinco, devido ao fato de nao se ter ainda uma linha-
gem de Aspergillus niger ja bem adaptada para tal fina-
lidade. BRASIL SOBRINHO (1973) encontrou como condigoes
boas de desenvolvimento da linhagem usada (1.Z.52 A.T,
€C.C.), 5 a 6 microgramas de zinco por 0,25 g de solo
(20 a 24 microgramas de zinco por grama de solo). Infe-
lizmente, houve dificuldade em se obter a referida li-
nhagem no presente trabalho, sendo substituida por ou-
tra.

STEINBERG (1935), VANDECAVEYE (1948), NICHOLAS
(1950) e outros autores, quando usaram o processo de
Aspergillus niger o fizeram de tal maneira que apenas
pelo exame visual poder-se-ia dizer a quantos microgra-
mas de zinco correspondia o solo em relagcao ao meio de
cultura padrao.

Por essa razao, enquanto nao se disponha de tais
condigoes, pode-se fazer como foi mencionado na parte
referente ao estudo dos horizontes superficiais do solo.
Usou-se para cada amostra de solo a sua propria série de
padroes.

Em relagao ao desenvolvimento do micélio em mili-
gramas da sua materia seca, observou-se pelos dados ex-
postos na Tabela 4, que a serie Luiz de Queiroz foi a

gue apresentou melhor producao, obtida no seu Ap
(1005,3 mg). Nos demais horizontes, os teores diminuiram
bastante ficando entre os limites de 335,8 a 282,7 mqg,

com pequena variacao. A série Bairrinho mostrou maiores
producoes de micelio nos horizontes superficiais (Ap
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Tabela 4 - Peso em mg do micélio seco do testr microbio-
10gico do Aspergillus niger (meédia de 3 repe-

tigoes).

Serie de Solos Peso do micélio seco (mg)
lracema

20 - 50 BZ] 305,7
50 - 70 By, 2881
70 - 90 By3 292,9
Bairrinho

0 - 25 Ap by1,7
25 - 55 A3 433.3
55 - 85 Bt2| 256,7
85 - 110 Bio2 338,1
110 - 140 B3 322,3
Paredao Vermelho

0 - 20 A, 353, 4
20 - 50 Ay 382,8
50 - 100 C, 309,3
100 - 150 €, 355,3
Quebra-Dente

0 - 20 Ap 367,6
20 - 65 A2 362,2
65 - 85 By 391,7
85 - 105 Bp 483,2
105 - 125 By, 4311
125 - 165 B3 382,4
Luiz de Queiroz

0 - 20 Ap 1005,3
20 - 40 By 335,8
Lo - 60 B 22 263,7
60 - 120 B(323 282,7

Cont.
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Cont. Tabela 4.

Serie de Solos Peso do micélio seco (mg)

Monte 0l impo ’
0 - 25 Ap b4, 5

25 - 45 A3/B, 462 .6

ks - 65 By 412,0

65 - 105 5922 ‘ 361,2

Guamium
0 - 20 Ap 356,9

20 - 40 B2 390,9

Lo - 60 822 426,4

60 - 80 B3 429, 1

Lageadinho

k41,7 e A3 433,3 mg) decrescendo os valores nos demais
(256,7 a 322,3 mg). As Series lracema (292,9 a 305,7 mg)
e Monte Olimpo (361,2 a 462,6 mg) e a Paredao Vermelho
(309,3 a 382,8 mg) mostraram certa uniformidade no desen
volvimento dos micélios indicando pouca diferenciagao do
zinco ao longo dos horizontes do perfil.

Dentre todas, a Serie lracema foi a que mostrou
os menores valores. Quanto as Series Quebra-Dente (362,2
a 483,2 mg) e Guamium (356,9 a 429,1 mg), mostraram
maior desenvolvimento do micélio nos horizontes mais pro
fundos (B2 e B22). Essa pequena xaria§5o ao longo do
perfil contribuiu para a correlagao obtida com os teores
encontrados com a solucao de ditizona-acetato de amonio.

Considerando as medias obtidas para o confronto
entre métodos quimicos (Tabela 3), e, considerando cada
horizonte como bloco, foi feito um estudo de correlagao
entre os teores obtidos em cada um dos extratores quimi-
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cos e a produgao de micélio em miligramas pelo Aspergi-
llus niger no estudo das correlagoes, como se encontra
na Tabela 5.

Pelos dados da Tabela 5 verifica-se que a unica
solugao extratora que mostrou correlacao positiva com o
micélio seco do Aspergillus niger foi a solucao de diti-
zona, com o valor de r igual a 0,338*, significativo a
5% pelo teste F.

