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RESUMO GERAL

A soja (Glycine max [L.] Merrill) é uma das culturas de maior importancia econémica no
mundo e o Brasil é o0 maior produtor mundial dessa leguminosa. O Ni € um micronutriente
essencial as plantas por ser componente estrutural das enzimas urease e hidrogenase,
entretanto, poucos sdo o0s estudos sobre seu efeito na cultura da soja. Nao existem critérios
para adubacdo com Ni e sdo escassas as informacdes sobre sua disponibilidade no solo. Desta
forma, os objetivos foram estudar a adubacdo com esse micronutriente na cultura da soja,
visando estabelecer niveis criticos de Ni no solo e na planta, bem como compreender o
comportamento dos teores disponiveis de Ni em solos naturais e agricolas. O estudo foi
constituido de trés experimentos, sendo o primeiro em laboratério e os outros dois em
condicdes controladas. O primeiro estudo foi destinado a avaliar a disponibilidade de Ni
utilizando os extratores Mehlich-1 e DTPA em solos naturais e agricolas, bem como verificar
a relacdo do Ni com os atributos quimicos e texturais desses solos. Os outros dois
experimentos foram destinados a verificar a resposta da cultura da soja ao Ni. No primeiro
experimento em condi¢des controladas buscou-se determinar uma dose ideal para soja.
Utilizou-se o cultivar BRS 360 RR em dois solos de textura contrastante submetidos a
aplicacéo de 0,0; 0,2; 0,4; 0,8; 1,0 e 5,0 mg dm™ de Ni. Enquanto no outro experimento o
mesmo cultivar de soja foi avaliado em oito solos submetidos a aplicacdo de 0,0 e 0,5 mg
dm™ de Ni. Foram avaliados atividade enzimatica da urease e nitrato redutase, contetido de
clorofila, taxa fotossintética, massa seca das plantas, componentes de produtividade, analise
do solo e tecido vegetal. Foram quantificados os teores de Ni disponiveis em Mehlich-1 e

DTPA, teores foliares e nos grdos. Em comparagdo a outros micronutrientes, os teores de Ni

W Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia do Solo. Programa de P6s-Graduac&o em Ciéncia do Solo, Setor de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Parand. Curitiba. (88 p.) Fevereiro, 2014.
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disponiveis se mostraram bastante baixos, variando em solos agricolas e naturais de < 0,1 a
0,54 mg dm™ em Mehlich-1 e < 0,013 a 0,27 mg dm™® em DTPA, com alto grau de
dificuldade para sua determinacdo, evidenciando a necessidade de mais pesquisas para
determinacéo de faixas de valores e niveis criticos nos solos agricolas. Os atributos quimicos
e texturais dos solos, bem como as atividades agricolas, influenciam diretamente nos teores
disponiveis de Ni. Os extratores Mehlich-1 e DTPA apresentaram diferenca quanto aos teores
extraidos de Ni disponivel, fato que se deve ao principio de extracdo: dissociacdo para o
Mehlich-1 e complexacdo no caso do extrator DTPA. Aspectos fisioldgicos das plantas de
soja foram potencializados com a aplicacdo de doses em torno de 0,5 mg dm™ de Ni,
entretanto ndo contribuiram para 0 aumento dos componentes de produtividade. Portanto, a
aplicacdo de Ni nas condicdes estudadas ndo se fez necessaria. A exigéncia de Ni pelas
plantas é baixa, sendo que o teor na semente pode suprir algumas geracdes. Em solos com
teores disponiveis mais altos de Ni pode ocorrer reducdo do desenvolvimento das plantas,
consequentemente, da massa seca dos grdos de soja devido efeito excessivo/toxico desse
micronutriente. O Ni ndo apresentou niveis criticos para os solos estudados e para a parte
aérea das plantas de soja. Entretanto, teores foliares de 0,3 a 0,8 mg kg™ de Ni, teores
disponiveis de 0,2 a 0,6 mg dm™ de Ni em DTPA e 0,4 a 0,8 mg dm™ de Ni em Mehlich-1,
podem ser tomados a principio como sugestdo aproximada de niveis de referéncia para Ni em
solos e folhas diagnostico de soja. Estas faixas de valores estavam associadas as maiores respostas
fisiolégicas ao Ni nas plantas de soja. Portanto, a disponibilidade de Ni nos solos esta
relacionada diretamente as caracteristicas inerentes de cada classe de solo, entretanto, a
resposta da soja ao Ni depende ndo somente do teor disponivel no solo, mas também dos
teores das sementes e das condi¢es do ambiente de cultivo, fatores estes que condicionam as

exigéncias pelas plantas durante o ciclo de desenvolvimento.

Palavras chave: Micronutrientes, urease, hidrogenase, disponibilidade, Glycine max.
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NICKEL IN SOILS AND CULTURE OF SOYBEAN ®
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GENERAL ABSTRACT

Soybeans (Glycine max [L.] Merrill) is one of the most important economic crops in the world
and Brazil is the largest producer of this legume. The Ni is an essential micronutrient for
plants as structural component of urease and hydrogenase enzymes, however, there are few
studies on its effect on soybean crop. There is no criteria for fertilization with Ni and
informations about its availability in soil are scarce. Thus, the objective of this study were to
assess the fertilization with Ni in soybean crop aiming to establish critical levels of Ni in soil
and plant, as well as to understand the behavior of Ni available in natural and agricultural
soils. The study was composed of three experiments, being the first in laboratory and other
two in greenhouse conditions. The first study aimed to evaluate Ni availability using
Mehlich-1 and DTPA extractants in natural and agricultural soils, as well as verify the
relationship of Ni with chemical and textural attributes of these soils. Other two experiments
were aimed to evaluate soybean response to Ni fertilization. First of all, in greenhouse
conditions the objective was to determine an optimal dose for soybean crop. An soybean
cultivar BRS 360 RR were grown in two contrasting soil texture subjected to 0.0; 0.2; 0.4;
0.8; 1.0 and 5.0 mg dm™ of Ni. In another experiment the same soybean cultivar were
evaluated in eight soils subjected to application of 0.0 and 0.5 mg dm™ of Ni. The following
evaluations were made: urease and nitrate reductase activity, chlorophyll content,
photosynthetic rate, plant dry mass, components of productivity, soil and plant tissue analysis.
Ni were quantified in Mehlich-1 and DTPA extractions, leaves and grains. In comparison to
other micronutrients, the Ni available were quite low, varying in agricultural and natural from
< 0.1 to 0.54 mg dm™ in Mehlich-1 and from < 0.013 to 0.27 mg dm™ in DTPA. There was

@ Soil Science Master Dissertation. Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia do Solo, Setor de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal do Parana. Curitiba. (88 p.) February, 2014.
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high degree of difficulty for Ni quantification, showing the need for more research to establish
value ranges and critical levels in agricultural soils. The chemical and textural attributes of
soils, as well as agricultural activities, influenced directly the levels Ni available. Mehlich-1
and DTPA extractants presented differences in the content of Ni available, probably due to the
extraction principle of each method: dissociation for Mehlich-1 and complexation in the case
of DTPA. Physiological aspects of soybean plants are enhanced by applying doses around 0.5
mg dm™ of Ni, however did not contributed to the increase of productivity. Therefore, the
application of Ni in the studied conditions did not required. Ni requirement by plants is low,
being the content in seed enough to supply some generations. In soils with high Ni available
can occur reduction of plant development and, consequently, also grain yield decrease due to
excessive/toxic effect of this micronutrient. There was no critical levels for Ni in soils and
plant shoot of soybean. However, foliar concentrations of 0.3 to 0.8 mg kg™ of Ni and soil
available levels of 0.2 to 0.6 mg dm™ of Ni in DTPA and 0.4 to 0.8 mg dm™ of Ni in
Mehlich-1 can be taken as reference levels for Ni in soil and soybean leaves. These range
values were associated with higher nickel physiological responses. Therefore, Ni availability
in soils is related directly to the characteristics of each class of soil, however, the response of
soybean to Ni depends not only of the Ni available in soil, but also of initial Ni content in
seeds and environment conditions of growth. These factors leading the demands of Ni by
plants during the development.

Key words: Micronutrients, urease, hydrogenase, availability, Glycine max.
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INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max [L.] Merrill) pertence a familia Fabaceae e seu centro de origem e
domesticacdo € a costa leste do continente Asiatico, ao longo do Rio Amarelo, na China (Liu
et al., 2008; 2011). Atualmente é a principal fonte de proteina empregada na formulagdo de
racbes animais e a segunda maior fonte de dleo vegetal. E destinada, com menor
expressividade, ao consumo humano in natura e matéria prima de produtos alimenticios
(USDA, 2013).

Essa oleaginosa é o quarto grdo mais produzido no mundo, ficando atrds apenas do
cultivo de milho (Zea mays L.), arroz (Oryza sativa L.) e trigo (Triticum aestivum L.) (FAO,
2013). Na safra agricola 2012/13 o Brasil se tornou o maior produtor e exportador mundial de
soja, com producdo de aproximadamente 81 milhdes de toneladas, em uma area de
aproximadamente 27 milhdes de hectares e produtividade média de 2.933 kg ha™ (CONAB,
2013; USDA, 2013), contudo, o pais apresenta potencial para aumentar a produtividade e
producao.

O fornecimento adequado de nutrientes por meio da adubacdo € uma das principais
praticas de manejo adotada para a manutencdo e aumento da produtividade da soja.
Atualmente essa cultura consome aproximadamente um terco de todo fertilizante
comercializado no pais (Cunha et al., 2010). Recomendagfes inadequadas da aplicacdo dos
fertilizantes podem causar deficiéncia ou excesso de nutrientes, ocasionando limitacdes ao
crescimento das plantas, levando a perdas econémicas e impactos ambientais.

Por outro lado, a intensificacdo do uso das aréas agricolas e o aumento da
produtividade podem levar ao esgotamento de micronutrientes como niquel (Ni) e molibdénio
(Mo) e elementos benéficos como cobalto (Co) nos solos, pois mesmo requeridos em
pequenas quantias, se ndo repostos podem levar a deficiéncia. A aplicacdo destes elementos
tem sido feita de maneira bastante impirica, com poucas informacbes sobre exigéncias
nutricionais e dispobibilidade nos solos, em muitos casos suprida apenas por teores residuais
desses elementos contidos em insumos agricolas comumente empregados no manejo da
cultura. Ressalta-se também que os cultivares modernos de soja sdo mais exigentes
nutricionalmente e requerem cada vez mais atencdo no manejo da adubacéo.

O Ni foi inserido recentemente na legislacdo brasileira de fertilizantes na Instrucéo
Normativa N° 05, de 23 de fevereiro de 2007 (MAPA, 2013) e os estudos a respeito de sua



exigéncia pelas culturas, disponibilidade no solo e forma de utilizagdo na agricultura se
encontram na fase inicial.

O Ni costumava ser classificado como ndo essencial ou toxico para as plantas
(Malavolta & Moraes, 2007). Entretanto, trabalhos com diversas espécies cultivadas,
principalmente com peca (Carya illinoinensis), mostraram que ele satisfaz os critérios direto e
indireto de essencialidade: (1) Direto: a urease € uma metaloenzima ubiqua contendo Ni como
parte estrutural do seu grupo prostético (Dixon et al., 1975); (2) Indireto: Eskew et al. (1983,
1984) e Brown et al. (1987) cultivando soja, feijdo (Vigna unguiculata L.) e cevada (Hordeum
vulgare L.) em condi¢Bes controladas, inseriram o Ni na lista de micronutrientes, sua
essencialidade foi evidenciada em plantas de soja que apresentaram sintomatologia de
deficiéncia, porém, a primeira espécie vegetal a ndo completar o ciclo devido a deficiéncia
desse micronutriente foi a cevada.

Em plantas, ap6s a sintese da molécula de ureia (CO[NH],) pela amida arginina sob
acdo da enzima arginase, a urease desdobra a ureia hidroliticamente em duas moléculas de
amonia (NHj3) e didxido de carbono (CO,) no tecido vegetal. A deficiéncia de Ni impede a
acao da urease e resulta em acumulo de ureia, 0 que causa manchas necréticas nas folhas
(Eskew et al., 1983; Wood et al., 2004a; 2004b). Como consequéncia da deficiéncia de Ni, 0
metabolismo de ureideos, aminoécidos e de &cidos organicos é afetado, os acidos oxalico e
malico também podem acumular no tecido vegetal (Bai et al., 2006). Esses fatos sugerem que
0 Ni possa exercer multiplos papéis nas plantas. As manchas necroticas, associadas com a
deficiéncia, coincidem com locais de acumulacdo de ureia ou dos acidos oxalico e latico, o
que indica também mudancas no metabolismo do carbono (C), em particular diminuicdo na
respiracdo e fotossintese das plantas (Malavolta & Moraes, 2007). O Ni também exerce papel
na producdo de etileno (Singh et al., 1994; Smith & Woodburn, 1984), na germinacao de
sementes (Brown et al., 1987) e na resisténcia das plantas a doencas (Forsyth & Peturson,
1959; Graham et al., 1985; Wells & Wood, 2008).

No caso das leguminosas, como a soja, 0 Ni exerce influéncia direta no processo de
fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), pois € constituinte da enzima hidrogenase (Sellstedt &
Smith, 1990). No processo de FBN a enzima nitrogenase realiza a quebra da tripla ligagéo da
molécula do gas nitrogénio (N2), por consequéncia, ocorre a formacdo obrigatoria de NH;3 e
do gas hidrogénio (Hy). A formagéo do H,, pela nitrogenase, indica uso ineficiente de energia
que poderia ser utilizada na fixagdo do N, além das altas concentra¢fes do H, inibirem a

atividade da nitrogenase, logo, reduzindo a eficiéncia da FBN. A enzima hidrogenase, a qual
2



o Ni é componente estrutural, é capaz de reprocessar parte do gas hidrogénio (H,) em energia,
essa energia por sua vez é realocada para a enzima nitrogenase, ou seja, ocorre uma
recuperacdo energética (Evans et al., 1987; Lopez et al., 1983). Logo, o fornecimento
adequado de Ni possibilita 0 aumento da atividade da enzima hidrogenase nos bacteridides
potencializando a nodulacdo, favorecendo a FBN (Bertrand & Wolf, 1954; Klucas et al.,
1983; Ureta et al., 2005).

Ressalta-se que nas leguminosas o transporte do nitrogénio (N) advindo da FBN é
realizado por ureideos, que sdo compostos do metabolismo secundario das plantas, 0s quais
catalisam no final do transporte a molécula da ureia, que é metabolizada posteriormente pela
enzima urease, a qual o Ni faz parte do grupo prostético (McClure & lIsrael, 1979).

Os sintomas peculiares da deficiéncia de Ni nas folhas de pecd e algumas outras
plantas sdo denominados vulgarmente de ‘orelha-de-rato’, pois a ponta das folhas novas
apresentam manchas escuras em formato arredondado, o que lhes confere um aspecto
parecido com da orelha de um rato (Wood et al., 2004a; 2004b; 2006), entretanto, a
deficiéncia em condicdes de cultivo a campo, até o presente momento, foram relatadas apenas
para duas espécies vegetais: peca (Wood et al., 2006) e Betula nigra (Ruter, 2005). Sintomas
de toxidez ocorrem quando teores excessivos sdo absorvidos pelas plantas, principalmente em
solos contaminados ou com teores naturais elevados, como solos formados a partir de rochas
ultramaficas, com destaque para 0s minerais do grupo da serpentina (Anderson et al., 1973).
Tais sintomas incluem clorose, devida a menor absorcdo de ferro (Fe), crescimento reduzido
das raizes e da parte aérea, em casos mais severos, deformacdo de varias partes da planta e
manchas peculiares nas folhas (Mishra & Kar, 1974).

A deficiéncia ou toxidez de Ni nas plantas esta relacionada aos teores disponiveis no
solo, todavia, caracteristicas quimicas e fisicas inerentes do solo também podem influenciar
esses teores (Uren, 1992). Condicbes do solo como baixo teor disponivel de Ni, excesso de
fésforo (P), cobre (Cu) e zinco (Zn), estiagens prolongadas, pH do solo acima de 6,5, doses
excessivas ou tardias de N, calagem excessiva e presenca de nematdides podem afetar a
disponibilidade de Ni e provocar deficiéncia (Malavolta & Moraes, 2005). Contudo, 0s
estudos sobre a disponibilidade de Ni e sua relagdo na nutricdo das plantas, bem como em
solos agricolas, se encontram na fase inicial.

Apesar da possibilidade de resposta da soja ao Ni ndo existem critérios de
recomendacéo da adubacgéo para esse micronutriente na cultura. Portanto, desenvolver estudos

para avaliar a aplicacdo do Ni em soja, bem como investigar os teores de Ni disponiveis nos
3



solos, é de fundamental importancia para que os agricultores e a assisténcia técnica
disponham de pardmetros confidveis para recomendacdo do Ni, evitando problemas que
atualmente sdo enfrentados como falsos diagnosticos e possiveis recomendacdes nutricionais
erroneas. Os resultados obtidos no presente estudo também poderdo ser uteis nos
posicionamentos de recomendagdes de aplicacdo de Ni as demais culturas agricolas, bem
como, servir de base para criagdo ou adequacéo dos fetilizantes contendo Ni.
Sendo assim, objetivou-se com esse estudo:

(@) Determinar os teores de Ni disponiveis e sua relacdo com os atributos quimicos e
texturais de amostras de solos naturais e de regides representativas no cultivo de soja;

(b) Verificar a influéncia da aplicacdo de Ni no desenvolvimento de plantas de soja
cultivadas em solos de classes texturais contrastantes;

(c) Estabelecer niveis criticos de Ni disponivel em solos e na parte aérea de plantas de

soja.
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CAPITULO I - AVALIACAO DA DISPONIBILIDADE DE NIQUEL EM SOLOS
AGRICOLAS E NATURAIS

RESUMO

Compreender a disponibilidade do micronutriente Ni nos solos se faz necessario para
adequacao da sua utilizagdo em programas de adubacdo na cultura da soja (Glycine max [L.]
Merrill). O objetivo do trabalho foi determinar os teores de Ni disponiveis com distintos
extratores, bem como sua relacdo com os atributos quimicos e texturais de solos naturais do
horizonte B do estado do Parana e de regiGes representativas no cultivo de soja no Brasil. Foi
realizada caracterizacdo quimica e textural de 41 amostras de solo naturais do horizonte B e
oito amostras de solos agricolas de horizontes superficiais. O teor de Ni disponivel no solo foi
analisado por extracGes simples em Mehlich-1 e DTPA e quantificado em ICP-OES. Os
resultados foram analisados pelo teste de correlacdo de Pearson e andlise de componentes
principais (ACP). Os teores disponiveis de Ni em solos agricolas e naturais variaram de < 0,1
a 0,54 mg dm® em Mehlich-1 e < 0,013 a 0,27 mg dm™ em DTPA. Esses extratores
apresentaram diferenca quanto aos teores extraidos de Ni disponivel, fato que se deve ao
principio de extracdo: dissociacdo para o Mehlich-1 e complexagdo no caso do extrator
DTPA. Os extratores Mehlich-1 e DTPA apresentaram correlacdo significativa e positiva,
evidenciando que ambos podem ser utilizados para quantificacdo da disponibilidade de Ni. Os
teores totais apresentam baixa correlacdo e contraste com o0s teores disponiveis e sdo
condicionados pelo material de origem dos solos. A disponibilidade de Ni das amostras de
solos agricolas da camada superficial foi maior que a verificada nas amostras de solos naturais
do horizonte B. Os atributos quimicos e texturais dos solos, bem como as atividades agricolas,
influenciam diretamente nos teores disponiveis de Ni. A estreita faixa de variacdo do pH nas
amostras de solo estudadas n&o possibilitaram verificar a relagdo inversa com a
disponibilidade de Ni. Em comparagédo a outros micronutrientes, os teores de Ni disponiveis
se mostraram bastante baixos, com alto grau de dificuldade para sua determinagéo,
evidenciando a necessidade de mais pesquisas para determinacéo de faixas de valores e niveis

criticos nos solos agricolas.

Palavras chaves: Micronutrientes, DTPA, Mehlich-1, Parana, Glycine max.



