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RESUMO

MACEDO, F.G. Disponibilidade de niquel no sistema solo-planta: efeito de doses e
saturacOes por bases. 2016. 120f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2016.

Por se tratar de um elemento essencial as plantas e um metal pesado ao mesmo tempo, o
niquel requer atencdo quanto aos aspectos da fisiologia de plantas e ambiental. Além disso,
existe um intervalo estreito entre as exigéncias nutricionais e o0s teores toxicos as plantas.
Neste contexto, objetivou-se avaliar o efeito do Ni no sistema solo-planta, com foco no ciclo
do N e a disponibilidade do elemento no solo, por meio de experimento em condicdes
controladas, utilizando vasos distribuidos inteiramente ao acaso, utilizando-se esquema
fatorial 2 x 5, com sete repeticdes cada tratamento. O primeiro fator foi constituido de duas
saturacdes por base (50 e 70%) e o segundo de cinco doses de Ni (0; 0,1; 0,5; 1,0 e 10,0 mg
dm™ de solo). Os vasos foram preenchidos com 8 dm? de terra e cultivados com soja [Glycine
max (L.) Merrill] sucedida por girassol (Helianthus annuus L.). Os parametros qualitativos e
quantitativos: altura de plantas (AP), diametro do caule (DC), nimero de nos (NN), estadio
fenoldgico (EF), indice SPAD e, diametro do capitulo (DCap) (para girassol) foram avaliadas
aos 30 e 60 dias ap6s a emergéncia (d.a.e.) de cada cultivo. Plantas inteiras de soja,
amostradas em quatro vasos de cada tratamento, foram coletadas no estadio R1. Na mesma
ocasido foram coletadas amostras de solo da rizosfera. Em seguida, as plantas coletadas foram
divididas em: folhas; raizes (nddulos na soja) e parte aérea. Foram determinados nas folhas
utilizadas para diagnose em soja e girassol: os teores de macro e micronutrientes, as
atividades da redutase do nitrato e da urease e as concentragdes dos acidos organicos: oxalico,
mal6nico, succinico, malico, tartarico, fumarico, oxaloacético, citrico e latico. Os mesmos
acidos orgéanicos foram determinados em raizes secundéarias de girassol e nédulos de soja.
Foram realizadas avaliagdes ultraestruturais por meio de microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET) em raizes de girassol, e estruturais e de tonalidade em nodulos de soja, por
meio de microscopia de luz. No solo, foram determinadas: atividade urease, desidrogenase, Ni
total e fitodisponivel pelos métodos: Mehlich-1, Mehlich-3 e DTPA. No periodo de
maturidade fisiologica de cada cultura foi realizada a colheita das plantas dos vasos restantes
para determinacdo de producéo de graos, teores de Ni na planta inteira e Ni e N nos gréos. Ao
final dos dois experimentos foi realizada nova coleta de solo para extracdo sequencial de Ni.

O indice SPAD em soja aos 60 d.a.e., a producdo de massa seca da parte aérea da soja e da
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raiz de girassol foram influenciados pela saturagdo por bases, doses de niquel e pela a
interacdo destes. Foram influenciados pelas saturacGes por base e doses de niquel (fatores
isolados): para soja: AP aos 60 d.a.e., NN aos 30 e 60 d.a.e., SPAD aos 30 d.a.e.; para
girassol: AP e NN aos 30 e 60 d.a.e., DC e SPAD aos 30 d.a.e. As demais variaveis avaliadas
aos 30 e 60 d.a.e. foram influenciadas apenas pela saturacdo por bases, ou doses de Ni
separadamente. As plantas de soja e girassol apresentaram maiores teores de Ni nos diferentes
tecidos avaliados (exceto graos) quando cultivadas sob V50%. A producdo de graos de soja e
girassol ndo foi influenciada pelos tratamentos, porém o teor de N dos grdos de soja
influenciado pelas doses de Ni na V70%. A atividade da enzima urease nas folhas de soja e
girassol foi responsiva positivamente ao aumento das doses de Ni. Quatro dos acidos
organicos avaliados e o teor de N nas folhas e nos graos foram maiores nas plantas cultivadas
sob VV70% com a dose de 0,5 mg dm™ de Ni. As doses de Ni bem com as saturaces por bases
influenciaram diretamente o balango de nutrientes das plantas. Os extratores Mehlich-1,
Mehlich-3 e DTPA apresentaram elevado coefienciente de correlagdo entre a fracdo de Ni
disponivel no solo e a concentracdo do elemento nas plantas de soja e girassol, sendo o
extrator DTPA o0 que apresentou maior coeficiente de correlagdo. O Ni apresentou
distribuicdo variavel entre as diferentes fragdes do solo em funcdo dos tratamentos. Os solos
dos tratamentos com saturacdo por bases de 70% apresentaram maior concentracdo de Ni
ligado a carbonato, comparado aos tratamentos sob saturagcdo por bases de 50%. A
distribuicdo do Ni entre as fracdes do solo seguiu a seguinte orgem: ligado a carbonato <
trocavel < ligado a 6xidos < matéria organica < residual. A saturacdo por bases exerceu efeito
diferenciado para a atividade da urease no solo em fungéo da cultura avaliada. Por sua vez, o
Ni exerceu efeito diferenciado sobre a atividade de desidrogenase em funcdo da cultura

estudada.

Palavras-chave: soja. girassol. micronutrientes. nutricdo de plantas. acidos organicos.

atividade enzimatica



11

ABSTRACT
MACEDO, F.G. Nickel availability on soil-plant system: effects of Ni rates and saturations
base. 2016. 120f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade
de Séo Paulo, Piracicaba, 2016.

As an essential element for plants and a heavy metal at the same time, nickel requires
attention on the aspects of the physiology of plants and environmental. Furthermore, there is a
narrow range between nutritional requirements and toxic levels to plants. In this context, the
aim was to evaluate the effect of Ni in soil-plant system through experiment under controlled
conditions, using soil pots distributed entirely at random, using a factorial 2 x 5, with seven
repetitions each treatment. The first factor was formed of two saturations base (50 and 70%)
and the second of five Ni rates (0, 0.1, 0.5, 1.0 and 10.0 mg dm of soil). The pots were filled
with 8 dm?® of soil and sown with soybean [Glycine max (L.) Merrill] succeeded by sunflower
(Helianthus annuus L.). The agronomic traits: plant height (PH), stem diameter (SD), number
of nodes (NN), phenological stage (PS), SPAD index, head diameter (HD) (Sunflower) were
evaluated at 30 and 60 days after emergence (dae) of each crop. Whole soybean plants,
sampled in four pots of each treatment were collected at the R1 stage for analysis of soil
samples from the rhizosphere. Then, the collected plants were divided into: sheets; roots
(nodules on soybean) and shoot. Were determined in the leaves used for diagnosis in soybean
and sunflower: macro and micronutrients, activities of nitrate reductase, and urease and
concentrations of organic acids: oxalic, malonic, succinic, malic, tartaric, fumaric,
oxaloacetic, citric and lactic. The same organic acids were determined in secondary roots of
sunflower and nodules of soybean. They were conducted ultrastructural evaluations by means
of transmission electron microscopy (TEM) in sunflower roots, and color in soybean nodules,
using light microscopy. In the soil were determined: urease activity dehydrogenase, the total
Ni and available by methods: Mehlich-1, Mehlich-3 and DTPA. At physiological maturity
period of each culture was performed to harvest the plants of other pots in order to determine
grain dry matter yield, Ni content in the whole plant and Ni and N content in grains. At the
end of the two experiments it were carried out new soil sampling for Ni sequential extraction.
The SPAD index taken on soybean leaves at 60 d.a.e., the dry matter production of the aerial
part of soybean and sunflower root were influenced by the base saturation, nickel doses and
the interaction among them. They were influenced by the saturation for base and nickel doses
(single factor): soybean: HP d.a.e. to 60, NN at 30 and 60 d.a.e., SPAD to 30 d.a.e;
Sunflower: PH and NN at 30 and 60 d.a.e., HD and SPAD to 30 d.a.e. The other variables
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assessed at 30 and 60 d.a.e. They were influenced only by base saturation, or Ni doses
separately. Sunflower soybean plants had higher Ni contents at the different tissues (except
grain) when grown under VV50%. The production of soybean and sunflower grains was not
affected by the treatments, but the N content of the soybeans was changed by Ni rates VV70%.
The urease enzyme activity in soybean and sunflower leaves was responsive to increased
doses of Ni. Four of the organic acids and the N content in leaves and grains were higher in
plants grown under \/70% at the dose of 0.5 mg dm™ Ni. Ni rates as well as the cation base
saturation directly influenced the balance of plant nutrients. The Mehlich-1, Mehlich-3 and
DTPA presented higher coefiencient correlation between available Ni soil fraction with
nutrient concentrations in both soybean and sunflower, with the DTPA solution showing the
highest correlation coefficient in this analysis. Ni showed variable distribution among
different soil fractions in the treatments. The treatments presented soil under cation bases
saturation of 70% showed higher Ni concentration linked to carbonate, as compared to
treatments under cation base saturation of 50%. The distribution of Ni between the soil
fractions followed the following order: bound to carbonate <exchangeable < bound to oxides
<organic matter <residual. The cation base saturation showed different effects on the urease
activity according to the plant evaluated. Ni exerted on the differential effect dehydrogenase
activity according to the plant specie.

Keywords: soybean. sunflower. micronutrients. plant nutrition. organic acids. enzymatic

activity.
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INTRODUCAO

O niquel (Ni) é o vigésimo segundo elemento mais abundante na crosta terrestre
encontrado naturalmente nos solos em proporcdes que variam conforme o material de origem.
Além da sua concentracdo natural, os solos recebem Ni oriundo da atividade antrépica por
meio: da exploracdo agricola dos solos com uso de insumos (pesticidas, corretivos e
fertilizantes); uso de lodos de esgoto e escorias de siderurgicas e; deposicdo atmosférica a
partir combustiveis fésseis de atividades metaldrgicas industriais.

No contexto ambiental o Ni ndo tem suas fungdes completamente elucidadas. No
ambito dos microorganismos, existem catalogadas nove enzimas Ni-dependentes que
apresentam funcbes relacionadas aos ciclos do carbono (C) e do nitrogénio (N). Acetil-
coenzima A, hidrogenases e desidrogenases sdo algumas das enzimas que tém ganhado
destaque no meio agricola por apresentarem influéncia na relagcdo simbidtica entre plantas e
bactérias. Na nutricdo mineral de plantas o Ni foi o Gltimo elemento a ser inserido na atual
lista dos considerados essenciais e até recentemente a composicdo estrutural da molécula da
urease, enzima que catalisa a hidrélise da ureia em amonia (NHj3) e didxido de carbono (CO,),
comum a todas as plantas superiores, constituia a Unica comprovacao de sua essencialidade.
Contudo, nem mesmo as funcdes da urease séo completamente conhecidas. Estudos recentes
com plantas de arroz, buscando novas comprovacdes da essencialidade do Ni no metabolismo
vegetal, tém relatado a dependéncia das glioxalaes | ao Ni, de modo que ha o entendimento de
gue com o aprimoramento das técnicas analiticas e a purificacdo de reagentes, novas funcoes
fisiolOgicas serdo atribuidas a este micronutriente. Apesar da essencialidade comprovada e da
perspectiva de futuros papeis do Ni nos organismos vivos, estudos com o elemento tém se
concentrado na grande maioria em evidenciar seus efeitos toxicos.

No solo apenas uma pequena propor¢do do contetdo total de Ni estd disponivel as
plantas. Essa disponibilidade & governada principalmente pelo pH. Nos ultimos anos o0s
avancos agricolas proporcionaram entre outras: a popularizagdo da préatica da calagem, plantas
mais produtivas (por consequéncia maior exportacdo de nutrientes) e a concentragdo de
macronutrientes em formulagdes comerciais de adubos. Como efeito, alguns elementos que
apresentavam concentracdes no solo satisfatorias ao suprimento das plantas passaram a se

tornar limitantes, como o caso do zinco e manganés na regido dos cerrados.



16

Sd0 excassos 0s trabalhos que avaliam o comportamento do Ni nos solos sob
condicOes tropicais e principalmente as respostas de culturas anuais quanto a aplicacdo de Ni
em “doses nutricionais”. Sabendo-se que o Ni exerce influencia nos ciclos do C e N, na
relacdo simbiotica planta/bactéria e que a disponibilidade desse elemento ndo tem sido
monitorada nos solos sob clima tropical, se faz necessario avaliar a disponibilidade do Ni no
sistema solo-planta, sobretudo, quanto ao ciclo do &cido citrico e enzimas relacionadas ao N,
em condicdes de cultivo nas quais as plantas sdo submetidas.

Objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito da aplicacdo de doses de niquel ao solo
sob duas saturagdes por bases quanto aos aspectos fisioldgicos e agronémicos das culturas da
soja e girassol, bem como avaliar a disponibilidade, o seu fracionamento no solo e atividades

enzimaticas.
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CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

Embora seja considerado elemento traco, o niquel (Ni) encontra-se entre 0s metais
pesados mais comuns em solos (BERTON et al., 2006). Existem consideraveis variaces do
seu contetido em funcao do material de origem, sendo maior o teor em solos desenvolvidos de
serpentina e menor em solos derivados de granitos e arenito (MITCHELL, 1945; ADRIANO,
1986). Nos materiais organicos do solo, o niquel encontra-se formando complexos
(CROOKE, 1956).

Além do Ni constituinte do material de origem, a atividade antropica por meio de
queima de combustiveis fdsseis, atividades metallrgicas, utilizacdo de defensivos, adi¢do de
lodo de esgoto e fertilizantes (principalmente fosfatados), contribuem para o acréscimo do
nutriente nos solos. Segundo Nriagu; Pacyna (1988), a adicdo global de Ni aos solos,
anualmente varia na faixa de 200.000-550.000 kg. Essa alteracdo do teor natural tende a ser
observada somente ap6s décadas (MCBRIDE; SPIERS, 2001).

Os metais pesados estdo presentes no solo em uma grande variedade de formas, cada
uma delas com um grau de disponibilidade para as plantas e de mobilidade vertical no perfil
do solo. Por isso, esforcos tém sido feitos pelos pesquisadores no sentido de quantificar os
metais compartimentados nas diferentes fracdes do solo (ROSS, 1994). O comportamento
destes metais & controlado por atributos fisicos, quimicos e mineraldgicos que definem suas
diversas formas (soluvel, precipitado, complexado e adsorvido) (KABATA PENDIAS;
PENDIAS; 2001; FONTES et al., 2001), sendo o fator mais importante que determina a
distribuicdo de Ni entre a fase sélida e a soltvel do solo, o pH, no qual a disponibilidade deste
elemento é diretamente relacionada com o potencial hidrogenionico (UREN, 1992).

A absorcdo de metais pesados pelas plantas é muitas vezes, erroneamente
correlacionada com suas concentracdes totais nos solos (DUNEMANN et al., 1991). Rovers
et al. (1983), estudando a ocorréncia natural de Ni total e soltvel em solos do Estado de S&o
Paulo, relataram que 34 amostras, das 38 analisadas, apresentaram teor de Ni soltvel (extrator
DTPA) menor que 0,5 mg dm™, ao passo que o total variou de 10 a 127 mg dm™. O fato de o
metal pesado estar presente no solo ndo significa que esteja numa forma prontamente
assimilavel pelas plantas (SIMONETE; KIEHL, 2002). O sucesso do monitoramento
depende, em parte, de um método quimico eficiente para determinar a fracdo desses
elementos colocada a disposi¢do das plantas (MANTOVANI et al., 2004). Os metais contidos
em um material sélido podem ser fracionados em formas geoquimicas especificas, e podem

ser seletivamente extraidos pelo uso de reagentes apropriados (TESSIER et al., 1979).
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Ao determinar a distribuicdo de um metal no solo, pode-se, ainda, lancar mao de
melhores extratores (forma “disponivel”) que removam elementos das mesmas fragdes que as
plantas. Estudos desse tipo sdo incipientes no Brasil (BORGES; COUTINHO 2004).

Apesar dos estudos com Ni no solo concentrarem na grande maioria com 0s aspectos
ambientais (MOLAS 2002), abordagens deste elemento referentes a nutricdo mineral de
plantas remontam do inicio do século passado, muito embora, em 1918 nos Estados Unidos,
desordens nutricionais relatadas em pecan (Carya illinoinensis) foram incialmente atribuidas
a viroses, deficiéncias de Mn, Cu e s recentemente aceitas como deficiéncia de Ni pelas
plantas (WOOD et al., 2004). Cerca de 30 anos antes, Dixon et al., (1975) isolaram o Ni de
moléculas de urease em feijdo de porco (Canavalia ensiformis L.) e concluiram que esta se
tratava de uma metaloproteina encontrada em diversos seres vivos, dentre eles, todas as
plantas superiores. Na década seguinte Brown et al., (1987) verificaram que plantas de
cevada, cultivadas por trés ciclos subsequentes utilizando sementes oriundas da geragéo
anterior usando solugdo nutritiva “ultra pura” com auséncia de Ni, ndo germinaram. Com isso,
somado aos estudos de Esken et al. (1983) que verificaram a importancia do Ni no ciclo do
nitrogénio (N), indiferente da fonte de N aplicada, o Ni passou a ser classificado como
micronutriente, conferindo sua essencialidade as plantas por meio do critério direto de
(ARNON; STOUT 1939).

Ateé recentemente, a composicdo estrutural da molécula da urease (EC 3.5.1.5), enzima
que desdobra a ureia hidroliticamente em amoénia (NH3) e diéxido de carbono (COy)
constituia a Unica comprovacdo de sua essencialidade (POLACCO et al., 2013). Contudo,
Mustafiz et al. (2014) em trabalho com a cultura do arroz (Oriza sativa) verificaram a Ni-
dependéncia das glioxalases | para obtencdo de sua méxima atividade, confimando a premissa
de Brown (2007) que apontava para futuras descobertas de novos papéis do Ni na fisiologia
das plantas. Largamente estudadas no ambito das bactérias, enzimas Ni-dependentes como
acetil-coenzima A, hidrogenases e desidrogenases (SEREGIN; KOZHEVNIKOVA 2006;
KUPPER; KRONECK 2007; CHEN et al., 2009; BOER et al., 2014), tem ganhado destaque
no contexto agricola por apresentarem influéncia na relacdo simbiotica entre plantas e
bactérias (POLACCO et al., 2013). Com o aprimoramento das técnicas laboratoriais e a
purificacdo dos reagentes, novas funcdes sdo atribuidas ao Ni. Desguin et al. (2015)
demonstraram que a racemase lactato (Lar), enzima que converte em D e L isdmeros do &cido
latico (enzima presente em bactérias) também utiliza-se de Ni como cofator, aumentando para
nove o numero de enzimas Ni-dependentes para plantas e/ou microrganismos (BOER et al.,
2014).
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No solo o Ni é pronta e rapidamente absorvido pelas plantas na forma de Ni?*
(ADRIANO, 2001), se desloca via xilema na forma idnica ou pode ser complexado com
acidos organicos (citrico e malico) (YANG et al., 1997) em meio com valores pH > 5, ou um
grupo de aminoacidos como a histidina em meio com valores pH > 6,5 (BROWN, 2006) mas
também é movel no floema e em casos de deficiéncia, de modo que sua redistribuicdo ocorre
de forma rédpida (MISHRA; KAR, 1974). Aparentemente sua absorcdo se da pelos mesmos
sitios de absorcdo do Cu®*, Fe®* e Zn**, podendo ocorrer efeito interidnico de inibicdo
competitiva (TIFFIN, 1971, KORNER et al., 1987, UREN, 1992) de maneira que a reagéo do
solo exerce grande influéncia na disponibilidade do Ni (McGRATH et al., 1995). Também
sdo relatados dois sistemas de transporte: baixa afinidade e alta afinidade. Com o sistema de
transportes de baixa afinidade, as plantas podem extrair Ni** em concentracées da ordem de
4,4 ppb ao passo que com o sistema de transporte de alta afinidade, as plantas podem
transportar até 1,8 ppm de Ni?* (BROWN, 2006).

Embora ndo existam relatos da deficiéncia de Ni em condicdes tropicais, a literatura
apresenta como tal o impedimento da acdo da urease, levando ao acimulo de uréia que
causam manchas necroticas nas folhas que em condicBes severas, devido a aparéncia, esses
sintomas ficaram conhecidos como ‘“orelha de rato”. Em detrimento ao Ni, o0 metabolismo de
ureideos, aminoacidos e de &cidos organicos é perturbado de modo que os acidos oxalico e
malico se acumulam na extremidade das folhas (WOOD et al., 2004; BAI et al., 2006). Esses
fatos sugerem que o Ni possa exercer multiplos papéis nas plantas, muito embora, nem
mesmo as fungbes das ureases sdo completamente conhecidas (POLACCO et al., 2013). As
manchas necroticas, associadas com a deficiéncia, coincidem com locais de acumulo de uréia
e dos acidos oxalico e latico, o que indica também mudangas no metabolismo do carbono (C),
no qual o Ni esta relacionado em outros organismos (RAGSDALE, 2007).

Ja a fitotoxicidade do Ni é resultado de sua acdo no fotossistema, causando distdrbios
no ciclo de Calvin e inibicdo do transporte de elétrons por causa das quantidades excessivas
de ATP e NADPH acumuladas pela ineficiéncia das reacdes de escuro (KRUPA et al., 1993).
Outros relatos de fitotixicidade descritos na literatura sdo: interferéncia na absorcdo de
nutrientes (CROOKE; INKSON, 1955); redugcdo na producdo de sementes (PICCINI,
MALAVOLTA 1992); diminuicdo da concentracdo de clorofila em folhas de café (PAVAN;
BUIGHAM, 1982); de milho (BACCOUCH et al., 1998); concentracdo de Ni em gréos (de
feijao) a niveis inapropriados para consumo (BERTON et al., 2006).

A interferéncia da aplicacdo de Ni sobre a nutricdo das plantas faz-se de modo

diferenciado com o nutriente e com a espécie vegetal, podendo apresentar efeitos antagonicos,
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sinergisticos e independentes, ou ainda ser neutros. Em termos de tolerancia ao excesso de Ni,
pode-se dizer que as espécies apresentam comportamento distinto, devendo ser ressaltado que
algumas espécies consideradas hipertolerantes ao elemento conseguem sobreviver e
desenvolver-se em ambientes com alto teor do elemento como o0s solos de serpentina
(GHASEMI et al., 2014), ao passo que outras apresentam alta sensibilidade, ndo suportando
as condicdes adversas (PAIVA et al., 2002).

Por fim, o Ni no solo ndo afeta somente as plantas, Ploskonka; Niklinska (2013)
verificaram reducdo da respiracdo microbiana do solo em resposta a adicdo de Ni. Dalton et
al. (1985) constataram aumento na atividade da urease que, segundo Milosevic et al. (2002),
ocorre em funcéo da selecdo de microorganismos produtores desta enzima, sendo observado
gue a biomassa microbiana do solo decresceu em funcdo das doses de Ni. Val et al. (1999)
afirmam que fungos micorrizico-arbusculares (FMA) sdo os mais afetados pela adicdo de
metais e Berton et al. (2006) afirmaram que o desempenho destes organismos no solo sao
fundamentais para o estabelecimento e sobrevivéncia de muitas plantas, tanto em condicdes
de solos naturais quanto em areas degradadas.