Embora fosse desejavel uma correlagao significa-
tiva entre o processo microbiologico e os processos qui
micos, nao se obteve a mesma em relagao aos outros dois
extratores.

A equagao que representa a reta de correlagao en-
tre a solugao de ditizona e a produgao de micelio seco
€ a sequinte:

Y = 224,936 + 46,311 xi

Xi = solugao de ditizona em ppm de zinco.

Y= peso do micelio seco.

MARTENS et alii (1966), encontraram boas correla-
coes entre o zinco extraido por métodos quimicos e pelo
Aspergillus niger tendo o fungo alcangado bom desempenho
como se pode ver:

Aspergillus niger > HC1 0,1 N > Ditizona > MgSO
0,2 M, indicando que o fungo extrai uma fragao fixa de
zinco total,

0 processo microbiologico apresenta grande impor-
tancia também pelo fato,de nao se ter encontrado uma
planta superior, com exce¢ao do milho, que dé respostas
seguras a falta ou a adigao do zinco no solo. Mesmo o
milho, quando usado para testes de zinco, os resultados



163

- h9Z ‘0 V1iQ3 wa |3An|Os Odul7

x gee’o oluowe ap
01€190y-euozi31iQ W [2AN|OS 0dU|7

- 6LL‘D - N 1°0 IJH WS [9AN[OS ODU|7
(rubis) 4 (4) 099s o1(2o1w 2p bu sa|duls sa05e|2410)

Volume XLIV-1987

~49biu sny|1bsadsy op o1 (901w op osad o 3
sodjwinb sopojow 243ud s2035e 22400 se S33UIPUODSSIIOD U Ip SDIO|BA - G B|agE]



164 Anais da E.S.A. "Luiz de Queiroz"

sao expressos com maior seguranga nos teores de zinco
encontrados na analise quimica da planta. BRASIL SOBRI-
NHO (1973) trabalhando com o Aspergillus niger, com o
milho e com o girassol e doses crescentes de zinco, ob-
teve boa eficiencia para o Aspergillus niger.

Resposta dos solos a adigao de doses crescentes de
zinco pelo teste microbiologico.

Avaliagao do efeito da adigao de zinco pelo peso
dos micélios

0s dados de peso de micelio seco a 70-80°¢C em
miligramas, médias de 3 repeticoes, colhidos de testes
microbiologicos em amostras de terra do horizonte super
ficial encontram-se na Tabela 6. Esses dados se referem
as producoes observadas, acompanhadas das d.m.s. de Tu-
key a 5% e 1% de probabilidade.

0 processo microbiologico, constituido do mice-
lio do Aspergillus niger, apresenta, de modo geral, boa
uniformidade, mostrando bom desenvolvimento do micelio,
principalmente nas doses mais altas de zinco, constitui
das por 8 e por 16 microgramas de zinco por 0,25 g de
solo. Houve, entretanto, maior destaque para os solos
das Series Luiz de Queiroz (944,6 miligramas de micé-
lio), Paredao Vermelho (927,9 miligramas de micélio) e
Monte Olimpo (966,7 miligramas) que alcancaram os mais
altos valores na dose de 16 microgramas de zinco.

. A série de padroes, usando-se apenas o meio nu=
tritivo, mostrou excelente desenvolvimento, apresentan-
do uma produgao de micélios bastante homogenea e cres-
cente de acordo com as doses de zinco fornecidas; entre
tanto, na dose zero de zinco produziu quantidade de mi-
celio maior do que a egperada ja que chegou a superar
alguns solos (lracema, Guamium e Quebra-Dente). Os re-
sul tados obtidos com o método de Aspergillus podem ser
relacionados com respostas a cultura e comparados com o
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método quimico ou com outros metodos utilizados. Uma

boa produgao de micélio seria aquele capaz de represen-
tar a dose de zinco exigida pela planta e que correspon-
de nos padroes utilizados pelo micélio desenvolvido nas
doses de 5 a 6 microgramas de zinco; isso representaria
no presente ensaio, cerca de 815 a 864 miligramas de mi
célio. Esse resultado realmente & bastante proximo daque
le encontrado por BRASIL SOBRINHO (1973) (724 a 852 mili
gramas de micélio). Realmente & necessario que se obte-
nha uma selecao entre diferentes linhagens visando a es-
colha de uma que apresente boa sensibilidade ao zinco.
Os micelios produzidos na dose zero dos padroes produzi-
ram quantidades relativamente altas de micélio (525,2 a
598,9 miligramas) superando os proprios solos, que levam
normalmente quantidades variaveis de zinco.