CAPITULO I - EVALUATION OF NICKEL AVAILABILITY IN AGRICULTURAL
AND NATURAL SOILS

ABSTRACT

There is need to understand the Ni availability in soils in order to adequate fertilization
programs with Ni for soybean (Glycine max [L.] Merrill) crop. The objective of this work was
to determine the levels of Ni available with different extractors, as well as their relationship
with chemical and textural attributes in horizon B of natural soils from Parana state and
representative regions of soybean crop in Brazil. Chemical and textural characterization was
performed in 41 samples horizon B of natural soils and eight samples of agricultural soils
from surface horizons. Ni available in soil was analyzed by simple extractions with Mehlich-1
and DTPA extractants and quantified in ICP-OES. The results were analyzed by Pearson's
correlation test and principal component analysis (PCA). Ni available in agricultural and
natural soils ranged from < 0.1 to 0.54 mg dm™ in Mehlich-1 and from < 0.013 to 0.27 mg
dm™ in DTPA. These extractants showed differences regarding the contents Ni extracted,
probably due to the extraction principle of each method: dissociation for Mehlich-1 and
complexation in the case of DTPA. The extractants Mehlich-1 and DTPA presented
significant and positive correlation, showing that both can be used to quantify Ni availability.
Total concentration of Ni presented low correlation and contrast with Ni available and are
most related with soil parent material. The availability of Ni in agricultural soils samples from
surface layer was higher than observed in soil samples from natural horizon B. Chemical and
textural attributes of soils, as well as agricultural activities, directly influence Ni available.
The narrow pH variation in soil samples do not enabled to assess the inverse relationship
between pH and Ni availability. In comparison to other micronutrients, the levels of Ni
available were quite low, with high degree of difficulty for its determination, showing the

need for more research to estabilsh values and critical levels of Ni in agricultural soils.

Key words: Micronutrients, DTPA, Mehlich-1, Parana, Glycine max.



1.1 INTRODUCAO

O niquel (Ni) é o vigésimo terceiro elemento mais abundante na crostra terrestre. A
concentracéo total de Ni nos solos varia de 5 a 500 mg kg™, com valor médio de 40 mg kg™
(Liu et al., 2011). Solos derivados de rochas ultraméficas ricas em minerais do grupo
serpentina podem apresentar concentragdes de até 7.100 mg kg™ (Brooks, 1987; Turekian &
Wedepohl, 1961; Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007).

Os teores disponiveis de Ni no solo dependem de diversos fatores, tais como os teores
de argila, matéria organica do solo (MOS), éxidos de ferro (Fe) e manganés (Mn), pH,
competicdo pelos sitios de adsor¢édo, reacfes de complexacgdo e constituicdo mineralégica do
solo (Adriano, 2001). Uren (1992) relata que os teores soluveis correspondem a 0,001%
dos teores totais, na maioria das vezes, segundo Vanselow (1966) com teores abaixo
de 1 mgdm?.

Sdo escassas as informacoes referentes a disponibilidade de Ni e sua interacdo com 0s
atributos quimicos e texturais em solos agricolas brasileiros, pois, 0s poucos estudos
realizados até o0 momento foram voltados principalmente para solos naturais ou contaminados.
A pouca quantidade de estudos com Ni na nutricdo de plantas esta relacionada ao fato de que
até 2003, o mesmo era considerado como elemento toxico ou benéfico para grande maioria
dos cientistas. Todavia, Wood et al. (2004) identificaram pela primeira vez a sintomatologia
de deficiéncia de Ni em condices de campo nos Estados Unidos na cultura da peca (Carya
illinoinensis). Desde entdo, as pesquisas sobre a importancia no Ni na nutricdo das plantas
tem crescido em todo o mundo.

Recentemente, o Ni foi inserido na legislacdo brasileira de fertilizantes na Instrucéo
Normativa N° 05, de 23 de fevereiro de 2007 (MAPA, 2013), pois € um micronutriente
essencial para o desenvolvimento das plantas por ser componente estrutural da enzima urease
(Brown et al., 1987; Eskew et al., 1983; 1984). Entretanto, ainda ndo existem recomendagdes
oficiais para sua utilizacdo em programas de adubacdo, especialmente para a cultura da soja
(Glycine max [L.] Merrill) que é o principal grao produzido no Brasil (CONAB, 2013). A
adequacdo da adubagdo com Ni depende da compreenséo da sua disponibilidade no solo.

Os métodos de avaliacdo da disponibilidade de um elemento no solo se relacionam
diretamente ao extrator empregado, ou seja, que melhor quantifica os teores acessiveis as
raizes das plantas. Os extratores como Mehlich-1 e DTPA sdo 0os comumente empregados

para avaliacdo da disponibilidade dos micronutrientes Fe, Mn, cobre (Cu) e zinco (Zn) no
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Brasil (EMBRAPA, 2009; Raij et al., 2001). Entretanto, a eficiéncia desses extratores ndo esta
bem elucidada para determinacédo da disponibilidade de Ni.

O objetivo desse estudo foi determinar os teores de Ni disponiveis em Mehlich-1 e
DTPA, bem como sua relacdo com os atributos quimicos e texturais de solos naturais do
horizonte B do estado do Parana (PR) e de regides representativas no cultivo de soja no
Brasil.

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 LOCAL

O experimento foi realizado no Laboratério de Solo e Tecido Vegetal na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria / Centro Nacional de Pesquisa de Soja (EMBRAPA
SOJA), Londrina, PR, Brasil.

1.2.2 CARACTERIZACAO DOS SOLOS

Foram estudadas 41 amostras compostas de solos naturais do horizonte B do estado do
PR (24° 36’ 0” S e 51° 23 0” W). Cada amostra composta de solo representa uma sub-célula
do Global Geochemical Reference Network (GGRN) (Darnley, 1995) e foram produzidas a
partir de 307 pontos amostrais (Figura 1). As amostras compostas foram cedidas pela
Minerais do Parana S.A. (MINEROPAR) do Projeto Geoquimica de Solos - Horizonte B
(MINEROPAR, 2005a, 2005b).

Também foram estudadas oito amostras de solos agricolas, coletadas na camada de 0 a
20 cm de profundidade, em regides representativas de cultivo de soja no Brasil (Figura 2). Os
solos foram classificados segundo EMBRAPA SOLQOS (2006).

1.2.3 VARIAVEIS ANALISADAS

Os atributos quimicos das amostras dos solos agricolas pH, aluminio (Al), Al +
hidrogénio (H), fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), Cu, Fe, Mn, Zn e Ni
(Mehlich-1) foram analisados segundo metodologia da EMBRAPA (2009), enquanto carbono
(C), enxofre (S-SO,), boro (B) e Ni (DTPA) foram analisados segundo metodologia de Raij et
al. (2001). Os atributos quimicos das amostras de solos naturais foram analisados segundo
metodologia de EMBRAPA (1999) pela MINEROPAR (MINEROPAR, 2005a; 2005b), com

excecdo dos teores de Ni disponivel analisado segundo metodologia anteriormente descrita. A
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textura foi determinada pelo método da pipeta conforme descrito em Camargo et al. (1986),
utilizando como dispersante quimico o hidréxido de sodio (NaOH) e hexametafosfato de sddio
(Na[NaPO3],ONa).

Para as 41 amostras de solos naturais do estado do PR o teor de Ni total foi extraido
com uma mistura de &cido cloridrico (HCI 0,5 mol L™), 4cido nitrico (HNO3 0,08 mol L) e
4cido perclérico (HCIO; 0,05 mol L™) aquecidosaté surgirem vapores brancos e
0 desaparecimento dos mesmos. Em seguida as amostras foram resfriadas, adicionou-se agua
régia (0,06 mol L) e novamente foram aquecidas lentamente durante 10 a 20 minutos. Apds
deixadas evaporar, acrescentou-se 4gua régia (0,1 mol L™ a 5%) e procedeu-se quantificacio
em espectrografia dptica de emissdo com plasma induzido (MINEROPAR, 2005a; 2005b).

Amostras de referéncia certificadas pela European Commission - Joint Research
Centre, Institute for Reference Materials and Measurements (BCR® - 142R) foram utilizadas
para o controle de qualidade das analises.
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FIGURA 1. Pontos amostrais de coleta (e) e sua distribuicdo nas 41 sub-células da Global
Geochemical Reference Network (GGRN) no estado do Parana (PR) (as células do GGRN séo
identificadas pelo cddigo numérico estabelecido para o Brasil e suas sub-células no estado do

PR pelas letras A, B, C e D).
FONTE: Adaptado de MINEROPAR (2005b).
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1 Balsas, Maranhéo (MA)

07°31° 587 S e46° 02’ 09" W

LATOSSOLO VERMELO-AMARELO Distroéfico tipico (LVAd)

2 Luiz Eduardo Magalhaes, Bahia (BA)

12°05° 317 S e 45°48° 18” W

LATOSSOLO AMARELO Distréfico tipico (LAd)

3 Primavera do Leste, Mato Grosso (MT)
15°31740” S e 54°20° 45” W
LATOSSOLO VERMELHO Distréfico tipico (LVd) [1]

4 Rio Verde, Goias (GO)
17°47° 52” S e 50° 55” 40” W
LATOSSOLO VERMELHO Distréfico tipico (LVd) [2]

5 Londrina, Parana (PR)
23°18736”S e 51°09° 46" W
LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico tipico (LVdf)
6 Palotina, PR
24°17° 02”7 S e 53°50° 24” W
LATOSSOLO VERMELHO Distréfico himico (LVd) [3]
7 Campo Novo, Rio Grande do Sul (RS)
27°40° 307 S e 53°48° 10" W
LATOSSOLO BRUNO Aluminico tipico (LBa)
8 Coxilha, RS
28°07°377Se52°17° 45" W
S LATOSSOLO VERMELHO Distréfico himico (LVd) [4]

FIGURA 2. Localizacdo e classificacdo dos solos agricolas.

1.2.3.1 Disponibilidade de Ni em Mehlich-1

Foram cachimbados 5 cm™ de solo e adicionados 50 mL da solucdo extratora de
Mehlich-1. Posteriormente as amostras foram agitadas por 10 minutos a 200 rpm. A
suspensdo foi deixada em repouso por 16 horas, para decantar. Uma aliquota do sobrenadante
da amostra foi quantificada em espectrometria de emissdo atdmica (ICP-OES) modelo
PerkinElmer Optima 8300 DV.

A solucdo extratora Mehlich-1 consistia da mistura de acido cloridrico (HCI 0,05
mol L) e 4cido sulfarico (H,SO, 0,012 mol L™).

O limite de quantificagdo em Mehlich-1 foi de 0,1 mg dm™ de Ni.

1.2.3.2 Disponibilidade de Ni em DTPA

Foram cachimbados 10 cm™ de solo e adicionados 20 mL da solucéo extratora de
DTPA. Posteriormente as amostras foram agitadas por duas horas a 220 rpm. A suspenséo foi
filtrada imediatamente em papel filtro quantitativo faixa azul e quantificada em ICP-OES.

A solucdo extratora DTPA consistia da mistura de 4cido dietilenotriaminopentaacético
(DTPA 0,005 mol L™), trietanolamina (TEA 0,1 mol L) e cloreto de célcio (CaCl,.2H,0
0,01 mol L™) a pH 7,3 corrigido com solucéo de 4cido cloridrico (HCI 4 mol L™).

O limite de quantificagdo em DTPA foi de 0,013 mg dm™de Ni.
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1.2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado (DIC) e cada
amostra de solo foi analisada em triplicata.

Os teores disponiveis de Ni em Mehlich-1 e DTPA foram correlacionados pelo teste
linear de Pearson utilizando o software Statistica 7 (Stat Soft, 2004).

Foi realizada anélise de componentes principais (ACP) entre os teores disponiveis e
totais de Ni com os atributos quimicos e texturais das amostras de solo, utilizando o software
CANOCO versao 4.5 (Ter Braak & Smilauer, 1988). O conjunto original de dados foi
mantido, ndo sendo eliminados os fatores inflacionarios da ACP.

O delineamento experimental e as analises estatisticas das 41 amostras de solo naturais
do estado do PR e das oito amostras de solos agricolas foram realizados de maneira

independente.
1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores disponiveis de Ni nas amostras de solos naturais do estado do PR variaram
de < 0,1a 0,54 mg dm™ e < 0,013 a 0,19 mg dm™ em Mehlich-1 e DTPA, respectivamente,
com correlacédo (r) entre os extratores de 0,47** (p < 0,01) (Tabela 1 e Figura 3). Os teores
disponiveis nas amostras agricolas variaram de < 0,1 a 0,46 mg dm™ e < 0,013 a 0,27 mg
dm™ em Mehlich-1 e DTPA, respectivamente, apresentando correlacio entre os extratores de
r=0,91** (Tabela 1 e Figura 4).

Resultados semelhantes foram obtidos por Rovers et al. (1983) estudando 38 amostras
de solos naturais do estado de Sdo Paulo (SP), nos quais os teores disponiveis em DTPA
variaram de < 0,5 mg dm™ a 1,4 mg dm™, sendo que 90% das amostras apresentaram teores
disponiveis inferiores a 0,5 mg dm™. Whitby et al. (1978) estudaram 26 amostras de solo de
regides agricolas do Canadé e verificaram teores disponiveis extraidos em DTPA entre 0,05 a
1,94 mg dm™, com teores médios de 0,44 mg dm™. Teores esses que correspondem a 0,5 a 2%
dos teores totais de Ni no solo. Resultados similares foram verificados por Elrashidi et al.
(1979) em solos do Egito, nos quais os teores disponiveis de Ni em DTPA correspondiam a
7% dos teores totais de Ni no solo. Dalton et al. (1985) utilizaram dez amostras de solo da
Carolina do Norte para estudar o efeito do Ni em aspectos fisioldgicos de plantas de soja.
Esses solos apresentaram teores disponiveis extraidos em DTPA de 0,08 a 0,5 mg dm™ de Ni,

com excegao de uma amostra que apresentou teor disponivel de 188,68 mg dm, sendo o teor
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total de 3.491 mg kg™ de Ni, fato que se deve ao material originario desse solo ser derivado
de rochas ultrabasicas com altas concentragcdes de minerais de serpentina. Bei et al. (1997)
verificaram em solos da China teores disponiveis entre 0,06 a 0,1 mg dm™ de Ni extraido em
Mehlich-1. Os solos dos pomares de pecd nos Estados Unidos, em que a sintomatologia de
deficiéncia do Ni foi observada nas plantas, apresentaram faixa similar de concentragdo com
teores entre 0,2 e 0,7 mg dm™ (autor ndo menciona extrator utilizado) (Wood et al., 2006).
Logo, pode-se constatar que a disponibilidade de Ni no solo pode apresentar ampla
variabilidade, entretanto, geralmente ocorre em teores tragos.

Os teores disponiveis de Ni nas amostras de solos naturais, de maneira geral, foram
menores que os verificados nas amostras agricolas, para ambos os extratores. Esses valores se
devem a profundidade em que as amostras de solo foram coletadas, ou seja, amostras naturais
do horizonte B. Rovers et al. (1983) verificaram em solos do estado de SP diminuicdo dos
teores disponiveis de Ni em profundidade, atribuindo esse comportamento a distribuicdo da
MOS no perfil. Memon et al. (1980) verificaram no horizonte A de solos japoneses teor
médio disponivel em DTPA de 0,52 mg dm™ de Ni, enquanto, nos horizontes sub superficiais
os teores foram < 0,1 mg dm™. Resultados similares foram verificados por Whitby et al.
(1978), nos quais os solos agricolas do Canadé apresentaram teores médios em DTPA de
0,44 e 0,11 mg dm™ no horizonte A e B, respectivamente. Logo, a baixa correlacio
verificada entre os extratores nas amostras naturais de solos, se deve provavelmente a essa
baixa disponibilidade do Ni, provocando maior dificuldade na sua quantificacao.

Os teores de Ni determinados pela extracdo com Mehlich-1 na maioria das situacfes
avaliadas foram maiores que os obtidos em DTPA (Tabela 1, Figuras 3 e 4). Provavelmente a
solucdo de Mehlich-1 tenha extraido parte do Ni do solo ligado ou adsorvido aos 6xidos de Fe
e Mn, em razdo do efeito solubilizante dos acidos que compBem essa solucdo (Raij &
Bataglia, 1991). Ressalta-se também, que o principio da extracdo por DTPA é a complexacédo
do Ni, ou seja, 0 agente quelante reage com o0s ions de Ni livres na solucdo, formando
complexos solUveis, que resulta em reducédo da atividade do Ni em solucdo. Para manutencéo
do equilibrio quimico, ions de Ni adsorvidos dissolvem para a solu¢do do solo (Lindsay &
Norvell, 1978). Entretanto, esse processo €é realizado com o extrator ajustado em pH 7,3, valor
esse que reduz a disponibilidade de Ni, uma vez que 0 mesmo é um micronutriente catiénico e
sua disponibilidade é inversamente proporcional ao aumento de pH (Siebielec & Chaney,
2006; Uren, 1992; Weng et al., 2004).
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Menzies et al. (2007) avaliaram amostras de solo contaminados com metais pesados e
quantificaram a disponibilidade de Ni em diversos extratores, incluindo Mehlich-1 e DTPA.
Os autores concluiram que, embora ndo haja consenso na literatura, os extratores de sais
neutros, como cloreto de célcio (CaCl, 0,01 mol L™), nitrato de sédio (NaNO3 0,1 mol L™) e
acetato de amdnio (NH4OAc 1 mol L™), conseguem avaliar a disponibilidade do Ni no solo e
apresentam melhores correlagdes com teores fitodisponiveis. Entretanto, esses autores ndo
verificaram diferenca na eficiéncia de extracdo entre Mehlich-1 e DTPA para disponibilidade
de Ni. Por outro lado, O’Connor (1998) verificou que a disponibilidade de metais pesados
determinada com extracdo em DTPA apresenta as melhores correlagbes com os teores nas
plantas. No entanto, as conclusdes favoraveis ao emprego desses extratores sao devidas, em
parte, ao numero limitado de estudos até o presente momento. Assim, mais estudos sao
necessarios para investigar a eficiéncia desses e de demais extratores, principalmente em solos
naturais e agricolas ndo contaminados.

Nas amostras de solos naturais os teores totais e disponiveis de Ni apresentaram baixa
correlagdo com os extratores Mehlich-1 (r = 0,19*) e DTPA (-0,05™) (Figura 5). O contraste
entre teores de Ni extraidos com ataque forte e com extratores fracos, ou seja, a razao entre 0s
teores disponiveis e total de Ni sdo extremamente baixos (0,0052 Mehlich-1 e 0,0013 DTPA).
Esses resultados permitem inferir que o Ni no solo encontra-se principalmente na forma
mineral e foi pouco extraida pelo Mehlich-1 e DTPA, fato esse, que provavelmente é
responsavel pela sua baixa mobilidade e disponibilidade nos solos.

A ACP das amostras de solos naturais e agricolas ndo demostra a relacdo inversa entre
os teores disponiveis de Ni e pH como relatado anteriormente (Figuras 6 e 7). Acredita-se que
esse comportamento se deva a estreita amplitude do pH das amostras de solo estudadas, que
variaram de 3,95 a 5,71 e 3,9 a 5,37 em solos naturais e agricolas, respectivamente, sendo que
80% das amostras apresentavam pH na faixa de quatro (Tabela 1). Desta forma, a variacdo do
pH das amostras estudadas foi baixa, provavelmente, ndo possibilitando verificar a relagcdo
inversa entre a disponibilidade de Ni e pH. Ressalta-se que solos agricolas geralmente
apresentam valores similares aos estudados.

A disponibilidade de Ni nos solos naturais apresentou relagdo com os teores totais de
Ni quando esses encontravam-se em altas concentracfes (Figura 6). Os teores totais variaram
de 9 a 87 mg kg™ de Ni (Tabela 1), sendo que os maiores teores foram encontrados nas
amostras de solo 321, 322 e 326, que coincidem com o material geolégico do Grupo Séo

Bento, de solos desenvolvidos de derrames efusivos de rochas basalticas (MINEROPAR,
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2005a) - rochas ultrabasicas ricas em Ni (Brooks, 1987; Kabata-Pendias & Mukherjee, 2007;
Protasova & Kopayeva, 1985; Turekian & Wedepohl, 1961). Os teores totais de Ni relatados
mundialmente apresentam ampla faixa de variacdo, entre 0,2 a 450 mg kg™ (Kabata-Pendias
& Mukherjee, 2007). Comumente variando entre 19 e 22 mg kg™, com valores médios entre
20 a 40 mg kg™ (Adriano, 2001). Rovers et al. (1983) verificaram em amostras naturais do
estado de SP teores totais variando de < 10 a 127 mg kg™ de Ni, semelhantes aos obtidos
nesse estudo e que também se relacionavam com material de origem.