Ureta et al. (2005) demonstraram que baixo teor de Ni nos solos agricolas pode limitar
a atividade da hidrogenase simbiética de Rhizobium leguminosarum, pois, microorganismos
muitas vezes necessitam de Ni em quantidades muito maiores que as plantas e nem sempre a
concentracdo natural no solo é suficiente (POLACCO et al., 2013) Verifica-se, portanto, que
estudos do comportamento do Ni na planta devem alcancar especificidades bioguimicas e
fisiolégicas sem, contudo, deixar de abranger as relacbes solo-planta que governam a

disponibilidade deste elemento, bem como a capacidade das plantas em absorvé-lo.
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CAPITULO Il - DISPONIBILIDADE E FRACIONAMENTO DE NI E ATIVIDADE
ENZIMATICA NO SOLO

Resumo

A concentracdo de niquel (Ni) no solo interfere no desenvolvimento de plantas e
microorganismos que nele habitam. A disponibilidade de Ni para esses seres variam de
acordo com a interacdo do elemento com as fracdes do solo. Conhecer as formas quimicas em
que o Ni se apresenta, prever sua fracao disponivel as plantas e microorganismos, bem como,
monitorar a atividade de enzimaética do solo sob as saturacfes por bases mais empregadas para
as culturas anuais pode se tornar uma ferramenta auxiliar na valiagdo da fertilidade do solo e
do estado nutricional. Objetivou-se com esse estudo avaliar a atividade das enzimas urease e
desidrogenase no solo, determinar as fracfes de Ni no solo, bem como estabelecer extratores
para previsdo da fracdo fitodisponivel. O trabalho constou de dois experimentos realizados em
vasos, em esquema fatorial 2 x 5, sendo duas saturagdes por bases (V50 e V70%) e cinco
doses de Ni (0,0; 0,1; 0,5; 1,0; e 10,0 mg dm™ de Ni), com sete repeticdes. Foram cultivadas
plantas de soja (primeiro experimento) seguidas de girassol (segundo experimento) sob 0s
mesmos tratamentos. Por ocasido do estadio R1 (para as duas culturas) quatro vasos de cada
tratamento foram retirados para coleta de folhas diagndsticas e amostras solo superficial e de
rizosfera. As plantas dos trés vasos restantes foram cultivadas até o estadio fenoldgico R7
guando foram coletadas amostras de solo para fracionamento do Ni. Nas amostras de folha e
solo coletadas no estddio R1 foram determinados os teores Ni total nas folhas e teores
disponiveis de Ni no solo, utilizando os extratores Mehlich-1, Mehlich-3 e DTPA. Nas
amostras de solo coletadas no estadio R7, foi realizada extracdo sequencial de Ni. Os
extratores Mehlich-1, Mehlich-3 e DTPA apresentaram alto coefienciente de correlacdo entre
a fracdo de Ni disponivel no solo e a concentracdo do elemento nas folhas de soja e girassol,
sendo o extrator DTPA o que apresentou maior coeficiente de correlacdo para este estudo. O
Ni apresentou distribuicdo variavel entre as diferentes fracbes do solo em funcdo dos
tratamentos. Os tratamentos que apresentaram solo com saturacdo por bases de 70%
apresentaram maior concentragdo de Ni ligado a carbonato, comparado aos tratamentos sob
saturacdo por bases de 50%. A distribuicdo do Ni entre as fracdes do solo seguiu a seguinte
orgem: ligado a carbonato < trocavel < ligado a dxidos < matéria orgénica < residual. A
saturacdo por bases exerceu efeito diferenciado sobre atividade da urease em funcdo da
espécie avaliada; enquanto o Ni exerceu efeito diferenciado na atividade de desidrogenase, em

fungéo da planta estudada.
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Introducgéo

Os metais pesados sdo definidos como elementos com densidade maior que 5 g cm™ e
estdo naturalmente presentes em rochas, geralmente, em baixas concentracdes. Sao
responsaveis por causar impactos negativos aos ecossistemas e seres vivos, principalmente o0s
seres humanos. Entretanto, a exigéncia mesmo que em pequenas proporcoes pela planta tende
a restringir o desenvolvimento do vegetal quando a disponibilidade é inferior a exigéncia da
cultura (Lei do minimo, de Sprengel e Liebig). Muitos desses elementos sdo micronutrientes
como o niquel (Ni), exigidos em baixas concentracdes para o crescimento de todos os tipos de
organismos, desde as bactérias a seres humanos, podendo, sua deficiéncia, provocar sérios
problemas, como a limitacdo da producdo agricola. A quantidade de sistemas bioldgicos
dependentes do niquel € muito menor em relacdo a outros metais, tais como ferro (Fe), cobre
(Cu) e zinco (Zn). Porém, o pequeno numero de biomoléculas contendo Ni encontrado nos
sistemas vivos € compensado pela variedade de fungdes que estas moléculas desempenham
(NAKAGAKI et al., 2006).

O Ni é um elemento encontrado na composicdo da maioria das rochas da crosta
terrestre e esta entre 0s metais pesados mais comuns em solos. Nas rochas, as concentracdes
variam de 500 mg kg nas metamoérficas (serpentinita) a 1200-2000 mg kg™ em rochas
ultrabasicas (dunita, periodotita). Nas eruptivas béasicas (basalto, gabro) o teor de Ni é mais
elevado que nas eruptivas acidas (granito), da ordem de 150 e 5-10 mg kg™, respectivamente.
Em rochas sedimentares o teor de Ni varia de 2 a 70 mg kg™. No solo, a concentracéo de Ni
varia em funcdo do material de origem e da intensidade da atividade antrdpica, em solos de
todo a mundo a média é de 20-40 mg kg™ do elemento, contudo, em solos oriundos de
serpentina os valores podem variar de 100 a 7000 mg kg™ (ADRIANO, 1986).

O fator mais importante que determina a distribuicdo de Ni entre a fase solida e a
soltvel do solo é o pH, de modo que a disponibilidade de Ni esta inversamente relacionada
com o potencial de ionizacdo do hidrogénio (UREN, 1992). A sorcdo do Ni em ¢6xidos de Fe e
Mn é especialmente dependente do pH, provavelmente devido a forma NiOH™ ser
preferencialmente sorvida e também porque a carga de superficie dos sorventes é afetada pelo
pH (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 1992). No Brasil ndo existem niveis criticos paro o Ni
nos solos agricolas e o controle do pH ndo € realizado de forma direta uma vez que, 0s
métodos de calagem visam estabelecer valores ideais de saturacdes por bases para cada
cultivo, essa préatica consequentemente eleva o pH do solo. Contudo, o Ni ligado a carbonatos
(NiCO® e NiCO**) séo sollveis e susceptiveis a absorcdo e lixiviacdo (PIERRISNAR, 1996),

tornando-se mais um fator a ponderado quanto a disponibilidade do Ni.
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De acordo com Uren (1992), cerca de 0,001% do Ni total do solo, esta na solucdo do
solo, em capacidade de campo, de modo que o restante estd distribuido entre as fases
organicas insoluveis e inorganicas, dentro de cada uma dessas fracfes pode haver fases
oclusas como adsorvidas. Desse modo, a concentracdo total do Ni no solo ndo apresenta
proporcionalidade quanto ao seu acumulo por plantas. A variagdo da espécie cultivada
também difere quanto a sua capacidade de absorver o elemento. A disponibilidade de Ni é
regulada, em grande parte, pelas reacdes de adsorcdo que ocorrem entre o elemento e as
superficies sélidas do solo. Essas reacOes sdo influenciadas pela capacidade de troca de
cations (CTC), pH, teor de argila e matéria organica (MO) no perfil, superficie especifica, teor
de dxidos, entre outras (SCHEIDEGGER et al., 1996; TEIXEIRA et al., 2005).

O sucesso do monitoramento de metais pesados no solo consiste em parte, de um
método quimico eficiente para determinar a fracdo desses elementos colocada a disposicao
das plantas (MANTOVANI et al., 2004). Para estes estudos tém sido utilizados diversos
extratores quimicos, cuja eficiéncia é atribuida de acordo com o grau de correlacdo entre
guantidades extraidas do solo e quantidades absorvidas pelas plantas (KIEKENS;
COTTENIE, 1985).

Entre os extratores universais mais utilizados no diagndéstico da disponibilidade de
elementos no solo estdo DTPA, Mehlich-1 e Mehlich-3 (RALJ, 1994), de modo que este
primeiro é adotado por diversos programas de proficiéncia que regulamentam e padronizam
as analises de solos pelo pais. Consiste em um solucdo basica de trietanolamina, DTPA e
cloreto de calcio. J& 0 Mehlich-1 é uma solucédo diluida de acidos fortes (HCI e H,SO,) €, 0
Mehlich-3 e constituido de uma solucéo de fluoreto de aménio, EDTA, nitrato de amonio e 0s
acidos acetico e nitrico.

A biodisponibilidade e a mobilidade de metais no solo ndo depende s6 da sua
concentracdo na solucdo e sim da natureza da associacdo com outras espécies idnicas sollveis
e da capacidade do solo em fornecé-lo para solucdo em resposta a absorcéo pelas plantas. Para
predizer o destino dos metais pesados no solo, é imprescindivel o conhecimento de suas
principais formas e provaveis transformacGes no ambiente (BECKETT, 1989). Os metais
contidos em um material sélido podem ser fracionados em formas geoquimicas especificas, e
podem ser seletivamente extraidos pelo uso de reagentes apropriados (TESSIER et al., 1979).
Uma técnica que tem sido utilizada para definir a proporcdo do metal associado a cada
componente da fase solida dos solos é a extracdo sequencial ou fracionamento de metais
(MATTIAZZO et al., 2001).
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Por se tratar de um metal pesado seus efeitos extrapolam o acumulo nas plantas de
modo que o tipo de solo, cobertura vegetal e a concentragdo de metal pode influenciar
diretamente na atividade dos microorganismos (WYSZKOWSKA et al., 2005). Milosevic et
al. (2002), ao trabalharem com doses de Ni para cultura do trigo, observaram alteracfes na
microbiota do solo. Andrade et al. (2004) afirmaram que quando os organismos do solo
realizam simbiose com as culturas, esta associacdo é sensivelmente afetada pela presenca de
metais pesados. Para avaliacdo de seus efeitos no ambiente, em geral, tém sido utilizados
métodos que quantificam seu impacto sobre a quantidade e diversivicacdo da microbiota do
solo, suas atividades (producdo de enzimas, respiracao, etc), bem como a rota de acimulo do
metal nas fracdes do solo. Os papeis mais importantes das enzimas no bioma solos estéo
relacionados as oxiredugdes (por meio de desidrogenases e catalases) e as hodrolises (por
meio de arilsulfatases, ureases, fosfatases, entre outras). Como o Ni é componente da urease, e
esta enzima € produzida por plantas e microorganismos, se torna ferramenta importante no
monitoramento deste elemento. Kucharski et al. (2009) avaliaram uma série de enzimas nos
solo e identificaram urease e desidrogenase como as mais sensiveis a varia¢ao de Ni.

Observa-se que para verificar o monitoramento de um elemento no sistema solo-planta
é necessario lancar médo de varios métodos que evidenciem e quantifiquem sua presenca no
sistema, para assim prever 0 seu comportamento no ambiente agricola. Ressalta-se que no
Brasil ndo existem valores de niveis criticos conhecido para o Ni para solos e plantas. Neste
contexto, conhecer as formas quimicas em que o Ni se apresenta no solo bem como prever sua
fracdo disponivel as plantas sob as saturacdes por bases mais empregadas para as culturas
anuais se torna imprescindivel.

Objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito do Ni sob a atividade das enzimas urease
e desidrogenase bem como quantificar o elemento nas fracdes de Ni no solo e estabelecer

extratores para previsao da fitodisponibilidade do Ni.

Material e métodos

Descrigcao do experimento

O experimento foi desenvolvido em vasos com capacidade de 10 dm®, em casa de
vegetacdo do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), no municipio de Piracicaba
— SP, localizado a 22°43°12”S e 47°38°54”0, com 580 m de altitude. Para preenchimento dos

vasos foram utilizadas amostras coletadas da camada de 0 — 20 cm de um Nitossolo coletado
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na area experimental da Agencia Paulista de Tecnologia e Agronegécios (APTA) unidade de
Piracicaba — SP.

Para alcancar os objetivos do experimento foram utilizados 70 vasos distribuidos
inteiramente ao acaso em esquema fatorial 2 x 5, com sete repeticdes cada tratamento. O
primeiro fator foi constituido de duas saturagdes por base 50 e 70%, e 0 segundo constituiu de
cinco doses de Ni (0; 0,1; 0,5; 1,0 e 10,0 mg dm™ de solo); os vasos foram cultivados com

soja e sucedidos por girassol.

Desenvolvimento do experimento
Cultivo da soja

Em agosto de 2012, foi coletado o volume de terra suficiente para preenchimento dos
70 vasos. Apos o0 peneiramento desta, uma amostra representativa foi coletada para realizacao
da anélise de rotina e determinacdo da densidade. As caracteristicas fisico-quimicas da terra
(TFSA) foram: argila 513+ 13; silte 202+ 24; areia 285+ 35 pH (CaCl,) 5+ 0,15; matéria
organica 40+ 2,52 g dm™; P (resina) 20+ 2,00 mg dm™; K 2,9+ 0,26 mmolc dm™; Ca 33+ 0,00
mmolc dm™; Mg 10+ 0,58 mmolc dm™; H+Al 53+ 5,51 mmolc dm™; Al 1+ 0,58 mmolc dm
Ni (DTPA) 0,04+ 0,00 mg dm™. Com base nos dados obtidos procedeu-se o preenchimento
dos vasos com massa de 8,8 kg/vaso (equivalente a 8 dm® de terra, uma vez que a densidade
do solo foi de 1,1 kg dm™). Simultaneamente ao preenchimento, foi realizada a calagem
individualmente, seguindo o método de saturacdo por bases utilizando a mistura fisica de
carbonato de célcio (CaCOj3) e carbonato de magnésio (MgCO3) na propor¢do 3:1 M na
dosagem necessaria para atender cada tratamento.

A semeadura da soja foi realizada no inicio de dezembro utilizando-se a cultivar
Codetec 202. A inoculacdo foi realizada conforme método preconizado por Hungria et al.,
(2001) utilizando-se bactérias B. japonicum estirpe Semia 5079. A adubacdo de manutencédo
seguiu método preconizado por Malavolta et al. (1980), de modo que casa vaso recebeu
respectivamente: P-200; K-150; Ca-75; Mg-15; S-50; B-0,5; Cu-1,5; Fe-5; Mo-0,1; Zn-5; em
ppm de cada elemento e utilizando-se como fertilizantes matérias primas de uso laboratorial
p.a. para evitar contaminacdo. O N foi surpimidado da adubagéo para estimular a simbiose. O
Ni foi aplicado por meio de solugdo estoque 2,7 mmol L-1 utilizando-se sulfato de niquel
hidratado (NiSO4 » 6H,0), de acordo com cada tratamento.
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Variaveis avaliadas

Por ocasido do florescimento (estadio fenoldgico R1) foram coletadas: plantas inteiras
de quatro vasos de cada tratamento. Nas plantas coletadas foram separados em folhas
utilizadas para diagnose — 3° trifélio completamente aberto a partir do apice da haste
principal, seguindo recomendagdo de Malavolta et al. (1997); nodulos, raizes e parte aérea.
Também no estadio R1 foram coletadas amostrasde solo de rizosfera seguindo o método
preconizado por Silva et al., (2002) No estadio R7, foi realizada a colheita das plantas dos
vasos restantes (trés por tratamento) para avaliacdo dos grdos. Nas fracdes das plantas
descritas acima foram determinados os teores de Ni conforme método apresentado no
Capitulo II.

Cultivo do girassol

Ap0s a retirada das plantas de soja e devido as coletas de amostras de solo necessarias
para analises, o volume de terra dos vasos foi redimensionando para 7 dm3 por vaso,
preenchidos portanto com 7,7 kg de terra. Em seguida, foi semeado o girassol (hibrido HB29),
seguindo os mesmos tratamentos. Além das sementes de girassol, foram acrescentados aos
vasos somente a adubacdo de manutencdo para cultura semelhante aquela descrita para soja
acrescida de 300 ppm de N (1,98 g/vaso, aplicado 0,5 g por ocasido da semeadura na forma de
nitrato de célcio e o restante em duas coberturas - 1,0 + 0,48 g - na forma de ureia), conforme
Malavolta et al. (1989).

Os procedimentos de coleta de solo e plantas no estadio R1 e por ocasido da colheita
foram semelhantes aos efetuados na soja. No periodo de maturacdo do girassol (R9) foram
colhidas as trés plantas restantes de cada tratamentos e, foram coletadas novas amostras de
solo representativas dos vasos para realizar extracdo sequencial de Ni.

Analises laboratoriais

Nas amostras de solo de rizosfera foram avaliados os teores de Ni total e disponiveis
bem como a atividade das enzimas urease e desidrogenase. Os teores totais de Ni foram
obtidos por meio de digestdo acida (HNO3; + H,O, + HCI) (USEPA, 1996), enquanto os teores
disponiveis foram avaliados pelos extratores DTPA, conforme método preconizado por
Lindsay; Norwell (1978); Mehlich-1, conforme método preconizado por Delfelipo; Ribeiro
(1981) e Mehlich-3 conforme método preconizado por Mehlich (1984).
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A taxa de hidrélise da uréia, que se da funcdo da atividade da urease, foi determinada
seguindo o método de May; Douglas (1976), modificado por Longo et al. (1991) e adotado
por Longo; Melo (2005). Foram utilizados 3,0 g de solo seco com 0,5 mL de tolueno e 12,0
mL de agua deionizada; em seguida, incubou-se a 30° C por 10 min e adicionou-se 3 g L™ de
uma solucdo de uréia. Incubou-se por mais 1 h, e adicionaram-se 15 mL de solucdo de KCI 2
mol L™, com 5 mg de acetato de fenil mercrio; seguido de agitacdo por 5 min e filtragdo. No
filtrado, determinou-se o teor de N-amoniacal trocdvel, fazendo-se uso do método de
destilacdo a vapor (BREMNER; KEENEY, 1965). Para cada tratamento, utilizou-se um
branco, da maneira acima descrita, porém adicionando-se a solugdo de uréia ap6s a solucdo de
KCI + acetato de fenil.

A atividade de desidrogenases foi obtida pelo método proposto por Casida Jr. (1977)
no qual o cloreto de trifeniltetrazélio foi utilizado como receptor artificial de elétrons sendo
reduzido pela agdo da enzima formando trifeniltetrazolio formazan, mensurado de forma
indireta no comprimento de onda de 485 nm em espectrofotometro.

Na amostra de solo coletada por ocasido da colheita do girassol foram realizadas
analises de Ni nas diferentes fracdes do solo, por meio de extracdo sequencial. O
fracionamento consistiu de extracdes em sequéncia: 1) a primeira, com MgCl, (1,0 mol L) a
pH 7,0 para extrair o metal soltvel e trocavel; I1) a segunda, com NaOAC (1,0 mol L™) a pH
5,0 para extrair, preferencialmente, o Ni adsorvido a superficie; I11) a terceira, com NaOCI a
pH 8,5 para extrair Ni ligado a matéria organica; 1V) a quarta, com é&cido oxalico (0,2mol L™)
+ NH, oxalato (0,2 mol L™) a pH 3 para extrair Ni ligado a 6xidos de Fe cristalino; e V) a
quinta extragédo, para quantificar a fracdo residual, as amostras foram digeridas com HNO; +
H,O, + HCI. Os procedimentos especificos referentes a cada etapa foram efetuados conforme
metodologia proposta por Silveira et al. (2006).

Os resultados obtidos foram submetidos a anlise de variancia. Nos casos em
que o teste F foi significativo a 1 ou 5% de probabilidade, foi aplicado teste de médias a 5%
de probabilidade, utilizando o esquema fatorial. Quando ndo ocorreu interacdo entre os fatores
foi realizado o teste de médias para doses de Ni em cada variavel do primeiro fator
(saturacOes por bases). Também foram realizadas analises de correlagcBes entre o Ni
recuperado pelos extratores e a concentracdo de Ni nas folhas diagndsticas. Todas as analises
foram realizadas utilizando-se 0 programa estatistico SAS - System for Windows 6.11 (SAS
Inst., 1996).
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Resultados e discusséo
Extratores

A capacidade de recuperacgdo de Ni por cada extrator foi baseada na capacidade destes
em extrair o metal em comparacdo a quantidade de Ni obtida na fracdo total realizada pelo
método USEPA (1996) em cada tratamento na mesma data de coleta. Os extratores
apresentaram comportamentos distintos quanto a recuperagdo de niquel em funcéo das doses
aplicadas, das saturacdes por bases e da interacdo destes fatores. Nas menores doses de Ni
aplicadas (0 e 0,1 mg dm™) os valores recuperaveis pelos extratores embora nio tenham
apresentado diferencas entre as saturagOes por bases, proporcionalmente em relacdo o Ni
total, a maior recuperacdo do metal foi observada nos solos cultivados com soja e girassol sob
saturacdo por bases de 70% (Tabela 1). Na comparacdo entre 0s extratores, para o tratamento
controle, o Mehlich-3 recuperou maior quantidade de Ni do solo.

A proporcionalidade de Ni disponivel também foi variavel em funcéo da concentracéo
total do elemento no solo. Verifica-se que nas menores doses de Ni aplicadas e, por
consequéncia, menores teores totais de Ni no solo, cerca de 1 a 5% do Ni total estava
disponivel (foi recuperado pelos extratores) as plantas, ao passo que na maior dose de Ni
aplicada, em alguns casos, como na dose de 10 mg dm™ de Ni e \V50% para soja e girassol, 0s
extratores DTPA e Mehlich-3 recuperaram respectivamente valores acima de 10% e 30% do
total de Ni do solo. Também foi observada grande discrepancia entre 0s extratores quanto a
capacidade de recuperacao de Ni sob condices semelhantes. No cultivo de soja sob saturacdo
por bases de 50%, a recuperacao de Ni pelo extrator Mehlich-1 variou de 0,0615 a 4,5068 mg
kg™ de Ni entre as doses de 0 e 10 mg dm™ de Ni, ja o extrator Mehlich-3 apresentou variagdo
de 0,1084 a 2,8755 mg kg™ de Ni enquanto o DTPA oscilou entre 0,0652 e 6,2593 mg kg™ de
Ni. Solos cultivados com girassol na dose de 0,5 mg dm™ de Ni nas duas saturacdes por bases
avaliadas apresentaram disponibilidade de Ni em torno de 2% a 4% do total contido no solo
de acordo com os extratores Mehlich-1 e 3, enquanto o extrator DTPA apresentou
disponibilidade do elemento variando entre 5 a 15% sob mesmas condigdes, 0 que nos remete
a necessidade de obter curvas de calibragdo especificas para cada extrator, tipo de solo, planta
e condicéo de cultivo.

De modo geral, os extratores recuperaram mais Ni nos solos que receberam 10 mg dm’
% de Ni sob saturacdo por bases de 50%. Apenas os extratores Mehlich-3 para soja e DTPA
para girassol ndo foram influenciados pelas saturagfes por bases e pela interacdo entre doses
de Ni e saturacgdes por bases. Os extratores ndo apresentaram diferengas entre as quantidades

recuperaveis de Ni nas quatro primeiras doses de Ni aplicadas (0; 0,1; 0,5 e 1,0 mg dm™),
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diferindo somente da dose maximo de Ni aplicada, excecdo apenas para Mehlich-1 e DTPA
que apresentaram recuperacOes varidveis entre as doses de Ni aplicadas.

A capacidade de recuperacdo do Ni pelos extratores neste trabalho foi muito maior que
os valores apresentados na literatura para condicdes tropicais. Rovers et al. (1983) verificaram
que menos de 0,5% do Ni contido nos solos do Estado de Sdo Paulo foi recuperado pelo
extrator DTPA. Valores muito baixos de Ni disponivel também foram obtidos por Rodak et
al. (2015), utilizando-se dos extratores Melich-3 e DTPA para solos de todo o Brasil, ao passo
que Uren (1992) afirmou que em média apenas 0,001% do Ni total contido no solo esta
disponivel as plantas. Contudo, estes trabalhos realizaram amostragens convencionais de solo
semelhantes as recomentadas por Raij et al. (1997) e Souza; Lobato (2004) de modo que este
tipo de amostragem pode substimar a quantidade de Ni disponivel as plantas sendo necessario
realizar coletas mais proximas as raizes como as coletas de solos de rizosfera preconizadas
por Silva et al. (2002).

Essa premissa pode ser confirmada pelas correlagdes entre os teores de Ni disponiveis
no solo e as concentracdes do elemento nas diferentes partes das plantas (Tabela 2). Verifica-
se que as correlacBes obtidas entre amostras de solo de solos de rizosfera e os tecidos vegetais
foram positivas para todos os extratores utilizados (inclusive a digestdo total do solo -
USEPA), indiferente da cultura, soja ou girasol, ou parte da planta avaliada, e com nivel de
significancia de 1% e coeficiente de correlacdo em torno de 80 e 90%. Rodak et al. (2015)
obteveram resultados positivos apenas nas correlacdes entre teores disponiveis (DTPA e
Mehlich-1) no solo e concentracdo de Ni nos grdos. Valores de correcGes semelhantes aos
verificados neste trabalho foram apresentados por Almeida et al. (2013), que avaliaram o
desempenho agrondmico da alface (Lactuca sativa) sob fontes de N e doses de Ni
utilizandose dos extratores DTPA e mehlch-3 e, embora os autores ndo realizaram coletas de
solo seguindo o método de Silva et al. (2002), as raizes fasciculadas da alface apresentam uma
distribuicdo mais uniforme de modo que, a coleta de solo acorre sempre proximo as raizes.