A Serie Luiz de Queiroz teve, entre as séries,
destaque especial, produzindo na dose zero (882,6 mili-
gramas), quantidade de micélio equivalente a mais alta
dose de zinco produzido (16 miligramas). As produgoes
de micélio nesta série representam uma variagao entre
os valores observados (Tabela 6) de 882,3 miligramas na
dose zero para 944,6 miligramas na dose de 16 microgra-
mas de zinco. Apesar de nao haver diferenca pelo teste
de Tukey, nesses intervalos, houve diferencas estatisti-
cas entre doses (dose 1 micrograma de zinco em relacao
as demais) (Tabela 6). No estudo de regressao (Tabela
10) feita até o quarto grau houve significancia na re-
gressao quadratica. No entanto, pode-se, para fins pra-
ticos, desprezar esses efeitos, considerando a Série
Luiz de Queiroz como suficientemente provida de zinco
pelo teste microbiologico e considerando os valores ob-
servados.

A analise de variancia de todas as seéries esta
apresentada na Tabela 7 e na Tabela 8. 0s valores calcu-
lados para as regressoes linear ou quadratica de todas
foram determinados pelos processos de polinomios ortogo-
nais. PIMENTEL GOMES (1966) e NOGUEIRA (1980).
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A mesma amostra de solo (Ap) da Série Luiz de
Queiroz analisada quimicamente mostrou entre as oito sé-
ries os mais altos teores de zinco soluvel nas solugoes
extratoras do HC1 0,1 N, EDTA-(NH4),C03 e da Ditizona-
acetato de amonio. 0 mesmo teste mlcroguologlco aplucado
nos perfis de solo revelou para o referido solo um mice-
lio bem desenvolvido e bem esporulado.

As Séries Olimpo e Paredao Vermelho vém a seguir
(Tabela 6). Nota-se que esses dois solos mostraram a
mais forte reagao a aplicagao do zinco crescendo os seus
valores entre 469,0 (zero) e 927,9 (16 microgramas de
zinco), no segundo. As doses de 8 microgramas de zinco
produziram, respectivamente, 641,39 e 711,7 miligramas
em ambos os solos. As diferencas entre doses nos dois
solos chegaram a ser significativas ao nivel de 1% pelo
teste de Tukey (Tabela 6). As suas regressoes também fo-
ram significativas (Tabela 7) e os seus valores calcula-
dos e as respectivas equacoes lineares e quadraticas na
Tabela 8. Estes solos, mediante a adigéo de zinco, conse
guiram produzir micélio até o nivel da Serie Luiz de
Queiroz ou ao nivel do Paredao Vermelho na dose de 16
microgramas de zinco.

Tanto o Paredao Vermelho quanto o Monte 0limpo,
apresentaram os teores de zinco sollveis nas trés solu-
coes extratoras estudadas, mais baixos do que a série
Luiz de Queiroz (Tabela 9).

A Serie Bairrinho, com 413,4 miligramas de mice-
lio na dose zero de 757,7 miligramas na dose de 16 micro
gramas de zinco, mostrou efeito linear significativo. As
primeiras doses de zinco adicionadas (1, 2, 3 e 4 micro-
gramas) nao tiveram reacao significativa pelo teste de
Tukey a 5% (Tabela 6). Somente a dose 5 microgramas em
relagao a dose zero mostrou sngnnfucanc1a a 5%, o mesmo
acontecendo com as doses de 8 e 16 microgramas de zinco.
A dose 16 microgramas alcangou a produgao de apenas
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757,7 miligramas de micélio. Parece ter havido dificul-
dade pelo Aspergillus niger no aproveitamento das primei
ras doses de zinco produzindo pequenas quantidades de mi
celio. Mesmo com a produgao das doses mais elevadas, nao
chegou a ser alcancada a producao plena de micélio como
se deu nas Séries Paredao Vermelho e Monte Olimpo.

No estudo das regressoes desta série somente a re
gressao linear foi significativa ao nivel de 1% pelo tes
te de F, sendo a quadratica nao significativa. Sendo as-
sim, na Tabela 8, se encontram os valores calculados da
regressao linear e a equacao linear correspondente.

A Série Quebra-Dente, cuja dose zero produziu

396,3 miligramas de micélio apresenta diferenca signifi-
cativa a 5% pelo teste de Tukey apenas em relacao a dose
16 microgramas (710,7 miligramas). Entretanto, o estudo
das regressoes lineares e quadraticas mostrou correla-
cao significativa. Na Tabela 8 encontra-se a equagao qua
dratica correspondente e seus valores calculados. Nesta
serie tambem as doses mais elevadas de zinco nao produ-
ziram as quantidades esperadas de micélio (710,7 mili-
gramas) .