Para garantir a qualidade do solo e evitar problemas de uso de solos contaminados
para producdo de alimentos, 6rgdos ambientais tem fixado valores de referéncia de qualidade
(VRQ) para elementos potencialmente toxicos, incluindo Ni. Até o presente momento, para
Ni em solos brasileiros foram sugeridos teores totais de: estado de Minas Gerais (MG) de 21,5
mg kg™ (Caires, 2009), Espirito Santo de (ES) 9,17 mg kg™ (Paye et al., 2010), Rondonia
(RO) e Mato Grosso (MT) de 2,1 mg kg™ (Biondi, 2010), SP de 13 mg kg™ (CETESB, 2005)
e Planicie Litoranea do PR de 17,22 mg kg™ (Buschle, 2013). Estudando as mesmas amostras
do horizonte B do estado do PR empregadas nesse estudo Licht et al. (2006) obtiveram
VRQ de 17 mg kg™. O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) definiu como
valores de prevencdo e investigacdo os valores de 30 mg kg™ e 70 mg kg™, respectivamente
(CONAMA, 2009). Teores de Ni total no solo acima do valor de investigacdo sé&o
considerados com risco potencial, direto ou indireto, a sade humana. Observar que alguns
solos naturais do PR (Tabela 1) apresentaram teores totais de Ni acima de 70 mg kg™, embora
ndo tenha tido a mesma variacdo no teor disponivel. Isso evidéncia a necessidade dos érgaos
ambientais de se determinar também valores fitodisponiveis, em adicdo aos teores totais. A
variabilidade desses teores deve-se principalmente a diferencas na composicdo do material de
origem dos solos, além de outros fatores e processos pedogenéticos de formacdo dos solos,
destacando novamente a importancia do material de origem geoldgico.

A classe textural do solo é fator importante no controle dos teores totais e disponiveis
de Ni. Os teores de argila se relacionam positivamente com os de Ni, em contra partida, a
relacdo é negativa para a fracdo areia (Figura 6). As particulas mais finas tém concentragdes
mais altas de Ni, devido a maior area superficial especifica (ASE) e maior quantidade de
cargas negativas na superficie, ou seja, maior capacidade de troca catiénica (CTC) (Caridad-
Cancela et al., 2005; Forstner & Salomons, 1980; LeRiche & Weir, 1963; Painter et al., 1953;
Qian et al. 1996; Tiller, 1958).
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TABELA 1. Teores médios dos atributos quimicos, texturais e de niquel (Ni) nas amostras de solos naturais e agricolas.

Solo C pH H+Al Al Ca Mg K SSO, P Cu Zn Fe Mn B Ni-M1® Ni-DTPA® Nitotal® Argila® Silte Areia

gdm?® CaCl, .................. e L1 R MG AM™ .o, mgkg? ... gkg ...

Naturais®)

312A 263 497 237 006 116 03 006 24 047 156 037 882 492 007 01 0,04 15 25,67 3,67 70,67
312B 2,77 487 248 018 0,77 024 006 783 06 1,17 044 808 32 007 <01 <0,013 12 20,78 3 76,22
312C 226 501 23 017 075 011 006 7,1 1 1,3 019 668 235 005 <0,1 <0,013 9 1433 6,45 79,22
312D 36 439 455 1,1 078 017 005 17,19 06 112 031 997 163 005 <01 <0,013 14 23,67 6,11 70,22
313A 313 468 275 052 1,19 025 003 1026 065 105 021 98 166 005 <01 0,02 14 2433 511 70,56
313B 62 535 312 004 529 07 004 138 153 493 153 251 1,17 021 0,5 0,03 43 52,78 10,11 37,11
313C 576 49 38 016 311 1,23 015 13,82 407 128 078 27,72 297 011 <01 <0,013 55 7889 14 711
313D 986 473 52 041 529 145 0,08 10,04 27 1569 1,19 30,72 149 008 <0,1 0,02 42 69,11 18,56 12,33
314A 498 572 299 002 531 1,57 026 4,47 3,63 21,09 4,36 4003 017 043 0,54 0,13 47 70,17 13,33 165
314B 977 463 348 014 233 054 015 589 23 245 063 1266 14 009 034 0,19 18 3467 5 60,33
314C 12,99 4738 864 181 287 053 021 1529 266 3,09 069 2327 295 015 0,23 0,07 23 73,78 11,89 14,33
314D 84 453 829 2 163 136 02 2355 112 275 16 17,36 071 012 0,16 0,02 14 55,56 26,66 17,77
320B 328 477 39 018 1,86 125 005 2086 127 916 063 161 227 019 <01 0,06 40 7867 13 8,33
320D 1251 469 537 099 368 1,3 017 11,56 1,49 1347 1,36 21,82 1216 021 0,14 <0,013 54 78,28 11,56 10,17
321A 369 49 378 031 207 065 016 10 1,4 375 059 2044 198 016 <01 <0,013 36 7489 997 1514
321B 508 493 572 043 268 124 01 766 119 88 042 21,19 382 012 <01 <0,013 58 66,33 10,89 22,78
321C 11,37 455 692 113 143 1,32 033 10,77 145 1132 11 2156 1536 0,15 <01 0,08 55 7889 12,67 8,45
321D 7,93 465 639 084 247 174 006 74 226 10 2 244 238 011 0,35 <0,013 76 67,56 20,55 11,89
322A 515 501 442 007 272 151 033 504 277 1061 072 2976 571 015 <01 <0,013 73 77,44 1489 7,67
322B 621 455 529 072 073 032 006 692 222 369 033 2066 028 013 <01 <0,013 25 71,89 18,45 9,66
322C 11,11 459 657 03 25 13 01 39 1,3 1001 06 2927 266 006 0,11 <0,013 69 67,55 19,56 12,89
322D 11,95 416 983 185 071 026 012 337 115 527 04 2539 317 008 <0,1 <0,013 22 53,44 16,33 30,22
323A 729 424 76 123 03 017 005 088 031 131 0,18 1745 144 007 <01 <0,013 22 60,11 14,55 2534
323B 10,11 443 535 0,34 032 027 007 415 038 1,06 021 1991 107 009 <01 0,02 25 67,78 7,46 24,76
323C 1153 423 12,13 380 055 025 006 292 039 142 035 243 282 007 <01 0,02 26 53,67 20,89 2545
323D 11,73 42 783 117 035 02 01 26 057 22 027 3247 343 01 <01 0,16 19 39,33 13 47,67
324A 736 433 756 174 015 009 006 608 038 103 039 2867 032 008 03 <0,013 19 35 13,67 51,33
324C 343 43 787 173 033 023 001 2923 047 09 03 2287 037 01 <01 <0,013 26 48 23,67 28,33
324D 419 427 475 047 02 017 003 5376 053 051 012 1598 0,14 009 <0,1 0,09 55 53,83 15,67 30,5
325B 18,71 47 62 008 574 145 03 622 14 1035 297 1235 887 021 0,23 0,06 53 69 20,67 10,33
326A 10 493 592 112 445 15 013 11,87 34 1074 148 1945 34 018 021 <0,013 87 65,39 18,89 15,72
326B 1106 45 674 038 229 103 018 1071 148 1103 067 22 273 013 <01 <0,013 53 73,89 14,22 11,89
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Continuacao...

C pH H+Al Al Ca Mg K SSO, P Cu Zn Fe Mn B Ni-M1® Ni-DTPA® Nitotal® Argila® Silte Areia

Solo gdm® CaCl, ..., CMOIC AM™ .ot et Mg dm™ ., mgkg? ... gkg?......
Naturais™
326 D 9,8 423 11,27 2,18 1,72 0,64 0,17 5,62 21 1461 051 2533 1,99 0,08 0,1 <0,013 48 67,33 17,67 15
327 A 1484 4,32 853 211 061 022 01 478 065 218 051 3569 135 0,09 <01 <0,013 19 67,78 16,22 16
327B 10,94 4,17 821 189 1,17 027 0,15 6,01 133 395 034 21,73 131 0,09 <01 <0,013 32 61,78 1545 22,77
327C 1468 4,07 2264 215 0,26 0,11 0,04 232 122 209 01 3628 055 0,08 <01 <0,013 17 71,67 12,67 15,67
327b 745 397 17,76 3,18 0,23 009 01 598 093 45 039 2938 453 008 <01 <0,013 44 63,67 18,33 18
328A 591 39 16,95 57 047 0,22 0,14 1454 056 119 024 2895 098 0,08 <01 0,05 40 52 21 27
328B 515 4,06 10,18 391 0,32 0,18 0,11 10,7 0,69 0,69 0,18 2223 0,66 0,09 0,1 <0,013 20 39,56 20,22 40,22
329 A 523 4,35 578 1,13 0,44 0,18 0,04 1793 0,3 08 065 334 1,32 0,07 <01 0,02 17 51,06 18,33 30,61
329B 3,69 4,1 10,09 2,37 0,18 0,15 0,03 29 1.4 0,72 0,16 4234 0,18 0,07 <0, 0,02 16 48,67 10,67 40,67
Agricolas @
LAd 541 4,77 2,37 0 057 057 002 178 185 0,13 0,17 42,08 237 024 <01 <0,013 - 11,5 0,57 87,93
LVad 7,51 3,9 601 109 O 0,12 0,03 2698 193 0,12 0,06 16135 151 048 <0,1 <0,013 - 30,43 2,92 66,65
Lvd[4] 17,12 4,48 649 068 36 199 031 6,77 2395 529 081 38,78 8549 051 0,13 0,07 - 51,37 15,92 32,72
Lvd[1] 30,72 5,13 3,96 0 2,73 061 0,07 3,77 743 221 32,04 2362 48,78 0,26 0,14 0,09 - 59,68 7,95 32,37
LBa 20,81 4,57 809 029 458 192 043 894 2126 803 149 32,03 132,25 0,55 0,16 0,08 - 69,37 18,37 12,27
Lvd[2] 21,03 5,37 3,1 0 23 0,78 0,22 57,25 18,16 3,05 6,49 483 4255 051 0,27 0,11 - 40,87 11,52 47,62
Lvd[3] 1142 46 6,5 0,04 364 13 056 44,41 22,45 17,97 3,03 39,23 203,05 0,87 041 0,27 - 72,77 12,3 14,93
Lvdf 14,15 5,36 51 0 431 156 0,71 14,12 32,17 22,43 4,12 4445 45155 0,68 0,46 0,19 - 73,37 15,58 11,05

W MINEROPAR (2005a; 2005b; 2013); Os elementos foram extraidos conforme a seguir: Al, Ca e Mg - Cloreto de potéssio; P e K - Mehlich-1; C - Walkley-Black; H + Al -
Solugdo tamp&o SMP; Cu, Zn e Fe - Acido cloridrico; Mn - Acetato de aménio; S-SO, - Fosfato mono calcico e acido acético; B - Acido cloridrico; Ni total - Acido cloridrico,
4cido nitrico, 4cido perclérico e agua régia (determinacdo em ICP-OES com plasma induzido); ® Al, Ca e Mg - Cloreto de potassio; P, K, Cu, Zn, Fe e Mn - Mehlich-1; C -
Colorimetria; H + Al - Solucdo tamp&do SMP; S-SO, Fosfato mono célcico; B - Cloreto de bario; © Ni disponivel extraido com Mehlich-1 (determinacdo em ICP-OES); @ Ni
disponivel extraido com DTPA (determinagdo em ICP-OES); ®) Nao determinado nas amostras de solos agricolas; © Camargo et al. (1986); LVAd - LATOSSOLO VERMELO-
AMARELDO Distrofico tipico (Balsas - MA); LAd - LATOSSOLO AMARELO Distréfico tipico (Luiz Eduardo Magalhées - BA); LVd - LATOSSOLO VERMELHO Distrofico
tipico (Coxilha - RS [4], Palotina-PR [3], Primavera do Leste - MT [1] e Rio Verde - GO [2]); LVdf - LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico tipico (Londrina - PR); LBa -
LATOSSOLO BRUNO Aluminico tipico (Campo Novo - RS).
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FIGURA 3. Relacdo entre teores disponiveis de niquel (Ni) extraidos em DTPA e Mehlich-1
nas amostras de solos naturais do horizonte B do estado do Parana (** significativo ao nivel
de p < 0,01 pelo coeficiente de correlacdo linear de Pearson).
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FIGURA 4. Relagéo entre teores disponiveis de niquel (Ni) extraidos em DTPA e Mehlich-1
em amostras de solos agricolas (** significativo ao nivel de p < 0,01 pelo coeficiente de
correlacéo linear de Pearson).
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FIGURA 5. Relagdo entre teores totais e disponiveis (Mehlich-1 e DTPA) de niquel (Ni) em
amostras de solos naturais (™ ndo significativo; * significativo ao nivel de p < 0,05 pelo
coeficiente de correlacgdo linear de Pearson).

Senwo e Tazisong (2004) verificaram estreita relacdo entre os teores totais de Ni em
solos do estado do Alabama nos Estados Unidos, com a CTC e os atributos texturais. Menores
teores de Ni (7,6 mg kg™) foram verificados em solos que apresentavam 0,9% de argila,
enquanto teores mais elevados (53,8 mg kg™) ocorrerem em solos que apresentavam 4,6% de
argila. Bettinelli et al. (2000) também demonstraram a importancia da textura do solo sobre 0s
teores totais de Ni, verificaram ocorréncia de menores teores (27 mg kg™) em solos com
caracteristica textural arenosa e maiores teores (88 mg kg™) em solos derivados de rochas
calcéarias com caracteristicas texturais argilosas.

Atributos como soma de bases (SB), saturacao por bases (V%), teores disponiveis de P
e dos micronutrientes Mn, Zn e B relacionam-se positivamente com o0s teores de Ni
(Figura 6). Acredita-se que esse comportamento esteja relacionado ao material de origem
desses solos, bem como a CTC dos mesmos, ndo necessariamente a uma influéncia direta
desses fatores na disponibilidade de Ni.

Os teores de C no solo ndo apresentam relagdo preponderante com a disponibilidade

de Ni (Figura 6), evidenciando que sua adsor¢do no solo é controlada principalmente pela
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fracdo mineral do solo, com destaque para os éxidos de Fe e Mn, corroborando com 0s
resultados de Sadiq & Zaidi (1981).

As amostras de solos agricolas apresentam comportamento semelhante aos observados
nos solos naturais (Figura 7). Entretanto, nesses solos os teores de Cu apresentaram relacéo
com o Ni mais preponderante que a observada nos solos naturais. Diferindo dos relatos de
Uren (1992), no qual os teores de Cu apresentam comportamento inverso ao Ni, pois, ambos
apresentam similaridade quimica e competem diretamente pelos sitios de adsor¢do no solo.
Acredita-se que o comportamento observado deve-se a esse micronutriente ser componente de

insumos agricolas comumente empregados no manejo da cultura da soja.
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FIGURA 6. Analise de componentes principais (ACP) de niquel (Ni) disponivel (Mehlich-1 e
DTPA) e total com os atributos quimicos e texturais de 41 amostras de solos do horizonte B
do estado do Parana.
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FIGURA 7. Anélise de componentes principais (ACP) da disponibilidade de niquel (Ni)
(Mehlich-1 e DTPA) com os atributos quimicos e texturais de solos agricolas de estados
representativos no cultivo da soja.

Vale salientar que o cultivo da soja é efetuado, de maneira geral, em solos ja
corrigidos e com fertilidade construida de acordo com as exigéncias da cultura. Dessa forma,
0s insumos empregados no manejo da cultura e que contém Ni, podem contribuir para a
elevacdo dos teores disponiveis desse micronutriente em alguns solos. Exemplificando,
insumos como os termofosfatos ndo sdo considerados fontes de Ni, embora contenham
quantidade significativa desse micronutriente com teores médios de até 330 mg kg™ (Damato
et al., 2008; Gabe, 1998).

O aumento dos teores disponiveis de Ni pode levar a uma competi¢do dos sitios de

reacdo no solo com os micronutrientes Fe e Zn, como pode se observar na ACP dos solos
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agricolas, comportamento esse que corrobora com o relatado por Uren (1992) para esses

micronutrientes catidnicos.
1.4 CONCLUSOES

Os teores disponiveis de Ni em solos agricolas e naturais variaram de < 0,1 a 0,54 mg
dm™ em Mehlich-1 e < 0,013 a 0,27 mg dm™ em DTPA. Esses extratores apresentaram
diferenca quanto aos teores extraidos de Ni disponivel, fato que se deve ao principio de
extracdo: dissociacdo para o Mehlich-1 e complexacdo no caso do extrator DTPA. Os
extratores Mehlich-1 e DTPA apresentaram correlagdo significativa e positiva, evidenciando
gue ambos podem ser utilizados para quantificacdo da disponibilidade de Ni. Os teores totais
apresentam baixa correlacdo e contraste com os teores disponiveis e sdo condicionados pelo
material de origem dos solos. A disponibilidade de Ni das amostras de solos agricolas da
camada superficial foi maior que a verificada nas amostras de solos naturais do horizonte B.
Os atributos quimicos e texturais dos solos, bem como as atividades agricolas, influenciam
diretamente nos teores disponiveis de Ni. A estreita faixa de variacdo do pH nas amostras de
solo estudadas néo possibilitaram verificar a relacdo inversa com a disponibilidade de Ni. Em
comparagdo a outros micronutrientes, os teores de Ni disponiveis se mostraram bastante
baixos, com alto grau de dificuldade para sua determinacdo, evidenciando a necessidade de

mais pesquisas para determinacdo de faixas de valores e niveis criticos nos solos agricolas.
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CAPITULO Il - NIQUEL NA SOJA CULTIVADA EM SOLOS DE CLASSES
TEXTURAIS CONTRASTANTES SOB CONDICOES CONTROLADAS

RESUMO

O Ni é componente estrutural das enzimas urease e hidrogenase, que desempenham fungdo no
metabolismo do N nas plantas leguminosas. A textura do solo pode influenciar na
disponibilidade de Ni interferindo na resposta da soja (Glycine max [L.] Merrill) a esse
micronutriente. O objetivo do trabalho foi avaliar a influéncia da aplicacdo de Ni no
desenvolvimento morfologico, fisioldgico e desempenho agrondmico de plantas de soja
cultivadas em solos de classes texturais contrastantes. Foram realizados dois experimentos
concomitantes em condigdes controladas, utilizando o cultivar de soja BRS 360 RR, cultivado
em solo franco arenoso e solo muito argiloso, submetidos a aplicacéo de 0,0; 0,2; 0,4; 0,8; 1,0
e 5,0 mg dm™ de Ni. Foram avaliados atividade enzimatica da urease e nitrato redutase,
conteddo de clorofila, taxa fotossintética, massa seca das plantas, componentes de
produtividade, analise do solo e tecido vegetal. Foram quantificados os teores de Ni
disponiveis em Mehlich-1 e DTPA, teores foliares e nos grdos. Observou-se que a textura do
solo influencia a disponibilidade de Ni para as plantas de soja e, consequentemente, a sua
resposta a esse micronutriente. Aspectos fisioldgicos e morfoldgicos das plantas de soja,
como atividade da enzima urease, conteido de clorofila, taxa fotossintética e desenvolvimento
do sistema radicular sdo potencializados com a aplicacdo de doses em torno de 0,5 mg dm™ de
Ni, com maior incremento de resposta no solo franco arenoso. Essa dose proporcionou em
média teores foliares de 0,36 mg kg™ de Ni, teores disponiveis de 0,23 mg dm™ de Ni em
DTPA e 0,47 mg dm™ de Ni em Mehlich-1. Plantas de soja cultivadas em solo muito argiloso,
sob aplicacdo de alta dose de Ni apresentaram sintomas de toxidez, com reducdo dos
componentes de produtividade. A aplicacdo de Ni nas condigdes estudadas ndo se fez
necessaria. Ha relacdo direta entre disponibilidade de Ni no solo e teores foliares, nos gréos e
acumulo nas plantas. A relacdo dos teores de Ni com atributos quimicos dos solos e demais
nutrientes no tecido vegetal apresentou particularidades para cada solo estudado. A exigéncia

de Ni pelas plantas € baixa, sendo o teor na semente capaz de suprir algumas geracoes.