Muitos trabalhos tém sido realizados no intuito de desenvolver e, ou, avaliar um
extrator eficiente em simular a disponibilidade dos metais pesados as plantas (LINDSAY;
NORWELL 1978; MEHLICH, 1984; BECKETT, 1989; RAIJ, 1994; ABREU et al., 1995),
neste sentido, tem se variado o tipo de: solo (ROVERS et al., 1983; RODAK et al., 2015),
fontes de adubos (ANJOS; MATTIAZZO, 2001; MANTOVANI, et al., 2004; MACEDO et
al., 2012) e as culturas (ZEITOUNI, et AL., 2007; COSCIONE; BERTON, 2009). Contudo,
de acordo com os resultados obtidos neste trabalho, para o Ni a forma de amostragem tem

sido mais importante que o extrator utilizado, de modo que a coleta de solo deve ser feita
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muito proximo as raizes. Nesta condicdo, até mesmo os teores totais de Ni no solo
apresentaram boas correlagdes com a concentragdo do elemento nas plantas. Contudo, faz-se
necessario ainda, estabelecer curvas de calibracdo para os solos agricolas bem como

determinar niveis criticos de Ni para solos e plantas.



37

Tabela 2. Recuperacgdo de niquel (Ni) pelos extratores Mehlich-1, Mehlich-3 e DTPA, em solo sob duas saturacdes por bases e cinco doses de Ni
cultivado com soja seguido de girassol

0,0 mg dm? 0,1 mg dm? 0,5 mg dm™ 1,0 mg dm™ 10,0 mg dm™
mg kg
Soja

Mehlich 1 V50%* 0,0615  +0,0070®  0,1273 +0,0307%® 0,2167 +0,0105%® 0,3951 +0,0948%® 4,6058  +0,3548%
v70%° 0,0799  +0,0195®  0,0956 +0,0230® 0,2375 +0,0401%® 0,3301 +0,0631%® 2,4434  +0,8334™
Mehlich 3 V50%* 0,1084  +0,0459%  0,1115 +0,0135° 0,2513 +0,0134° 0,4127 +0,0110° 2,8755 +0,3763"
Vv70%® 0,1511 +0,0027®  0,1817 +0,0120° 0,2640 +0,0339° 0,4275 +0,0370° 2,6067 +0,3022"

DTPA V50%* 0,0652  +0,0043®  0,1100 +0,0122%® 0,3096 +0,0466°® 0,6032 +0,1115%® 6,2593  +0,7048
v70%° 0,0908  +0,0072®  0,0969 +0,0117%® 0,2963 +0,0496%® 0,3906 +0,0291%® 2,9281  +0,9276™
USEPA V50%* 5,7882  +0,8052®  5,7133 +0,8306%° 7,6199  +11515%® 7,9497  +0,8051* 25,9334  +3,6964*
V70%° 6,4418  +0,8343®  6,6744 +1,0284%® 7,1727 +0,7791%® 7,1057 +0,6015%® 18,7855  +45779"

Girassol

Mehlich 1 v50%® 0,0459  +0,0236°° 0,0847  +0,0373°°  0,1661  +0,0331®*¢  0,2233  +0,0078® 1,6068  +0,0928%
v70%® 0,0619  +0,0231° 0,1168 +0,0253% 0,1444 +0,0075% 0,2513 +0,0115%® 1,4380  +0,1139"
Mehlich 3 V50%* 0,0743  +0,0279®  0,1671 +0,0280%° 0,5965  +0,2319%® 0,6909  +0,2436% 8,6929  +1,5005*
Vv70%° 0,2352  +0,2836®  0,1728 +0,0362°® 0,3311 +0,1351%® 0,4286 +0,1028%® 3,9439  +24129"

DTPA Vv50%? 00,0682 +0,02738 0,0903 +0,01298 0,1698 +0,0225°8 0,2705 +0,0376° 1,8011 +0,4373"
v70%® 0,0739 +0,0019°¢ 0,0897 +0,0025°¢ 0,1733 +0,0024°8 0,2788 +0,0266° 1,903 +0,1349"
USEPA V50%° 4,2412 +0,2363%  4,1211 +0,4194% 4,0608 +0,1957% 4,3525 + 0,4056% 28,8629  +1,7743"

Vv70%® 5,0570  +23606®  4,3505 +1,7352%® 6,4809 +0,3500% 6,3738 +0,6180% 12,8521  +0,6512°"

(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interagdo F1 x F2). F = Fator. Soja: M1 (**)(**)(**); M3("™)(**) ("); DTPA (**)(**)(**); Girassol: M1 (™)(**)(**) M3 (**)(**)(**); DTPA

(™)(**) (™) ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade. * significativo ao nivel de 5% de probabilidade. Mintscula: coluna. Maitscula: linha.
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Tabela 2. Correlagdo — disponibilidade de Ni no solo de rizosfera x concentragdo em

plantas de soja e girassol

Folha diagnose Raiz Parte Aérea Gréo

Soja  Girassol Soja Girassol Soja  Girassol Soja  Girassol
Mehlich1 0,88** 0,96** 0,91** 0,94** 0,96** 0,90** 0,73** 0,88**
Mehlich 3 0,75** 0,92** 0,83** 0,92** 0,93** 0,93** 0,83** 0,69**
DTPA 0,91** 0,97** 0,90** 0,89** 0,93** 0,85** 0,71** 0,91**
USEPA  0,83** 0,88** 0,85** 0,94** 0,94** 0,95** 0,74** 0,62**

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

No comparativo dos extratores o DTPA apresentou maior coefiente de correlagédo
(entre Ni disponivel no solo e concentracdo em folhas diagnosticas) para as duas culturas
avaliadas. Este é também o extrator padrdo utilizado para analise de micronutrientes em solos
pelos laboratorios do Estado de Séo Paulo, contudo, as amostras de rotina e mesmo as de
micronutrientes, ndo contemplam a analise do Ni.

Com base no extrator DTPA podemos inferir que a variagdo da disponibilidade de Ni
no solo em funcdo da saturacdo por bases e por consequéncia do pH, ocorreu de forma
temporaria e em funcdo da concentracdo do Ni total do solo, de modo que, doses menores Ni
(0 a 1 mg dm™) ndo apresentaram diferencas quanto as saturacdo por bases, ja doses mais
elevadas (10 mg dm™) apresentam grandes oscilagdes iniciais em funcdo da saturacdo por
bases (com referéncia aos resultados obtidos na avaliacdo da soja) que séo reduzidas ao longo
do tempo, conforme se observa nos resultados apresentados na cultura do girassol sob

mesmas condicodes.

Extracéo sequencial

Devido a variacdo dos teores disponiveis apresentada pelos extratores Mehlich-1,
Mehlich-3 e DTPA em funcdo: do tempo (analises no periodo de cultivo da soja e do
girassol); saturacdes por bases e; doses de Ni, ndo foi estabelecer correlagcdes entre as
extracOes simples e o fracionamento de Ni no solo. Contudo, destaca-se que as extragoes
simples realizadas no estadio R1 de cada cultura foi realizada a partir de amostras de solo de
rizosfera, enquanto as extragdes sequenciais foram realizadas ao final do cultivo das duas
culturas, a partir de amostras representativas de casa vaso. Ressalta-se ainda que as amostras
de solo de rizosfera apresentaram teores totais de Ni (USEPA) muito maiores que a analises

de extracdo sequencial do elemento, indicando novamente que tipo de amostragem de solo
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pode ser mais significatico para o elemento que o método utilizado para prever sua
disponibilidade.

Verificou-se Ni associado a todas as fracGes analisadas e a maior concentracao de Ni
foi determinada nos solos que receberam 10 mg dm™ de solo indicando que a aplicagéo do
elemento, mesmo que em pequenas doses contribuiu para o aumento de Ni no solo. Para
efeito de proporcionalidade do Ni nas diferentes fragdes do solo, considerou-se a
concentracdo de cada fracdo em relagcdo ou Ni determinado pela fracédo total (Tabela 3).

A fracéo trocével de Ni no solo variou na ordem de 0,0434 mg dm™ (determinado na
dose de Ni de 0 mg dm™ aplicado sob saturagdo por bases de 70%) até 1,5917 mg dm™
(determinado na dose de 10 mg dm™ de Ni aplicado sob saturacéo por bases de 50%) de modo
que a aplicdo de 10 mg dm™ de Ni aumentou em mais 36 vezes a fracdo trocavel de Ni no
solo, mas ainda assim, apresentou valores muito menores que 0s recuperados pelas extraces
simples.

A fracdo trocavel foi influenciada pelos dois fatores avaliados no experimento e pela
interacdo destes, sendo que nas maiores doses de Ni aplicada foram verificadas maiores
concentracdes de Ni trocavel no solo indiferente da saturacdo por bases. Embora os demais
tratamentos ndo tenham apresentado diferencas entre si, no comparativo da proporcionalidade
verifica-se que quanto menor a dose de Ni aplicada maior a desproporgéo entre as saturacdes
por bases avaliadas, de modo que o tratamento controle sob saturagdo por bases de 50%
apresentou na fracdo trocavel 3,30% do total do Ni no solo, enquanto na saturacdo por bases
de 70% apenas 1,45% do Ni total foi determinado nesta fracdo. A variacdo nas fracdes
disponiveis de Ni no solo em funcdo de pequenas alteracdes de pH também foram relatadas
por Ayodele; Mohammed (2011) em avaliaces dos teores de Ni em solos da Nigéria por

meio de extracdes simples e fracionamento.
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Tabela 3. Extracdo sequencial de niquel (Ni) em solo sob duas saturacdes por bases e cinco doses de Ni cultivado com soja seguido de girassol

0,0 mg dm™ 0,1 mg dm™ 0,5 mg dm™ 1,0 mg dm’ 10,0 mg dm™®
mg kg
ES1 Vv50%*  0,1022  +0,01367®  0,1256  +0,01657®  0,1247  +0,02983* 0,3078 +0,0167%® 1,5917 +0,1934*
Vv70%°  0,0434 +0,0023%® 0,0558 +0,0075%® 0,0954 +0,0223%® 0,2678 +0,0002°® 1,1833 +0,2350

ES2 V50%°  0,0000 +0,0000% 0,0000 +0,0000°8 0,0004 +0,00038 0,0022 +0,00038 0,0172 +0,0024"
V70%? 0,0000 + 0,0000% 0,0076 +0,0009%® 0,0082 +0,0012%® 0,0101 +0,0019% 0,0255 +0,0029%4

ES 3 Vv50%: 00,3537 +0,0071% 0,9138 +0,0384% 0,6816 +0,0335%C 0,3398 +0,1118% 1,5456 +0,1787%A
Vv70%°  0,0225 +0,0007°® 0,0620 +0,0299°8 0,1292 +0,0142°8 0,1534 +0,0345% 1,2224 +0,3937#

ES 4 V50%? 0,2005 +0,0203% 0,2727 +0,0294%8C 0,3776 +0,0338% 0,3691 +0,0302% 1,4909 +0,0058**
v70%®  0,2629 +0,0453%® 0,3036 +0,0178%® 0,3023 +0,0787%® 0,2862 +0,0707"8 0,8213 +0,0582°A

ESR V50%®  2,9227 +0,0487" 2,9979 +0,12538 3,2069 +0,0601°8 3,4782 +0,17128 7,2249 +0,3973"
v7on®  3,0178 +0,0487" 2,9846 +0,1059°8 3,2076 +0,07298 3,5085 +0,1070°8 7,1508 +0,3620"

EST V50%*  3,0948 + 0,0980%° 3,2105 +0,0361%P 3,7522 +0,2226%¢ 4,1760 +0,1746%® 12,0675 +0,0715%
V70%°  2,9890 +0,0477% 3,0024 +0,1855% 3,3869 + 0,0836%C 3,7325 +0,1238"8 10,3322  +0,6625""

(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interacdo F1 x F2). F = Fator ES: extragdo sequencial. ES 1: soltvel e trocavel (**)(**)(*). ES 2: ligado a carbonato (**)(**)(**). ES 3: ligado a
matéria organica (**)(**)(**). ES 4: ligado a 6xidos de ferro cristalino (**)(**)(**). ES R: residual (ndo ligado as fragGes anteriores) (")(**)("™). ES T: total (**)(**)(**). ™

= ndo significativo. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade. * significativo ao nivel de 5% de probabilidade. Minuscula: coluna. Maiuscula: linha.
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O Ni ligado a carbonato foi a fracdo que apresentou menor concentracdo de Ni e a
Unica em que o elemento esteve em maior quantidade na saturacdo por bases de 70%
comparado a saturacdo de 50%. Nos tratamentos que receberam as menores doses de Ni a
fracdo do elemento ligada ao carbonato ficou abaixo do limite de deteccdo. Alguns autores
sustentam a hipotese da necessidade de realizar essa etapa da extragdo apenas para solos com
valores pH acima de 6, porém, como a metodologia do trabalho utilizou-se de doses variaveis
de carbonatos para alcancar as saturaces por bases desejadas, optou-se por ndo omitir essa
fracdo, contudo, a maior adicdo de carbonatos (de Ca e Mg) nos solos sob saturacdo de 70% e
por consequéncia elevacdo do pH por si so justifica os resultados encontrados.

Semelhante ao ocorrido na fracdo trocéavel, o Ni ligado a matéria orgénica apresentou
grandes discrepancias entre as saturacdes por bases avaliadas com maior concentracdo do
elemento para saturacdo por bases de 50%. A excecdo da fracdo residual, a fracdo de Ni
ligada a matéria organica foi aquela que apresentou maior concentracdo de Ni em relacdo ao
total do elemento no solo. Também semelhante a fracdo trocével, as menores doses de Ni
apresentaram as maiores desproporc@es entre as saturacfes por bases numa mesma dose de Ni
aplicada, de modo que sob saturacdo por bases de 50% as doses de 0 e 0,1 mg dm™ de Ni
apresentaram respectivamente 11,43 e 28,46% do total do Ni contido no solo, ao passo que,
nas mesmas doses sob saturagao por bases de 70% apenas 0,75 e 2,07% do total do Ni no solo

estavam ligados a matéria organica.

Tabela 4. Correlacdo —Ni nas diferentes fracGes do solo x concentracdo em plantas de

soja e girassol

Folha diagnose Raiz Parte Aérea Gréao

Soja  Girassol Soja Girassol Soja  Girassol Soja  Girassol
ES1 0,83** 0,98** 0,88** 0,96** 0,96** 0,93** 0,81** 0,85**
ES2 0,43** 0,79** 0,65** 0,75** 0,77** 0,73** 0,88** 0,89**
ES3 0,72** 0,83** 0,78** 0,83** 0,80** 0,79** 0,57** 0,68**
ES4 0,92** 0,93** 0,93** 0,96** 0,95** 0,95** 0,70** 0,70**
R 0,73** 0,97** 0,83** 0,93** 0,93** 0,88** 0,85** (,91**
ES: extracdo sequencial. ES 1: soltvel e trocavel (**)(**)(*). ES 2: ligado a carbonato (**)(**)(**). ES
3: ligado a matéria organica (**)(**)(**). ES 4: ligado a oxidos de ferro cristalino (**)(**)(**). ES R:
residual (ndo ligado as fraces anteriores) (")(**)(™). ES T: total (**)(**)(**). ** significativo ao nivel

de 1% de probabilidade.

O Ni ligado a oxidos foi a fracdo distribuida mais uniformemente entre as doses

aplicadas no comparativo com a concentragdo de Ni total do solo. Nos solos com saturagdo
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por bases de 50%, cerca de 6,5% do Ni estava ligado a 6xidos no tratamento controle e
12,35% na maior dose de Ni aplicada. Nos solos sob saturacdo por bases de 70% a variacao
foi menor, concentrando-se entre 7,7 a 10,11%. Contraria a fracdo trocavel observou-se que
nas menores doses de Ni aplicadas nos solos com saturacao por bases de 70% havia maiores
concentragdes de Ni ligado a 6xidos.

A fracdo residual concentrou a maior propor¢do de Ni entre as fracOes analisadas.
Somente as doses de Ni influenciaram na concentracdo do elemento ligado a fragéo residual,
dessa forma, foi aplicado o desdobramento das doses para cada saturacdo por bases. A maior
concentragdo de Ni foi determinada na também na maior dose de Ni aplicada (10 mg dm™),
nas duas saturacdes por bases avaliadas.Todavia, esse valores representam apenas 60 (na
saturacdo por bases de 50%) e 69% (na saturacdo por bases de 70%) do Ni total do solo ao
passo que os demais tratamentos, embora ndo tenham diferido entre si, representaram mais de
83% do total do Ni contido no solo.

As correlagOes entre a concentracdo de Ni nas diferentes partes das plantas e o Ni nas
fracdes do solo de modo geral apresentaram altos coeficientes (Tabela 4). A excessédo da parte
aérea, as fracdes das plantas de girassol (raiz, folha diagnose e grdos) apresentaram maiores
correlagdes com o Ni nas fragbes do solo, no comparativo entre as duas culturas. Esse
resultado pode ser justificado pelo periodo de coleta do solo, uma vez que ocorreu
imediatamente apds a colheita do girassol. Ni soltvel e trocavel e ligado a oxido de ferro
cristalino foram as fragbes que apresentaram maiores coeficientes de correlagdo com as
concentracdes de Ni nas plantas analisadas. A literatura apresenta para metais pesados, baixas
correlacdes entre os teores no solo e nos grdos das culturas (NOGUEIRA et al., 2010),
todavia, esses metais como cadmio, chumbo entre outros, ndo possuem essencialidade
reconhecida as plantas e sdo redistribuidos para os grdos em baixas quantidades ou nulas.
Efeito oposto ocorre com o Ni que tende a concentrar-se nas estruturas reprodutivas a partir
do periodo de florescimento (MALAVOLTA et al., 2006).

Atividade enzimética do solo

As saturacdes por bases afetaram de modo diferenciado a atividade da urease sob as
duas culturas avalidas (Tabela 5 e 6). Sob cultivo de soja a saturacdo por bases de 70%
proporcionou maior atividade da enzima urease no solo, enquanto para a cultura do girassol
ocorreu 0 oposto. O aumento da saturacdo por bases (V70%) na cultura da soja proporcionou

atividade da urease no solo duas vezes maior que a saturacdo por bases de 50% nas quatro
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primeiras doses de Ni avaliadas (0,0 a 1,0 mg dm™ de Ni), ao passo que na maior dose de Ni
aplicada, a ativade desta enzima apresentou uma proporcao de 3,5:1 no comparativo entre as
saturacdes por bases (V50%:V70%).

Tabela 5. Atividade das enzimas urease (U) e desidrogenase (D) em solo de rizosfera cultivado
com soja

00mgdm® 01mgdm® 05mgdm® 10mgdm® 10,0 mgdm
(mg kg™* h™t N-NH,")
U v50%° 23,59 +4,98% 22,96 +6,53" 2569 +16,32" 19,95 +9,84" 29,40 +2022°*
V70%® 46,13 +578® 53,62 +654®® 58,17 +6,35® 53,48 +7,93® 105,28 +7,04*
(ug TFF g*dia™)
D vs0%® 5,13 +134™A 559 +219%8 847 +108* 1,99 +037" 234 1041
V70%* 9,54 +204* 4,84 +3368° 823 +1,98#8 343 +037°¢ 6,31 223

(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interacdo F1 x F2). F = Fator U: urease (**)(**)(**); D: desidrogenase (**)(**)(*).

Minuscula: coluna. Maiuscula: linha.

A influencia da cobertura vegetal sobre a atividade da urease nos solos tem sido
relatada ao longo dos anos (PANCHOLY:; RICE, 1972; ARUNACHALAM; MELKANIA,
1999; LONGO; MELO 2005), contudo, esses trabalhos tem realizados “coletas tradicionas”
de amostras de solos (na superficie do solo, 0 -5 cm ou 0 — 20 cm) e, muitas vezes o solos é
encubado para avaliacdo das enzimas em funcdo do tempo. A atividade da urease em solos de
rizosfera apresentou resultados contrastantes aos da literatura, nos quais tem se observado
maior atividade da enzima em resposta a maior disponibilidade de Ni. No comparativo das
analises sob cultivo de soja e girassol verificou-se que as relagfes simbidticas planta/bactéria

podem influenciar positivamente na atividade desta enzima.
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Tabela 6. Atividade das enimas urease (U) e desidrogenase (D) em solo de rizosfera cultivado
com girassol

00mgdm® 01mgdm® 05mgdm® 1,0mgdm® 10,0 mgdm?
(mg kg™t h™t N-NH,")
U v50% 57,40 +573* 62,86 +889" 41,72 +397®® 42,35 +304® 3549 +315®
V70%° 27,51 +595°4 29,12 +231" 29,62 +1,72* 30,31 +1,78" 24,08 +376"
(g TFF g™'dia™)
D v50%® 851 +0,92°° 11,97 +o0,71®® 8,99 +090° 7,32 +149°¢ 17,06 +1,91*

Vv70%* 16,11 +1,06® 13,11 +031* 11,06 +1,76° 20,80 +080* 11,38 +208™
(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interacdo F1 x F2). F = Fator U(**)(**)(**) D(**)(**)(**). Minuscula: coluna.

Maiuscula: linha.

As saturagdes por bases afetaram a atividade da desidrogenase no solo
semelhantemente nos dois cultivos de modo que a saturagdo por bases de 70% proporcionou
maior atividade da enzima. Quanto as doses de Ni a atividade desta enzima foi afetada de
modo diferenciado de acordo com a cultura. Enquanto as maiores doses de Ni afetaram
negativamente a atividade desta enzima no solo sob cultivo da soja, o oposto foi verificado
quando cultivou-se girassol. Esses estudos confirmam a variagdo da sensibilidade das enzimas
em funcéo do ambiente (KUCHARSKI et al., 2009) e ressaltam a necessidade da avaliagéo de

varios atributos mensurar a qualidade ambiental do solo.

Conclustes

Para amostras de solos de rizosfera a utilizacdo dos extratores: Mehlich 1, Mehlich 3 e
DTPA,; ou ainda a solucdo digestora USEPA apresentaram altos coeficientes de correlacdo
com os diferentes tecidos das culturas avaliadas em predizer a disponibilidade de Ni as
plantas, necessitando apenas de tabelas de calibracéo para o solo.

O Ni apresentou distribuicdo variavel entre as diferentes fracbes do solo em funcéo
dos tratamentos. Os tratamentos que apresentaram solo com saturacdo por bases de 70%
apresentaram maior concentracdo de Ni ligado a carbonato, comparado aos tratamentos sob
saturacdo por bases de 50%. A distribuicdo do Ni entre as fra¢cdes do solo seguiu a seguinte
orgem: ligado a carbonato < trocavel < ligado a 6xidos < matéria organica < residual.