As séries restantes, lracema (294,4 miligramas),
Guamium (327,0) miligramas) e Lageadinho (336,0 miligra-
mas) tem comportamento bastante semelhante a Quebra-Den-
te, nao atingindo com a dose de 16 microgramas de zinco
as altas produgoes de micélio.

Na Série lracema, a resposta significativa a adi-
cao de zinco se deu na dose 4,0 microgramas (499,5 mili-
gramas de micélio) pelo d.m.s. de Tukey a 5% (Tabela 6).
0 estudo de regressao mostrou para a série regressao qua
dratica e sua respectiva equagao que se encontra na Tabe

la 8.

Na Série Guamium a dose zero resultou na produ-
cao de 327,0 miligramas de micélio e a dose 16 microgra
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mas de 719,7 miligramas, muito aquém das produgoes da
Monte Qlimpo e da Luiz de Queiroz como se vé na Tabela
6. Neste solo, apesar de as primeiras doses apresentarem
pouca produgao de micélio mostram boa formagao de espo-
ros. 0 estudo de regressao revelou regressao quadratica
significativa com a equacao correspondente e as doses
calculadas contidas na Tabela 8.

A Série Lageadinho (336,0 miligramas), também

nao atingiu as altas produgoes de micelio na dose de 16
microgramas de zinco, mas apresentou produgdo mais homo
génea em relagao as doses aplicadas. A analise estatis-
tica das regressoes mostrou significancia para a linear
e para a quadratica. 0s calculos foram feitos para a
quadratica com a ajuda da equagao respectiva, contidos

os valores calculados e a equagao na Tabela 8. Entre as
8 series estudadas, pode-se admitir, que a Luiz de Quei
roz se mostrou bem suprida de zinco. -

Consultando a Tabela 8 observa-se que as Séries
Paredao Vermelho e Monte Olimpo, apresentam deficiencia
em zinco, com baixas produgoes de micelio na dose zero
e excelentes respostas a aplicacao do zinco, chegando a
alcancar nas doses mais elevadas, produgoes equivalen-
tes as da Luiz de Queiroz. Pode-se considerar que a ca-
réencia de zinco foi corrigida com a aplicagao do mesmo.

As Series lracema, Guamium, Lageadinho, igualmen-
te, destacaram-se como mal supridas de zinco, com bai-
xas produgoes de micélio no nivel zero, e, que reagiram
bem as aplicagoes de zinco, sem, entretanto, alcangar os
mesmos niveis de respostas das Series Paredao Vermelho
e Monte Olimpo. Nac houve nestes solos o desenvolvimen-
to pleno do micelio como seria o esperado.

Quanto as Series Bairrinho e Quebra-Dente produ-
ziram na dose zero valores intermediarios (Tabela 8) de
micélio, reagindo bem a aplicagaoc do zinco, mas sem atin
gir, tambem, o nivel alcangado pelas Serles Paredao Vers
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melho e Monte Olimpo, colocaram-se, portanto, entre os
dois primeiros grupos.

Diversos autores, tais como STEINBERG (1935), NI-
CHOLAS (1950), WALLACE (1961) e BRASIL SOBRINHO (1980),
admitiram que nas cond:goes do teste do Aspergillus ni-
ger, a dose de 5 ou 6 microgramas para 0,25 g de solo,
como sendo suficiente para um bom desenvolvimento do mi-
célio, e, consequentemente, como parametros do teor ade
quado de zinco no solo. -

Admitindo-se no presente trabalho a dose 6 mi-
crogramas como parametro, teriamos, em relacao aos so-
los, com excecao da Luiz de Queiroz, as produgoes de
439,6 a 630,8 miligramas de micélio, enquanto que, pe-
los padroes 1 e 2 microgramas, produziram 864 e 872 mili
gramas de micélio respectivamente. Os padroes mostraram
ter produzido a mais enguanto alguns solos (o Quebra-
Dente, em especial) produziram menos do esperado.

Aplicacao do efeito das doses aplicadas de zinco
pela produgao relativa dos micélios

A fim de tentar uma melhor interpretagao dos
efeitos da aplicacao das doses de zinco nas amostras de
solo, ja apresentados no caplitulo anterior em relagao
ao peso do micelio, resolveu-se discutir as doses de
uma maneira diferente, através das producoes relativas.