Palavras chaves: Micronutrientes, fixacdo bioldgica de nitrogénio, urease, hidrogenase,

Glycine max.
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CAPITULO Il - NICKEL IN SOYBEAN CULTIVATED IN SOILS OF
CONTRASTING TEXTURAL CLASS UNDER CONTROLLED CONDITIONS

ABSTRACT

Nickel (Ni) is structural component of urease and hydrogenase enzymes, which play role in N
metabolism of legume plants. Soil texture can influence Ni availability and interfe in the
response of soybean (Glycine max [L.] Merrill) to this micronutrient. The objective of this
work was to evaluate the influence of Ni application in the morphological development,
physiological and agronomic performance of soybean plants grown under contrasting textural
classes of soils. Two simultaneous experiments were conducted under greenhouse conditions,
using soybean cultivar BRS 360 RR, grown in a sandy loam and clay soils, submitted to the
application of 0.0; 0.2; 0.4; 0.8; 1.0 and 5.0 mg dm™ of Ni. The following evaluations were
made: urease and nitrate reductase activity, chlorophyll content, photosynthetic rate, plant dry
mass, components of productivity, soil and plant tissue analysis. Ni were quantified in
Mehlich-1 and DTPA extractions, leaves and grains. It was observed that soil texture
influence Ni availability for soybean plants and, consequently, its response to this
micronutrient. Physiological and morphological aspects of soybean plants as urease enzyme
activity, chlorophyll content, photosynthetic rate and root system development are enhanced
by applying doses around 0.5 mg dm™ of Ni, with greater increment in the sandy loam soil.
This dose lead to an average leaf concentrations of 0.36 mg kg™ of Ni and soil available levels
of 0.23 mg dm™ of Ni in DTPA and 0.47 mg dm™ of Ni in Mehlich-1. Soybean plants grown
in clay soil under application of high dose of Ni showed symptoms of toxicity, with reduction
of productivity components. Ni application in the studied conditions showed not be required.
There is a direct relationship among Ni availability in soil, foliar and grain concentration and
accumulation in plants. The relationship among Ni availability with chemical attributes of
soils and other nutrients into the plant tissue presented particularities for each soil. Ni

requirement by plants is low, being Ni content in the seeds is able to supply some generations.

Key words: Micronutrients, biological nitrogen fixation, urease, hydrogenase, Glycine max.
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2.1 INTRODUCAO

A primeira constatacdo de essencialidade do niquel (Ni) foi realizada por Dixon et al.
(1975), os quais demonstraram que o Ni € componente estrutural da enzima urease que
desdobra a ureia (CO[NH>],) hidroliticamente em aménia (NH3) e didxido de carbono (CO,).
A essencialidade nas plantas superiores foi evidenciada por Eskew et al. (1983) cultivando
soja (Glycine max [L.] Merrill) em solucdo nutritiva, as quais apresentaram necrose na
extremidade dos foliolos devido acimulo de ureia em concentracdes toxicas, consequéncia da
baixa atividade da urease em razéo da deficiéncia de Ni. Trabalhos posteriores de Eskew et al.
(1984) e Brown et al. (1987), com feijao (Vigna unguiculata [L.]) e cevada (Hordeum vulgare
[L.]) confirmaram a essencialidade e inseriram o Ni como micronutriente, apds verificarem
que as sementes das plantas de cevada cultivadas em solucdo nutritiva com auséncia em Ni,
apos trés geracOes, eram invidveis e ndo germinavam adequadamente.

As leguminosas apresentam alta atividade da urease, pois os ureideos, que realizam o
transporte do nitrogénio (N) advindo da fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) no tecido
vegetal, catalisam a molécula da ureia que posteriormente é metabolizada pela urease
(McClure & lIsrael, 1979). O Ni também exerce outro papel primordial na FBN, por ser
constituinte estrutural da enzima hidrogenase (Kim & Maier, 1990; Sellstedt & Smith, 1990;
Stults et al., 1984), que reprocessa 0 gas hidrogénio (Hy), gerado pela enzima nitrogenase para
romper as triplas ligac6es da molécula do N atmosférico (N,) no processo de FBN, gerando
assim, energia que é realocada para a enzima nitrogenase, ou seja, ocorrendo reciclagem
energética (Evans et al., 1987; Lopez et al., 1983).

Estudos constatam que o Ni também exerce interferéncia no metabolismo de
aminoéacidos e de acidos organicos (Bai et al., 2006; Brown et al., 1990; Shimada et al., 1980;
Walker et al., 1985), na producdo de etileno (Singh et al., 1994; Smith & Woodburn, 1984),
na germinacdo das sementes (Brown et al., 1987) e na resisténcia das plantas a doencas
(Forsyth & Peturson, 1959; Graham et al., 1985; Wells & Wood, 2008).

Apesar das funcbes desempenhadas pelo Ni no metabolismo das plantas, ndo existe
recomendacéo oficial para sua aplicacdo na cultura da soja no Brasil. Acredita-se que a
resposta dessa leguminosa ao Ni depende diretamente dos teores disponiveis no solo, que por
sua vez, sdo influenciados pelas caracteristicas de cada solo, tais como: teores de oxidos de

ferro (Fe) e manganés (Mn), interacGes entre fatores como pH, teor de matéria orgénica no
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solo (MOS), classe textural e composicdo das argilas, potencial redox, competicdo pelos sitios
de adsorcéo, reacOes de complexacdo e atividade microbiana (Amaral Sobrinho et al., 2009).

A classe textural do solo é fator importante no controle da disponibilidade do Ni as
plantas. Varios pesquisadores demonstraram que a distribuicdo de metais pesados, como o Ni,
ocorre de acordo com o tamanho das particulas do solo. As particulas mais finas tém
concentragfes mais altas de Ni, devido a maior &rea superficial especifica (ASE) e maior
quantidade de cargas negativas na superficie. O aumento do teor de Ni com a diminuic¢éo do
diametro das frac6es do solo indica que o comportamento desse micronutriente é governado
por processos de adsorcdo (Caridad-Cancela et al., 2005; Forstner & Salomons, 1980;
LeRiche & Weir, 1963; Painter et al., 1953; Qian et al., 1996; Tiller, 1958).

Portanto, desenvolver estudos para avaliar o potencial de resposta da soja ao Ni em
solos de classes texturais contrastantes é de fundamental importancia para compreender o
comportamento desse micronutriente no solo e na planta, visando estabelecer critérios para
recomendacédo de adubacgéo. Desta forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia da
aplicacdo de Ni no desenvolvimento morfologico, fisioldgico e desempenho agronémico de

plantas de soja cultivadas em solos de classes texturais contrastantes.
2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 LOCAL

O experimento foi realizado em ambiente controlado no periodo de novembro de 2012
a abril de 2013, na Fazenda Santa Terezinha da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria / Centro Nacional de Pesquisa de Soja (EMBRAPA SOJA), Londrina, Parana
(PR), Brasil.

2.2.2 CARACTERIZACAO DOS SOLOS

Foram utilizados dois solos, coletados na profundidade de 0 a 20 cm, nos municipios
de Palotina (24° 17" 02” S e 53° 50’ 24” W) e lpord (24° 00" 10" S e 53° 42' 14" W), PR,
sendo um LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico tipico (LVef) e um LATOSSOLO
VERMELHO Distrofico tipico (LVd), respectivamente (EMBRAPA SOLOS, 2006). Os solos
apresentavam as seguintes caracteristicas quimicas e fisicas, LVef: areia - 11 g kg, silte - 12
g kg™ e argila - 77 g kg%, classe textural muito argilosa (EMBRAPA SOLOS, 2006), MOS -
12,6 g dm™; pH (CaCly) - 4,35; aluminio (Al) - 0,61 cmol. dm™; hidrogénio (H) + Al - 6,69
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cmol. dm™; fésforo (P) - 60 mg dm; potéssio (K) - 0,79 cmol, dm™; calcio (Ca) - 4,03 cmol,
dm™; magnésio (Mg) - 0,71 cmol, dm™; enxofre (S-SO,) - 4,8 mg dm™; boro (B) - 0,98 mg
dm3; cobre (Cu) - 7,57 mg dm™; Fe - 40 mg dm™; Mn - 222,5 mg dm™; zinco (Zn) - 9,23 mg
dm™, Ni - 0,37 mg dm™ (Mehlich-1) e 0,15 mg dm™ (DTPA); LVd: areia - 76 g kg™, silte - 4 g
kg™ e argila - 20 g kg, classe textural franco arenosa (EMBRAPA SOLOQS, 2006), MOS -
0,78 g dm™; pH (CaCly) - 3,4; Al - 1,11 cmol, dm™; H + Al - 3,97 cmol. dm™; P - 1,95 mg
dm™; K - 0,02 cmol, dm™; Ca - 0,81 cmol, dm™; Mg - 0,13 cmol, dm™; S-SO, - 144,5 mg
dm™; B - 0,17 mg dm™; Cu - 0,95 mg dm™; Fe - 24 mg dm™; Mn - 5 mg dm™; Zn - 0,43 mg
dm=, Ni < 0,10 mg dm™ (Mehlich-1) e < 0,013 mg dm™ (DTPA).

2.2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS

Dois experimentos foram conduzidos concomitantemente em delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC). Cada experimento consistia de um tipo de solo,
um com classe textural franco arenoso e outro muito argiloso, submetidos a seis doses de Ni
(0,0; 0,2; 0,4; 0,8; 1,0 e 50 mg dm?), efetuando-se quatro repeticdes por tratamento,

totalizando 24 parcelas.

2.2.4 DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL E MANEJO

As amostras dos solos foram secas ao ar, tamisadas em peneiras de 2 mm, em seguida,
alocadas em vasos de 3 dm?®. Juntamente com esse procedimento, foi efetuada a correcio da
acidez dos solos, empregando uma mistura de carbonato de célcio (CaCQO3) + carbonato de
magnésio (MgCO3) na proporcdo de 3:1, que foi incorporada ao solo visando elevar a
saturacdo por bases (V%) a 70%. A adubacdo foi realizada de acordo com Malavolta (1980),
com solucdo nutritiva nas doses de: 200 mg dm™ de P, 50 mg dm™ de K, 25 mg dm>de S, 5
mg dm™ de cloro (Cl), 5 mg dm™ de Mn, 3 mg dm™ de Zn, 1 mg dm™ de B, 1 mg dm™ de Cu,
0,5 mg dm™ de molibdénio (Mo) e 0,1 mg dm™ de cobalto (Co). Na adubacéo de cobertura
foram fornecidos K e S, nas doses de 50 e 25 mg dm>, respectivamente, quando as plantas se
encontravam entre os estadios V3 ou V4 (Fehr & Caviness, 1977) e no inicio do
florescimento (R1), com exce¢do do S, aplicado apenas no estadio vegetativo. A aplica¢do do
Ni foi efetuada juntamente com a adubacéo de semeadura, utilizando como fonte o sulfato de
Ni (NiSO,4.6H,0).

Apo0s a correcdo da acidez dos solos esses foram mantidos incubados por 15 dias até

realizar a adubacdo de semeadura, posteriormente foram mantidos mais 15 dias incubados,
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totalizando 30 dias desde a correcdo até a semeadura da soja. No periodo destinado a
incubacdo a umidade dos solos é mantida em aproximadamente 50% da capacidade de
retencdo de adgua. A semeadura do cultivar BRS 360 RR foi realizada logo em seguida na
profundidade de 1 cm. Foram semeadas oito sementes por vaso e procederam-se desbastes
periédicos até restarem duas plantas por vaso. As sementes foram inoculadas com 2 mL kg™
(EMBRAPA SOJA, 2011) do produto comercial liquido SEMIA 5019 e SEMIA 5079, que
continha as estirpes Bradyrhizobium elkanii e Bradyrhizobium japonicum, respectivamente.
Foi efetuada nova inoculacdo no solo quando as plantas estavam no estadio de
desenvolvimento entre V3 e V4, empregando-se uma solugdo com dose seis vezes maior que
a utilizada nas sementes (EMBRAPA SOJA, 2011). A segunda inoculacdo foi realizada para
garantir a efetividade da FBN.

Durante o ciclo de desenvolvimento das plantas foram efetuadas irrigacdes periddicas

com agua deionizada e o controle fitossanitario foi realizado sempre que necessario.

2.2.5 VARIAVEIS ANALISADAS

Medic¢oes indiretas do teor de clorofila foram realizadas com um medidor eletrénico
portétil de intensidade da cor verde das plantas (SPAD), modelo Digital SPAD 502. A leitura
foi efetuada em dois pontos do foliolo central da terceira folha da haste principal, do terco
superior, nos estadios de desenvolvimento V5, V6, R1, R3, R5 e R7.

No estadio R1 foi coletada a quarta folha do terco superior das plantas para
quantificacdo das atividades das enzimas urease e nitrato redutase. Nesse mesmo estadio de
desenvolvimento foi determinada a taxa fotossintética na terceira folha da haste principal, do
terco superior, utilizando o aparelho Infra Red Gés Analyser (IRGA) modelo Li-Cor LI-
6400XT.

A terceira folha e peciolo do ter¢o superior da haste principal foram coletados para
analise foliar, quando as plantas encontravam-se no estadio de desenvolvimento R2
(EMBRAPA SOJA, 2011).

Ao final do ciclo (R9) as plantas foram separadas em raiz, caule, hastes, folhas e
vagens. O material vegetal foi seco em estufa com circulagéo de ar, a aproximadamente 60 a
65°C, por 72 horas. Apos esse procedimento foi determinada a massa seca das raizes, caule,
haste, folhas e vagens. A massa seca total foi obtida a partir do somatorio da massa seca de

todas as partes avaliadas. O acimulo de Ni nas plantas foi calculado a partir dos teores de Ni
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da parte aérea das plantas de soja em estadio R9, multiplicando pela massa seca da parte
aerea.

Foram realizadas avaliacdes dos componentes de produtividade (massa seca e nimero
de vagens e gréos), com posterior analise dos gréos. Foi efetuada analise do solo ap6s a coleta

das plantas.

2.2.5.1 Determinacéo da atividade da enzima nitrato redutase

Metodologia adaptada de Hewitt & Smith (1975) e Mulder et al. (1959). Na extracdo
foi utilizado 0,3 g de massa fresca vegetal, cortadas em fatias de 1 mm de largura e evitando
as nervuras, sendo alocadas em tubos de ensaio contendo 4 mL de nitrato de potéssio (KNO3
0,25 mol L) em tampédo de fosfato (pH 7,4), composto por fosfato monossédico (NaH,PO,
0,20 mol L) e fosfato de sdio dibasico (Na;HPO4 0,50 mol L™). O tampéo continha nitrato
(NOg") para a enzima nitrato redutase, presente na folha, converter NO3™ em nitrito (NO;’). Em
seguida, as amostras foram incubadas em banho maria a 37°C por 2 horas, protegidos da luz
com folhas de Al que recobriam os tubos e efetuadas agitacdo em intervalos frequentes. Apds
a incubacdo foi retirada uma aliquota de 1 mL do extrato vegetal e para paralisar as reacdes
quimicas até entdo ocorridas foi adicionado 1 mL de &cido sulfanilico (C¢H7HO3S) a 1% em
acido cloridrico (HCI 2 N). Apo6s repouso de 5 a 10 minutos foi adicionado 1 mL de alfa
naftilamina (C1oH;NH, 193 mmol L) com objetivo de conferir coloracdo ao NO, e efetuada
leve agitacdo, seguida da aplicagdo de 1 mL de acetato de sédio (CH;COONa 2 mol L™?). Os
tubos foram tampados, realizada nova agitacdo e a determinacdo da absorvancia foi efetuada
em espectrofotometro modelo LAMBDA 25 UV/Vis a 540 nm. A atividade da enzima foi
determinada pela quantidade de NO," produzida, a qual foi comparada com os valores obtidos

em uma curva padréo de NO;’, preparada previamente com nitrito de sodio (NaNOy).

2.2.5.2 Determinacéo da atividade da enzima urease

Metodologia adaptada de Hogan et al. (1983) e McCullough (1967). Na extracdo foi
utilizado 0,2 g de massa fresca vegetal, cortadas em fatias de 1 mm de largura evitando as
nervuras e colocadas em tubos de ensaio contendo 8 mL de tampé&o fosfato com ureia (pH
7,4), para determinacdo do teor de NH3. O tampéo foi preparado com fosfato monossodico
(NaH,PO, 0,2 mol L), fosfato de sédio dibasico (Na,HPO4 0,5 mol L™), n-propanol (0,66
mol L™) e ureia (CO[NH,], 0,21 mol L™). O n-propanol foi utilizado para aumentar a

permeabilidade dos tecidos e evitar a formagdo de amdnio (NH;") pela presenca de micro-
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organismos. As amostras foram incubadas em banho maria a 30°C por 3 horas, protegidas da
luz com folhas de Al ao redor dos tubos e foram efetuadas agitacdo em intervalos frequentes.
Apbs a incubacdo foi retirada uma aliquota de 0,5 mL do extrato vegetal e a NH3 retida nos
tecidos foliares foi extraida pela adic&o de 2,5 mL do reagente I: fenol (C¢HsOH 0,1 mol L)
e nitroprussiato de sédio (SNP) (Nay[Fe(CN)sNO] 170 umol L™). Posteriormente foram
adicionados aos tubos mais 2,5 mL do reagente 11: hidréxido de sédio (NaOH 0,125 mol L™),
fosfato dissodico (Na,PO4.12H,0 0,15 mol L™) e hipoclorito de sédio (NaOCI) (3% Cl,). Os
tubos foram tampados, para evitar a perda de NHgs, recobertos com folhas de Al e mantidos
em banho maria a 37°C por 35 minutos. Em seguida foi realizada a leitura da absorvancia em
espectrofotdmetro a 625 nm. A atividade da enzima foi determinada pela quantidade de NH,"
produzido e, os valores obtidos, foram comparados com uma curva padrdo, previamente

estabelecida utilizando-se cloreto de aménio (NH,4CI).

2.2.5.3 Andlises dos solos e do tecido vegetal

As analises de solo foram realizadas segundo metodologia da EMBRAPA (2009), com
excecdo da determinacdo de C, S-SO,4, B e Ni (DTPA) efetuadas conforme Raij et al. (2001).
O teor de Ni disponivel foi obtido por extracfes simples, em Mehlich-1, relacdo solo:solucéo
1:10, e DTPA, relagéo solo:solugédo 10:20, sendo quantificado em espectrometria de emissao
atomica (ICP-OES) modelo PerkinEImer Optima 8300 DV. A textura foi determinada pelo
método da pipeta conforme descrito em Camargo et al. (1986), utilizando como dispersante
quimico o hidroxido de sodio (NaOH) e hexametafosfato de sddio (Na[NaPO3],ONa).

Para quantificacdo do N total no tecido vegetal foi efetuada digestdo sulfirica em
sistema aberto (Jackson, 1958) e determinacdo de acordo com o método analitico Kjeldahl
(Bremner & Edwards, 1965). Para determinacdo dos macro e micronutrientes no tecido
vegetal as amostras foram digeridas com &cido nitrico (HNO3), em sistema fechado em forno
micro-ondas, modelo Mars Xpress (CEM), com posterior quantificacgio em ICP-OES
(Malavolta et al., 1997). Para determinagdo dos teores de Ni no tecido vegetal o método
analitico foi otimizado objetivando concentrar o extrato de determinacdo, para isso foram
adicionados 6 mL de HNO3; em 0,5 g de massa seca vegetal moida e realizada pré digestdo
das amostras durante 30 minutos antes de serem levadas ao forno micro-ondas previamente
programado para atingir a temperatura de 170 °C. Ao termino da digestdo as amostras eram

diluidas para 15 mL utilizando agua pura.
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Os limites de quantificacdo do Ni em ICP-OES para o tecido vegetal foi de 0,084 mg
kg™ e Ni disponivel no solo de 0,1 e 0,013 mg dm™ para Mehlich-1 e DTPA, respectivamente.
Amostras de referéncia de solo (BCR® - 142R) e tecido vegetal (Trifolium repens L.) (BCR® -
402) certificadas pela European Commission - Joint Research Centre, Institute for Reference
Materials and Measurements, e amostra de grdos (Vicia fava) (IPE 903) certificadas pela
Wageningen Evaluating Programs for Analytical Laboratories, International Plant-Analytical

exchange, foram utilizadas para garantir o controle de qualidade das analises.

2.2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (Teste F) e quando
significativos foram ajustados por modelos de regressdo. Teores de Ni disponivel no solo, no
tecido vegetal, massa de grdos, nutrientes e atributos quimicos dos solos foram
correlacionados pelo teste linear de Pearson. Os softwares utilizados para a analise estatistica
foram SigmaPlot 10.0 (2006) e Statistical Analysis System (SAS), conforme Pimentel-Gomes
& Garcia (2002).