A saturacdo por bases exerceu efeito diferenciado sobre atividade da urease em funcéo
da cultura teste. O Ni exerceu efeito diferenciado sobre a atividade de desidrogenase em

funcgéo da cultura teste.
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CAPITULO Il — DOSES DE NIQUEL E SATURAGCOES POR BASES NO
DESEMPENHO AGRONOMICO DA SUCESSAO SOJA E GIRASSOL

Resumo

Estudos envolvendo a disponibilidade de niquel (Ni) no sistema solo planta, em sua
grande maioria, tém focado o elemento com poluente do solo sem, contudo, abordar suas
funcGes no metabolismo vegetal. O desempenho agrondmico das culturas em resposta a
adicdo de Ni pode oferecer subsidios para elaboracdo de niveis criticos para as plantas.
Objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito de doses de Ni e satura¢Ges por bases no estado
nutricional, bem como avaliar as caracteristicas agrondmicas de plantas de soja e girassol. O
experimento foi desenvolvido em casa de vegetacdo em esquema fatorial 2 x 5, com duas
saturacdes por bases (50 e 70%), cinco doses de Ni (0; 0,1; 0,5; 1,0 e 10 mg dm™), com sete
repeticdes. Foram cultivadas em vasos, plantas de soja seguidas por plantas de girassol. Aos
30 e 60 dia apo6s a emergéncia de cada espécie foram avaliados: a altura de plantas (AP), o
diametro do caule (DC), o numero de n6s (NN), o estadio fenoldgico (EF), o indice SPAD e o
diametro do capitulo (DCap) (para girassol). No estagio R1 (inicio do florescimento) de cada
cultura foram coletadas as plantas de quatro vasos por tratamento e separadas em: folhas
utilizadas para diagnose, raizes, parte aérea e nddulos (para a soja) para a determinacdo das
concentragbes dos nutrientes. Os trés vasos restantes foram colhidos no estdgio R7 para
determinacéo de produtividade de grdos. O indice SPAD em soja aos 60 d.a.e., a producédo de
massa seca da parte aérea da soja e da raiz de girassol foram influenciados pela saturacdo por
bases, doses de niquel e pela a interacdo destes. Foram influenciados pelas saturacdes por
base e doses de niquel (fatores isolados): para soja: AP aos 60 d.a.e., NN aos 30 e 60 d.a.e.,
SPAD aos 30 d.a.e.; para girassol: AP e NN aos 30 e 60 d.a.e., DC e SPAD aos 30 d.a.e. As
demais variaveis avaliadas aos 30 e 60 d.a.e. foram influenciadas apenas pela saturacdo por
bases, ou doses de Ni separadamente. O balanc¢o nutricional da soja e do girassol foi afetado
pela saturacdo por bases, doses de Ni e pela interacdo dos nutrientes. Plantas que receberam
0,5 mg dm™ de Ni na saturacdo por bases de 70% apresentaram as melhores caracteristicas
agrondmicas. A redistribuicdo do Ni das folhas para os grdos ¢ mais afetada pela saturaco
por bases que doses de Ni. A producéo de grdos de soja e girassol ndo foi influenciada pelos

tratamentos.
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Introducgéo

Os principais estudos envolvendo o niquel Ni no sistema solo planta tém focado o
elemento com poluente do solo avaliando principalmente seus impactos ambientais (MOLAS,
2002) bem como os efeitos deletérios as plantas (KORNER et al., 1987; BERTON et al.,
2006; DRAZKIEWICZ; BASZYNSKI, 2010; MISHRA; DUBEY, 2011). Desta forma
utilizam-se de doses muito além da necessidade das culturas como nos trabalhos realizados
por Ahmad et al., (2011) até 40 mg L%; lori et al., (2013) até 150 uM, Charles; Isaac (2014)
até 25 ppm; Bazihizina et al., (2015) até 1000uM. Por se tratar de elemento que contempla a
condicdo de metal pesado e micronutriente, seus aspectos nutricionais sob a otica da avaliacéo
do estado nutricional devem ser levados em conta. A avalia¢do do uso de “doses nutricionais”
de Ni quanto aos aspectos agrondmicos dos cultivos ndo tem tido a mesma atencdo dada a
avaliacdo ambiental do elemento. Alguns nutrientes que outrora ndo eram limitantes a
producdo, com o melhor desempenho dos cultivos (altas produtividades requerem grandes
exportacOes de nutrientes), concentracdo dos macronutrientes nos formulados e néo reposicao
do elemento ao solo impulsionou areas de produtores de grdos a apresentarem limitacdes de
produtividade pelo déficit de micronutrientes. Alguns estudos com a cultura da soja em solos
tropicais tém demonstrado que a elevagédo da saturacdo por bases por meio da calagem tem
levado a deficiéncias de micronutrientes (Novais et al, 1989; Abreu et al. 1994; Caires et al,
2003), notadamente Zn e Mn. Contudo, estes estudos ndo tém investigado o Ni. Ressalta-se o
trabalho desenvolvido por Neves et al., (2007), no qual verificaram resposta do umbuzeiro,
uma espécie nativa do Brasil, a adicdo de niquel em solucdo nutritiva, reportando a
necessidade de investigar fome oculta.

Atualmente a soja apresenta a maior cadeia produtiva do Brasil (HIRAKURI et al.,
2014), com destaque para nao utilizacdo de fontes minerais de nitrogénio (N) na adubacéo da
cultura, que utiliza-se da fixacdo bioldgica de nitrogénio como a principal fonte para o
elemento. Neste caso, além do Ni exercer importante papel na assimilagdo do nitrogénio via
ciclo da uréia, os bacterioides tambem utilizam-se de Ni no desdobramento do hidrogénio
produto da nitrogenase pela enzima hidrogenase (URETA et al., 2005). A simbiose em
algumas leguminosas € reportada por Polacco et al., (2013), os quais descrevem que para a
méaxima eficiéncia da hidrogenase o suprimento de Ni devera estar proximo do nivel toxico as
plantas. Os autores ainda destacam que muitas vezes a quantidade de Ni necessaria é inferior
a encontrada normalmente nos solos agricolas.

Os primeiros relatos atribuindo acréscimos de produtividade ao Ni sdo datados de
meados do século passado (ROACH; BARCLAY 1946), contudo outros efeitos benéficos
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também foram atribuidos ao Ni na germinagdo de sementes (DALTON et al.,1988),
fotossintese em plantas de milho (DRAOGONEKZ; BASZYNSKI, 2010) além dos efeitos
deletérios no metabolismo do carbono (C) e do N provocados pela deficiéncia de Ni relatados
para culturas anuais (POLACCO et al., 2013), de modo que o estado nutricional das culturas
deve ser avaliado quanto a influéncia do elemento no balang¢o dos demais nutrientes.

Charles; lIsaac (2014), estudando o efeito do Ni na cultura Amaranthus spinosus,
verificaram que o elemento alterou sensivelmente a absorcdo de macro e micronutrientes,
mesmo efeito observado por Paiva et al. (2003), em mudas de ipé-roxo (Tabebuia
impetiginosa), e por Ahmad et al. (2011) no girassol (Helianthus annuus). Porém, este efeito
foi verificado quando as plantas foram expostas a elevadas doses do elemento sob as quais
podem ocasionar também a manifestacdo de clorose, inibicdo da fotossintese e respiracao,
reducdo na absorcdo de agua, inducdo do estresse oxidativo pela producdo de espécies
reativas de oxigénio, embora o Ni ndo seja um metal com carater redox (SEREGIN;
KOZHEVNIKOVA 2006; CHEN et al., 2009) — ou seja, alteracdo da valéncia conforme,
funcdo estrutural ou reacédo especifica.

Sabendo-se do limitado nimero de estudos quanto ao uso de “doses nutricionais” de
Ni nas caracteristicas agrondmicas das culturas e quanto as desordens nutricionais dos
elementos, objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito de doses de Ni e de saturacGes por
bases no balango nutricional dos nutrientes bem como em alguns parametros agronémicos das

culturas da soja e girassol.

Material e métodos

O experimento foi desenvolvido em vasos com capacidade de 10 dm®, em casa de
vegetacdo do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), no municipio de Piracicaba
— SP, localizado a 22°43°12”S e 47°38°54”0, com 580 m de altitude. Para preenchimento dos
vasos foram utilizadas amostras coletadas da camada de 0 — 20 cm de um Nitossolo
(EMBRAPA, 2013) coletado na area experimental da Agencia Paulista de Tecnologia e
Agronegocios (APTA), unidade de Piracicaba — SP.

Para alcangar os objetivos do experimento, foram utilizados 70 vasos distribuidos
inteiramente ao acaso em esquema fatorial 2 x 5, com sete repeti¢des para cada tratamento. O
primeiro fator foi constituido de duas satura¢des por base 50 e 70%, e o segundo constituiu de
cinco doses de Ni (0; 0,1; 0,5; 1,0 e 10,0 mg dm™ de solo); os vasos foram cultivados com

soja e sucedidos por girassol (duas plantas por vaso para cada cultura).
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Cultivo da soja

Os vasos foram preenchidos com um volume de 8,8 kg/vaso de terra equivalente a 8
dm® para uma densidade de 1,1 kg dm=™, conforme mensuracdes em laboratério. As
caracteristicas fisico-quimicas da amostra de TFSA foram: pH (CaCl,) 5+ 0,15; matéria
organica 40+ 2,52 g dm™; P (resina) 20+ 2,00 mg dm™; K 2,9+ 0,26 mmolc dm™; Ca 33+ 0,00
mmolc dm™; Mg 10+ 0,58 mmolc dm™; H+Al 53+ 5,51 mmolc dm™; Al 1+ 0,58 mmolc dm™
Ni (DTPA) 0,04+ 0,00 mg dm™. Simultaneamente ao preenchimento dos vasos, foi realizada a
calagem individualmente, seguindo o método de saturacdo por bases e com dosagem
necessaria para atender os respectivos valores de saturacdo por bases. Foi utilizada a mistura
fisica de carbonato de calcio e magneésio p.a. na proporcao 3:1, e realizou-se o balanco dos
elementos com sulfato de calcio e magnésio de modo que a Unica varidvel desse fator foi a
fracdo carbonato. Apos a incorporacao dos corretivos os vasos foram irrigados diariamente até
50% da capacidade de campo e permaneceram nesta condicdo até a semeadura, a qual foi
procedida apds 30 dias da incubacéo do solo.

Foram utilizadas no experimento sementes comerciais de soja cultivar Codetec 202
(cuja concentracdo de Ni foi de 0,53 + 0,02 mg kg™) inoculadas com bactérias B. japonicum -
estirpe Semia 5079 - conforme método preconizado por Hungria et al., (2001). A adubacéao de
manutencdo seguiu método preconizado por Malavolta et al. (1980), com omissdo de N
(garantido pela inoculacdo) de modo que foram aplicadas as seguintes concentragcbes em ppm:
P 200; K 150; Ca 75; Mg 15; S 50; B 0,5; Cu 1,5; Fe 5; Mo 0,1; Zn 5. O Ni foi aplicado por
meio de solucdo estoque 2,7 mmol L™ utilizando-se sulfato de niquel hidratado (NiSO, e
6H,0), de acordo com cada tratamento.

Aos 30 e 60 dias ap6s a emergéncia (DAE) foram avaliadas as caracteristicas
agrondmicas: altura de plantas (AP), diametro do caule (DC), nimero de nds (NN) e, estadio
fenoldgico (EF) e unidades SPAD (teor de clorofila). Para AP, foi utilizada fita métrica sendo
medido da base do solo até a inser¢do da ultima folha no &pice da hasta principal. O DC foi
medido a 5 cm de altura do solo com auxilio de paquimetro. O NN foi obtido através de
contagem simples e o EF, com base na escala de Fehr; Caviness (1977). Para avaliar as
unidades SPAD utilizou-se de um clorofilometro portétil.

Por ocasido do florescimento (estadio fenoldgico R1) foram coletadas: plantas inteiras
de quatro vasos de cada tratamento. Nas plantas coletadas foram separados em folhas
utilizadas para diagnose — 3° trifélio completamente aberto a partir do apice da haste

principal, seguindo método proposto por Malavolta et al. (1997); nddulos, raizes e parte aerea.



55

No estadio R7, foi realizada a colheita das plantas dos vasos restantes (trés por

tratamento) para determinar a produtividade (grdos) e demais analises laboratoriais.

Cultivo do girassol

Apos a retirada das plantas de soja, 0 volume de terra dos vasos foi redimensionando
para 7 dm? por vaso, preenchidos portanto com 7,7 kg de terra. Em seguida, foi semeado o
girassol (hibrido HB29 cuja concentracdo de Ni nas sementes foi de 4,17 + 2,3 mg kg™),
seguindo os mesmos tratamentos. Além das sementes de girassol, foram acrescentados aos
vasos somente a adubacdo de manutencdo para cultura j& descrita para soja acrescida de 300
ppm de N (1,98 g/vaso, aplicado 0,5 g por ocasido da semeadura na forma de nitrato de célcio
e o restante em duas coberturas - 1,0 + 0,48 g - na forma de ureia), conforme Malavolta et al.
(1980).

Os procedimentos de coleta e avaliagcdes das plantas de girassol aos 30, 60 DAE, no
estadio R1 e por ocasido da colheita foram semelhantes aos efetuados na soja, adaptando as
caracteristicas da cultura. Neste sentido, foram avaliadas: AP, DC, NN, além do didmetro do
capitulo (DCap) e unidades SPAD.

Anélises laboratoriais

Foram determinados em folhas utilizadas para diagnose de soja e girassol: 0s
macronutrientes: nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg),
enxofre (S); micronutrientes: boro (B); ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn), cobre (Cu),
niquel (Ni) e molibidénio (Mo); Nos nodulos, raizes e parte aérea foram determinados os
teores de N, Ca, Mg Cu, Zn, Mn e Ni.

O teor de N-kjeldahl foi determinado conforme o método descrito em Melo (1974),
que consiste em oxidar o N-organico a N amoniacal pelo acido sulfirico em presenca de
catalisadores e elevadores de temperatura. O N amoniacal produzido foi quantificado por
meio de titulacdo, com solucdo de acido sulfarico. As concentragdes de P, K, Ca, Mg, S, Cu,
Fe, Mn, Zn e Ni foram determinados no extrato obtido por meio de digestdo nitroperclorica.
O P foi determinado pelo método colorimétrico (MALAVOLTA et al.,1997), o K por
fotometria de chama (SARRUGE; HAAG, 1974) e o S por turbidimetria (VITTI, 1989). As
concentracdes dos demais elementos foram determinadas por espectrofotometria de emissédo
Otica em plasma induzido (ICP-OES).

Nos grdos de soja e girassol oriundos da colheita, foram determinados: produtividade,

massa de média de cada grdo e os teores de Ni e N. A produtividade foi expressa em g/vaso,
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com o teor de umidade corrigido para 13%. Para os teores de Ni e N, foram adotados os
mesmos métodos empregados para a folha diagnose.

Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia. Nos casos em que 0
teste F foi significativo a 1 ou 5% de probabilidade, foi aplicado teste de médias a 5% de
probabilidade, utilizando o esquema fatorial. Quando ndo ocorreu interacdo entre os fatores
foi realizado o teste de médias para doses de Ni em cada variavel do primeiro fator
(saturacOes por bases). Todas as analises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico
SAS - System for Windows 6.11 (SAS Inst., 1996).

Resultados e discusséo
Caracteristicas agrondmicas
Soja

Para AP aos 30 d.a.e., as plantas de soja foram influenciadas apenas pelas doses de Ni,
no qual foi constatado diminuicdo a partir do tratamento controle até a maior dose aplicada. Ja
aos 60 d.a.e., ocorreu efeito inverso, de modo que, a maior dose de Ni proporcionou maiores
valores para AP (Figura 1). Aos 60 d.a.e. as saturacdes por bases influenciaram na AP, porém
sem a interacdo dos fatores, na qual a VV70% proporcionou plantas maiores. Estes resultados
podem ser justificados pela influéncia do Ni na relacdo planta/bactéria (simbiose), visto que
nas primeiras semanas de desenvolvimento da soja a influéncia do nédulo quanto ao
fornecimento de nitrogénio € pouco expressiva, ao passo que a literatura descreve a reserva
cotiledonar como a principal fonte de nutrientes neste periodo (MARCOS FILHO et al., 1982;
CAMARA, 1992) nesse caso, aos 30 d.a.e. pode ocorrer exesso de Ni disponivel as plantas. A
partir do estabelecimento dos nddulos estas estruturas passam a exercer a funcdo do
fornecimento de N para a soja e, por consequéncia, as bacterias também demandam de Ni do
meio, assim, observa-se efeito positivo do Ni quanto a este parametro, justificando o efeito
inverso aos 60 d.a.e. Destaca-se que a exigéncia de Ni pelos nédulos, devido a relacdo
simbidtica, € muito maior que a exigéncia da planta (POLACCO et al., 2013). Quanto ao
maior desempenho das plantas sob saturacdo por bases de 70% para este parametro, segundo
Leite; Araujo (2007) para valores de pH mais baixos (< 5) ha maior adaptacdo de fungos no
solo e com valores de pH entre 6 a 8 ocorre maior desenvolvimento de bactérias e

actinomicetos. Moreira; Siqueira (2006) apontaram que ja a partir de pH acima de 5,5 a
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nodulacédo e fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é favorecida, enquanto Lin et al. (2012)
verificaram que baixos valores de pH podem afetar sensivelmente a nodulagdo da soja. Neste
sentido, a saturacdo de 70% proporcionou melhor ambiente as bactérias do género

bradirizobium no solo que proporcionou plantas maiores.
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Figura 1. Altura de plantas de soja aos 30 (A) e 60 (B) dias ap6s a emergéncia, em funcéo das
doses de Ni e valores de saturagdo em bases (V%) do solo.

O NN aos 30 e 60 d.a.e. foram igualmente influenciados pelo primeiro fator (saturagao
por bases), no qual a V70% proporcionou plantas com maior NN. As doses de Ni aos 30 d.a.e.
resultaram em valores crescentes do numero de nés a partir do tratamento controle até a
ultima dose de Ni aplicada. Porém aos 60 d.a.e. somente as plantas submetidas as doses de 0,1
e 05 mgdm™® na V50% apresentaram diferencas (Figura 2). O nimero de nds tem
importancia quanto ao potencial de producdo das plantas, pois a exce¢do dos dois primeiros
nos (cotiledonar e primeiro par de folhas) todos os demais irdo gerar ramos potencialmente
reprodutivos. Quanto maior o numero de ramos reprodutivos, maior o potencial de

produtividade da planta.
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Figura 2. Numero de n6s em plantas de soja aos 30 (A) e 60 (B) dias apds a emergéncia, em
funcéo das doses de Ni e valores de saturacdo em bases (V%) do solo.

O didmetro do caule foi influenciado apenas aos 60 d.a.e. (utilizou-se de um
paquimetro com precisdo de 4 casas decimais, por isso a diferenga pouco expressiva na
figura) pelo fator saturacdo por bases com maiores valores para plantas cultivadas sob V70%
(Figura 3), ao passo que para as unidades SPAD, as plantas cultivadas sob VV50% foram 5%
superior aos 30 d.a.e. (Figura 4). Verificou-se interacdo dos fatores aos 60 d.a.e. para as
unidades SPADs das quais, plantas cultivadas sob V70% foram em média 8,5% superior
aquela cultivadas sob VV50% e, a partir do desdobramento desta interacdo observou-se que nas
primeiras doses de Ni (tratamento controle e 0,1 mg dm™) estes valores ndo foram
influenciados pelas saturacGes por base. Quanto as doses de Ni, os maiores valores SPADs
foram verificados nas plantas cultivadas sob VV50% na dose de 0,1 mg dm™ de Ni enquanto na
V70% a maior dose de Ni aplicada proporcionou plantas com maiores valores SPADs.
Embora isoladamente a medida de unidade SPAD quantifique apenas tonalidade/intensidade
da cor verde na planta, seu objetivo é estimar a concentracdo de clorofila na planta. Esta, por
sua vez é largamente verificada na literatura, correlacionando-se com a concentra¢do de N na
planta (EVANS, 1989; RAAB; TERRY, 1994; FRITSCHI; RAY, 2007; LIU, 2012), o que

nos permite juntamente com outros parametros avaliados estabelecer a relacdo Ni/N na planta.
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Figura 3. Diametro do caule em plantas de soja aos 30 (A) e 60 (B) dias ap6s a emergéncia,
em funcéo das doses de Ni e valores de saturagdo em bases (V%) do solo.
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Figura 4. Unidades SPAD em plantas de soja aos 30 (A) e 60 (B) dias ap6s a emergéncia, em
funcdo das doses de Ni e valores de saturacdo em bases (V%) do solo.

O numero de nodulos foi influenciado pelas saturac6es por bases e doses de Ni (Figura
5) enquanto a massa de nodulos apresentou influencia das doses de Ni e da interacdo dos
fatores. As plantas cultivadas sob V70% apresentaram em media 21,5% mais nodulos que as
cultivadas sob VV50%, porém o maior nimero ndo interferiu na massa de noédulos. A estrutura
fisica do vaso bem como o tipo de solo utilizado pode ter limitado a espancdo dos nodulos e
por consequéncia o aumento da massa. A dose de 0,1 mg dm™ de Ni apresentou plantas com o
maior numero e massa de nddulos em ambas saturagdes. Essa mesma dose tambem
proporcionou maior massa seca de raiz (Figura 6). JA a massa seca da parte aérea foi 9,02%

maior nas plantas cultivadas no solo com V70% e as doses de Ni influenciaram
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negativamente esse parametro sendo que as plantas do tratamento controle apresentaram os

maiores valores de massa.

350 -

101

A n° nodulos V50% B massa de nddulos - \/50%
/3 V70% /3 V0%
300 |+
8 .
250 |+
8
8 200t w 8T
=] @
5 5
[ [=2]
150 al
100 |+
2 .
50 |
0 0
0 0,1 0,5 1 10 0 0,1 0,5 1 10
Ni mg dm™3 Ni mg dm™3

Figura 5. Numero (A) e massa fresca de nodulos (B) em plantas de soja, em funcéo das doses

de Ni e valores de saturacdo em bases (V%) do solo.
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Figura 6. Massa seca de raiz (A) e da parte aérea (B) das plantas de soja, em funcéo das doses

de Ni e valores de saturacdo em bases (V%) do solo

Verifica-se na média geral que as plantas cultivadas sob V70% apresentaram maiores

rendimentos para os parametros avaliados. Por fim, tanto a produtividade (Figura 7a), como o

peso por sementes (Figura 7b) ndo foram influenciados pelos tratamentos.
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Figura 7. Producdo de massa seca de graos (A) e massa seca de semente (B) de plantas de
soja, em funcédo das doses de Ni e valores de saturagdo em bases (V%) do solo.

Girassol

Os resultados referentes a AP (Figura 8) e NN (Figura 9) aos 30 e 60 d.a.e.
apresentaram respostas semelhantes, nas quais verificaram-se influencia individual dos dois
fatores (saturagdo por bases e doses de Ni) sob as plantas, porém ndo foram observadas
interacdes. As plantas cultivadas sob V70% apresentaram sempre maiores valores para esses
parametros engquanto para doses de Ni, aos 30 d.a.e., as plantas cultivadas sob dose de 10 mg
dm™ apresentaram maiores valores para AP e NN. Aos 60 d.a.e. as doses de Ni nido
influenciaram a AP, porém as plantas apresentaram maior NN na dose de 0,5 mg dm™. O NN
verificado aos 30 d.a.e. foi inferior na comparacdo com os resultados apresentados por
Aquino et al. (2013) para dez materiais comerciais de girassol (Embrapa 122 V-2000, Hélio
250, Hélio 251, Hélio 253, Hélio 358, Hélio 360, IAC larama, Dow Agroscience M 734 e MG
02) e, aos 60 d.a.e. verificou-se efeito contrario, no qual os materiais comerciais de girassol
apresentaram NN inferiores aos verificados neste trabalho. No caso do girassol o0 maior NN
representa, por consequéncia, maior numero de folhas uma vez que o no é caracterizado pelo
ponto de insercdo da folha no caule. A literatura também apresenta relacdo direta do nimero
de folhas com a produtividade da cultura (ZOBIOLE et al., 2010), contudo, nem sempre esse
efeito é verificado (AQUINO et al., 2013).
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Figura 8. Altura de plantas de girassol aos 30 (A) e 60 (B) dias ap6s a emergéncia, em funcdo
das doses de Ni e valores de satura¢do em bases (V%) do solo.
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Figura 9. Numero de nés em plantas de girassol aos 30 (A) e 60 (B) dias apds a emergéncia,
em funcéo das doses de Ni e valores de saturagdo em bases (V%) do solo.

De acordo com os resultados obtidos nas avaliacdes de DC (Figura 10) e unidades
SPAD (Figura 11), verificou-se que as plantas também foram semelhantemente influenciadas
pelas saturacdes por bases, de modo que na V70% as plantas apresentaram maiores valores
SPAD e DC aos 30 d.a.e. em comparacao as plantas cultivadas sob V50%. J& aos 60 d.a.e., as
saturacOes por base ndo influenciaram as plantas de girassol para esses parametros. Para o DC
aos 30 d.a.e., foi verificado que as plantas de girassol apresentaram diferengas quando
cultivadas sob as doses de Ni, de modo que constatou-se acréscimo de 14% no DC nas plantas
cultivadas com a maior dose de Ni comparadas ao tratamento controle. Todavia, aos 60 d.a.e.
as plantas de girassol apresentaram DC semelhantes sob todas as doses de Ni em que foram

cultivadas. Para as unidades SPAD na avaliacdo realizadas aos 60 d.a.e., verificaram-se
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apenas pequenas oscilagOes entre as doses de Ni aplicada, ao passo que as plantas cultivadas

sob tratamento controle apresentaram maiores valores SPAD.
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Figura 10. Diametro do colmo em plantas de girassol aos 30 (A) e 60 (B) dias apos a

emergéncia, em fungéo das doses de Ni e valores de saturagdo em bases (V%) do solo.
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Figura 11. Teor de clorofila (em unidades SPAD) em plantas de girassol aos 30 (A) e 60 (B)

30

20

A

SPAD 30 d.a.e.