£ usual, em estudos de fertilidade do solo (CATE
e NELSON, 1965; VAN RAlJ, 1981), em ensaios de campo ou
de casos, visando o estabelecimento de classes de ferti-
lidade, com vistas a recomendagoes de adubagao, o empre
go da produgao relativa (PR) representada pela equagao:

PR= 100 x tratamento com omissao de nutrientes

tratamento completo
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onde tratamento com omissao do nutriente representa a
producao em espécie do ensaio de campo e de matéria se-
ca e de vasos, recebendo todos os nutrientes menos o
que esta sendo pesquisado e o tratamento completo rece-
bendo todos os nutrientes.

Esses valores sao correlacionados com os teores
quimicos do solo correspondentes ao nutriente estudado.
Colocando-se os dois valores em grafico, e possivel,
quando se trabalha com grande numero de solos, estabele
cer os parametros de fertilidade para fins de recomenda
gao de adubagao. No caso presente, foi feita a transfor
magcao dos pesos de micélio em producao relativa, utili-
zando-se as doses zero (omissao) e a que deu melhor res
posta na produgao de micelio (completo) Sendo o nGmero
de solos muito pequeno (8) nao se cogitou de fazer a
correlagcao de teores qunmacos X produgoes relativas,
procedendo-se apenas as comparagoes entre os dados apre
sentados na Tabela 9.

0s resul tados foram obtidos dos valores calcula~-
dos, com excegao da Serie Luiz de Queiroz, cuja produ-
cao relativa (PR) foi calculada a partir dos resultados
observados. Isso, porque, o referido solo na dose zero
produziu uma quantidade de micélio (882,3 miligramas)
cuja diferenca para com a maior produgao (953,9 miligra
mas) nao foi significativa pelo teste de Tukey a 5%.

Considerando-se as produgoes relativas do micé-
lio e os teores quimicos extraidos pela ditizona-aceta-
to de amdnio, que foi o processo que deu correlagao si
nificativa com o teste microbiologico, agrupou-se os %
solos, segundo as suas necessidades em zinco em 3 gru-
pos:

Grupo 1| - Bem suprido em zinco:
Série Luiz de Queiroz
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Grupo 2 - Medianamente supridos em zinco:
Serie Quebra-Dente
Serie Bairrinho
Serie Lageadinho

Grupo 3 - Mal supridos em zinco:
Serie lracema
Serie Monte Ol impo
Serie Guamium
Serie Paredao Vermelho

CONCLUSOES

As principais conclusoes do trabalho sao as se-
guintes:

1- Pelo teste microbiologico, nos perfis de solo
somente as series Luiz de Queiroz e Bairrinho mostraramn
maior concentragao de zinco nos horizontes Ap. Nos de-
mais perfis nao houve diferenciagao.

2- Somente a solugao de ditizona mostrou correla
¢ao com o teste microbiologico.

3- 0 teste microbioldgico foi eficiente na deter-
minagao de classes de solos em relagao ao zinco.

Bem supridas:
Serie Luiz de Queiroz

Moderadamente supridas:
Série Quebra-Dente, Serie Bairrinho e Serie
Lageadinho

Mal supridas:
Série lracema, Série Monte Olimpo, Serie Gua-
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mium e Série Paredao Vermelho.

SUMMARY

THE USE THE MICROBIOLOGICAL TESTS IN THE EXTRATION
OF THE ZINC IN THE SOIL OF PIRACICABA MUNICIPALITY

This paper relates sesults obtained in the deter
mination of available zinc by chemical and microbiolo-
gical methods. The HC1 0,1 N, EDTA-(NHq)2C03, dithizo-
ne-ammonium acetate and Aspergillus niger (according
WALLACE,1961)methods were applied to soil samples from
profiles representing 8 soil series of Piracicaba Muni-
cipality, State of Sao Paulo, Brazil.

The evaluation of the available zinc by the As-
pergillus niger was splited in two parts:

a- evaluation of available zinc in the samples
soil from horizons of profiles of soils by microbiolo-
gical method.

b- Addition of crescent dosis of zinc (0 to 16
micrograms of zinc /0,25 g of soil) were made in the
samples soil of upper horizons (Ap) of the profiles of
soils.The special nutrientive solution without 2zinc
and innoculum of Asperqgillus were added tg every treat
ment. After an week from inoculation to 28°C of tempe-
rature, the mycel ium of Aspergillus was colected, dried
to 70-80° C, weighed and registered the weights.

Statistical correlations were conducted betwee
the Aspergillus methods and every one of the chemical
methods. Only the dithizone-ammonium acetate method
showed correlation with the Aspergillus method.
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The results obtained by the Aspergillus niger
method permited to classify the studied soils according
the available zinc content, as follow low:

Well suplied - Luiz de Queiroz Series

Moderatly supplied - Bairrinho, Quebra-Dente and
Lageadinho Series

Low supplied - Iracema, Guamium and Paredao Ver-
melho Series.
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