O delineamento experimental e as andlises estatisticas do solo franco arenoso e muito
argiloso foram realizados de maneira independente. Entretanto, sdo comparados de maneira

descritiva em termos de resposta as variaveis avaliadas.
2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade da enzima urease variou de 3,08 a 17,18 pumol N-NH;* g MF! h! e de
5,85 a 13,18 umol N-NH," g MF™* h™* nas plantas cultivadas no solo franco arenoso e muito
argiloso submetidas as doses de Ni, respectivamente. O comportamento dessa enzima pode
ser explicado por meio de ajuste de uma equacdo gaussiana, na qual a enzima apresentou pico
de atividade em doses estimadas de 0,5 e 0,6 mg dm™ de Ni, nas plantas cultivadas no solo
muito argiloso e franco arenoso, respectivamente (Figura 1). Resultados semelhantes foram
verificados em plantas de soja cultivadas em solugéo nutritiva com o fornecimento de 0,001 a
0,1 mg L™ de Ni por Eskew et al. (1983; 1984), Klucas et al. (1983) e Krogmeier et al.
(1991). Também em condicdes controladas, Dalton et al. (1985) cultivando soja em solos da
Carolina do Norte verificaram acréscimos da atividade da urease até a dose de 1 mg dm™ de
Ni. Aumento da atividade da urease com fornecimento de Ni também foi verificado em

cereais (Brown et al., 1987), cucurbitaceas (Gerendas & Sattelmacher, 1997a), arroz (Oryza
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sativa [L.]) (Gerendas et al., 1998), colza (Brassica napus [L.]) (Gerendas & Sattelmacher,
1999), pecd (Carya illinoinensis) (Bai et al., 2006), ch4a (Ghanati & Rahmati Ishka, 2006),
tomate (Solanum lycopersicum [L.]) (Gad et al.,, 2007) e alface (Lactuca sativa [L.])
(Khoshgoftarmanesh et al., 2011; Oliveira et al., 2013). O aumento da atividade enzimatica se
deve ao Ni fazer parte do grupo prostético da urease (Dixon et al., 1975), enquanto a reducé&o,
com a aplicacdo das maiores doses, provavelmente esté relacionado ao efeito toxico uma vez

que o Ni € um metal pesado.
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FIGURA 1. Atividade da enzima urease em plantas de soja (R1) cultivadas em solos de
classes texturais contrastantes submetidos & aplicacdo de niquel (Ni) (** significativo a
p < 0,01 pelo Teste de F).

A atividade da enzima nitrato redutase variou de 0,0714 a 0,1105 umol N-NO; g
MF™ h? e de 0,0979 a 0,1318 umol N-NO, g MF™* h™! nas plantas cultivadas no solo franco
arenoso e muito argiloso, submetidos a aplicacdo de Ni, respectivamente. Houve tendéncia de
aumento com a aplicacdo das menores doses de Ni, porém, ndo diferindo estatisticamente
(Figura 2). Os resultados corroboram com Kevresan et al. (1998) que n&o verificaram
influéncia do Ni sobre atividade da enzima nitrato redutase. A auséncia de aplicacdo de N
mineral, como nesse estudo, pode ser explicacdo para a baixa atividade da nitrato redutase,
uma vez que o N assimilado pelas plantas de soja ndo foi obtido pela rota metabdlica dessa
enzima. A tendéncia de aumento da atividade da nitrato redutase pode estar relacionada a
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absorcdo e assimilacdo de formas nitricas disponiveis dos solos estudados, consequéncia, do

maior desenvolvimento do sistema radicular possibilitado pelo fornecimento de Ni.
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FIGURA 2. Atividade da enzima nitrato redutase em plantas de soja (R1) cultivadas em solos
de classes texturais contrastantes submetidos a aplicacdo de niquel (Ni) (™ néo significativo a
p < 0,05 pelo Teste de F).

O contetdo de clorofila em R1, variou de 0,016 a 0,0209 mg cm™ e de 0,0179 a
0,0205 mg cm™ no solo franco arenoso e muito argiloso, respectivamente (Figura 3). A taxa
fotossintética variou de 19,09 a 22,25 pmol CO, m? s™ e de 19,2 a 23,37 pmol CO, m?s™ no
solo franco arenoso e muito argiloso, respectivamente (Figura 4). Ambas as variaveis
apresentaram diferenca estatistica em funcdo da aplicacdo de Ni. O conteudo de clorofila pode
ser explicado por meio de ajuste de uma equacdo gaussiana, com aumento estimado até a dose
de 0,7 e 0,8 mg dm™ de Ni nas plantas cultivadas no solo muito argiloso e franco arenoso,
respectivamente. As plantas apresentaram pico da taxa fotossintética com aplicacdo de 0,2 mg
dm™ de Ni, para ambos os solos. O modelo para explicar o comportamento fotossintético em
relacdo a aplicacdo de Ni é o piecewise.

Resultados similares foram obtidos por Wong & Chang (1991), que observaram
aumento do conteudo de clorofila em Chlorella pyrenoidosa (algas de agua doce) nas doses
de 0,1 a1 mg L™ de Ni em cultura de tecido. Segundo Mcllveen & Negusanti (1994), entre

varias organelas celulares, os cloroplastos continham os maiores teores de Ni, entre 8 a 9,9%
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do teor total, enquanto organelas como mitocéndrias e ribossomos apresentavam entre 0,32 a
2,85%. Também em condi¢bes controladas, Tan et al. (2000) observaram aumento do
conteddo de clorofila com aplicacdo de uréia e Ni quando comparado a auséncia do
fornecimento desse micronutriente em tomate. Em estudos semelhantes, Gerendas &
Sattelmacher (1997b) constataram que a ureia fornecida em solucéo nutritiva sem aplicagao
de Ni reduziu o conteudo de clorofila em centeio (Secale cereale [L.]), trigo (Triticum
aestivum [L.]), colza, abobrinha (Cucurbita pepo [L.]) e girassol (Helianthus annuus [L.]).
Estudando plantas de cevada nas mesmas condi¢des, Rahman et al. (2005) verificaram
aumento do conteido de clorofila nas doses de 0,1 a 1 mg L™ de Ni. Segundo llin et al.
(2000), o Ni pode retardar a degradacdo da clorofila por radicais livres, devido seu efeito
sobre a atividade de superdxido dismutase, conforme comprovado para microorganismos.
Estudando aplicacdo de Ni, Mo e N em condicGes controlas, Moraes et al. (2009) verificaram
aumento no contetdo de clorofila e taxa fotossintética em plantas de arroz cultivadas em
resposta ao Ni e Mo. Com excec¢do do Ultimo trabalho, ndo foram encontradas publicactes
sobre o efeito exercido pelo Ni na taxa fotossintética das plantas, menos, quando o objetivo
era de se estudar os efeitos toxicos desse micronutriente.

O comportamento fisioldgico observado nas plantas de soja deve-se provavelmente ao
efeito do aumento da atividade da enzima urease com aplicacdo das menores doses de Ni, que
possibilitou maior assimilacdo de N por essas plantas. Por sua vez, o aumento do contetdo de
clorofila foi devido ao N ser constituinte da molécula de clorofila, pigmento esse que
transforma energia solar em energia quimica no processo de fotossintese nos vegetais.
Ressalta-se que os atributos fisioldgicos, atividade da enzima urease, contetdo de clorofila e
taxa fotossintética, apresentaram maior amplitude de resposta ao Ni nas plantas cultivadas no
solo franco arenoso. Isso se deve aos menores teores disponiveis de Ni nesse solo.

O conteudo de clorofila determinado nos estadios de desenvolvimento V5, V6, R3, R5
e R7 néo diferiram em funcéo da aplicacéo de Ni. Smith & Woodburn (1984) constataram que
0 Ni inibiu a producéo de etileno em plantas de feijdo e macieira (Malus domestica [L.]), por
conseguinte aumentou o ciclo de desenvolvimento devido ao retardamento da senescéncia das
plantas. Uma explicacdo para esse comportamento, segundo Zheng et al. (2006), é devido ao
Ni*? substituir o Fe*? na ativacdo da enzima ACC oxidase, precursora do etileno. Isso
resultando na formacdo de um complexo enzimatico inativo, ocorrendo acumulo da ACC
oxidase no tecido vegetal e reduzindo a sintese do etileno. Portanto, pode-se afirmar com base

na intensidade da coloracdo verde das folhas, ou seja, de maneira indireta, que as plantas de
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soja ndo diferiram quanto ao inicio do periodo de senescéncia, portanto, provavelmente o teor

de etileno nas plantas de soja néo foi afetado pela aplicacdo de Ni nas condic¢Oes estudadas.
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FIGURA 3. Conteudo de clorofila em plantas de soja (R1) cultivadas em solos de classes
texturais contrastantes submetidos a aplicacéo de niquel (Ni) (** significativo a p < 0,01 pelo
Teste de F).

Os teores de N total variaram de 30,05 a 35,85 g kg™ e de 31,43 a 34,10 g kg™ nas
plantas cultivadas no solo franco arenoso e muito argiloso, respetivamente. Houve tendéncia
de aumento do teor de N com a aplicacdo das doses de Ni, porém, ndo diferiram
estatisticamente (Figura 5). Esses resultados corroboram com os obtidos em plantas de colza
(Gerendas & Sattelmacher, 1999), umbuzeiro (Spondias tuberosa [L.]) (Neves et al., 2007) e
alface (Oliveira et al., 2013) submetidas a aplicacdo de Ni. Por outro lado, Tan et al. (2000)
verificaram aumento no teor de N total em tomate com aplicacdo de Ni até a dose de 0,1 mg
L™ de Ni. Em condicdes similares, Arkoun et al. (2013) estudaram a influéncia do Ni e de um
inibidor da urease em plantas de colza, com e sem fornecimento de ureia. Esses autores
verificaram que a auséncia de Ni e a inibicdo da atividade da enzima urease afetam
diretamente o metabolismo do N nas plantas, reduzindo a atividade das principais enzimas
relacionadas a assimilagdo de N no tecido vegetal, glutamina sintetase (GS), glutamato
sintetase (GOGAT) e glutamato desidronenase (GDH), concluindo a necessidade de

fornecimento de Ni as plantas.
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FIGURA 4. Taxa fotossintética em plantas de soja (R1) cultivadas em solos de classes
texturais contrastantes submetidos a aplicacdo de niquel (Ni) (** significativo a p < 0,01 pelo
Teste de F).

A variavel massa seca das plantas de soja apresentou evidente influéncia da textura do
solo, independente da aplicacdo de Ni. A massa seca total das plantas variou de 18,33 a 20,75
g/planta e de 23,53 a 33,71 g/planta no solo franco arenoso e muito argiloso, respectivamente.
A massa seca da parte aérea (folha, vagem, caule e haste) variou de 12,28 a 14,25 g/planta e
de 13,8 a 20,21 g/planta no solo franco arenoso e muito argiloso, respectivamente. A massa
seca da parte aérea das plantas cultivadas no solo franco arenoso, bem como a massa seca
total, ndo diferiram estatisticamente em razdo da aplicacdo de Ni. Comportamento néo
verificado para as plantas cultivadas no solo muito argiloso, que de maneira geral,
apresentaram reducdo de biomassa, principalmente na dose 5 mg dm™ de Ni (Figura 6). Esse
comportamento pode ser justificado pelos teores disponiveis iniciais de Ni nos solos
estudados, ou seja, teores maiores no solo muito argiloso, provavelmente causando efeito
téxico desse micronutriente nas plantas sob dose de 5 mg dm™. Oliveira et al. (2013) e
Gerendas & Sattelmacher (1997b) ndo verificaram aumento da massa seca de plantas de

alface e centeio com o fornecimento de Ni. Todavia, a influéncia do fornecimento de Ni
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proporcionando maior crescimento em plantas é relatado por véarios pesquisadores, para
diversas espécies vegetais (Arnon, 1937; Gerendas & Sattelmacher, 1997a; 1997b; Nicouland
& Bloom, 1998; Xue et al., 2000; Khoshgoftarmanesh et al., 2011; Arkoun et al., 2013),

incluindo plantas de soja cultivadas em solucéo nutritiva (Krogmeier et al., 1991).
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FIGURA 5. Nitrogénio (N) total em plantas de soja (R2) cultivadas em solos de classes
texturais contrastantes submetidos a aplicacdo de niquel (Ni) (™ ndo significativo a p < 0,05
pelo Teste de F).

A massa seca do sistema radicular da soja variou de 5,17 a 6,66 g/planta e de 9,72 a
15,57 g/planta nas plantas cultivadas no solo franco arenoso e muito argiloso,
respectivamente, diferindo estatisticamente em funcdo da aplicagdo de Ni (Figura 6). O
comportamento do sistema radicular pode ser explicado por meio de ajuste de uma equagéo
gaussiana, com maximo desenvolvimento estimado nas doses de 0,7 e 0,9 mg dm™ de Ni, nas
plantas cultivadas no solo franco arenoso e muito argiloso, respectivamente. Esse aumento
pode ser devido ao Ni ser componente estrutural da enzima hidrogenase, que provavelmente
possibilitou maior eficiéncia dos nddulos no sistema radicular, por consequéncia,
proporcionando maior desenvolvimento do mesmo. Resultados similares foram obtidos por
Klucas et al. (1983), que verificaram aumento da atividade da hidrogenase em bacteridides
isolados dos nddulos do sistema radicular de plantas de soja com fornecimento de Ni. Os

resultados do presente estudo corroboram com Bertrand & Wolf (1954), que verificaram altos
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teores de Ni nos nddulos do sistema radicular de leguminosas. Estudo realizado por Ureta et
al. (2005), demonstram que niveis abaixo de 0,1 mg kg™ de Ni podem limitar a atividade da
hidrogenase simbiotica de Rhizobium leguminosarum. Enquanto Bertrand (1973) verificou

que a adubacéo de até 0,02 mg dm™ de Ni aumentou a nodulag&o em plantas de soja.
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FIGURA 6. Massa seca de plantas de soja (R9) cultivadas no solo (a) franco arenoso e (b)
muito argiloso submetidos a doses de niquel (Ni) (" néo significativo; ** significativo ao
nivel de p < 0,01 pelo Teste de F).

No estadio de desenvolvimento R1 observou-se comportamento semelhante ao
verificado para a massa seca total, no qual as plantas de soja cultivadas no solo muito argiloso
na dose de 5 mg dm™ de Ni, apresentavam menor desenvolvimento (Figura 7). Sintomas de
toxidez foram visiveis nas folhas a partir do estadio de desenvolvimento R5 (Figura 8), fato
ndo observado para as plantas cultivadas no solo franco arenoso. Esses sintomas de toxidez de
Ni sdo caracteristicos aos relatados na literatura: as plantas apresentam amarelecimento entre
as nervuras, semelhante a deficiéncia de Mn (Hewitt, 1953), crescimento reduzido das raizes e
da parte aérea, podendo, em casos mais severos, apresentar deformacdo de vérias partes da
planta e manchas peculiares nas folhas (Mishra & Kar, 1974).

O comportamento verificado nas plantas de soja submetidas a aplicacdo de Ni esta
relacionado aos teores disponiveis de Ni no solo, bem como as quantidades absorvidas.

Os teores disponiveis de Ni no solo aumentaram com a aplicacdo das doses de Ni,

sendo que no solo franco arenoso os teores variaram de < 0,1 a 1,57 mgdm?e de < 0,013 a
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0,94 mg dm™ em Mehlich-1 e DTPA, respectivamente. O solo muito argiloso apresentou
maior disponibilidade de Ni, com teores variando de 0,45 a 2,74 mg dm™ e de 0,18 a 1,59 mg

dm™ em Mehlich-1 e DTPA, respectivamente (Figura 9).

1,0  50mgdm3de Ni

FIGURA 7. Plantas de soja no inicio do florescimento (R1), cultivadas em solo (a) franco
arenoso e (b) muito argiloso, submetidas a doses de niquel (Ni).

As plantas cultivadas no solo franco arenoso apresentaram maiores teores foliares de
Ni variando de 0,08 a 2,78 mg kg™, enquanto os teores nas plantas cultivadas no solo muito
argiloso variaram de 0,17 a 1,6 mg kg™ (Figura 10). Isso pode ser explicado pela pronta
disponibilidade de Ni na solucdo do solo franco arenoso, pois, devido a menor ASE ocorre
menor adsorcao de Ni, consequentemente, menor efeito tamponante. Enquanto no solo muito
argiloso, mesmo apresentando maiores teores disponiveis determinados em Mehlich-1 e

DTPA (Figura 9), ocorre fornecimento gradativo de Ni para as plantas, devido a maior
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adsorcdo do Ni nos minerais silicatados da fracdo argila, MOS e os 6xidos de Fe e Mn
(Amaral Sobrinho et al., 2009). A diminuicdo dos teores de Ni nas plantas cultivadas no solo
muito argiloso deve-se também a um provavel efeito de diluicdo desse micronutriente no
tecido vegetal. Este efeito é caracterizado quando a taxa de crescimento de massa seca €

superior a taxa de absorcéo relativa do nutriente.

FIGURA 8. Sintomas de toxidez de niquel (Ni) em soja cultivada em solo muito argiloso,
submetido & aplicacdo de 5,0 mg dm™ de Ni.

Plantas cultivadas em solos ndo contaminados apresentaram teores foliares entre 0,05
a 5 mg kg de Ni (Brooks, 1980; Welch, 1981), faixa semelhante a obtida nesse estudo.
Teores adequados para o suprimento das plantas variam de 0,01 a 10 mg kg™ (Gerendas et al.,
1999; Brown et al., 1987), apresentando grande amplitude de variagcdo se comparados aos
demais nutrientes essenciais. Essa variacdo esta relacionada, principalmente, as diferencas na
absorcdo, transporte e translocacdo de Ni entre espécies vegetais ou mesmo entre
gendtipos/cultivares (Rebafka et al., 1990), bem como pelos teores disponiveis no solo. Niveis

foliares excessivos/toxicos ocorrem geralmente entre 10 a 50 mg kg™ de Ni (Bollard, 1983;
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Welch, 1981). Ressalta-se que esses valores foliares comumente relatados na literatura sdo
superiores aos verificados nesse estudo, no qual a toxidez ocorreu com concentracgdes foliares
em torno de 2 mg kg™ de Ni.

Contudo, os teores de Ni nos grdos de soja apresentam comportamento inverso ao
observado para os teores foliares, ou seja, maiores teores foram verificados nos graos de soja
cultivados no solo muito argiloso, que variaram de 0,42 a 13,56 mg kg™, enquanto nos gréos
cultivados no solo franco arenoso a variacéo foi de 0,39 a 4,28 mg kg™ (Figura 10). A maior
translocacéo de Ni que ocorreu nas plantas cultivadas no solo muito argiloso deve-se ao maior
crescimento das plantas nesse solo (Figura 6), resultando em maiores valores de acumulo: de
3 a 20 pg/planta, enquanto nas plantas cultivadas no solo franco arenoso variaram de 1,3 a 10
pg/planta de Ni (Figura 11). Esses resultados demonstram que ocorre translocacdo do Ni para
o0s graos, corroborando com Cataldo et al. (1978) que constataram que a partir do inicio da
senescéncia as plantas de soja translocam aproximadamente 70% do Ni para os graos.

Teores semelhantes aos obtidos nesse estudo para gréos de soja foram verificados por
Kutman et al. (2012), que obtiveram concentracdes de 0,04 a 8,32 mg kg™ de Ni estudando
aplicacdo foliar desse micronutriente e também por Flyvholm et al. (1984), os quais
verificaram, em média, teores de 5,2 mg kg™ de Ni em grdos de soja consumidos na dieta
humana. Ressalta-se que o teor médio de 13,56 mg kg™ de Ni nos gréos das plantas cultivadas
no solo muito argiloso com fornecimento de 5,0 mg dm™ de Ni, excede os valores comumente
relatados na literatura como adequados, podendo ser a causa dos sintomas de toxidez
verificados nos gréos de soja: menor desenvolvimento e enrugamento (Figura 12).

O numero de vagens e grdos por planta variou de 42,17 a 44,25 e de 85,25 a 95,
respectivamente, e a massa seca dos graos variou de 11,67 a 13,69 g/planta no solo franco
arenoso. Enquanto, no solo muito argiloso o nimero de vagens e grdos por planta variou de
42,13 a 56 e de 104,75 a 127,75, respectivamente, e a massa seca dos grdos variou de 16,98 a
21,8 g/planta (Figuras 13 e 14).

Os componentes de produtividade, nimero de vagens, niUmero de grdos e massa seca
de grdos diferiram estatisticamente em funcdo da aplicacdo de Ni apenas nas plantas
cultivadas no solo muito argiloso, com reducdo dos valores desses componentes nas maiores
doses de Ni (Figuras 13 e 14). A reducdo nos componentes de produtividade esta relacionada
ao teor inicial de Ni no solo muito argiloso ser maior que no solo franco arenoso, o qual o teor
disponivel ficou abaixo do limite de quantificacdo. A falta de resposta dos componentes de

produtividade das plantas de soja ao Ni no solo franco arenoso, mesmo esse apresentando
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teores disponiveis iniciais baixos, provavelmente deve-se ao teor inicial de Ni na semente do
cultivar BRS 360 RR, que era de 0,78 mg kg™. Brown et al. (1987) verificaram em cevada,
que apenas o contetdo de Ni da semente € suficiente para suprir até trés geracOes precedentes,
sem que ocorra deficiéncia do mesmo.