. V/50%
/3 V70%

01 05

Ni mg dm3

unidades

50

40t

30

20

10

B

SPAD 60 d.a.e.

_ \/50%
/3 V70%

01

0,5
Ni mg dm™3

10

dias ap6s a emergéncia, em fungdo das doses de Ni e valores de saturacdo em bases (V%) do
solo.

Os valores referentes ao DCap e massa de capitulo (Figura 12) apresentaram

oscilacdes dentro dos tratamentos, o que resultou em um alto coeficiente de variacéo e pouca

resposta em fungéo dos tratamentos. Raiz e parte aérea (Figura 13) apresentaram incrementos

na ordem de 15 e 9 % respectivamente nas plantas cultivadas sob V70% em relacdo as

cultivadas sob V50%. Quanto as doses de Ni, as diferencas foram mais evidentes nas plantas

cultivadas sob VV50% das quais a dose de 10 mg dm™ proporcionou valores da ordem de 43%
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maiores em relacdo ao tratamento controle. Quanto a produtividade (Figura 14), esta também
ndo foi influenciada por nenhum dos tratamentos.
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Figura 12. Diametro (A) e massa (B) de capitulo em plantas de girassol, em funcéo das doses
de Ni e valores de saturacdo em bases (V%) do solo.
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Figura 13. Massa seca de raizes (A) e da parte aérea (B) de plantas de girassol, em funcéo das
doses de Ni e valores de saturagdo em bases (V%) do solo.
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Figura 14. Producdo de massa seca de grdos de plantas de girassol, em funcdo das doses de Ni
e dos niveis de saturacdo por bases (V%) do solo.

Analises quimicas de tecido vegetal (macro e micronutrientes)
Soja - Folha diagnose

O teor de nitrogénio nas folhas utilizadas para diagnose ndo foi influenciado pelas
saturacdes por bases e pela interacdo dos fatores, de modo que, foi realizado o teste de tukey
para doses de Ni separadamente para cada saturacdo por bases (Tabela 1). No caso do V50%
apenas no tratamento controle (0,0 mg dm™ de Ni) as plantas apresentaram teor de N cerca de
30% inferior aquelas cultivadas sob 0,1 mg dm™ de Ni. Na VV70% as plantas do tratamento
controle apresentaram concentracdo de N 34% menor em relacdo ao verificado no tratamento
0,5 mg dm™ de Ni, que apresentou a maior concentracdo de N (14,18 g kg™). Esses resultados
apontam para necessidade da suplementacdo com Ni quando da utilizacdo da saturacdo por
bases de 70%, para maior concentracdo de N nas folhas. A maior concentracdo de N nas
folhas das plantas de soja que receberam Ni pode ocorrer em funcdo da maior eficiéncia da
atividade da urease que atua na ciclagem do N em folhas em senescentes posterior ao
catabolismo da arginina, gerando ureia no citosol (WITTE, 2011). A partir do estadio V6 as
primeiras folhas do terco inferior da planta iniciam o processo de senescencia (RITCHIE et
al., 1994), de modo que no inicio do periodo reprodutivo a redistribuicdo e realocacdo de
nutrientes ocorrem de modo acentuado, uma vez que as folhas do terco médio e superior
devem suprir drenos como flores e posteriormente frutos, dos quais elas possuem conexdes
(TAIZ; ZEIGER, 2010).

A concentracdo de P nas folhas diagnosticas da soja foi influenciada pela saturacéo

por bases e pela interacédo entre as saturacdes e as doses de Ni, ao passo que, o efeito isolado
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das doses de Ni ndo interferiram nos teores de P. A V70% proporcionou maior concentragdo
de P nas folhas diagndsticas da soja, justificado pela classica diferenca de P disponivel em
funcdo da acidez do solo (GAMA-RODRIGUES et al., 2014), em que solos mais acidos
tendem a apresentar quantidades de P menos disponiveis. No caso do efeito da interacéo entre
as saturagdes por bases e as doses de Ni foi observado diferenca apenas na V70%, em que as
maiores doses de Ni aplicadas proporcionaram menores concentracdes de P nas folhas
diagnosticas de soja.

O teor de K das folhas diagnosticas foi influenciado pelas saturacdes por bases e pelas
doses de Ni. Plantas cultivadas sob V70% apresentaram maior concentracdo de K em
compraragdo as plantas cultivadas sob VV50%, contudo, ndo apresentaram diferengas quanto as
doses de Ni. Nas plantas cultivadas sob V50% a concentracdo de K foi maior no tratamento
que ndo recebeu Ni (controle), ndo diferindo das plantas que receberam 0,5 mg dm™ de Ni sob
mesma saturagdo por bases. Embora o teor de K do solo foi classificado como médio (RAIJ et
al., 1997) a aplicacdo de 150 ppm de K por vaso (Malavolta, 1980) proporcionou plantas de
soja com teores foliares de K 60% superior ao limite maximo da faixa considerada adequada
de acordo com Malavolta et al. (1997).

O Ca teve sua absorcédo influenciada pelos dois fatores e por suas interagdes, contudo,
apenas as plantas dos tratamentos controle e 0,1 mg dm™ de Ni sob VV50% apresentaram
teores foliares de Ca considerados adequados de acordo com Malavolta et al. (1997), nos
demais tratamentos as plantas excederam essa faixa. Na V50% as maiores doses de Ni
proporcionaram plantas com maior concentracdo de Ca nas folhas, enquanto na V70% a dose
de 1,0 mg dm™ de Ni proporcionou plantas com maior concentracdo de Ca nas folhas. Ao
contrario do Ca, nenhum dos tratamentos apresentou teores foliares adequados de Mg de
acordo com Malavolta et al. (1997). Este elemento foi influenciado pelas saturacdes por base,
doses de Ni, bem como suas interacdes. Na V50% verificou-se plantas com maior
concentragdo de Mg nas folhas nas maiores doses de Ni aplicado. Embora a quantidade de Ca
e Mg tenha sido igualmente balanceada em todos os tratamentos, o efeito da maior absorcao
de cations foi observado na V70%. Este efeito pode ser justificado pelo maior disponibilidade
dos elementos sob pH do solo mais elevado.

A literatura apresenta trabalhos em que o Ni exerce influencia negativa sobre a
absorcdo de alguns macronutrientes tais como Mg, como reportado por Piccini; Malavolta
(1992) em trabalho realizado com cultivares de feijdo; e mais frequentemente o Ca
(BARSUKOVA; GAMZIKOVA, 1999). Porém, neste estudo ndo foi observada influéncia do

Ni na concentragdo dos macronutrientes avaliados. A concentra¢do de Ni nas doses utilizadas,
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por se tratarem de “doses nutricionais” (ndo objetivando avaliar efeitos toxicos com as doses

utilizadas) pode justificar esta resposta, muito embora Sreekanth et al. (2013) relataram em

sua revisdo de literatura efeitos contraditorios quanto ao desequilibrio nutricional das plantas

em funcédo da presenca e concentracdo de Ni no tecido vegetal.

Embora apresente valéncia diferenciada do Ca na forma disponivel no solo (o enxofre

é absorbido preferencialmente na forma de sulfato — SO,?) e néo tenha sido influenciado

pelas saturacOes por bases e doses de Ni separadamente, o teor de S apresentou

comportamento também semelhante ao calcio, seja pelas maiores doses de Ni na V50%

proporcionaram plantas com maiores concentragdes de S e, pelas doses intermediarias de Ni

aplicadas na V70% proporcionaram plantas com maiores concentracfes de S nas folhas

diagnosticas.

Tabela 1. Concentracdo de macronutrientes (g kg™) em folhas diagnésticas de soja submetidas

doses de niquel e saturac6es por base (V%) do solo.

Doses de Ni
00mgdm® 01mgdm® 05mgdm® 10mgdm® 10,0 mgdm?
-1
---------------------------------------- g kg™ -----mm-m--

N vs0%* 9,31 +206% 13,25 +1,35A 11,24 +0,98"® 10,73 +1,62°® 11,08 +2,07"®
V70%* 9,36 +1698 11,59 +178"® 14,18 +062* 9,80 +288% 10,91 +220"®

P wvso%n® 4,10 +0,32** 4,25 +037™ 4,40 +1,14* 470 =+0254 4,29 +053*
V70%* 5,98 +049” 561 +043* 4,99 +023*® 502 +044*® 428 +0,19®

K  v50% 43,50 +370* 35,25 +6,24"® 36,25 +1,71*® 3575 +1,71® 30,25 +4,11
Vv70%* 34,00 +2,94" 41,00 +216* 38,50 +580* 40,25 +262*4 38,25 +287%

Ca v50%° 17,73 +3,65°%¢ 16,95 +0,29°°¢ 24,80 +0,87® 20,95 +1,93"8¢ 26,24 +522%
V70%® 26,12 +2,288 2240 +428%% 2517 +566*° 29,70 +4,89* 21,25 +2,02%®

Mg wvs50%° 1,72 +0,09°® 1,98 +0,05"% 1,98 +0,23*® 2,25 +0,17* 2,23 +041"8
V70%* 2,83 +0,33* 2,52 +0,13*® 2,17 +0,39® 257 +0,34*® 2,88 +0,10"

S vs0%® 1,90 +0,34%¢ 193 +036®¢ 1,61 +035°¢ 2,74 +063* 251 +044"®
v70%* 1,90 0214 1,89 =+o028" 252 +005* 2,01 +035" 2,11 +017"

(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interagcdo F1 x F2). F = Fator. N(™)(**)(™)
Ca(**)(*)(**); Mg(**)(*)(*); S(®)(*)(**). ™ = ndo significativo. ** significativo ao nivel de 1% de

probabilidade. * significativo ao nivel de 5% de probabilidade. Minuscula: coluna. Maiuscula: linha.

; PCH™)C); K ()
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Quanto aos micronutrientes (Tabela 2), a concentracdo de Cu nas folhas de soja foi
influenciada somente pelo efeito isolado das saturagdes por bases e pelas doses de Ni, de
modo que ndo ocorreu interacdo entre os fatores. Na VV50% as plantas apresentaram menores
concentracdes de Cu nas folhas quando comparadas aquelas cultivadas sob saturacédo de 70%.
A partir do teste de médias realizado para cada saturacdo por bases, verificou-se que as doses
de Ni também ndo influenciaram na concentracdo de Cu em folhas de soja quando estas foram
cultivadas no solo sob saturacdo por bases de 50%, ao passo que para as plantas cultivadas
sob saturacdo por bases de 70% as maiores doses de Ni proporcionaram maior concentragdo
de Cu neste tecido vegetal. Alguns autores reportaram a possibilidade de ocorrer inibigéo
competitiva entre Cu** e Ni** a partir do efeito interiénico de absorcéo (TIFFIN, 1971,
KORNER et al., 1987, UREN, 1992), porém efeito inverso foi verificado, no qual plantas
cultivadas sob saturacdo de 70% e com as maiores doses de Ni apresentaram maior
concentracdo de Cu nas folhas, ressaltando a o efeito contraditorio relatado por Sreekanth et
al. (2013), quanto aos efeitos do Ni na nutricdo mineral de plantas.

Semelhante ao Cu, a concentracdo de Fe nas folhas de soja também ndo foi
influenciada pela interacdo entre os fatores, mas apenas pelo efeito isolado de cada fator. Na
condicdo de saturacdo por bases de 50% observou-se plantas com maior concentragao de Fe
comparado aquelas cultivadas sob saturacdo por bases de 70%, neste caso, a relagdo classica
da disponibilidade de nutrientes no solo em funcdo do pH pode justificar o resultado. A
influéncia das doses de Ni na concentracdo de Fe foi observada apenas na VV50%, cuja maior
concentragdo de Fe foi observada nas plantas cultivadas com 0,1 mg dm™ de Ni, observando-
se um teor de Fe 47% maior em relagdo ao tratamento controle (0,0 mg dm™). A concentracio
de Mn nas folhas de soja foi influenciada somente pelas saturagcdes por bases, das quais a
V50% resultou em plantas com maior concentracdo de Mn, diferente do Zn que teve seu teor
nas folhas de soja influenciado apenas pelo efeito isolado das doses de Ni, sendo a dose de Ni
de 0,5 mg dm™ aquela que proporcionou plantas com maior concentracio de Zn nas folhas em
ambas saturacOes por bases. Os tratamentos utilizados néo influenciaram a concentracdo de B
nas folhas de soja.

O Ni teve sua concentracdo nas folhas de soja influenciada pelos dois fatores e pela
interacdo destes. Nas doses de 0.5, 1.0 e 10.0 mg dm™ de Ni foi verificado que a concentragdo
de Ni nas folhas foi respectivamente 6,2; 5,4 e 5,4 vezes maiores no cultivo sob saturacéo por
bases de 50% em comparagdo a de 70% para as mesmas doses de Ni, indicando forte
influencia desse fator sobre a concentragéo do elemento. Em relagéo as doses verificou-se que

a aplicagdo de 0,1 mg dm™ no proporcionou aumento sobre a concentracdo do elemento nas
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folhas de soja em relagédo ao tratamento controle, independente da saturacdo por bases a qual a
planta foi submetida. A maior dose de Ni aplicada proporcionou teores foliares do elemento
12 e 33 vezes maiores que o tratamento controle sob as saturacdes por base de 70 e 50%

respectivamente.

Tabela 2. Concentracdo de micronutrientes (mg kg™) em folhas diagnésticas de soja submetidas a

doses de niquel e saturagdes por base (V%)

Doses de niquel
0,0 mg dm 0,1 mg dm? 0,5 mg dm™ 1,0mgdm® 10,0 mgdm™

Cu vs50%® 2,83 +167% 294  +1,00° 462 +1,69° 3,65 +£1,53* 5,36 +0,54*
v7on® 4,95 +0,71%® 2,70 +2,01° 584 +0,38" 525 043" 5,78 +0,76*

Fe wvs0%?® 210,56 +24,11¢ 400,25 +17,86" 290,36 +27,96% 247,49 +17,19%¢ 260,17 =+ 634585
V70%° 216,82 +4887" 273,09 +67,83* 277,22 +76,84" 218,74 +6145" 212,77 +4651"

Mn vs0%® 95,44 +927° 101,51 +19,05* 112,47 +3476* 109,72 +2078* 92,93 +837"
V70%° 77,86 +6,12" 77,97 +1519° 8551 +2948* 100,72 +3966" 59,46 +291*

Zn vs50%* 30,63 +1628 46,42 +605° 67,70 +967° 448 +12,10® 38,78 +1055"
V70%® 36,51 +2,77® 4251 +354"® 53,19 +7092% 4484 +787"% 4271 +443"®

B wvs0%* 54,05 +11,31" 63,28 +1224* 6535 +554* 72,00 +1551" 55,63 +16,04"
V70%* 66,28 +1371* 60,45 +836* 71,19 +582% 64,58 +6,72" 64,05 +6,00"

Ni vs50%* 0,60 +0,02°¢ 059 +0,07¢ 4,67 =+0,74%® 500 +0,44® 19,83 +233*%

v70%® 0,31 +023® 0,62 +013*® 0,75 +016® 0,92 +0,07™® 3,67 +135"
(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interagdo F1 x F2). F = Fator. Cu(*)(**)("™); Fe (*)(**)("™); Mn (**)(™)("™); Zn (")(**)("™);

B("™)(™)(™); Ni (**)(**)(**). ™ = ndo significativo. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade. * significativo ao

nivel de 5% de probabilidade. Minuscula: coluna. Maitscula: linha.
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Soja - parte aérea
A concentracdo de N da parte aérea da soja ndo foi influenciada pelos tratamentos e
apresentou valores na ordem de 11,34 a 14,42 g kg™ (Tabela 3) de matéria seca nos

tratamentos avaliados.

Tabela 3. Concentracdo de macro e micronutrientes na parte aérea de soja submetidos a doses de

niquel e saturacdes por base (V%)

Doses de Ni
0,0 mg dm’ 01mgdm®  05mgdm? 1,0mgdm® 10,0 mgdm?
____________________________ g kg'l N e e e e
N vs0%n® 13,23 =+2517 11,34 =+136* 1258 =+166* 13,79 =+1377 11,88 +1,63°

v70%?® 12,51 +210* 1358 +0,93* 1243 +125% 1288 +133* 1442 +156"

Ca vson® 4,13 +067® 4,57 +074"® 511 +085*® 551 +061*® 6,03 +1,00™
v70%* 7,45 +058 6,32 +052*® 6,03 +063*® 510 +1,07® 7,52 +087"

Mg vs50%* 2,73  +099® 4,42 +038* 4,42 +081" 3,34 +068° 4,16 +017"
v70%° 3,00 +031" 259 +030* 367 +130* 3,17 +o067" 3,68 +0,9"

Cu vs50%° 501 +091"® 6,04 +165"® 6,94 +167*® 6,59 +1,04™8 8,12 +0,84"
Vv70%* 10,98 +0,90% 9,74 +138® 765 +142® 9,18 +167*® 11,32 +161"

Zn Vv50%* 19,59 +424°° 18,33 +1,98° 25,17 +440%®¢ 34,82 +515* 30,14 +747%®
V70%* 27,06 +307*® 259 +566"% 23,54 +125® 3422 +261* 28,00 +257®

Mn vs50%?® 61,54 +6,78* 60,83 +6,75" 62,90 +447" 57,83 +6,05® 48,30 +3,65®
V70%°® 42,51 +384" 36,96 +434"™ 39,77 +311" 36,79 +293** 4295 +396%

Fe wvso0%® 57,38 +924® 5268 +959® 5995 +638% 81,15 +497A 70,36 +10,83"°
Vv70%* 118,14 +1145* 109,83 +7,94* 110,88 +162* 120,25 +1072A 123,82 +8,06"

Ni vs0%® 0,47 +0,14° 0,73 +0,12°° 161 +054%° 244 +0,10®® 10,43 +147

v70%° 0,29  +006° 041 +004° 0,79 +017° 2,58 +103® 6,98 +1,09"
(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interagdo F1 x F2). F = Fator. N("™)("™)("™); Ca(™)(*)(**); Mg(**)(**)(*); Cu("™)(*)(**);

MN(™)(™)(**); Zn ()CF)(™); NiC*)(*)(*); Fe(**)(**)(™) . ™ = ndo significativo. ** significativo ao nivel de 1% de

probabilidade. * significativo ao nivel de 5% de probabilidade. Mindscula: coluna. Maitscula: linha.

Saturacbes por bases, doses de Ni e a interacdo destes fatores influenciaram a
concentracdo de Ca da parte aérea da soja. Plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 50%
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apresentaram menores concentracdes de Ca quando ndo se aplicou Ni ao solo. As maiores
concentragfes de Ca na parte aérea da soja ocorreram em plantas cultivas com as maiores
doses de Ni nas duas saturacdes por bases avaliadas, no caso das plantas cultivadas sob
saturacdo por bases de 70%, estas ndo diferiram do tratamento controle.

Apenas os efeitos isolados das satura¢fes por bases e das doses de Ni contribuiram para
as diferentes concentragcdes de Mg na parte aera da soja. Ao contrario do Ca, a concentragao
de Mg foi maior em plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 50%. A partir do
desdobramento das doses de Ni para cada saturacdo por bases verificou-se que sob saturacdo
por bases de 70% as doses de Ni influenciam igualmente a concentragdo de Mg da parte aérea
da soja. Plantas cultivadas sob saturacdo de 50% apresentaram menor concentracdo de Mg na
parte aérea na menor dose de Ni, estas por sua vez ndo diferiram da s plantas cultivadas com a
doses de 1,0 mg dm™ de Ni.

Embora em concentracOes diferentes, as proporcbes de Cu, Zn e Fe na parte aérea da
soja foram influenciadas de modo semelhante em funcédo dos tratamentos, nos quais as plantas
cultivas sob saturacdo de por bases de 70% apresentaram maiores concentracdes destes metais
na parte aera. O oposto correu com 0 Mn que apresentou maiores concentragdes em plantas
cultivadas sob saturacdo por bases de 50% com as menores doses de Ni. J& as plantas
cultivadas sob saturacdo por bases de 70%, o tratamento controle e a maior dose de Ni
proporcionaram plantas com mesma concentracdo de Mn na parte aérea. Embora a literatura
apresente relacdo competitiva entre cations bi-valentes (CATALDO et al., 1978;
MALAVOLTA, 2006) de modo geral os micronutrientes com valéncias 2" apresentaram
maiores concentracfes na parte aérea de plantas de soja cultivadas com as maiores doses de
Ni.

O Ni apresentou resultados de concentracdo na parte aérea das folhas de soja
semelhantes aos observados nas folhas diagnoésticas, de modo que as primeiras doses de Ni
(0,0 a 1,0 mg dm™ de Ni) proporcionaram pouca variacdo nos teores do elemento, ao passo
que a dose de 10 mg dm™ de Ni apresentou plantas com o teor do elemento 22 e 24 vezes

maior que o tratamento controle sob as saturacdes bor bases de 50 e 70% respectivamente.

Soja - Nodulos

A concentragdo de N nos nodulos (Tabela 4) de soja ndo foi influencia pelos
tratamentos. Contudo, esses valores expressam apenas a quantidade de N presente nos
nodulos no momento da coleta. A velocidade de fixacdo de N e distribuicdo para os demais

orgdos da planta podem expressar resultados diferentes. Harper (1974) verificou que o pico da
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fixagdo de N ocorre entre final do florescimento e o enchimento de gréos, de modo que o
periodo avaliada pode jstificar a semelhanca entre os tratamentos. Contudo, Dalton et al.,
(1985) estudaram o efeito do Ni na nodulacéo da soja e verificaram acréscimos na atividade
da nitrogenase nos nddulos em coleta realizada aos 52 d.a.e. das plantas, todavia, nédo
verificaram esse efeito quando analisaram os nddulos aos 100 d.a.e. Essa maior atividade da
nitrogenase nos primeiros estadios da soja, identificada pelos autores, pode proporcionar
maior concentracdo de N nas folhas que por consequéncia serdo realocados aos grdos. O N
pode ainda ser redistribuido de folhas mais velhas (em senescencia) para folhas mais jovens,
neste caso, o Ni também exerce importante papelo por meio da atividade da urease nas folhas
(WITTE, 2011). A concentracdo de N variou entre os tratamentos de 19,35 a 27,18 g Kg.

As concentracdes de Ca nos nodulos ndo foram influenciadas pelas saturacdes por bases
avaliadas, sendo somente as doses de Ni e a interacdo entre doses e saturacdes por bases que
exerceram efeito sobre o elemento. As plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 70%
foram similares quanto a concentracdo de Ca nos nédulos em todas as doses de Ni aplicadas,
enquanto as plantas cultivadas sob saturacdo de 50%, a maior dose de Ni (10 mg dm?)
proporcionou maior concentracao de Ca nos noédulos. Estudos como o de O'Hara et al., (1988)
tém demonstrado que a deficiéncia de Ca prejudica a nodulagdo no periodo de pré-infeccdo da
bactéria, enquanto Watkin et al., (1997) trabalhando com Trifollium spp. em condi¢des de
solo moderadamente &cido e e baixa concentragdo de Ca verificaram que o desenvolvimento
da R. leguminosarum bv. trifolii foi sensivelmente afetada de modo que os autores atribuiram
esse efeito a deficiéncia de Ca. Os resultados observados nesse trabalho podem ter divergido
da literatura classica devido ao balanco de Ca e Mg realizado entre os tratamentos, 0 que
ressalta a importancia do Ca para nodulacéo indiferente do pH do solo. A deficiéncia de Ca
também foi reportada por Blevins et al. (1977) como a causa da reducéo fixacdo biologica de
nitrogénio em soja.