Tomando como base o teor inicial de Ni na semente do cultivar empregado nesse
estudo, pode-se inferir que uma semente de soja apresentou em média aproximadamente 0,15
pg de Ni. Logo, o teor inicial da semente contribuiu com aproximadamente 0,75 a 11,53% da
quantia total de Ni acumulado pelas plantas: 1,3 a 20 pg (Figura 11).

S&o escassas as informacOes referentes aos teores de Ni em sementes de soja, logo,
com o intuito de compreender o comportamento dos teores nas sementes foi efetuado um
breve estudo exploratério, no qual os principais genétipos de soja atualmente cultivados no
Brasil foram avaliados quanto ao teor de Ni (Quadro 1). Os gendtipos de soja diferiram
grandemente quanto aos teores na semente, variando de 0,5 a 2,09 mg kg™ de Ni. O local de
cultivo, em razdo do teor disponivel no solo, influéncia grandemente os teores nas sementes,
por exemplo, o cultivar BRS 360 RR apresentou maiores teores de Ni nas sementes quando 0s

teores disponiveis no solo foram mais elevados.
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FIGURA 9. Disponibilidade de niquel (Ni) no solo (a) franco arenoso e (b) muito argiloso
submetidos a aplicacdo de Ni (** significativo ao nivel de p < 0,01 pelo Teste de F).
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FIGURA 12. Aspecto visual de gréos de soja cultivada no solo (a) franco arenoso e (b) muito
argiloso, submetidos as doses de niquel (Ni).
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FIGURA 13. Componentes da produtividade (a) namero de vagens e (b) numero de graos de
em soja cultivada em solos de classes texturais contrastantes, submetidos a aplicacdo de
niquel (Ni) (" ndo significativo; ** significativo ao nivel de p < 0,01 pelo Teste de F).
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FIGURA 14. Massa seca de grdos de soja cultivada em solos de classes texturais
contrastantes, submetidos a aplicagdo de niquel (Ni) (™ néo significativo; ** significativo ao
nivel de p < 0,01 pelo Teste de F).

QUADRO 1. Teor de niquel (Ni) em grdos dos principais genétipos de soja cultivados
atualmente no Brasil, em diferentes locais.

Cultivar Teor de Ni no gréo (mg kg?) ¥ Local do cultivo
0,78 Local de cultivo desconhecido @
0,5 Local de cultivo desconhecido
BRS 360 RR 1,96 Londrina, Parana ©
0,71 Ponta Grossa, Parana
BMX Poténcia RR 0,75 Londrina
V Max RR 2,09 Londrina
NS 6262 RR 0,58 Londrina

W' Média de trés repeticdes, determinacéo segundo adaptacdo da metodologia descrita em Malavolta et al. (1997);
@ Empregada no experimento; © Disponibilidade no solo de 0,45 e 0,75 mg dm™ de Ni em Mehlich-1 e DTPA,
respectivamente; ® Disponibilidade no solo de 0,08 e 0,11 mg dm™ de Ni em Mehlich-1 e DTPA,
respectivamente.

O resultado obtido nesse estudo referente a produtividade corroboram com os obtidos
por Alovisi et al. (2011) e Kutman et al. (2012), que estudaram a aplicagdo com Ni, via foliar
e semente, e ndo obtiveram acréscimos na produtividade das plantas de soja. Entretanto,
experimentos a campo com a adicdo de até 0,02 mg dm™ Ni verificaram incremento da
produtividade nessa mesma espécie (Bertrand, 1973). Segundo Martins (comunicado pessoal)

citado por Moraes et al. (2010), cultivando soja a campo em condicdes brasileiras, verificou
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que o fornecimento de 50 g ha™ de Ni proporcionou aumento de até 6,2 sc ha™,
aventando que o Ni estaria atuando no controle de doengas fungicas e, assim, aumentando a
produtividade da soja de forma indireta.

No presente estudo o fornecimento de aproximadamente 0,5 mg dm™ de Ni para
ambos os solos proporcionou teores foliares médios de 0,36 mg kg™ de Ni, teores disponiveis
de 0,23 mg dm™ de Ni em DTPA e 0,47 mg dm™ de Ni em Mehlich-1. Nesta condicio houve
melhor estimulo ao metabolismo das plantas de soja, aumentando a atividade enzimatica, o
contetido de clorofila e a taxa fotossintética, sem necessariamente se traduzir em aumento da
produtividade. Provavelmente o Ni proporciona maior acimulo e/ou melhor utilizagdo das
substancias de reservas das plantas. Entretanto, em condi¢des 6timas de crescimento, como
em condic¢des controladas, na qual ndo se tem nenhum tipo de estresse, esse melhor uso das
reservas ndo é significante ao ponto de alterar a produtividade. Todavia, ressalta-se que essa
pressuposicao precisa ser comprovada, uma vez que, no presente estudo, ndo foram avaliadas
as substancias de reservas das plantas e também condi¢des com variagdo de estresse.

Os teores disponiveis de Ni, em Mehlich-1 e DTPA, teores foliares e nos graos
apresentam correlacdo significativa e positiva (Quadro 2). A massa seca dos graos apresentou
correlacdo significativa e negativa com os teores disponiveis no solo e teores no tecido
vegetal apenas para as plantas cultivadas no solo muito argiloso (Quadro 2). Portanto, em
solos com teores disponiveis mais altos de Ni, como o solo muito argiloso utilizado nesse
estudo, pode ocorrer reducdo da massa seca dos graos de soja devido efeito excessivo/toxico
desse micronutriente. 1sso evidéncia a necessidade de mais estudos para determinacdo de
doses adequadas de Ni considerando a disponibilidade do elemento no solo, resposta
agrondmica e fisiologica das plantas e variacfes nas condi¢des de estresses ambientais. A alta
relacdo entre os métodos de determinacdo dos teores de Ni disponivel indicam que ambos
podem ser utilizados.

A correlacdo entre disponibilidade de Ni e atributos quimicos do solo apresentou
particularidade para cada solo estudado (Quadro 3). A disponibilidade de Ni se correlacionou
significativamente e negativamente com os teores de C, Ca (apenas em DTPA) e B no solo
franco arenoso (Quadro 3). Apesar do Ni ser adsorvido e imobilizado principalmente por
oxidos de Fe e Mn (Jenne, 1968), a MOS, também exerce influéncia na adsorcdo e
imobilizacdo desse micronutriente pela presenca, principalmente, dos grupos carboxilicos e
fenolicos, reduzindo a disponibilidade de Ni (Bloomfield et al., 1976; Halstead, 1968;

Halstead et al., 1969; Misra & Pande, 1974). A maior parte do B disponivel encontra-se
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adsorvido a MOS (Broadley et al., 2011), portanto, a disponibilidade de B pode estar
relacionada MOS e nédo necessariamente a um antagonismo com o Ni. Enquanto, no caso do
Ca, 0 antagonismo pode ter ocorrido de maneira direta, pois Ni e Ca sdo cations divalentes,
competindo pelos mesmos sitios de reacdo no solo (Bowman et al., 1981). A MOS foi
preponderante na disponibilidade de Ni no solo franco arenoso, isso se deve, provavelmente, a

menor ocorréncia de argilominerais nesse solo.

QUADRO 2. Relagédo entre teores de niquel (Ni) disponivel no solo (Mehlich-1 e DTPA),
foliar (R2), nos graos e massa seca de graos em plantas de soja cultivadas em solos de classes
texturais contrastantes, submetidos a aplicagdo de Ni.

DTPA Foliar Gréo Massa seca dos graos

Franco arenoso

Mehlich-1 0,97** 0,96** 0,96** -0,04™

DTPA 0,96** 0,92** -0,05™

Foliar 0,95** -0,20™

Gréo -0,12"
Muito argiloso

Mehlich-1 1,00** 0,95** 0,92** -0,67**

DTPA 0,95** 0,92** -0,66**

Foliar 0,86** -0,69**

Gréo -0,79**

"™ ndo significativo; ** significativo ao nivel de p < 0,01 pelo coeficiente de correlagdo linear de Pearson.

No solo muito argiloso a disponibilidade de Ni apresentou correlacdo significativa e
negativa com o pH e Cu. Entre as propriedades do solo, o pH esta entre as que mais afetam a
disponibilidade do Ni, apresentando comportamento inverso (Uren, 1992; Weng et al., 2004).
A elevacdo do pH resulta em: aumento na adsorcdo de Ni, em razdo da desprotonagdo dos
grupamentos acidos da MOS e da superficie dos 6xidos; formacédo de hidroxidos, carbonatos e
fosfatos insolUveis com 0s metais pesados, como o Ni; complexacdo mais efetiva pela MOS
(Kabata-Pendias & Adriano, 1995). Esse comportamento é evidenciado também pela
correlagdo positiva entre 0 Ni e a acidez potencial (H + Al), em ambos o0s solos.
Provavelmente, a disponibilidade de Ni e H + Al foram reduzidas pelo aumento do pH. A
correlacdo negativa entre os teores disponiveis de Ni e Cu sugere inibicdo competitiva entre
esses cations, pois apresentam mesma valéncia e raio ionico hidratado semelhante (Cu 0,057 e
Ni 0,069) (Uren, 1992).
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QUADRO 3. Relacao entre teores disponiveis de niquel (Ni) no solo (Mehlich-1 e DTPA)
com atributos quimicos de solos de classes texturais contrastantes, submetidos a aplicagdo de
Ni.

Disponibilidade Ni no solo

Atributos quimicos do solo Franco arenoso Muito argiloso
Mehlich-1 DTPA Mehlich-1 DTPA
C -0,59** -0,58** -0,39™ -0,39™
pH -0,13"™ -0,22"™ -0,41* -0,43*
H+ Al 0,68** 0,76** 0,67** 0,67**
Al 0,00™ 0,00™ 0,00™ 0,00™
P 0,15™ 0,09 0,38"™ 0,36
K 0,09™ 0,16™ 0,16™ 0,15™
Ca -0,36™ -0,48* -0,30™ -0,31™
Mg -0,18™ -0,18™ -0,29™ -0,30™
S-S0, 0,23"™ 0,19™ -0,25™ -0,25™
Cu -0,23"™ -0,20™ -0,43* -0,43*
Zn -0,11"™ -0,09™ -0,04™ -0,05™
Fe -0,10™ -0,12"™ -0,26™ -0,26™
Mn -0,23"™ -0,21"™ -0,26™ -0,27™
B -0,45* -0,44* 0,14™ 0,13™

™ ndo significativo; ** significativo ao nivel de p < 0,01; * significativo ao nivel de p < 0,05 pelo coeficiente de
correlacéo linear de Pearson.

QUADRO 4. Relacdo entre teores de niquel (Ni) foliar (R2) e nos grdos de soja com 0s
demais nutrientes, em plantas cultivadas em solos de classes texturais contrastantes,
submetidos a aplicacao de Ni.

Teores de Ni no tecido vegetal

Nutrientes Franco arenoso Muito argiloso

Foliar Grao Foliar Grao

N -0,16" -0,26" -0,14" -0,13"™
P -0,31™ -0,26" -0,30"™ -0,03"™
K -0,31™ -0,25"™ -0,06™ -0,02"
Ca -0,02"™ 0,58** -0,56** -0,06™
Mg -0,16" -0,09"™ -0,11"™ -0,23"
S 0,22" 0,47* 0,28™ 0,20
Cu -0,24" 0,10™ -0,16" -0,72**
Zn -0,26" -0,28™ -0,38™ -0,86**
Fe 0,62** -0,40"™ 0,53** -0,67**
Mn 0,21"™ 0,55** 0,30™ -0,19"™
B -0,43* -0,50* -0,55** -0,44*

™ ndo significativo; ** significativo ao nivel de p < 0,01; * significativo ao nivel de p < 0,05 pelo coeficiente de
correlacéo linear de Pearson.
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Os teores foliares de Ni apresentaram correlagdo com Ca (apenas no solo muito
argiloso), Fe e B (Quadro 4). O comportamento em relagdo ao Ca reflete a relagédo que
ocorreu nos teores disponiveis do solo. Cataldo et al. (1978), Hunter & Vergnano (1953) e
Rahman et al. (2005) verificaram em plantas cultivadas em solucéo nutritiva menor absorcéao
de Fe com fornecimento de Ni, devido a competicdo direta desses cations pelos sitios de
absorcdo nas plantas, resultados oposto aos obtidos nesse estudo. Acredita-se que esse
comportamento se deve a elevada disponibilidade de Fe em solos tropicais (Kampf et al.,
2012), reduzindo o efeito de competicao pelos sitios de absorcao.

Os teores de Ni nos grdos apresentaram correlacdo com Ca, S, Mn e B, nas plantas
cultivadas no solo franco arenoso, e com Cu, Zn, Fe e B, no solo muito argiloso (Quadro 4).
Os nutrientes que apresentaram correlacdo negativa com os teores de Ni nos grdos sao
imoveis ou pouco mdveis na planta (Malavolta et al., 1997), ndo sendo translocados para 0s
grdos, contrario ao Ni que é translocado para os grdos (Cataldo et al., 1978). Inibicdo
competitiva entre Ni e os micronutrientes Cu, Zn e Fe em plantas sdéo comumente relatadas na
literatura (Rahman et al., 2005). Enquanto informacdes a respeito de interacdes do Ni com Ca,

S, Mn e B, como as verificadas nesse estudo, sdo escassas.

2.4 CONCLUSOES

A textura do solo influéncia na disponibilidade de Ni para as plantas de soja e,
consequentemente, na sua resposta a esse micronutriente. Aspectos fisioldgicos e
morfoldgicos das plantas de soja, como atividade da enzima urease, contetdo de clorofila,
taxa fotossintética e desenvolvimento do sistema radicular sdo potencializados com a
aplicacdo de doses em torno de 0,5 mg dm™ de Ni, com maior incremento de resposta no solo
franco arenoso. Essa dose proporcionou em média teores foliares de 0,36 mg kg™ de Ni,
teores disponiveis de 0,23 mg dm™ de Ni em DTPA e 0,47 mg dm™ de Ni em Mehlich-1. A
atividade da enzima nitrato redutase e teor de N total nas plantas de soja ndo sdo afetados pela
aplicacdo de Ni. Plantas de soja cultivadas em solo muito argiloso, sob aplicacéo de alta dose
de Ni apresentaram sintomas de toxidez, com reducdo dos componentes de produtividade. A
aplicacdo de Ni nas condigdes estudadas ndo se fez necessaria. Ha relagdo direta entre
disponibilidade de Ni no solo e teores foliares, nos gréos e acimulo nas plantas. A relagcdo dos
teores de Ni com atributos quimicos dos solos e demais nutrientes no tecido vegetal

apresentaram particularidades para cada solo estudado. A exigéncia de Ni pelas plantas é
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baixa, sendo que o teor na semente pode suprir algumas geracdes. Desta forma, em futuros
estudos para determinagdo de recomendacdes de Ni, deve-se levar em consideracdo o teor

inicial de Ni na semente e também variacGes em condicdes estressantes as plantas.
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CAPITULO 111 - NIVEIS CRITICOS DE NIQUEL NA PARTE AEREA DE SOJA EM
SOLOS DO ESTADO DO PARANA SOB CONDICOES CONTROLADAS

RESUMO

Pesquisas avaliando o comportamento de plantas de soja (Glycine max [L.] Merrill) sob
variacdes na disponibilidade de Ni no solo sdo necessarias para estabelecimento de niveis
criticos e adequagdo da adubacdo com esse micronutriente. O objetivo do trabalho foi
verificar o efeito do Ni no crescimento de plantas de soja, visando estabelecer niveis criticos
desse micronutriente em solos do estado do Parana e na parte aérea de plantas de soja, bem
como estudar os extratores Mehlich-1 e DTPA na avaliacdo da disponibilidade do Ni. Foi
utilizado o cultivar de soja BRS 360 RR em oito solos do estado do Parand, com teores
naturais de Ni disponivel variaveis, submetidos & aplicacdo de 0,0 e 0,5 mg dm™ de Ni. Foram
avaliados atividade enzimatica da urease e nitrato redutase, conteudo de clorofila, taxa
fotossintética, matéria seca da parte aérea das plantas, teor foliar de Ni e N total,
disponibilidade de Ni no solo em Mehlich-1 e DTPA. Para determinacdo do nivel critico de
Ni no solo e na planta foi tomado como base o rendimento relativo da massa seca da parte
aérea e 0 acumulo de Ni na planta. O fornecimento de Ni proporcionou incremento no aparato
fisiolégico das plantas de soja, como aumento da atividade da enzima urease, conteudo de
clorofila e taxa fotossintética. Entretanto, ndo afetou a atividade da enzima nitrato redutase,
teor de N total e a producdo de massa seca da parte aérea da soja. Os extratores Mehlich-1 e
DTPA apresentaram alta correlagdo entre si quanto a disponibilidade no solo e acimulo de Ni
no tecido vegetal, mas ndo com os teores foliares. O micronutriente Ni ndo apresentou niveis
criticos para os solos estudados e para a parte aérea das plantas de soja. Entretanto, teores
foliares de 0,82 mg kg™ de Ni, teores disponiveis de 0,59 mg dm™ de Ni em DTPA e 0,81 mg

dm™ de Ni em Mehlich-1, proporcionaram maiores estimulos fisioldgicos as plantas.

Palavras chaves: Micronutrientes, urease, Mehlich-1, DTPA, Glycine max.
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CAPITULO Il - CRITICAL LEVELS OF NICKEL IN SHOOT AND IN SOILS OF
PARANA STATE UNDER CONTROLLED CONDITIONS

ABSTRACT

Research evaluating the behavior of soybean plants (Glycine max [L.] Merrill) under
variations in Ni availability in soil are necessary in order to establish critical levels and
adequacy fertilization recomendations with this micronutrient. The objective of this work was
to verify the effect of Ni on the growth of soybean plants, aiming to establish critical levels of
this micronutrient in soils of Parana state and in shoot of soybean plants, as well as to study
the extractants Mehlich-1 and DTPA in assessing Ni availability. A soybean cultivar BRS 360
RR were used in eight soils of Parana state, with contrasting natural levels of Ni available,
subject to Ni application of 0.0 and 0.5 mg dm™. The following evaluations were made:
urease and nitrate reductase activity, chlorophyll content, photosynthetic rate, shoot dry
matter of plants, foliar concentration of Ni and total N, Ni availability in soil using Mehlich-1
and DTPA. For determination of the critical level of Ni in soil and plant were calculate the
relative yield of shoot dry mass and the Ni accumulation in the plant. Ni supply increase
physiological apparatus of soybean plants, such as increased urease activity, chlorophyll
content and photosynthetic rate. However, did not affected nitrate reductase activity, total N
and shoot dry matter of soybean. Mehlich-1 and DTPA extractant presented high correlation
amongst themselves with regard Ni availability and accumulation in plant, but not with foliar
concentration. There was no critical levels for Ni in soils and plant shoot of soybean.
However, foliar concentrations of 0.82 mg kg™ of Ni and soil available levels of 0.59 mg dm™
of Ni in DTPA and 0.81 mg dm™ of Ni in Mehlich-1, provided higher physiological stimulus

to plants.

Key words: Micronutrients, urease, Mehlich-1, DTPA, Glycine max.
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3.1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max [L.] Merrill) é o quarto grdo mais produzido no mundo (FAO,
2013), sendo a principal fonte mundial de proteina empregada na formulacdo de racOes
animais e a segunda maior fonte de o6leo vegetal (USDA, 2013). O Brasil € o principal
produtor e exportador mundial dessa leguminosa (CONAB, 2013; USDA, 2013).

O niquel (Ni) foi o ultimo elemento inserido na lista de micronutrientes de plantas
(Eskew et al., 1983; 1984; Brown et al., 1987). Esse micronutriente € componente estrutural
da enzima urease que desdobra a ureia [CO(NH,),] hidroliticamente em amonia (NHs) e
dioxido de carbono (CO,) (Dixon et al., 1975), alem de influenciar o processo de fixagdo
bioldgica de nitrogénio (FBN), pois € componente estrutural da enzima hidrogenase (Sellstedt
& Smith, 1990). Apesar de desempenhar funcdo sobre o metabolismo do nitrogénio (N), que
por sua vez é um dos nutrientes mais exigidos e o que mais limita o crescimento das plantas, o
Ni foi inserido recentemente na legislacéo de fertilizantes (MAPA, 2013; EPA, 2013).

As informacdes sobre diagnose foliar e niveis criticos de Ni em plantas de soja nos
solos brasileiros ainda ndo foram estudadas. Desta forma, ndo existe um posicionamento
oficial de recomendacéo de adubacgéo de Ni para essa cultura.

O conhecimento dos niveis criticos dos nutrientes no solo e no tecido vegetal
possibilita uma recomendacdo mais precisa da adubagdo. O nivel critico de um nutriente
corresponde a concentracdo minima necessaria para atingir o crescimento maximo ou para um
percentual deste maximo (Fritz, 1976). Niveis criticos sdo varidveis entre solos e espécies de
plantas, bem como entre gendtipos de uma mesma espécie e, também, em funcdo das
caracteristicas inerentes das classes de solo e técnicas de manejo adotadas no cultivo (Faquin
et al., 1995; Fonseca et al., 1997).

Para determinacdo de niveis criticos de Ni em solos, deve-se considerar a capacidade
de extracdo das solugdes utilizadas e suas correlagdes com os teores desse micronutriente no
solo, no tecido vegetal, produtividade e seu acimulo na planta. Portanto, distintos niveis
criticos podem ser estabelecidos dependendo do extrator e classes de solos.

Extratores como Mehlich-1 e DTPA sdo comumente empregados para determinagéo
da disponibilidade dos micronutrientes Fe, Mn, cobre (Cu) e zinco (Zn) no Brasil
(EMBRAPA, 2009; Raij et al., 2001). Entretanto, a eficiéncia dos mesmos ndo esta bem

elucidada para o Ni.
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O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito do Ni no crescimento de
plantas de soja, para estabelecer niveis criticos desse micronutriente em solos do estado do
Parana (PR) e parte aérea de plantas de soja, bem como estudar os extratores Mehlich-1 e

DTPA na avaliacéo da disponibilidade do Ni.
3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 LOCAL

O experimento foi realizado em ambiente controlado no periodo de abril a julho de
2013, na Fazenda Santa Terezinha da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria / Centro
Nacional de Pesquisa de Soja (EMBRAPA SOJA), Londrina, PR, Brasil.

3.2.2 CARACTERIZACAO DOS SOLOS

Foram utilizados oito solos, coletados na profundidade de 0 a 20 cm, com teores
contrastantes de Ni disponivel (Figura 1 e Tabelas 1 e 2). Solos classificados segundo
EMBRAPA SOLOS (2006).

Ressalta-se que a escolha dos solos foi baseada nos resultados obtidos no estudo do
Capitulo I, selecionando solos com teores naturais de Ni disponivel variveis.

3.2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E TRATAMENTOS

O delineamento experimental empregado foi inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial (8 x 2), sendo oito solos com teores disponiveis de Ni contrastantes e duas
doses de Ni (0,0 e 0,5 mg dm™), efetuando-se quatro repeticdes por tratamento, totalizando 64
parcelas.

Ressalta-se que a dose de Ni adotada nesse estudo foi estabelecida considerando-se 0s
resultados do estudo do Capitulo Il, em que a aplicacio de aproximadamente 0,5 mg dm™ de

Ni melhor estimulou o metabolismo e crecimento da soja.

3.2.4 DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL E MANEJO

As amostras dos solos foram secas ao ar e tamisadas em peneiras de 2 mm, em
sequida, alocadas em vasos de 4 dm®. Juntamente com esse procedimento, foi efetuada a
correcdo da acidez dos solos, empregando uma mistura de carbonato de calcio (CaCO3) +

carbonato de magnésio (MgCOs3) na proporgdo de 3:1, que foi incorporada ao solo visando
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elevar a saturagdo por bases (V%) para 50% e 70% nos solos com textura média ou arenosa e
argilosa, respectivamente. A adubacédo foi realizada de acordo com Malavolta (1980), com
solucdo nutritiva nas doses de: 200 mg dm™ de fésforo (P), 50 mg dm™ de potéssio (K), 25
mg dm™ de enxofre (S), 5 mg dm™ de cloro (Cl), 5 mg dm™ de manganés (Mn), 3 mg dm™ de
Zn, 1 mg dm™ de boro (B), 1 mg dm™ de Cu, 0,5 mg dm™ de molibdénio (Mo) e 0,1 mg dm™
de cobalto (Co). Na adubacgéo de cobertura os nutrientes fornecidos foram K e S, nas doses de
50 e 25 mg dm™, respectivamente, quando as plantas se encontravam no estadio V3 (Fehr &
Caviness, 1977). No solo LVdf [2] nédo foi aplicado P, em razdo do alto teor inicial desse
nutriente. A aplicagdo do Ni foi efetuada juntamente com a adubagdo de semeadura,
utilizando como fonte sulfato de Ni (NiSO4.6H,0).

-
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25°05°42”S e 50"’09’ 437 W 24° 17 02” S e 53°50° 24” W
CAMBISSOLO HAPLICO Aluminico tipico (CXa) LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico tipico (LVef)
2 Umuarama 6 Londrina
23°45°577eS 53°19° 30" W 23°18°36”Se51°09°46” W
ARGISSOLO VERMELHO Distréfico arénico (PVd) [1] LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico tipico (L\Vdf) [1]
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23°04° 227 S e 52°27 54 W 25°02°34” S e 52°40° 48” W
ARGISSOLO VERMELHO Distréfico latossélico (PVd) [2] NEOSSOLO REGOLITICO Eutréfico tipico (RRe)
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24°00° 10” S e 53°42° 14” W 25°54°54” S e 53°28° 22" W
LATOSSOLO VERMELHO Distroéfico tipico (LVd) LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico tipico (LVdf) [2]

FIGURA 1. Localizacéo e classificagdo dos solos do estado do Parana.

Ap0s a correcdo da acidez dos solos esses foram mantidos incubados por 10 dias até
realizar a adubacdo de base e, posteriormente, foram mantidos mais 10 dias incubados,

totalizando 20 dias desde a correcdo até a semeadura da soja. No periodo destinado a
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incubacdo a umidade dos solos foi mantida em aproximadamente 50% da capacidade de
retencdo de &gua. A semeadura do cultivar BRS 360 RR foi realizada logo em seguida na
profundidade de 1 cm. Foram semeadas dez sementes por vaso e procederam-se desbastes
periédicos até restarem duas plantas por vaso. As sementes foram inoculadas com 2 mL kg™
(EMBRAPA SOJA, 2011) do produto comercial liqguido SEMIA 5079 e SEMIA 5080, que
continha a estirpe de Bradyrhizobium japonicum. Também foi efetuada inoculagdo no solo em
V3, empregando-se uma solucdo com dose seis vezes maior que a utilizada nas sementes
(EMBRAPA SOJA, 2011). A realizacdo da segunda inoculacdo teve por objetivo garantir a
efetividade da FBN.

Durante o ciclo de desenvolvimento das plantas foram efetuadas irrigacdes periodicas
com agua deionizada e o controle fitossanitario foi realizado sempre que necessario.

O experimento foi finalizado no estadio de desenvolvimento R3.

3.2.5 VARIAVEIS ANALISADAS

No estadio de desenvolvimento R1 foram realizadas medicGes indiretas do teor de
clorofila com um medidor eletrénico portéatil de intensidade da cor verde das plantas (SPAD),
modelo Digital SPAD 502. A leitura foi efetuada em dois pontos do foliolo central da terceira
folha da haste principal do terco superior. Foi coletada a quarta folha do terco superior das
plantas para quantificacdo da atividade das enzimas urease (Hogan et al., 1983; McCullough,
1967) e nitrato redutase (Hewitt & Smith, 1975; Mulder et al., 1959). A taxa fotossintética foi
determinada na terceira folha da haste principal do terco superior, utilizando o aparelho
Portable Photosynthesis System modelo LCpro-SD.

Foram coletadas a terceira folha e peciolo do terco superior da haste principal para
analise foliar de Ni e N total, quando as plantas encontravam-se no estadio de
desenvolvimento R2 (EMBRAPA SOJA, 2011).

No estadio de desenvolvimento R3 a parte aérea das plantas foi seca em estufa com
circulacdo de ar, a aproximadamente 60 a 65°C, por 72 horas. Apos esse procedimento foi
determinada a massa seca da parte aérea. O acumulo de Ni nas plantas foi obtido a partir da
multiplicacdo dos valores de teores de Ni da parte aérea versus sua massa seca. Foi efetuada

analise dos teores disponiveis de Ni no solo apds a coleta das plantas.
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3.2.5.1 Analises dos solos e do tecido vegetal

As andlises de solo foram realizadas segundo metodologia da EMBRAPA (2009), com
excecdo da determinacdo de carbono (C), S-SO4, B e Ni (DTPA), realizadas segundo Raij et
al. (2001). O teor de Ni disponivel foi obtido por extraces simples, em Mehlich-1, relacdo
solo:solugédo 1:10, e DTPA, relagdo solo:solugdo de 10:20. A quantificagdo foi realizada em
espectrometria de emissdo atomica (ICP-OES), modelo PerkinElmer Optima 8300 DV. A
textura foi determinada pelo método da pipeta, conforme descrito em Camargo et al. (1986),
utilizando como dispersante quimico o hidroxido de sédio (NaOH) e hexametafosfato de s6dio
(Na[NaPO3],ONa).

Para quantificacdo do N total no tecido vegetal foi efetuada digestdo sulfdrica em
sistema aberto (Jackson, 1958) e determinacdo de acordo com método analitico Kjeldahl
(Bremner & Edwards, 1965). Para determinacéo dos teores de Ni no tecido vegetal o0 método
analitico descrito por Malavolta et al. (1997) foi otimizado objetivando concentrar o extrator
de determinacao, para isso foram adicionados 6 mL de HNO3; em 0,5 g de massa seca vegetal
moida e realizada pré digestdo das amostras durante 30 minutos antes de serem levadas ao
forno micro-ondas modelo Mars Xpress (CEM) previamente programado para atingir a
temperatura de 170 °C. Ao termino da digestdo as amostras eram diluidas para 15 mL
utilizando &gua pura e quantificadas em ICP-OES.

O limite de quantificacdo do Ni em ICP-OES para o tecido vegetal foi de
0,084 mg kg™ e Ni disponivel no solo de 0,1 e 0,013 mg dm™ para Mehlich-1 e DTPA,
respectivamente. Amostras de referéncia de solo (BCR® - 142R) e liquen (BCR® - 402)
certificadas pela European Commission - Joint Research Centre, Institute for Reference
Materials and Measurements, foram utilizadas para garantir o controle de qualidade das

analises.

3.2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (Teste F) e comparados pelo
teste de Tukey (p < 0,05). As relagdes entre massa seca da parte aérea das plantas de soja,
teores de Ni foliar, acimulo de Ni no tecido vegetal e disponibilidade de Ni nos solos foram
avaliadas mediante ajustes de modelos de regresséo e correlacdo linear de Pearson. A massa
seca da parte aérea das plantas foi transformada em valores relativos com base na producgéo
méaxima (100%). Foi realizada analise de componentes principais (ACP) entre as variaveis
avaliadas. Os softwares utilizados para a analise estatistica foram CANOCO versao 4.5 (Ter
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Braak & Smilauer, 1988), SigmaPlot 10.0 (2006) e Statistical Analysis System (SAS),
conforme Pimentel-Gomes & Garcia (2002).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de soja cultivadas com fornecimento de Ni apresentaram maior atividade da
enzima urease quando comparadas com as plantas sem fornecimento desse micronutriente
(Tabela 3). O solo LVdf [2] foi a excecdo, devido apresentar teor inicial disponivel de 1,33 e
0,74 mg dm™ de Ni em Mehlich-1 e DTPA, respectivamente. Neste solo a atividade
enzimética foi reduzida com a aplicacdo de Ni, indicando provavel excesso/toxidez desse
micronutriente as plantas. A menor atividade enzimatica nas plantas foi de 9,35 pmol N-NH4"
g MF! h!, verificada nas plantas cultivadas no solo CXa sem fornecimento de Ni. Esse solo
apresentava o menor teor inicial disponivel de Ni entre os solos estudados e, também como
nos demais solos de caracteristica textural arenosa, mostrou maior amplitude de resposta da
atividade da urease ao Ni. Os maiores valores da atividade enzimatica foram de 28,35 e 28,72
umol N-NH;* g MF* h', nas plantas cultivadas nos solos de PVd [1] e PVd [2] com
fornecimento de Ni, respectivamente. Desta forma, ficando evidente que o fornecimento de Ni
pode aumentar a atividade dessa enzima, uma vez que esse micronutriente é componente
estrutural da urease (Dixon et al., 1975).

Aumentos de atividade da enzima urease com fornecimento de Ni também foram
relatados em plantas de soja por Dalton et al. (1985), Eskew et al. (1983; 1984), Klucas et al.
(1983) e Krogmeier et al. (1991).

A atividade da enzima nitrato redutase variou de 0,86 a 1,48 pmol N-NO, g MF* h?,
ndo apresentando diferenca estatistica em funcdo da aplicacdo de Ni ou entre os solos
estudados (Tabela 3). Esses resultados corroboram com os estudos de Kevresan et al. (1998),
0s quais nao verificaram influéncia do Ni sobre atividade da nitrato redutase.

O conteldo de clorofila nas plantas de soja variou de 0,013 a 0,023 mg cm™ e a taxa
fotossintética de 13,16 a 18,16 pumol CO; m?2 s, diferindo estatisticamente (Tabela 3). O
comportamento observado foi semelhante ao da atividade da enzima urease, em que 0
fornecimento de Ni proporcionou incrementos no conteddo de clorofila e na taxa
fotossintética, principalmente nos solos com baixos teores iniciais disponiveis. Diversos

estudos relatam que o Ni exerce influéncia no conteddo de clorofila (Gerendds &
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TABELA 1. Caracterizacdo quimica de amostras de solos (0 a 20 cm) do estado do Parana.

C pH H+Al Al Ca Mg K S-SO, P Cu Zn Fe Mn B Ni-M1® Ni-DTPA®?

Solo e

gdm® CaCl, .cooeevrernene, CMOIC AM™ .oeeccceiies ettt MG AM™ .o
CXa 29,29 4,74 6,95 022 229 09 019 6,52 2,31 1,79 1,47 78,01 24,2 0,24 0,11 0,08
PVd[1] 11,69 4,79 3,11 024 083 015 011 2,46 3,57 1,18 2,57 34,13 1136 0,14 0,15 0,09
PVd [2] 14,04 5,16 322 017 136 067 0,1 4,05 1,81 1,47 1,92 80,51 133,08 0,18 0,2 0,11
Lvd 12,65 5,29 332 005 215 044 004 1,88 6,47 1,53 3,09 29,19 93,66 0,23 0,24 0,13
PVef 12,67 4,35 6,69 061 404 0,72 0,79 4,78 60 7,57 9,23 40 2225 0,98 0,33 0,16
LVvdf [1] 16,7 512 512 013 381 18 051 17,98 3,03 26,62 3,64 44,79 166,6 0,28 0,75 0,45
RRe 27,24 512 5,95 0,14 519 229 1,39 119,74 12,11 1459 11,35 102,24 28056 041 11 0,65
LVdf [2] 31,6 5,68 4,58 0,14 8,11 216 059 4,64 166,4 18,71 25,82 32,1 277,18 0,34 1,33 0,74

W'Ni disponivel extraido com Mehlich-1 (determinacéo em ICP-OES); ® Ni disponivel extraido com DTPA (determinag&o em ICP-OES); Al, Ca e Mg - Cloreto de potassio;
P, K, Cu, Zn, Fe e Mn - Mehlich-1; C - Colorimétria; H + Al - Solugdo tampdo SMP; S-SO, Fosfato mono célcico; B - Cloreto de bario; CXa - CAMBISSOLO HAPLICO
Aluminico tipico (Ponta Grossa); PVd - ARGISSOLO VERMELHO Distroéfico arénico (Umuarama [1] e Paranavai [2]); LVd - LATOSSOLO VERMELHO Distréfico tipico
(Ipord); LVef - LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico tipico (Palotina); LVdf - LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico tipico (Londrina [1] e Ampére [2]); RRe -
NEOSSOLO REGOLITICO Eutréfico tipico (Diamante do Sul).

TABELA 2. Caracterizacdo textural de amostras de solos (0 a 20 cm) do estado do Parana.

Textura (g kg H)®

Solo

Argila Silte Areia Classe®
CXa 44,1 57 50,2 Argilo-arenosa
PVd [1] 6,1 1,22 92,68 Arenosa
PVd [2] 12,62 2 85,38 Areia franca
LVvd 20,25 3,62 76,13 Franco-arenosa
PVef 77 12 11 Muito argilosa
LVvdf [1] 73,4 15,22 11,38 Muito argilosa
RRe 61,4 27,62 10,98 Muito argilosa
LVvdf [2] 64,04 21,88 14,08 Muito argilosa

W Camargo et al. (1986); ® EMBRAPA SOLOS (2006); CXa - CAMBISSOLO HAPLICO Aluminico tipico (Ponta Grossa); PVd - ARGISSOLO VERMELHO Distréfico
arénico (Umuarama [1] e Paranavai [2]); LVd - LATOSSOLO VERMELHO Distréfico tipico (Ipord); LVef - LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico tipico (Palotina);
LVdf - LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico tipico (Londrina [1] e Ampére [2]); RRe - NEOSSOLO REGOLITICO Eutrofico tipico (Diamante do Sul).
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TABELA 3. Influéncia do niquel (Ni) na atividade das enzimas urease e nitrato redutase, conteddo de clorofila, taxa fotossintética, nitrogénio (N)
total e massa seca da parte aérea em plantas de soja cultivada em oito classes de solos do estado do Parana.

Solo Dose de Ni Urease Nitrato redutase Clorofila Taxa fotossintética N total Massa seca da parte aérea
(mgdm?®) (umol N-NH,' g MF'h?) (umolN-NO, gMF*h") (mgcm?  (umol CO,m?s") (gkg?) (g/planta)
CXa 0,0 9,35bD 11 0,016 b ABCD 1554b A 45,17 13,33
0,5 2391aB 1,45 0,023a A 18,16 a A 46,04 13,92
PV [1] 0,0 22,71b A 1,08 0,013b D 13,16 b B 46 9,09
0,5 28,35a A 1,02 0,017aC 16,22 a BC 46,25 8,23
PVd [2] 0,0 22,03b A 1,35 0,015 b BCD 14,13 b AB 45,4 11,9
0,5 28,72aA 1,36 0,019aBC 16,65 a ABC 46,38 13,69
LVd 0,0 1752bB 1,16 0,015bCD 14,56 b AB 46,22 9,8
0,5 2555aB 1,02 0,02 a ABC 17,52 a AB 46,44 8,3
PVef 0,0 13,23b C 1,07 0,014b CD 13,26 b B 41,74 13,11
0,5 20,88aC 1,12 0,017aC 152acC 45,32 9,83
LVdf [1] 0,0 18,27b B 1,14 0,019b AB 14,35b AB 43,52 12,46
0,5 21,35aC 1,48 0,021 a AB 16,9 a ABC 45,99 11,43
RRe 0,0 1851bB 0,86 0,019b A 1541aA 46,5 13,95
0,5 23,74aB 1,07 0,022 a AB 16,34 a ABC 44,16 14,13
LVdf [2] 0,0 234aA 1,18 0,017a ABC 14,9 a AB 45,57 14,23
0,5 20,44bC 1,05 0,017aC 1555aC 44,03 14,08
Teste F ** ns *k * ns ns
CV(%) 4,17 21,15 8,74 5,55 4,43 12,33

™ ndo significativo; ** significativo ao nivel de p < 0,01; * significativo ao nivel de p < 0,05; As médias seguidas de uma mesma letra minUscula, para dose no mesmo solo, e
maidsculas entre os solos na mesma dose, ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de p < 0,05. CXa - CAMBISSOLO HAPLICO Aluminico tipico (Ponta Grossa);
PVd - ARGISSOLO VERMELHO Distrofico arénico (Umuarama [1] e Paranavai [2]); LVd - LATOSSOLO VERMELHO Distrofico tipico (Ipord); LVef - LATOSSOLO
VERMELHO Eutroférrico tipico (Palotina); LVdf - LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico tipico (Londrina [1] e Ampére [2]); RRe - NEOSSOLO REGOLITICO
Eutrdfico tipico (Diamante do Sul).
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Sattelmacher, 1997a; Mcllveen & Negusanti, 1994; Moraes et al., 2009; Rahman et al., 2005;
Tan et al., 2000; Wong & Chang, 1991) e na taxa fotossintética (Moraes et al., 2009).