Diferente do esperado devido a concentracdo presente no solo, o0 Mg apresentou maior
concentracdo nos nodulos, comparado ao Ca. Os dois fatores avaliados (saturacéo por bases e
doses de Ni) bem como a interacdo destes, influenciaram a concentragdo do Mg nos nodulos,
de modo que nas maiores doses de Ni aplicadas (10 mg dm™) as plantas de soja apresentaram
maiores concentracfes de Mg indiferente da saturacdo por bases do solo. Chauhan et al.
(1997) reportaram que a enzima delta aminoacido levulinico dehydratase (ALAD) presente e
essencial em B. japonicum para formacdo do nodulo é dependente de Mg. O’hara (2001) em
sua revisao de literatura reportou a importancia do Mg para outras eubactérias (E. coli e

Klebsiella pneumoniae) como cofator de enzimas, estabilizador de membrana celular, acidos
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nucleicos e ribossomos, e embora esses estudos ndo foram aplicados em B. japonicum estes

autores também associaram o Mg a sensibilidade das bactérias ao estresse ambiental, na qual

verificaram que este € maior sob restricdo de Mg. Neste sentido, a maior concentracdo de Mg

verificada nas maiores doses de Ni pode ser uma resposta ao excesso de Ni as bactérias uma

vez que, esta dose é 10 a 100 vezes maior que as demais doses utilizadas neste trabalho.

Tabela 4. Concentragdo de alguns macro e micronutrientes em nodulos de soja e niquel em raizes

de soja submetidos a doses de niquel e saturacdes por base (V%)

Doses de Ni
00mgdm® 01mgdm® 05mgdm® 10mgdm® 10,0 mgdm?
______________________________ g kg'l — ————— e
N Vv50% 24,64 +219° 19,35 +524* 25,69 +1,18* 2441 +o075* 21,37 +1,78"
V70%® 26,81 +159" 23,82 +1,70° 2553 +250% 27,18 +144" 25,20 +0,45"
Ca v50%* 2,36 +0,76"® 2,00 =+0,32°® 3,20 =+0,70® 2,94 +0,05® 531 =+1,70"
v70%® 3,70 +049” 3,88 +134* 351 +100 340 +045* 3,53 +0,03"
Mg vs0%°® 5,05 +132%8 4,87 +037*® 425 +046°® 4,47 +084°® 6,28 +0,21#
v70%* 530 +£036"° 4,53 +0,73*® 5098 +042*° 6,15 +045" 6,68 +077%
-------------------- - mg kgt ---------
Cu vs0%® 17,81 +958” 16,35 +2,08*® 984 +262%8¢ 7,62 +0,.22°° 11,68 +1,01"&°
Vv70%* 10,5 +059°® 13,78 +1,33*® 12,07 +4,12*® 11,14 +350® 18,17 +0,25*
Zn v50%* 20,32 +451¢ 37,51 +4,15° 24,42 +190° 26,38 +2,72%¢ 35,10 +5,73"8
V70%® 27,87 +233% 3850 +228* 27,59 +9128 28,44 +488"® 32,52 +181"®
Mn v50%° 6,48 +3,26"™ 18,81 +6,44*% 22,39 +8,01* 29,39 +6,86* 29,82 +09,00%
V70%® 27,62 +9384 19,7 +7494 17,40 +956* 16,11 +208” 20,75 +356*
Ni vs0%® 153 +0,79®® 2,39 +051®® 2,38 +1,05® 3,37 +0,61®® 40,60 +741
v70%° 0,84 +020® 054 +020® 165 +024® 3,91 +153® 28,71 +6,97"
Ni® v50% 0,65 +014® 1,34 +021® 146 +040® 247 +034® 2044 +819%
Vv70%° 0,69 +017® 1,34 +021® 148 +020® 180 +040® 956 +1.28"
(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interagdo F1 x F2). F = Fator. N(™)(™)("™); Ca(™)(*)(**); Mg(**)(**)(*);

Cu(™)()C*) M) Zn (™) NICHC*)(); NiC=)(*)(**). ™ = ndo significativo. **

significativo ao nivel de 1% de probabilidade. * significativo ao nivel de 5% de probabilidade. Ni*: niquel em

raizes de soja. Mindscula: coluna. Maiuscula: linha.
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A concentracdo de Cu nos nodulos de soja nao foi influenciada pelas saturagdes por
bases avaliadas, de modo que apenas as doses de Ni e a interacdo destas com a saturagdo por
bases contribuiram para alterar as concentracGes deste metal. Plantas cultivadas sob a maior e
menor dose de Ni aplicada nos tratamentos apresentaram resultados opostos no comparativo das
duas saturagbes por bases avaliadas, de modo que na dose de 0 mg dm™ de Ni a maior
concentragdo de Cu foi observada nas plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 50% ao
passo que na dose de 10 mg dm™ de Ni ocorreu o contrario. As demais doses de Ni apresentaram
resultados semelhantes sob as duas saturagdes por bases.

Apenas as doses de Ni influenciaram a concentragdo de Zn nos nddulos de modo que foi
realizado o desdobramento das doses de Ni para cada saturacdo por bases. Plantas cultivadas sob
saturacdo por bases de 50% oscilaram entre 20,32 e 37,51 mg kg™ de Zn nos nédulos de soja em
funcéo das doses de Ni. A maior concentracdo de Zn foi verificada nas plantas cultivadas com
0,1 mg dm™ de Ni, néo diferindo das plantas cultivadas na dose de 10 mg dm™ de Ni. Resultado
semelhante foi verificado quando se cultivou plantas sob saturacdo de 70% das quais
apresentaram maior concentracdo do elemento no tratamento de 0,1 mg dm™ de Ni, ndo
diferindo das doses de 0,5 e 10 mg dm™ de Ni. O Zn foi reportado por Chauhan et al., (1997)
como ativador da enzima delta aminoécido levulinico dehydratase (ALAD), mais recentemente
Weisany et al., (2013) descreveram em sua reviséo de literatura que em alguns mutantes de B.
japonicum o Zn pode substituir o Mg nessa enzima, COmo ocorre em animais.

O Mn foi o Unico elemento avaliado nos nédulos de soja que teve sua concentracdo
influenciada apenas pela interacdo dos fatores estudados, de modo que o efeito isolado das doses
de Ni e as saturaces por bases ndo foram observados. O tratamento que recebeu 0 mg dm™ de
Ni foi o Unico que apresentou na saturacdo por bases de 50% menor concentracdo de Mn nos
nodulos de soja se comparado as plantas cultivadas sob mesma dose de Ni e saturacdo de 70%.
Para os demais tratamentos, sob mesma dose de Ni no comparativo entre as saturacdes por bases
verificou maior concentracdo de Mn nos nodulos de plantas cultivadas sob saturacéo de 50%.

Semelhante as concentragdes de Ni verificados nas folhas, a concentragdo de Ni nos
nodulos foi influenciada pelos dois fatores avaliados e pela interagdo destes. Nas maiores doses
de Ni aplicadas, a concentragdo de Ni nos nodulos também foi maior nas duas saturagdes por
bases avaliadas. As demais doses proporcionaram plantas com conteddo de Ni semelhantes nos
nodulos. Verificou-se que a concentracdo de Ni nos nodulos foi sempre maior que aplicada no
solo pelos tratamentos ao passo que plantas cultivadas sob saturagéo por bases de 50% com a
dose de 10 mg dm™ de Ni no solo concentraram Ni nos nédulos numa proporcéo quatro vezes

superior a concentragdo no solo. Respostas a aplicacdo de Ni por soja com aumento no peso de
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nodulos e sementes foram relatadas por Bertrand; Wolf (1967) que posteriormente foram
relacionadas a sintese da hidrogenase (BUERKERT 1990) sequencial ao processo de nitrogenase
(PAUL et al., 1989), Contudo, a literatura aponta para uma baixa exigéncia de Ni em suprimento
as composicdo e ativacdo enzimatica de modo que, niveis toxicos também séo alcancados em
baixas doses como relatado por Dalton et al., (1985).

Embora a concentracdo de Ni nos nddulos de soja tenham alcancado valores expressivos
no tratamento 10 mg dm de Ni sob saturacdo por bases de 50 e 70% em comparacao aos demais
tratamentos, ressalta-se que em nenhum periodo de avaliagdo foram identificados sintomas
visuais de toxidez do elemento. Por fim, Polacco et al., (2013), em sua revisdo de literatura,
afirmaram que a dependéncia de plantas hospedeiras (como as leguminosas) por produtos da
atividade enzimatica de bactérias associadas € muito maior do que atualmente se conhece, pois
algumas enzimas sdo produzidas por plantas e bactérias. Os mesmo autores ressaltam que a
exigéncia de Ni pelos nédulos chega préximo a niveis tdxicos as plantas. Estudos futuros com
mutantes nulos a estas enzimas podem evidenciar o maior dependéncia pelas bactérias bem como
a maior demanda pelo Ni.

Em proporcdes médias de 50% menos de Ni que nos nodulos, a concentracdo de Ni nas
raizes de soja (Ni%) foi influenciada pelas saturacdes por bases, doses de Ni e pela interacdo
desses fatores. Quanto a distribuicdo de Ni nas raizes dentro de cada tratamento, esta seguiu a
mesma ordem dos nédulos ao passo que as plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 50%
apresentaram maior concentracdo de Ni nas raizes. A concentracdo de Ni nas raizes de soja nos
tratamentos com doses entre 0,0 e 1,0 mg dm™ de Ni foram semelhantes. Esses valores
reafirmam a maior demanda de Ni por nddulos em relacdo aos demais 6rgaos vegetativos das

plantas.

Soja — Graos

A concentracdo de N nos gréo de soja seguiu modelo estatistico semelhante ao observado
nas folhas, de modo que a dose de 0,5 mg dm™ de Ni, com a saturagdo por bases de 70%,
proporcionaram plantas com maiores teores de N nos grdos (Tabela 5). Dos tecidos de soja
avaliados, os grdos foram os que apresentaram maiores teores de N. Esses valores ressaltam a
importancia do Ni no ciclo do N e, por consequéncia no teor de proteina dos graos (VILLEGAS
et al., 1985) e ainda aponta para possivel necessidade de suplementacdo do elemento, uma vez
gue a soja apresentou resposta positiva quanto ao acréscimo de N em fun¢do da aplicacdo de Ni.
Apenas na condicdo de auséncia da adi¢ao das doses de Ni com a saturagdo por bases de 50%, as

plantas apresentaram concentragdo de Ni nos grédos inferiores as das sementes utilizadas no
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experimento. Esses valores também chamam atencdo para a necessidade do monitoramento de
areas agricolas comerciais destinadas a producdo de sementes quanto ao conteudo de Ni dos
grdos. As sementes utilizadas no experimento sdo oriundas destas areas e apresentaram na
relacdo semente plantada/semente colhida, reducdo do teor de Ni dos grdos nas plantas
cultivadas no tratamento controle. Esses valores ficaram abaixo do limite minimo determinado

por Kabata-Pendias e Pendias (2011) para graos de soja.

Tabela 5. Concentracdo de N (g kg™) e Ni (mg kg™) em gréos de soja submetidos a doses de

Ni e saturacGes por base (V%)

Doses de Ni
00mgdm®  01mgdm® 05mgdm® 1,0mgdm® 10,0 mgdm?
____________________ - - g kg'l e ——————
N  v50%° 27,70 +0,93 28,18 +0,.23* 27,72 +0,62" 28,84 +112% 27,73 +1,204
V70%® 28,23 +0,81%® 28,31 +0,62®® 31,78 +0,14* 26,86 +0,73"®* 28,50 +1,19%®
-1
Ni  vs0%® 0,34 =+021° 1,12 +032°° 5,07 +0,70°° 11,50 +1,65°® 32,17 +4,08™"

Vv70%* 0,70 +017° 199 =+£0,10° 7,46 +£041°° 29,88 +522*® 38,04 +1,16"
NE)*)(**); Ni(**)(**)(**). ™ = ndo significativo. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade. *

significativo ao nivel de 5% de probabilidade. Minuscula: coluna. Maidscula: linha.

O teor de Ni nos grdos apresentou resultados contrastantes a todos os demais 6rgdos da
planta uma vez que, a redistribuicdo ocorreu de forma desproporcional a concentragdo dos
demais 6rgdos das plantas e em relacéo as saturacfes por bases utilizadas. Raiz, nédulo, PA e FD
apresentaram maior concentracdo de Ni nas plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 50%,
entretanto, a concentracdo de Ni nos gréos foi maior em plantas cultivadas sob saturacao por
bases de 70%. Esses resultados sugerem que niveis foliares de Ni ndo necessariamente
apresentem correlagcbes com seus 6rgdos drenos (graos). Dentre as caracteristicas agrondmicas
avaliadas as plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 70% apresentaram os melhores
resultados. A maior redistribuicdo do Ni para os grédos nestas plantas apontam para futuras
descobertas sobre novas fungfes do Ni (BROWN, 2007), sobre os 6rgdos resprodutivos das
plantas.

Desde que Dalton et al. (1988) demonstraram efeitos benéficos do Ni na germinacédo de
sementes, as etapas de florescimento e frutificacdo das culturas tém sido estudadas quanto a
influéncia positiva do Ni e, embora sua funcdo ndo esteja totalmente elucidada, existem alguns

trabalhos e questionamentos de alguns autores sobre estes efeitos. Malavolta et al. (2006)
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verificaram que plantas de citrus no periodo reprodutivo acumularam mais de 50% do Ni em
flores e frutos e indagaram quanto a capacidade do Ni em contribuir para o “pegamento” das
flores. Como o Ni tem sido largamente estudado quanto aos seus efeitos toxicos, algumas
respostas fisiologicas podem ser encontradas em estudos de plantas hiperacumuladoras do
elemento. Neste contexto, Gasemi et al. (2014) comprovaram o efeito do Ni no aumento do
florescimento de Alyssum inflatum pela maior eficiéncia no ciclo do N e carbono (C) e ainda,
indiretamente, pelo balanco de nutrientes. Ressalta-se que o Ni também tem sido relacionado
com o ciclo do C em outros organismos (RAGSDALE, 2007).

Girassol — Folha diagnose

O teor de N nas folhas diagnosticas de girassol foi influenciado somente pela interacdo dos
fatores saturacfes por bases e doses de Ni, no qual observou-se respostas contrastantes de uma
mesma dose de Ni quando comparadas sob cada saturacéo por bases estudada (Tabela 6). Desta
forma, sob saturacdo por bases de 50%, verificou-se que a dose de 0,5 mg dm™ de Ni
proporcionou plantas com a menor concentracdo de N nas folhas de girassol. O contrério foi
verificado quando se observou a mesma dose de Ni sob saturacdo por bases de 70%, em que as
folhas diagnosticas de girassol apresentaram o maior teor de N. As plantas de girassol cultivadas
sob todos os tratamentos apresentaram teores foliares de N abaixo da faixa de 30 a 50 g kg™
considerada adequada para cultura (MALAVOLTA et al., 1989), no entanto, acima dos dos
teores de N apresentados por Ahmad et al. (2011), que avaliaram dois cultivares de girassol
também sob efeito do Ni.

Os dois fatores estudados no experimento, bem como a interagédo destes, foram determinante
para concentracdo de P nas folhas de girassol. No caso das saturagdes por bases, observou-se
maior concentracdo de P nas plantas cultivadas sob saturacdo de 70%, porém, as plantas
cultivadas sob saturacéo de 50% na dose de 0,5 mg dm™ de Ni apresentaram concentragdo de P
nas folhas semelhante aos teores maximos obtidos nas plantas cultivadas sob saturacdo de 70%.
Os teores de K nas folhas de girassol ficaram abaixo da faixa adequada, segundo Malavolta et al.
(1989), apenas nos tratamentos 0,1 mg dm™ de Ni sob VV50% e 0,0 mg dm™ de Ni sob VV70%,
enquanto todos os tratamentos avaliados apresentaram plantas de girassol com teores foliares de
Ca acima do adequado de acordo com a mesma tabela de referéncia. O teor de Mg foi
influenciado pelos dois fatores em estudo e pela interacéo destes, a dose de 0,5 mg dm™ de Ni foi
a que proporcionou maior concentragdo de Mg nas folhas de girassol entre as doses de Ni

avaliadas sob saturacdo de 50%, no entanto, ndo promoveu 0s teores maximos de Mg obtidos
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pelas plantas cultivadas sob saturacdo de 70%. Semelhante ao Ca os teores de S foram muito
superiores a faixa estabelecida por Malavolta et al., (1989) para a cultura do girassol.

Tabela 6. Concentracdo de macronutrientes em folhas diagnosticas de girassol submetidas a doses
de niquel e saturacdes por base (V%)

Doses de niquel
00mgdm®  01mgdm® 05mgdm® 10mgdm® 10,0 mgdm?
____________________ - g kg'l e e
N v50%* 21,64 +1,87% 22,38 +0,39"® 18,88 +456" 2455 +252%8 2482 +272
V70%® 21,68 +2,12#8 22,68 +2,07# 24,36 +349* 16,40 +1,04"® 21,86a +442%8

P wvsow® 1,60 =+0,13"® 1,54 +0,11®® 2,04 =+0184 1,68 +0,09® 158 +0,04%®
V70%* 2,02 +0,07 1,68 +008® 1,71 =+023" 1,89 +0,10*® 2,12 +021"

K v50%* 30,00 +2,45® 29,25 +350® 35,75 +450” 30,00 +0,82"® 36,25 +1.26*
V70%* 29,75 +3,30®® 36,00 +163* 30,25 +0,95°® 34,25 +369%° 32,25 +206™®

Ca Vv50%° 26,54 +650" 24,03 +263° 27,37 +7,73" 24,13 =+088" 27,92 =+246"
Vv70%® 33,13 +434* 30,44 +227° 34,96 +1,08* 32,99 +363* 28,24 +440"

Mg vs50%° 1,79 +005® 1,71 +024°® 2,34 +049" 1,82 +0,08"® 1,73  +0,14°
v70%® 3,10 +0,20 2,45 +033® 3,10 =+0284 3,52 +017 2,49 +0,26%®

S v50% 8,91 +136“ 7,09 +094® 7,38 +059%8 7,07 £046® 6,78  +0,49"

Vv70%: 8,37 +085" 7,57 +090“® 836 +056"8 6,16%°° +116® 8,88 +0684
(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interacdo F1 x F2). F = Fator. N(™)(™)(**); P(**)(**)(**); K(™)(*)(**);

Ca(**)(™)(™); Mg(C*)(**)(**); S(™)(**)(*). ™ = ndo significativo. ** significativo ao nivel de 1% de

probabilidade. * significativo ao nivel de 5% de probabilidade. Minudscula: coluna. Maidscula: linha.

Quanto aos micronutrientes (Tabela 7), Cu e Zn tiveram seus teores foliares
influenciados pelos tratamentos aplicados. As plantas que apresentaram maior acimulo de Fe
foram as cultivadas entre as doses 0,1 a 1,0 mg dm™ de Ni sob saturacdo por bases de 50%.
Da mesma forma, o girassol apresentou maior teor de Mn nas folhas quando cultivado sob
saturacdo de 50%, indiferente da dose aplicada. O contrario ocorreu com o B, no qual os

maiores teores foram observados nas plantas sob saturagdo por bases de 70%, sendo que nesta



condigdo de cultivo as maiores doses de Ni aplicadas contribuiram para a diminuicéo do teor
de B nas folhas. O Ni teve seus teores influenciados pelos dois fatores e a interacdo destes.
Plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 50% apresentaram maiores teores de Ni nas
folhas diagnosticas. As maiores doses de Ni aplicadas proporcionaram maiores teores foliares
do elemento. A variacdo dos teores foliares de Ni nas plantas de girassol cultivadas sob as
doses de Ni entre 0,0 e 1,0 mg dm™ foram pequenas, ndo diferindo estatisticamente.
Entretanto, para a maior dose de Ni aplicada (10,0 mg dm™) as plantas apresentaram teores
foliares de Ni superior a 600% nas plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 70% e quase
900% nas plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 50% em relacdo ao tratamento
controle (sem adicdo de Ni). Esse mesmo contraste foi observado por Ahmad et al. (2011) na

comparacdo das mesmas doses utilizadas em dois hibridos de girassol.
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Tabela 7. Concentracdo de micronutrientes em folhas diagndsticas de girassol submetidas a doses

de niquel e saturagdes por base (V%)

Cu

Fe

Mn

Zn

Ni

Doses de niquel

V50%® 17,26
V70%* 14,36

V50%°* 140,38
V70%° 140,66

V50%°* 400,56
V70%° 395,03

V50%* 73,95
V70%* 59,89

Vv50%° 30,03
V70%* 38,40

V50%? 3,34

0,0 mg dm? 0,1 mg dm? 0,5 mg dm™ 1,0 mg dm™ 10,0 mg dm™
mg kg™

+301" 13,71  +392* 13,14 +366* 11,25 +201* 15,78 +4,05"
+463* 13,35 +186" 12,21 +213* 1424 +283* 14,29 +323"
+28,33¥8 167,37 +16,68* 149,31 +10,31*® 160,55 +13,72* 129,17 +5,60%®
+1531% 141,31 +16,85" 115,83 +9,74" 134,64 +913"* 134,61 +12,92%
+2332% 515,10 +156,80" 428,80 +98,04* 57551 +7645" 454,99 +19,69"
+3520% 287,47 +1433% 246,07 +19,89® 467,72 +7247* 361,24 +156,61°°
+1368* 70,34 +1252% 62,38 +626% 62,2 +918* 71,70 +1477%
+1157% 48,63 +352* 61,70 +1233* 66,47 +393* 70,92 +654"
+1,37"8 35,10 +3,98%8 37,70 +266* 28,42 +496"™ 3525 +278%8
+4,13% 40,74  +495%* 36,15 +797%% 3589 +182#% 30,99 +149%
+0,55® 3,56 +0,32%% 333 +055® 495 +021® 29,02 +319%
+0,27%® 2,85 +0,08® 3,13 +025® 3,08 +015" 20,09 +1.21°

V70%° 2,95

(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interagdo F1 x F2). F = Fator. Cu(™)(™)("™); Fe(**)(*)(*); Mn(**)(**)("™); Zn (™)(™)(™);

B(*)(*)(*); Ni(**)(**)(™). ™ = nio significativo. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade. * significativo ao nivel

de 5% de probabilidade. Mindscula: coluna. MaiUscula: linha.
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Girassol parte aérea

Tabela 8. Concentracdo de macro e micronutrientes na parte aérea e de niquel nas raizes de plantas de

girassol submetida a doses de niquel e saturacdes por base (V%)

Doses de Ni
0,0 mg dm’ 0,1 mg dm™ 0,5 mg dm™ 1,0 mgdm™ 10,0 mg dm™
____________________ - g kg'l e ——————
N vso%n® 844 +017 7,85 +0,38*® 558 +0,18® 7,01 +058% 6,58 +126¥8
V70%° 6,34  +293** 583 +o066* 7,16 +117 525 +039"™ 578 +1,20

Ca wvs50%® 11,37 +0,94* 13,89 +0,39 11,60 =+139% 11,21 +045* 15,74 +0,66*
V70%* 13,92 +1,63* 11,73 +222» 14,19 +383* 11,86 +3,154 114  +1.49"

Mg vs0%® 3,23  +097"® 4,13  +058"% 3,04 +067™® 258 +038® 450 +0584

v7o%® 519  +099 4,93 +017 536 +067* 556 +135* 490 +056*
-------------------- - mg kg™

Cu wvs0%* 559  +260" 465 +1,79% 204 +053* 3,72 +048" 2,80 +123"

V70%* 3,79  +1,82° 2,12  +052% 422 +190° 329 +189" 2,07 +037"

Zn Vv50%* 99,28 +37,62% 38,01 +0,24° 32,64 +0,10°° 120,78 +14,46* 50,75 +9,28°°
V70%® 86,28 +2272* 65,28 +1097* 60,36 +441* 66,26 +2455" 93,00 +14,83*

Mn Vvs50%* 362,22 +13528® 157,64 +2592°¢ 181,07 +24,28°C 407,14 +5396* 221,08 +57,29%C
Vv70%°® 206,11 +91,00* 204,17 +1,92% 219,84 +5091" 177,42 +6,65" 271,81 +2336*

Fe wvs0%* 190,42 +32,87° 171,35 +20,08* 147,13 +4,38* 199,10 +2167* 181,32 +16,79"
V70%* 176,77 +30,08* 197,53 +2518* 186,29 +3424" 172,66 +284* 196,37 +14,69"

Ni  v50%* 0,00 +0,00%® 0,26 +0,12*® 0,85 +0,74® 127 +027® 1056 +230*
Vv70%° 0,69  +0,10%® 0,81 +0,14® 1,03 +017® 1,71 +060® 5,22 +1,79"

NiR V5006t 3,01  +0,18%® 466 +042® 587 +021®® 948 +1,04® 4951 +9534
Vv70%® 2,90  +0,61%® 3,17 +053® 506 +155® 6,87 +1,80% 30,02 +578"

(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interagdo F1 x F2). F = Fator. N(*)("™)(*); Ca(™)(™)(*); Mg(**)("™)(*); Cu(™)(™)(™); Zn
(™)) (**); M) () *): Fe(™)(™)(™); Ni(*)(**)(**); NiF(**)(**)(**). "™ = ndo significativo. ** significativo ao nivel

de 1% de probabilidade. * significativo ao nivel de 5% de probabilidade. Minuscula: coluna. MaiUscula: linha.

As saturacgdes por bases utilizadas bem como as doses de Ni influenciaram diretamente a
concentragdo dos nutrientes da parte aérea do girassol (Tabela 8). Dos oito elementos

analisados trés deles (N, Ni e Mn) apresentaram maiores concentragdes na parte aérea das
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plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 50%; um (Mg), em nas plantas sob saturacdo
por bases de 70% e; outros quatro (Ca, Cu, Fe e Zn) n&o foram influenciados por esse fator.
Apenas trés elementos (Zn, Mn e Ni) tiveram seus teores na parte aérea do girassol alterados
em funcdo das doses de Ni aplicadas e, somente as concentracfes de Fe e Cu ndo foram
alteradas pela interacdo dos fatores (saturagdo por bases e doses de Ni).

O N da parte aérea das plantas de girassol cultivadas sob saturacdo por base de 50%
diferiu apenas entre o tratamento controle e a dose de 0,5 mg dm™ de Ni, contudo, foram
semelhantes aos demais tratamentos. Ja as plantas cultivadas sob saturacao por bases de 70%
foram semelhantes quanto aos teores de N da parte aérea.

Apenas a dose de 10 mg dm™ de Ni e a saturacdo por bases de 70% incidiram
negativamente quanto aos teores de Ca da PA do girassol, de modo que os demais tratamentos
foram semelhantes. O Mg diferiu quanto a concentracdo na parte aérea do girassol apenas no
comparativo entra as duas saturagfes por bases no tratamento controle e na saturagdo por
bases de 50% entre as doses de 1,0 e 10 mg dm™ de Ni.

As plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 50% com 1,0 mg dm™ de Ni
apresentaram maior concentracdo de Zn e Mn na PA do girassol, porém nao diferiram do
tratamento controle sob mesma saturacgdo por bases. A concentragdo de Ni na PA do girassol
foi inferior aquela verificada nas FD, todavia, seguiu distribuicdo estatistica semelhante na
qual, a saturacdo por bases de 50% proporcionou plantas com maior concentracdo de Ni e a
dose maxima de Ni aplica diferiu das demais. Semelhante aos demais Orgdos da planta,
porém, em concentracdes muito maiores, o Ni nas raizes de girassol (Ni%) foi influenciado
pelos dois fatores isolados, bem como pela interacdo deles. A saturagdo por bases de 50%
proporcionou plantas com maior teor de Ni nas raizes assim maior doses de Ni aplicadas (10
mg dm™ de Ni) foi superior as demais doses.Os valores observados nas plantas de girassol
seguem a premissa de Chen et al. (2009), da qual cerca de 50% do total do Ni das plantas se

concentram nas raizes

Girassol gréaos

A concentracdo de N nos gréos de girassol ndo foi afetada pelos tratamentos (Tabela
9). Os graos apresentaram teor de N muito proximos aos das FD. Semelhante ao verificado na
soja, a concentracdo de Ni nos gréos de girassol apresentou distribuicdo diferente dos demais
orgdos avaliados da planta. Na saturacdo por bases de 70% as plantas apresentaram maiores
teores de Ni nos grdos em comparagéo as plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 50%.

Esses resultados ressaltam a dificuldade em estabelecer niveis criticos foliares para garantir o
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fornecimento aos Orgdos drenos, uma vez que a redistribuicdo é variavel em funcdo da
saturacdo por bases a qual a planta foi cultivada. Destaca-se que Raij et al., (1997)
recomendaram a saturacdo por bases de 70% para os solos agricolas do Estado de Séo Paulo.
O fato do N ndo ter sido influenciado pelo Ni pode ser justificado em parte pelo contetudo de
Ni das sementes utilizadas no experimento. A concentracdo de Ni das sementes de girassol
utilizadas no experimento foi em média dez vezes maior que a concentracdo de Ni das
sementes de soja que geraram plantas responsivas ao Ni em relacdo a concentracdo de N dos

gréos.

Tabela 9. Concentracéo de N (g kg™) e Ni (mg kg™) em gréos de girassol submetidos a doses

de Ni e saturagdes por base (V%)

Doses de Ni

00mgdm® 01mgdm® 05mgdm® 10mgdm® 10,0 mgdm?

____________________ - - g kg'l [
N vs50%* 20,64 +043* 19,20 +240" 18,94 275" 20,18 +354" 20,79 +1.22*
Vv70%® 20,42 +123* 20,96 +1,15* 19,46 +285* 21,31 +053* 18,92 +161°

Ni  v50%° 0,52 +0,13° 0,60 +0,35° 042 =+003° 3,10 +0,13® 7,57 =+1,10"

v70%* 0,37 +014° 0,63 +011®° 104 +016"° 2,43 +0,33° 14,12 +220"
N)™®)(™); NiG*)(**)(**). ™ = ndo significativo. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade. *

significativo ao nivel de 5% de probabilidade. Minuscula: coluna. Maitscula: linha.

Conclustes
A utilizacdo de niquel mesmo em doses pequenas associadas as saturacfes por bases de 50 e
70% influenciaram diretamente nas caracteristicas agrondmicas da soja e girassol, bem como no
balanco dos nutrientes. A saturacdo por bases de 70% proporcionou plantas com melhores
resultados para as caracteristicas agronémicas avaliadas. Ainda sob saturagdo por bases de 70% as
plantas que receberam 0,5 mg dm™ de Ni apresentaram as melhores caracteristicas agronémicas
com destaque para a soja que apresentou maior teor de N nos gréos. A redistribuicdo do Ni das
folhas para os grdos é variavel ndo s6 em funcdo das doses de Ni aplicadas, mas também da
saturacdo por bases, na qual as plantas se desenvolveram, dificultando assim o estabelecimento de
niveis criticos foliares.
Estudos complementares sobre concentracdo de Ni em grdos de plantas cultivadas sob os
principais solos agricolas do pais, bem como suas respectivas respostas a adubacdo com Ni

podem predizer a real necessidade da suplementacdo de Ni para as culturas comerciais.
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CAPITULO IV - CONCENTRAGCAO DE ACIDOS ORGANICOS, ATIVIDADE
ENZIMATICA E ANALISE ULTRAESTRUTURAL EM TECIDOS DE SOJA E
GIRASSOL SUBMETIDAS A SATURACOES POR BASES E DOSES DE NIQUEL

Resumo
Embora o niquel (Ni) seja reconhecido como micronutriente, sua acdo no metabolismo e na
atividade de algumas enzimas vegetais ainda ndo séo totalmente conhecidas. Objetivou-se
avaliar o efeito de duas saturacfes por bases (V50 e V70%) e cinco doses de niquel (0,0; 0,1;
0,5; 1,0 e 10,0 mg dm™) nos cultivos de soja e girassol. O trabalho constou de dois
experimentos realizados em vasos em esquema fatorial 2 x 5, com quatro repeticbes. No
primeiro experimento as plantas de soja foram cultivadas até o estadio R1, ocasido em que as
folhas utilizadas para diagnose e nodulos foram colhidas e utilizadas para andlises. Em
sequida, efetuou-se o cultivo de plantas de girassol nos mesmos vasos (tratamentos) do
cultivo com soja. O girassol também foi cultivado até estadio R1, quando se retiraram folhas e
raizes para analises. Avaliaram-se nas folhas as atividades da urease e da redutase do nitrato.
Foram determinadas nas folhas raizes e nddulos as concentra¢fes dos acidos organicos
oxalico, maldnico, succinico, malico, tartarico, fumarico, oxaloacético, citrico e latico, por
meio de cromatografia liquida. A atividade da redutase do nitrato ndo foi influenciada pelos
tratamentos. As doses de Ni influenciaram positivamente a concentracdo de N nas folhas. A
maior atividade da urease ocorreu nas plantas cultivadas com as maiores doses de niquel, sem
efeito das saturacdes por base. Constatou-se interacdo doses de Ni x saturacdes por bases para
as concentracdes de acidos organicos na soja, as quais apresentaram as maiores concentracoes
com a saturacdo por bases de V70% na dose de niquel de 0,5 mg dm™, enquanto para o
girassol as maiores producdes de acidos organicos foram observadas na saturacdo por bases
de V70% e menores doses de Ni. Para as maiores doses de Ni as concentracfes dos acidos
foram semelhantes nas duas saturagdes por base. Apenas as raizes de girassol foram

ligeiramente afetadas estruturalmente nos tratamentos que receberam maior dose de Ni.

Introducéo

Dos elementos com essencialidade reconhecida para as plantas o niquel (Ni) foi o
ultimo a ser considerado micronutriente pelas literaturas classicas (MARSCHNER, 1995;
EPSTEIN; BLOOM, 2005; MALAVOLTA, 2006), que referenciam entre outros, 0s
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trabalhos de Dixon et al. (1975), Eskew et al. (1983) Brown et al. (1987). Este
micronutriente esta envolvido na atividade da urease (EC 3.5.1.5 - enzima que hidrolisa a
ureia em amonia-NH; e gas-carbénico-CO,), importante para a reassimilacdo do nitrogénio,
via ciclo da ureia.

Os primeiros relatos da deficiéncia de Ni sdo datados de 1918, com o sintoma que
ficou posteriormente conhecido como “orelha de rato”, expressdo usada para descrever o
estado severo da desordem apresentada pelas folhas jovens de arvores de Nogueira-pecd
(Carya illinoensis K.) deficientes em Ni (WOOD et al., 2004a). Essa deficiéncia limita a
acdo da urease, causando manchas necroéticas nas folhas em funcdo do acimulo de ureia.
Como consequéncia o metabolismo de ureideos, aminoacidos e de acidos organicos €
perturbado. O acumulo de &acido oxalico e latico é também relatado como uma resposta
metabolica a deficiéncia de Ni (WOOD et al., 2004b; BAI et al., 2006).

Plantas deficientes em Ni acumulam nitrato como uma consequéncia da baixa
atividade de desidrogenase de malato, visto que a atividade enzimatica fornece energia para
0 processo de reducdo de nitrato (BROWN, 2006). Existem algumas evidéncias da relacao
entre assimilacdo de nitrato e os teores de nitrogénio (N) e Ni em plantas de café (REIS et
al., 2009; 2011) e, por fim, o acumulo de produtos do metabolismo secundario (WOOD et
al., 2004b). Quanto a importancia do Ni na atividade da urease em microrganismos do solo,
Ureta et al. (2005) demonstraram que o baixo nivel de Ni nos solos agricolas pode limitar a
atividade da hidrogenase simbi6tica de Rhizobium leguminosarum, resultando na deficiéncia
de N para plantas que dependem desta relagdo mutualistica para suprimento deste nutriente.

No entanto, a literatura apresenta um numero muito maior de trabalhos que apontam
os efeitos toxicos de Ni para plantas se comparados aos que apresentam deficiéncia. 1sso
porque, existe um intervalo muito estreito entre a exigéncia nutricional em Ni — algumas
vezes relatadas como picograma ou micrograma por kg - e a concentracdo toxica de Ni para
as culturas. Em muitos casos as alteragcdes ultra-estruturais a nivel celular antecedem
sintomas visuais provocados por desordem fisiologicas, seja pela deficiéncia e, ou,
notadamente em condigdes de toxidez por elementos. Epsten; Bloom (2005) descrevem a
sequencia dos sintomas visuais iniciadas por alteraces a niveis moleculares, seguidas de
lesGes subcelulares e por fim as alteragcdes ultra-estruturais que antecedem as desordens
visiveis a olho na. Os mesmos autores destacam as técnicas de microscopia para avaliarem
as desordens ultra-estruturais como ferramenta para auxiliar nos estudos de nutrigdo mineral

de plantas.
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Em niveis moleculares, a fitotoxicidade do Ni é descrita como resultado de sua agéo
no fotossistema, causando distdrbios no ciclo de Calvin e inibicdo do transporte elétrénico
devido as quantidades excessivas de ATP e NADPH acumuladas pela ineficiéncia das
reacOes da fase bioquimica (KRUPA et al., 1993; YUSUF et al., 2011). Outros relatos de
fitotixicidade por Ni em diferentes niveis ou ndo completamente descritas sdo: interferéncia
na absorcdo de nutrientes (CROOKE; INKSON, 1978); redugédo na producdo de sementes
(PICCINI; MALAVOLTA, 1992); diminuicdo da concentracdo de clorofila observado em
folhas de café (PAVAN; BUIGHAM, 1982); milho (BACCOUCH et al.,, 1998); e
concentracdo de Ni em grdos de feijdo a niveis inapropriados para consumo (BERTON et
al., 2006).

Apesar de todos os relatos acerca da deficiéncia, essencialidade e toxidez de Ni, uma
gama de autores afirma ainda que pouco se sabe sobre 0 comportamento deste elemento na
nutricdo mineral de plantas (BERTON et al., 2006; POLACCO et al., 2013).

No Brasil, ndo existem critérios de recomendacdo de adubacGes que contemplem a
aplicacdo de Ni para as culturas, embora a comercializacdo de fertilizantes contendo Ni esta
prevista e autorizada desde 2007, pela Legislacdo brasileira de fertilizantes do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Niveis foliares de referéncia, criticos ou
toxicos também ndo sdo apresentados. Acredita-se que os teores naturais de Ni no solo e, ou,
a utilizacdo de outras praticas agricolas (aplicacdo de fungicidas e inseticidas) supram a
necessidade das culturas. Neste sentido, poucos sdo os trabalhos que visam avaliar “doses
nutricionais” de Ni para condig¢des tropicais com destaque para o estudo de Neves et al.
(2007), os quais verificaram respostas positivas do acréscimo de Ni as plantas de umbu
(Spondias tuberose), cultivadas em solucdo nutritiva até a dose de 0,03 mmol L™,
reportando a evidéncia de fome oculta.

Na solucdo do solo o Ni se encontra predominantemente na forma Ni(H,0)¢>*. Porém,
nem todo Ni presente no solo esta disponivel as plantas. A elevacdo do pH do meio, a matéria
organica (SENESI et al., 1989) e a capacidade de troca catiénica (CAMARGO et al., 1989)
podem contribuir para reducdo das formas disponiveis de Ni no solo.

Sabendo-se que o Ni no solo apresenta disponibilidade varidvel em funcdo das
propriedades quimico-fisicas do meio e que sua concentracdo nas plantas interfere
diretamente no desenvolvimento das mesmas, se faz necessario estabelecer critérios de
avaliacdo que possam evidenciar o efeito do Ni na fisiologia das plantas supridas com este
elemento. Para tanto, objetivou-se neste trabalho avaliar a concentragdo de acidos organicos

(oxalico, malénico, succinico, malico, tartarico, fumarico, oxaloacético, citrico e latico) e as
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atividades da urease e redutase do nitrato em plantas de soja e girassol submetidas a dois
niveis saturacdes por bases (V%) e cinco doses de Ni.

Material e métodos

Descric¢ao do experimento

O experimento foi desenvolvido em vasos com capacidade de 10 dm®, em casa de
vegetacdo no municipio de Piracicaba — SP, localizado a 22°43°12”S e 47°38’54”0, com
580 m de altitude. Para preenchimento dos vasos foram utilizadas amostras da camada de 0
— 20 cm de um Nitossolo coletado na area experimental da Agencia Paulista de Tecnologia e
Agronegdcios (APTA), unidade de Piracicaba — SP.

Foram utilizados 40 vasos distribuidos inteiramente ao acaso, com quatro repeticoes
cada tratamento, utilizando esquema fatorial 2 x 5 (duas saturac6es por base de 50 e 70% e
cinco doses de Ni: 0; 0,1; 0,5; 1,0 e 10,0 mg dm™ de solo). Os vasos foram cultivados com
soja e sucedidos por girassol. As doses de Ni foram estabelecidas conforme os resultados
apresentados por Dalton et al. (1985), por Atta-Aly (1999); por Kevresan et al. (2001) e por
Milosevic et al. (2002).

Desenvolvimento do experimento
Conducéo das culturas

Os vasos foram preenchidos com um volume de 8,8 kg/vaso de terra equivalente a 8
dm?® para uma densidade de 1,1 kg dm=, conforme mensuracdes em laboratério. As
caracteristicas fisico-quimicas da terra foram: pH (CaCl,) 5; matéria organica 40 g dm™; P
(resina) 20 mg dm™; K 2,9 mmol, dm™; Ca 33 mmol, dm™; Mg 10 mmol. dm™; H+Al 53
mmol, dm™; Al 1 mmol, dm®Ni (DTPA) 0,04 mg dm™. Simultaneamente ao preenchimento
dos vasos, foi realizada a calagem individualmente, seguindo o método de saturacdo por
bases e com dosagem necessaria para atender os respectivos valores de saturagdo por bases.
Foi utilizado calcério do tipo filler com PRNT 99% e, apds sua incorporagdo os vasos foram
irrigados de maneira que mantiveram 50% da capacidade de campo e permaneceram nesta
condicdo até a semeadura, a qual foi procedida apos 30 dias.

Utilizaram-se sementes de soja da cultivar Codetec 202 inoculada conforme método
preconizado por Raij et al. (1997), utilizando-se bactérias B. japonicum estirpe Semia 5079.
A adubacédo de manutencdo seguiu metodo preconizado por Malavolta et al. (1989), com
omissdo de N (garantido pela inoculagdo) sendo aplicadas as seguintes concentracfes em
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ppm: P 200; K 150; Ca 75; Mg 15; S 50; B 0,5; Cu 1,5; Fe 5; Mo 0,1; Zn 5. O Ni foi
aplicado por meio de solugéo estoque 2,7 mmol L™ utilizando-se sulfato de niquel hidratado
(NiSO,.- 6H,0), de acordo com cada tratamento.

Por ocasido do florescimento (estadio fenoldgico R1), seguindo escala fenologica de
Fehr; Caviness (1977), foram coletadas as folhas recomendadas para dignose
(MALAVOLTA et al., 1997) e nddulos das raizes. Imediatamente apds a retirada das plantas
de soja, os vasos foram semeados com girassol (hibrido HB 29) sendo realizada apenas a
adubacdo de manutencdo (sem adicdo de Ni), seguindo as mesmas doses mencionadas
acima, acrescida de 300 ppm de N fornecido em duas épocas: 52,3 ppm de de N via nitrato
de célcio na semeadura e o restante em cobertura via ureia. No estddio R1 do girassol,
seguindo escada fenoldgica de Schneiter; Miller (1981) foram coletadas as folhas

recomendadas para diagnose e raizes secundarias.

Anélises laboratoriais

Nas folhas diagndsticas de soja e girassol foram determinadas as atividades de
redutase do nitrato, urease e a concentracdo de acidos organicos: oxalico, maldnico,
succinico, malico, tartarico, fumérico, oxaloacético, citrico e latico. Estes mesmos &cidos
organicos foram também determinados em nddulos de soja e raizes secundarias de girassol.

Para determinacdo da atividade da redutase do nitrato as amostras frescas (0,2 grama)
de folhas diagndsticas foram incubadas por duas horas em meio de KNOj3 (4 mL) em tampao
fosfato. Ap6s a incubacdo, 1 mL foi retirado do meio incubado e 0 NO,™ presente nessa
aliquota foi determinado por adi¢do de 1 mL de &cido sulfanilico e HCI a 20% para paralisar
a reacdo, seguindo-se a adi¢do de 1 mL de alfa-naftilamina para desenvolver a cor résea ao
reagir com o NO,". A leitura foi realizada em colorimetro equipado com filtro de 560 nm
(MULDER et al., 1959).

A atividade de urease foi realizada conforme método proposto por Hogan et al.
(1983) que consiste na encubacdo das amostras do tecido vegetal em tampé&o fosfato (pH
7,4) com ureia e suprimida a influencia de organismos contaminantes. Parte do extrato é
encubado novamente na presenca de condicionantes de aménio com posterior determinagdo
em fotometria de absor¢do molecular (MCCULLOUGH, 1967).

Para determinacdo dos acidos organicos, 0,2 grama de material vegetal (folhas
diagnose, nddulos e raizes secundarias) fresco e refrigerado a -5° C foi macerado com 20
mL de &lcool etilico 80%, com valor de pH corrigido para 2,1 (utilizou-se de solu¢do H,SO,

a 0,5 mol/L). Em seguida o extrato foi submetido a filtro de 45 um e refrigerado novamente.
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Imediatamente antes da analise, foi coletada uma aliquota de 0,1 mL dos extratos que foi
evaporada com nitrogénio e reidratada novamente voltando ao volume original. As analises
dos &cidos organicos foram realizadas por meio de cromatografia liquida (HPLC), com
sistema de dupla bomba, e detector ultra violeta com lampada de deutério a 210 nm e coluna
de hidrogénio de troca ibnica tipo AMINEX. As condi¢des de operacdo consistiram de
H,SO, 0,008 N, na fase mével, a uma taxa de vazdo de 0,6 mL min™, & temperatura
ambiente (25 °C) e 66 atmosferas de pressao. Foram injetados 25 pL por amostra com tempo
de corrida de 20 minutos, com mais 10 minutos para estabilizacdo do aparelho. As misturas-
padrBes de calibracdo foram compostas pelos acidos organicos em estudos, com no minimo
5 concentragdes de cada. O limite minimo de deteccdo do método foi de 2 ppm para 0s
acidos: latico, malénico, malico, tartarico e citrico; 1 ppm para: oxalico e succinico; 0,5 ppm
para oxaloacético e; 0,1 ppm para o fumarico. A quantificacdo se deu por comparagdo dos
picos em funcdo do tempo de retengdo (AUGUSTE, 1979).

Ao longo das raizes secundarias do girassol coletadas no estddio R1, foram
realizadas avaliagdes estruturais destes tecidos. Para tanto, esses materiais foram fixados em
solucdo de Karnovsky modificado: glutaraldeido 2%, paraformaldeido 4%, cloreto de calcio
5 mmol L-1 em tampdo cacodilato de s6dio 0,1 mol L-1, pH 7,2 por 48 horas a 4°C, lavadas
em tampdo cacodilato de sodio 0,1 mol L-1 (3x 15 min.) e pds fixadas por 1 hora com
tetroxido de dsmio 1% em tampéo cacodilato de sodio 0,2 mol L-1. Ap0s rapidas lavagens
em solucdo salina 0,9%, foram coradas “em bloco” com acetato de uranila 2,5% em agua
overnight a 4°C. Posteriormente, foram desidratadas em séries crescentes de acetona em
agua (25, 50, 75, 90 e 100%). As amostras foram incluidas em resina Epon 812 ou Spurr,
segundo Luft (1961).

Os cortes ultrafinos (60-90 nm) foram depositados sobre telas de cobre recobertas
com colddio, contrastados com acetato de uranila 2,5% e citrato de chumbo conforme
REYNOLDS (1963) e, em seguida, foram examinados ao microscopio eletronico Zeiss EM-
900 operando a 50kV e ampliagéo de 3.000 e 4.400 X.

Para os nodulos das raizes de soja realizou-se cortes longitudinais dos nédulos ainda
frescos, recém coletados, dividindo estes ao meio para captacdo de imagem. Ainda nos
nodulos, seguindo procedimento de cortes semelhantes aos praticados para esteroscopia, foi
realizada leituras de cores com auxilio de um colorimetro digital. As leituras ocorreram em
triplicatas para cada repeticdo e os resultados foram expressos pela escala L*, a* e b* que

consiste em trés coordenadas cartesianas: luminosidade (L*), tonalidade esverdeada-
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avermelhada (a*) e; tonalidade azulada-amarelada (b*). Os dados obtidos serdo submetidos
a anlise de correlagdo com os teores de N e/ou Ni em diferentes partes da planta.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia. Nos casos em que 0
teste F foi significativo a 1 ou 5% de probabilidade, aplicou-se o teste de médias a 5% de
probabilidade, utilizando o esquema fatorial. Quando ndo se verificou interagdo entre os
fatores, realizou-se o teste de tukey para cada saturacdo por bases. Foram realizados testes
de correlacdo entre os teores de N e &cidos organicos nas folhas. Também foram realizadas
correlagdes entre os acidos organicos e os teores de N determinados em folhas diagnose e

apresentados no capitulo anterior.

Resultados e discusséo
Atividade enzimética

N&o foi observada interacdo entre as doses de Ni e as saturagfes em bases para a
atividade da redutase do nitrato avaliadas nas folhas da soja (Tabela 1) e do girassol (Tabela
2). Verifica-se que os valores encontrados para atividade da enzima redutase do nitrato
foram menores que aqueles relatados na literatura tanto para soja (TOLEDO et al., 2010),
quanto para o girassol (JABEEN; AHMAD, 2011). Mishra; Dubey (2011), trabalhando com
doses de Ni em arroz, verificaram decréscimo da atividade da enzima redutase do nitrato a

medida que se elevaram as doses de Ni.

Tabela 1. Atividades da urease e da redutase do nitrato (RN) em folhas utuilizadas para diagnose, de

plantas de soja submetidas a duas saturagdes por bases e cinco doses de niquel

Doses de Ni
0.0 mg dm™ 0.1 mg dm™ 0,5 mg dm™ 1.0 mg dm™ 10.0 mg dm™
umol N-NH," g'l h
Urease V350% 34847 9653 44425 2435 448,64 3667 42172 +20.88% 45432 42059

V70% 270,00 246,68 331,07 24844 451,57 23247 450,20 2761 461,28 £23.74*

umol NOy’ g'l h'
RN wvs0% 152 =111 1.2 +0.83* 1,08 +].11 0.29 =0,38 0.45 =0.23
v70% 083  =+105* 1,71 +1.08* 175 +0.68 1,12 =0.77 1,11 =0.35

(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interagdo F1 x F2). F = Fator. urease(*)(**)(**), redutase do nitrato(*)(*)(*) letras mimisculas: F1:
maitisculas: F2. ™ = ndo significativo. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade. * significativo ao nivel de 5% de

probabilidade. Mindscula: coluna. Maitscula: linha.
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Os baixos valores observados para a atividade de redutase do nitrato em soja podem
em parte ser justificado pela principal fonte de N disponivel para a planta que é o N-organico
oriundo da fixacdo bioldgica. Como ocorrem apenas conversfes acidas (o N-atmosférico
passa para amina - NH,) e este é convertido em amdnia/amonio (NHs/NH;") ainda nos
nodulos), provavelmente as formas de N-nitrico na planta sejam limitadas. Weissman (1972),
trabalhando com fontes de N (nitrato e amonio) para as culturas da soja e girassol, verificou
atividade nula da redutase do nitrato tanto nas folhas como nas raizes, quando se utilizou
apenas amonio como fonte de N. Nelson et al. (1983) reportaram que a atividade dos nodulos
também pode contribuir para diminuicdo do nitrato na planta e por consequencia diminuir a
atividade da enzima. Para a baixa atividade da enzima nas folhas de girassol duas hipdteses
sdo levantadas. A primeira se refere a ureia utilizada como principal fonte de N no
experimento. Como no solo a ureia passa de amina para amoénio e ambos podem ser absorvida
pelas plantas (WITTE, 2011) ou oxidada a nitrato mediada por bactérias nitrificadoras
(SILVA; VALE, 2000), e o processo de nitrificacdo do N do solo pode levar até 30 dias
(CANTARELLA, 2007), a absorcdo de aménio pode inibir a absorcdo de nitrato
(KRONZUCKER et al., 1999), assim como a aménia absorvida pode interferir diretamente na
atividade da redutase do nitrato. Fontaine et al. (2006) verificaram que plantas de arroz
apresentam preferéncia do uso direto da amonia via GS/GOGAT ao invés da rota GDH. A
segunda hipdtese seria a reducdo do nitrato a nitrito ocorrer em outra parte da planta.
Matraszek (2008) verificou que a atividade da enzima redutase do nitrato pode variar em
funcédo da planta teste, concentracdo de Ni, fonte de N e também do érgédo da planta analisada.
O mesmo autor verificou que fornecendo aménio como Unica fonte de N para plantas de
Tetragonia expansa, a atividade da enzima redutase do nitrato € muito alta nas raizes e baixa
nas folhas, com valores préximos aos verificados em nosso trabalho. Mishra ; Dubey (2011)
verificaram também que a variacdo entre a atividade de enzima redutase do nitrato pode
ocorrer em fungéo de diferentes cultivares de uma mesma espécie.

Constatou-se interacdo das doses de Ni e niveis de saturacdo por bases para a atividade
da urease determinada nas folhas utilizadas para diagnose na soja, enquanto para o girassol
(Tabela 2) observou-se somente efeito isolado do das doses de Ni. A atividade da urease nas
plantas de soja cultivadas sob VV50% foi superior aquela constatada nas plantas do tratamento
controle com a dose de 0,1 mg dm™ de Ni cultivadas sob V70%, nédo diferindo a partir desta,
enquanto as doses de Ni influenciaram positivamente a atividade da enzima nas maiores
doses. Este efeito ja era esperado uma vez que, as doses de Ni utilizadas no experimento nédo

promoveram efeito de toxidez nas plantas. A diferenca da atividade de urease entre o
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tratamento controle e a maior dose de Ni aplicada, para o girassol foi de mais de 146%,
enquanto para soja foi de 130% na V50% e de 170% na VV70%. Estes resultados indicam que,
devido a relacdo elemento/enzima, a atividade da urease constitui-se em ferramenta
complementar ao monitoramento do estado nutricional em Ni nas plantas, se comparada a
atividade da enzima redutase do nitrato. Deve-se enfatizar também que, a urease constitui-se
de seis sub unidades, sendo que cada sub unidade contém dois &tomos de Ni (DIXON et al.,
1975).

Tabela 2. Atividades da urease e da redutase do nitrato (RN) e em folhas utilizadas para diagnose de

plantas  de girassol submetidas a duas saturagdes por bases e cinco doses de niquel

Doses de Ni
0,0 mg dm™ 0.1 mg dm™ 0.5 mg dm™ 1.0mgdm™ 100 mg dm™

umol N-NH, g b
Urease V50% 322.65 +117.28* 244,08 =8287* 315,69 £29.03* 388,02 +39.34* 370,99 226824
V70% 167,35 +1437% 279,61 +75.17*F 298,11 +9228*F 34938 17824* 347,00 1592*
umol NOy ¢! b
RN wvs0% 0,35 =037 1,33 =114* 044 =078 176 =103* 1,08 =107*

v70% 1,31 =057 1,20 =+091* 1,21 =091 1,13 =+1.04* 099  +p424
(F1: V%) (F2: doses de Ni) (Interaciio F1 x F2). F = Fator. urease(™)(**)(*). redutase do nitrato(™)(*)(*™): letras minusculas:

F1; maitisculas: F2. ™ = ndo significativo. ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade. * significativo ao nivel de 5% de

probabilidade. Mimiscula: coluna. Maiuscula: linha.

A maior atividade da urease verificada na soja cultivada com V50% em comparacgao as
cultivadas com V70%, nas menores doses de Ni aplicado se deu em fungéo do pH, uma vez
que, este é fator determinante para a disponibilidade do Ni, de modo que, pode-se inferir que
na V70% houve maior adsorcdo de Ni ao solo o que restringiu a disponibilidade as plantas.
No caso do girassol, a saturacdo por bases ndo influenciou na atividade da urease, porém as
menores doses de Ni também apresentaram plantas com menor atividade da enzima. Neste
sentido, a propria exportacdo de Ni pela soja pode justificar essa limitacdo, ja que ndo foram

aplicadas outras doses deste elemento apds a colheita da soja.

Acidos organicos

Devido a diferenca de concentracdes dos &cidos organicos entre as partes das plantas,
foi necesséria a utilizagdo de duas unidades de grandeza para apresentacdo dos resultados, de
modo que nas folhas os &cidos organicos foram expressos em g kg™, devido a grande

concentracdo e, para raizes e nddulos utilizou-se mg kg™. A maior concentracéo de acidos
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organicos nas folhas em comparacdo as raizes também foi verificadas por Yang et al. (1997)
que estudaram o efeito do Ni na concentracdo de acidos orgénicos em raizes e folhas de
gramineas. Os autores atribuiram a este efeito a alta mobilidade do Ni no xilema.

Nas folhas de soja (Figura 1) e girassol (Figura 3), dos nove &cidos organicos
avaliados apenas o &cido maldnico foi influenciado pela interacdo dos fatores (saturacfes por
bases e doses de Ni) nas duas culturas avaliadas. A concentragdo do &cido fumérico ficou
abaixo do limite minimo de deteccéo do método (< 0,001 g kg™), tanto para soja, quanto para
girassol, o que inviabilizou a sua determinacdo. O mesmo ocorreu para o acido tartarico (<
0,002 g kg™) e oxaloacético (< 0,005 g kg™) na soja e para o citrico (< 0,001 g kg™) no
girassol. Verifica-se que os &cidos malico e oxalico na soja e latico, succinico e tartarico no
girassol ndo foram influenciados pelo efeito da interacdo saturacdes por bases x doses de Ni.

Os contetdos de é&cidos citrico, latico e maldnico apresentaram comportamento
semelhante nas folhas diagndsticas de soja, 0s quais, por sua vez, ndo foram influenciados
pelas doses de niquel na \V50% e apresentaram maior concentracdo na dose de 0,5 mg dm™ de
Ni na V70%. A excecdo do acido oxalico e succinico, na soja, em geral sob V70% foram
verificadas as maiores concentra¢fes dos acidos organicos. Nenhum dos &cidos avaliados
apresentou maior concentracdo no tratamento controle, estes, sempre ficaram abaixo ou nédo
diferiram dos demais.

O Unico &cido organico determinado em todos os tratamentos para nddulos de soja
(Figura 2) e raizes secundarias girassol (Figura 4) foi o acido succinico. O acido fumarico
também foi determinado em todos os tratamentos, mas somente em raizes de girassol
enquanto o acido maldnico foi determinado nos nddulos de soja apenas na saturacao por bases
de 50%. Os demais &cidos avaliados ficaram abaixo do limite de determinacao (oxalico < 1,00
mg kg™; citrico 1,00 mg kg™*; oxaloacético 5,00 mg kg™; malico 2,00 mg kg™; maldnico 2,00
mg kg™; latico 2,00 mg kg™; tartarico 2,00 mg kg*; fumérico 0,10 mg kg™) ou foram
determinados isoladamente em alguns tratamentos, sendo passiveis apenas de estatistica
descritiva. Nos nddulos de soja o acido oxaloacetico foi determinado nos tratamentos V50%
com a dose de 1.0 mg dm-3 de Ni (25,59 = 12,79 mg kg-1); e 10.0 mg dm-3 (41,01 + 15,93
mg kg-1); também foi determinado o acido latico na V70% na dose 0.0-controle mg dm-3 de
Ni (275,65 + 105,96 mg kg-1). Nas raizes de girassol foram determinados os acidos oxalico:
em V50% nas doses 0.0-controle mg dm-3 de Ni (1,28 + 0,04 mg kg-1); 0.1 mg dm-3 de Ni
(1,31 £ 0,04 mg kg-1); e 10.0 mg dm-3 de Ni (1,20 = 0,16 mg kg-1) e; V70% nas doses 0.1
mg dm-3 de Ni (0,07 £ 0,00 mg kg-1); 0,5 mg dm-3 de Ni (0,09 + 0,02 mg kg-1); 1.0 mg dm-
3 de Ni (0,07 £ 0,01 mg kg-1) e; 10.0 mg dm-3 de Ni (0,07 = 0,01 mg kg-1); acido citrico em
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V50% nas doses 0.0-controle mg dm-3 de Ni (25,87 £ 7,21 mg kg-1); 0.1 mg dm-3 de Ni
(21,26 £ 1,97 mg kg-1) e; V70% na dose de 10.0 mg dm-3 de Ni (17,18 = 10,18 mg kg-1) e;
acido latico em V50% nas doses 0.0-controle mg dm-3 de Ni (797,62 + 94,93 mg kg-1) e 0.1
mg dm-3 de Ni (471,82 £ 9,65 mg kg-1).

O comportamento dos acidos organicos diferem dos indicativos de fitotoxidade
verificados na literatura, em que existem relatos de aumento constante de determinados
4cidos, com destaque para 0 malico e oxalico (LOPEZ-BUCIO et al., 2000), em funcdo das
doses de Ni aplicadas. Dos acidos que sofreram influéncia da interacdo saturacdo por bases x
doses de Ni, os acidos citrico, maldnico e succinico na V70% apresentaram maiores valores
de producédo nas doses intermediarias de Ni. Neste sentido, consideraram-se 0s picos destes
acidos como a condicao ideal das plantas para este estudo. Essa conclusdo baseia-se no
trabalho de Bay et al. (2006) realizado com plantas de pecan com dois niveis de Ni (deficiente
e suficiente), em que avaliaram-se seis dos nove &cidos organicos presentes neste estudo, e
verificaram menor concentragdo dos acidos organicos, a exce¢do do oxalico e latico, em
condicdo de Ni deficiente. Assim, podemos inferir que a maior producdo de acido oxalico na
V50% € um indicativo de stress do qual as plantas de soja sdo submetidas sob estas
condicBes, muito embora, Souza; Lobato (2004) recomendaram este nivel de saturacdo por
bases para o cultivo da soja. Diferente de Raij et al. (1997) que recomendaram uma saturacéo
por bases de 60%.

O resultado mais contrastante deste trabalho é em relacdo ao &cido latico encontrado
também nas plantas que receberam doses intermediarias de Ni, consideradas aqui como
condicdo ideal para soja. Num primeiro momento, com base na literatura, o &cido latico em
grandes concentracGes é uma resposta ao desdobramento da glicose sob condi¢des anaerdbias
(WALKER et al., 1985), porém, esta &€ uma resposta metabdlica a baixa atividade da enzima
urease, que seria consequéncia da deficiéncia de Ni. O acido latico foi reportado por Bai et al.
(2006) como uma resposta ao desdobramento da glicose sob condi¢cdes anaerobias e que
potencialmente pode ocorrer como resposta indireta a deficiéncia de Ni. Estas hipdteses ndo
fundamentam os resultados obtidos visto que, o tratamento que verificou maior concentragéo
de acido latico foi o tratamento que proporcionou as melhores caracteristicas (atividade de
urease, concentracdo de N e acidos organicos) as plantas testadas.

E sugerido que para as maiores concentracdes de &cido latico no tratamento
considerado ideal seja resultado de uma estratégia da planta para obter energia a partir de um
ciclo metabdlico mais curto e rapido, pela via anaerobia a partir da quebra da glicose. Essa

hipdtese é sustentada pelo estadio de desenvolvimento das plantas em que foram coletados os
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tecidos vegetais amostrados. Por se tratarem de plantas com héabito de crescimento
determinado, no inicio do florescimento (periodo em que os tecidos vegetais foram coletados)
h& grande exigéncia de energia em curto espaco de tempo para producdo das estruturas
reprodutivas (flores e frutos). A evidéncia da influéncia do Ni no periodo de florescimento das
culturas foi reportado por Malavolta et al. (2006) que verificaram que metade do Ni
acumulado nas folhas, ramos e flores de plantas de laranjeira foi encontrado nas flores.
Adicionalmente, o acido latico tem sido relatado como promotor do crescimento de plantas e
cultura de tecidos (KINNERSLEY et al., 1990; YOSHIKAWA et al., 1993).

As menores concentragdes de acidos organicos nos nodulos de soja podem indicar
ambiente favoravel a planta uma vez que, estes acidos sdo determinados em raizes de plantas
guando ha necessidade de uma adaptacdo, em que sdo considerados ambientes desfavoraveis
dentre outros, 0s que apresentam metais pesados em concentracfes toxicas (LOPEZ-BUCIO
et al., 2000; HAN et al., 2005; CHAFFAI et al., 2006). Neste estudo os &cidos organicos
determinados apresentaram maiores concentracGes nas plantas cultivadas sob o tratamento

controle.
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Figura 1. Concentracdo de acido succinico [A], acido oxalico [B], acido citrico [C], acido
malico [D], acido mal6nico [E] e &cido latico [F] em folhas de soja submetidas a duas

saturacdes por bases e cinco doses de niquel
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Figura 3. Concentracdo de &cido succinico [A] e acido malénico [B] em nddulos de soja
submetidas a duas saturacdes por bases e cinco doses de niquel

Girassol

De modo contrério ao observado na soja, as maiores concentragcdes de &cido malico
foram observados para o tratamento com valores na V70%. Tambeém o &cido oxalico
apresentou distribuicdo estatistica semelhante. Em geral, o comportamento dos &cidos
organicos determinados nas folhas de girassol ndo apresentou linearidades sobre a influéncia
do Ni para esta cultura. Num primeiro momento, as maiores concentra¢fes dos acidos malico,
malénico e oxaloacético verificadas nas menores doses de Ni na V70% poderiam ser
indicativos de deficiéncia de Ni, pois esse elemento tem sua disponibilidade reduzida em
funcdo da elevacdo do pH, porém, nas maiores doses de Ni (1,0 e 10 mg dm™), ocorre em
geral, uma diminuicdo da producdo dos &cidos organicos na V70% e uma elevacdo na VV50%,
ndo caracterizando, portanto, uma toxidez pelo aumento das doses na V50%. Ao passo que
pode-se inferir apenas que existe um equilibrio da producdo de acidos organicos nas doses
mais altas de Ni, nas duas saturacfes por bases avaliadas, seja para conferir o transporte do Ni
dos locais de absorcdo para os locais de consumo, ou como mecanismo para reduzir a
toxidez/excesso de Ni absorvido pelas plantas.

Também se observou para as plantas de girassol que o acido latico é produzido em
maior quantidade na V70%. Desse modo, a mesma teoria observada para a soja (a respeito da
rota metabolica mais curta para obtencdo de energia) pode justificar esse efeito no girassol
com a diferenga que nesta segunda cultura a fonte de N foi a ureia fornecida via adubo
mineral.

Quanto a concentracdo dos acidos organicos nas raizes, para 0 &cido succinico

verifica-se grande discrepancia entre os valores determinados nas saturagdes de V50% e



105

V70%, na qual a partir da dose de 0,1 mg dm™ de Ni até a dose maxima de Ni aplicada as
raizes desenvolvidas sob saturagdo de 50% apresentaram mais que o dobro de acido succinico
em comparacdo as plantas cultivadas sob V70% podendo considerar um indicativo de
adaptacdo ao ambiente desfavoravel, uma vez que, a recomendacao de saturacéo por bases pra
esta cultura é de 70% (RAIJ et al., 1997). Também foram verificadas concentracdes de acidos
laticos e citrico e oxalico nas raizes de plantas cultivadas com saturacdo de bases de 50%,
enguanto o mesmo ndo ocorreu para as plantas cultivadas em solo com saturacdo de bases de
70%.

Salienta-se ainda que, estudos especificos devem ser realizados a fim de elucidar o
comportamento dos acidos organicos em funcdo do Ni, numa gama maior de culturas no
intuito de localizar estes &cidos organicos nas ultraestruturas celulares (e.g., maior
concentracdo em vacuolos, permitindo maior acumulo de Ni nestas organelas, como
observado para diversas espécies hiperacumuladoras). Estes estudos devem identificar acidos
organicos que melhor representem a correlagdo com o estado nutricional das culturas bem

como, identificar e quantificar mecanismos indicativos de tolerancia e toxidez.
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Fotometria

As leituras realizadas com colorimetro ndo apresentaram correlag@es entre as cores dos

nodulos e a concentracdo de N nos grdos de soja (Tabela 3). As FD embora tenham se

correlacionados com as tonalidade esverdeada-avermelhada (A) e azulada-amarelada (B)

apresentaram baixo coeficiente de correlagdo necessitando melhor calibragéo do aparelho para

esta finalidade. Destaca-se que o colorimetro é destinado a avaliagéo de frutos.
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Tabela 3. Correlagdes entre cores de
nodulos e concentracdo de N em
folhas diagnosticas (FD) e grdos de

soja

Colorimetro
L A B

FD -0,1362™ 0,3978* 0,3146*

Grdo 0,2554™ 0,1806™ 0,0175™
* significativo ao nivel de 5% de

probabilidade. ™: néo significativo
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Figura 5. A-1 Seccdo longitudinal A-2 Corte aproximado de nddulo de soja cultivado em
vasos com amostras de Nitossolo com saturacdo por bases de 50% e 0,0 g dm™ de Ni. B-1
Secgdo longitudinal. B-2 Corte aproximado de nédulo de soja cultivado em vasos com
amostras de Nitossolo com saturacdo por bases de 50% e 0,5 g dm™ de Ni. C-1 Seccéo
longitudinal. C-2 Corte aproximado de nddulo de soja cultivado em vasos com amostras de
Nitossolo com saturacdo por bases de 50% e 10,0 g dm™ de Ni. Barras: 1 mm.
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Figura 6. A-1 Seccdo longitudinal A-2 Corte aproximado de ndédulo de soja cultivado em vaso
com amostra de Nitossolo com saturacdo por bases de 70% e 0,0 g dm™ de Ni. B-1 Seccéo
longitudinal B-2 Corte aproximado de nddulo de soja cultivado em vasos com amostras de
Nitossolo com saturacdo por bases de 70% e 0,5 g dm™ de Ni. C-1 Seccéo longitudinal. C-2
Corte aproximado de nodulo de soja cultivado em vasos com amostras de Nitossolo com
saturagdo por bases de 70% e 10,0 g dm™ de Ni. Barras: 1 mm.
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Para as imagens das raizes de girassol (Figura 6) foi realizada analise comparativa
entre os tratamentos de maior e menos dose de Ni sob as duas saturagdes por bases avaliadas.
Observou-se por meio das seccBes transversais pequena reducdo no nimero de camadas de
células corticais nas raizes de plantas cultivadas sob saturacdo por bases de 50% com a dose
10,0 mg dm™ de Ni.

Nas secces longitudinais nas doses de 10,0 mg dm™ de Ni em ambas saturagées por
bases avaliadas foi possivel observar o desenvolvimento de primordios de raizes laterias a
partir de células do cilindro vascular, 0 memo ndo foi observado nas raizes controle. Como
grande parte do Ni absorvido se concentra nas raizes e, mais precisamento no cilindro
vascular € possivel que a emissdo de novas raizes secundarias (mesmo que em pequenas
quantidades) possa ter sido induzidas pelo Ni uma vez que, esse elemento pode alterar a
atividade mitotica das células (CHEN et al., 2009).

Figura 7. Efeito do niquel (Ni) em raizes de girassol (Helianthus annuus) utilizando duas
saturacdes (50% e 70%) e dose de 10,0 mg dm™ de Ni no solo. A,C,E,G) seccdes transversais.
B,D,F,H,1,J) seccdes longitudinais. A,B) Saturacdo de 70% e 0,0 mg dm™ de Ni; C,D,I)
Saturacdo de 70% e 10,0 mg dm™ de Ni; E,F) Saturacio de 50% e 0,0 mg dm™ de Ni: G,H,J)
Saturagdo de 50% e 10,0 mg dm™ de Ni. cv: cilindro vascular; en: endoderme; ep: epiderme;
co: cortex. Setas indicam intensa proliferagdo celular a partir da regido do xilema e
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metafloema para formacéo de provaveis de primoérdios de raizes laterais. Barras: A-D,F,H,1,J=
250 pum; E,G= 200 pm.

Conclustes

A atividade da redutase do nitrato ndo foi influenciada pelos tratamentos. A atividade
da urease nas folhas foi sempre responsiva a aplicacdo de niquel indiferente das saturacGes
por base. Os &cidos organicos que foram fortemente influenciados pela interacdo doses de
niquel x saturacBes por bases e apresentaram relagdes com o estado nutricional das culturas —
com destaque para o N, cujo os dados foram apresentados no capitulo anterior — as maiores
producdes de acidos organicos se deu no tratamento \/70% com a dose de 0,5 mg dm™ de Ni.
Apenas as raizes de girassol foram ligeiramente afetadas estruturalmente nos tratamentos que

receberam maior dose de Ni.
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