O aumento da atividade da enzima urease com o fornecimento do Ni pode ter
possibilitado maior assimilacdo e utilizacdo mais eficiente do N pelas plantas de soja.
Consequentemente aumentando a taxa fotossintética, com isso ocorre aumento do contetdo
de clorofila, pois esse nutriente € um dos principais constituintes desse pigmento.

Entretanto, os teores de N total nas plantas de soja variaram de 41,74 a 46,50 g kg™
ndo diferindo estatisticamente (Tabela 3). Os resultados desse estudo corroboram com 0s
obtidos por Gerendas & Sattelmacher (1999), Neves et al. (2007) e Oliveira et al. (2013). Por
outro lado, contrapem com os resultados de Tan et al. (2000), que verificaram aumento no
teor de N total com fornecimento de Ni.

A massa seca da parte aérea das plantas de soja variou de 8,23 a 14,23 g/planta, sem
diferir estatisticamente em razdo do fornecimento de Ni e dos solos estudados (Tabela 3).
Oliveira et al. (2013) e Gerendas & Sattelmacher (1997a) ndo verificaram aumento da massa
seca de plantas de alface e centeio com o fornecimento de Ni. Todavia, diversos autores tem
relatado aumento de crescimento em plantas com aplicacdo de Ni em varias espécies vegetais:
Arnon (1937), Gerendas & Sattelmacher (1997a,b), Nicouland & Bloom (1998), Xue et al.
(2000), Khoshgoftarmanesh et al. (2011), incluindo plantas de soja cultivadas em solucéo
nutritiva (Krogmeier et al., 1991). Ressalta-se que a maioria dos estudos os quais verificou-se
aumento de massa seca de plantas com o fornecimento de Ni foi realizado em solucéo
nutritiva e, desta forma, desconsiderando o efeito do solo no suprimento desse micronutriente.

Portanto, apesar das plantas apresentarem respostas fisioldgicas em fungdo do
fornecimento de Ni, como aumento da atividade da enzima urease, contetdo de clorofila e
taxa fotossintética, ndo foi o bastante para aumentar a producdo de massa seca das plantas.
Provavelmente o Ni proporciona maior acimulo e/ou melhor utilizacdo das substancias de
reservas das plantas. Entretanto, em condi¢des 6timas de crescimento, como em condicgdes
controladas, na qual ndo se tem nenhum tipo de estresse, esse melhor uso das reservas ndo é
significante. Todavia, ressalta-se que essa pressuposi¢do precisa ser comprovada, uma vez
gue, no presente estudo, ndo foram avaliadas as substancias de reservas das plantas e também
condi¢des com variacao de estresse.

O cultivar de soja BRS 360 RR apresentava teores iniciais de Ni na semente de 1,96
mg kg™. Como os teores de Ni requeridos pelas plantas sdo quantias pequenas, acredita-se que

a auséncia de resposta da massa seca da parte aérea da soja também possa estar relacionada ao
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suprimento desse micronutriente pelos teores iniciais das sementes. Tomando como base 0
teor inicial de Ni na semente do cultivar empregado nesse estudo, pode-se aferir que uma
semente de soja apresentou em média aproximadamente 0,34 g de Ni. Desta forma, o teor
inicial da semente contribuiu com aproximadamente 2,43 a 18,88% da quantia total de Ni
acumulado pelas plantas: 1,8 a 14 ug (Figura 3).

Os teores disponiveis no solo apds o cultivo variaram de < 0,10 a 1,53 e 0,07 a 1,15
mg dm™ de Ni em Mehlich-1 e DTPA, respectivamente, com correlacéo (r) entre os extratores
altamente significativa (r = 0,93**) (Tabela 4 e Figura 2b). Os teores foliares de Ni nas
plantas de soja variaram de 0,13 a 1,50 mg kg™ (Tabela 4 e Figura 2a). Entretanto, nio foi
verificada correlagdo entre os teores foliares de Ni e sua disponibilidade, determinada com
extracdo em Mehlich-1 (r = 0,24™) e DTPA (r = 0,27™). Os teores foliares obtidos no presente
trabalho enquadram-se na faixa de 0,05 a 5 mg kg™ de Ni, usualmente encontrada em plantas
cultivadas em solos ndo contaminados com esse micronutriente (Brooks, 1980; Welch, 1981).
Bem como sdo similares aos obtidos no estudo do Capitulo I, no qual os teores foliares do

cultivar de soja em questdo variaram de 0,08 a 2,78 mg dm™, com aplicacdo de até 5,0 mg

dm? Ni.
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@'y = 1,00%(1,0%(1/(1 + ((x - 0,67)/0,23)%)) + (L - 1,0)*exp(- 0,5%((x - 0,67)/0,23)%)) R? = 0,44**; @y =
1,05%exp(-,5*((x - 0,66)/0,35)%) R® = 0,44**,

FIGURA 2. Relacbes entre (a) teores foliares de niquel (Ni) em plantas de soja e sua
disponibilidade no solo com extragdo em Mehlich-1 e DTPA, (b) relacdo entre extratores, em
oito solos do estado do Parana (** significativo ao nivel de p < 0,01; * significativo ao nivel
de p < 0,05 pelo teste de F).
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O modelo de regressdo ajustado para os teores foliares apresenta ponto de méaxima
estimado com teores no solo de 0,66 mg dm™ de Ni para ambos os extratores (Figura 2). As
plantas cultivadas nos solos com caracteristica textural arenosa, que apresentavam menores
teores disponiveis de Ni, foram as que apresentaram 0s maiores teores foliares desse
micronutriente. Provavelmente isso se deve a pronta disponibilidade de Ni na solugdo desses
solos, pois, devido a menor area de superficie especifica (ASE) ocorre menor adsorcao de Ni
e, consequentemente, menor efeito tamponante. Comportamento oposto ocorreu nos solos
com caracteristica textural argilosa, nos quais houve fornecimento gradativo de Ni para as
plantas, devido a maior adsor¢do desse micronutriente nos minerais silicatados da fracéo
argila, matéria organica do solo (MOS) e nos 6xidos de Fe e Mn (Amaral Sobrinho et al.,
2009). Qutra justificativa € um provavel efeito toxico do Ni provocando menor crescimento

do sistema radicular das plantas de soja e reduzindo sua absor¢éo pelas plantas.

TABELA 4. Teores foliares de niquel (Ni) em soja no estadio de desenvolvimento R2 e
disponibilidade em Mehlich-1 e DTPA ap06s cultivo das plantas em oito classes de solos do
estado do Parana submetidas a aplicacao de Ni.

Solo Dose de Ni Disponibilidade Ni no solo (mg dm) @ Teor foliar
(mg dm™®) Mehlich-1 DTPA (mg dm®) @
oxa 0,0 <0,1 0,078 0,13
0,5 0,38 0,33 0,76
0,0 0,15 0,12 0,54
Pvdl] 0,5 0,54 0,41 1,50
0,0 0,18 0,16 0,22
Pvd 2] 0,5 0,49 0,42 1,02
0,0 0,25 0,17 0,34
Lvd 0,5 0,69 0,5 0,92
0,0 0,29 0,17 0,21
PVet 0,5 0,63 0,36 0,53
0,0 0,71 0,33 0,36
Lvdri] 0,5 0,99 0,43 0,61
0,0 0,99 0,89 0,62
RRe 0,5 1,24 1,16 0,54
0,0 1,29 0,96 0,6
Lvdr{2] 0,5 1,53 1,11 0,68

W Determinacdo em ICP-OES. CXa - CAMBISSOLO HAPLICO Aluminico tipico (Ponta Grossa); PVd -
ARGISSOLO VERMELHO Distréfico arénico (Umuarama [1] e Paranavai [2]); LVd - LATOSSOLO
VERMELHO Distréfico tipico (Ipord); LVef - LATOSSOLO VERMELHO Eutroférrico tipico (Palotina); LVdf
- LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico tipico (Londrina [1] e Ampére [2]); RRe - NEOSSOLO
REGOLITICO Eutréfico tipico (Diamante do Sul).
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O acumulo de Ni nas plantas de soja variaram de 1,8 a 14 pg/planta (Figura 3),
exibindo correlacdo distinta a verificada para os teores foliares e extratores, pois diferiu
estatisticamente e apresentou relacéo direta com os teores disponiveis extraidos em Mehlich-1
(r =0,79**) e DTPA (r = 0,86**). Contudo, os modelos de regressdo nao apresentam ajustes
altamente explicativos do seu comportamento, como também foi verificado para os teores
foliares. Foi possivel estimar que teores disponiveis de aproximadamente 2,6 mg dm™ de Ni,
para ambos 0s extratores, proporcionariam 0s maiores acimulos desse micronutriente nas
plantas de soja (Figura 3). E importante enfatizar que o valor estimado de Ni no solo
associado ao seu maior acumulo, apresenta-se muito alto se comparado aos teores no solo em

que houve maior producdo de massa seca (Tabelas 3 e 4).

(@ 16 1 , (b) ) 2
y =-4,3x"+11,08x + 1,99 R? = 0,43** y =-4,5x" + 10,75x + 3,07 R“ = 0,34**
14 A L4 v
12 A
10 A °

Acumulo de Ni (ng/planta)

00 02 04 06 08 10 12 14 16 o0 02 04 06 08 10 172

Mehlich-1 (mg dm’®) DTPA (mg dm™)
Teores de Ni
FIGURA 3. Relagdo entre acumulo de niquel*gNi) em soja e seus teores disponiveis em solos,
com extragcdo em (a) Mehlich-1 e (b) DTPA ( significativo a p < 0,01 pelo teste de F).

A baixa correlagdo ou auséncia de um comportamento biologico dos teores foliares e
acumulo versus disponibilidade de Ni, deve-se provavelmente, a dificuldade de quantificacdo
uma vez que o Ni é um micronutriente trago, tanto no solo como nas plantas. Ressalta-se
também que a pequena dose de Ni fornecida as plantas, para que ndo ocorresse toxidez, nao
aumentou muito os teores do elemento no solo e plantas, justificando a baixa significancia nas
correlagdes e modelos de regressdo verificados no presente estudo. O comportamento
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diferenciado do Ni para cada classe de solo também pode justificar os resultados obtidos,
desta forma, em futuros estudos visando o estabelecimento de niveis criticos de Ni deve-se
primeiramente levar em consideracdo cada solo de maneira isolada para posteriormente aferir
um posicionamento generalista.

Para determinagdo dos niveis criticos, foram plotados os rendimentos relativos da
massa seca da parte aérea das plantas de soja em funcgdo dos teores disponiveis e foliares de
Ni (Figura 4). Nao foram verificadas relagbes entre essas variaveis, impossibilitando o
estabelecimento de niveis criticos desse micronutriente. Portanto, o Ni ndo apresentou niveis

criticos para os solos estudados e para a parte aérea das plantas de soja.
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FIGURA 4. Relacdes entre rendimento relativo de massa seca da parte aérea de plantas de
soja com teores disponiveis de niquel (Ni) em solos, com extracdo em (a) Mehlich-1 e (b)
DTPA e com (c) teores foliares ("™ ndo significativo a p < 0,05 pelo teste de F e pelo
coeficiente de correlacdo linear de Pearson).

Ressalta-se que quando a dose de 0,5 mg dm™ de Ni foi fornecida as plantas
apresentaram teores foliares médios de 0,82 mg kg™ de Ni, teores disponiveis de 0,59 mg
dm™ de Ni em DTPA e 0,81 mg dm™ de Ni em Mehlich-1, teores esses que estimularam o
aparato fisiologico da soja. Visando o estabelecimento de niveis criticos de Ni e adequagéo
desses valores sugere-se avaliar solos com teores disponiveis baixos, genotipos com pequenos
teores desse micronutriente na semente e, principalmente, definir niveis adequados de Ni em
gréos de soja.

A ACP apresenta uma sintese da influéncia do fornecimento de Ni em plantas de soja
(Figura 5). O fornecimento de 0,5 mg dm™ aumenta a disponibilidade de Ni no solo, bem

como no tecido vegetal, que exercem influéncia principalmente na atividade da enzima
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CXa - CAMBISSOLO HAPLICO Aluminico tipico (Ponta Grossa); PVd - ARGISSOLO VERMELHO
Distrofico arénico (Umuarama [1] e Paranavai [2]); LVd - LATOSSOLO VERMELHO Distréfico tipico (Ipord);
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Distroférrico tipico (Londrina [1] e Ampére [2]); RRe - NEOSSOLO REGOLITICO Eutréfico tipico (Diamante
do Sul).

FIGURA 5. Anélise de componentes principais (ACP) entre atividade das enzimas urease e
nitrato redutase, contetdo de clorofila, taxa fotossintética, nitrogénio (N) total, massa seca da
parte aérea, teor de niquel (Ni) foliar, acdmulo de Ni e disponibilidade de Ni (Mehlich-1 e
DTPA) em plantas de soja cultivadas em oito classes de solos do estado do Parana,
submetidas & aplicacdo de 0,0 mg dm™ (@ e 0,5 mg dm™ (@) de Ni (Solos que apresentam o
ultimo simbolo Ni foram submetidos a aplicacdo desse micronutriente).

urease, a qual o Ni é componente estrutural. O aumento da atividade enzimética relaciona-se
diretamente com a massa seca da parte aerea das plantas de soja, como pode ser evidenciado
pela ACP, apesar de ndo verificada diferenca significativa (Tabela 3). Esse comportamento
pode estar relacionado a atuagdo do Ni no metabolismo do N, que por sua vez é o principal
nutriente relacionado ao crescimento vegetativo das plantas. Entretanto, o teor de N total e a
taxa fotossintética ndo foram afetados de maneira preponderante pelo fornecimento de Ni,
como abordado anteriormente. Acredita-se que o Ni possa exercer influéncia no melhor

aproveitamento de substancias de reserva nas plantas, tendo maior exigéncia quando as
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plantas passam por condi¢Oes de estresse durante seu ciclo de desenvolvimento. Por outro
lado, o contetdo de clorofila e a atividade da nitrato redutase ndo apresentam relacdo direta
com o fornecimento de Ni, entretanto foram afetados de maneira indireta e mais
preponderante que as alteracfes na taxa fotossintética e teor de N total. A explicacdo para este
resultado deve-se provavelmente ao maior desenvolvimento do sistema radicular, que
possibilita maior absor¢do de formas nitricas disponiveis no solo pelas plantas, permitindo
maior atividade da enzima nitrato redutase, como observado no estudo do Capitulo II.
Enquanto o contedo de clorofila é influenciado indiretamente pelos teores de N assimilado

pelas plantas, uma vez que o N é um dos principais constituintes desse pigmento.
3.4 CONCLUSOES

O fornecimento de Ni proporcionou incrementos no aparato fisiologico das plantas de
soja, como aumento da atividade da enzima urease, contetdo de clorofila e taxa fotossintética.
Entretanto, ndo afetou a atividade da enzima nitrato redutase, teor de N total e a producéo de
massa seca da parte aérea da soja. Os extratores Mehlich-1 e DTPA apresentaram correlacao
entre si quanto a disponibilidade de Ni e com o acimulo desse micronutriente no tecido
vegetal, mas ndo com os teores foliares. O micronutriente Ni ndo apresentou niveis criticos
para os solos estudados e para a parte aérea das plantas de soja. Entretanto, teores foliares de
0,82 mg kg™ de Ni, teores disponiveis de 0,59 mg dm™ de Ni em DTPA e 0,81 mg dm™ de

Ni em Mehlich-1, proporcionaram maiores estimulos fisiologicos as plantas.
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CONCLUSAO GERAL

Em comparagdo a outros micronutrientes, os teores de Ni disponiveis se mostraram
bastante baixos, variando em solos agricolas e naturais de < 0,1 a 0,54 mg dm™ em Mehlich-1
e < 0,013 a 0,27 mg dm™ em DTPA. Houve alto grau de dificuldade para sua determinag&o,
evidenciando a necessidade de mais pesquisas para determinacdo de faixas de valores e niveis
criticos nos solos agricolas. Os atributos quimicos e texturais dos solos, bem como as
atividades agricolas, influenciam diretamente nos teores disponiveis de Ni. Os extratores
Mehlich-1 e DTPA apresentaram diferencas quanto aos teores extraidos de Ni disponivel,
provavelmente em razdo do principio de extracdo: dissociacdo para o Mehlich-1 e
complexacdo no caso do extrator DTPA, porém com alta relacdo entre si.

Aspectos fisioldgicos das plantas de soja sdo potencializados com a aplicacédo de doses
em torno de 0,5 mg dm™ de Ni, entretanto ndo contribuiram para 0 aumento dos componentes
de produtividade. Portanto, a aplicacdo de Ni nas condicOes estudadas ndo se fez necessaria.
A exigéncia de Ni pelas plantas é baixa, sendo que o teor na semente pode suprir algumas
geracbes. Em solos com altos teores de Ni disponiveis pode ocorrer reducdo do
desenvolvimento das plantas, consequentemente, da massa seca dos gréos de soja devido
efeito excessivo/toxico desse micronutriente.

O Ni ndo apresentou niveis criticos para o0s solos estudados e para a parte aérea das
plantas de soja. Entretanto, considerando as respostas de estimulo fisioldgicas as plantas deste
estudo, sugere-se como niveis de referéncia: teores foliares de 0,30 a 0,80 mg kg™ de Ni,
teores disponiveis de 0,20 a 0,60 mg dm™ de Ni em DTPA e 0,40 a 0,80 mg dm™ de Ni em
Mehlich-1.

Por fim, a disponibilidade de Ni nos solos estd relacionada diretamente as
caracteristicas de cada classe de solo, entretanto, a resposta da soja ao Ni depende nao
somente do teor disponivel no solo, mas também de teores iniciais das sementes e das
condi¢des do ambiente de cultivo, fatores estes que condicionam as exigéncias pelas plantas

durante o ciclo de desenvolvimento.
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CONSIDERACOES FINAIS

Até o momento, a maioria dos estudos e discussdes sobre a essencialidade do Ni nas
plantas tem sido voltados na sua fungcdo como centro ativo da enzima urease. Novos estudos
vém demonstrando ou propondo outras fun¢des do Ni as plantas, entretanto, se faz necessario
que sejam comprovados e melhor compreendidos. Claramente, os estudos precisam ser
expandidos para mais espécies vegetais e com abordagem mais exploratoria.

O Ni desempenha importante papel no metabolismo do N nas plantas, o que sugere
ampliar os estudos sobre sua influéncia na absorcéo e remobilizacdo do N, estudando as rotas
metabdlicas e genéticas relacionadas a origem da ureia nas plantas. Por conseguinte, avaliar
também a atividade da enzima urease, principalmente quando as plantas sdo submetidas a
estresse durante seu desenvolvimento, o que nos leva a relatar a falta de informacges do efeito
do Ni em plantas cultivadas a campo, situacdo em que estéo sujeitas a intemperes durante seu
desenvolvimento. Os resultados do presente trabalho evidenciam que a atividade da enzima
nitrato redutase nao é afetada pelo micronutriente Ni e, desta forma, sua avaliacdo em estudos
com Ni é dispensavel.

Outra questdo importante esté relacionada com a concentracdo de Ni no tecido vegetal.
Mesmo quando os teores disponiveis de Ni no solo sdo muito baixos, podem ser suficientes
para a atividade da urease ou os préprios teores na semente podem suprir a demanda das
plantas, levando ao questionamento de quanto se sabe sobre a absorcdo e remobilizacao
interna de Ni nas plantas. Ressalta-se também a falta de entendimento dos mecanismos de
tolerancia e resisténcia de algumas plantas a toxidez desse micronutriente, ou mesmo, a
compreensdo do que acontece no aparato morfoldgico e fisioldgico das plantas quando ocorre
toxidez.

No caso especifico da soja parece haver variacdo genotipica entre os atuais cultivares,
necessitando de estudos voltados a compreensdo dos mecanismos para maior eficiéncia e
atuacdo do Ni no desenvolvimento das plantas de soja. Tais informacdes seriam Uteis no
posicionamento de futuros trabalhos para aferir recomendacdes de adubag&do com Ni para essa
cultura. Pelos indicios do presente estudo, o fornecimento do Ni dependera da interpretacdo
dos teores disponiveis do solo, na semente, condi¢fes de ambiente e da variacdo genotipica
dos cultivares.

Quanto aos estudos dos teores disponiveis no solo, se faz necessario aprofundar o

conhecimento do comportamento e interacdo do Ni com atributos quimicos, fisicos e
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bioldgicos para maior nimero de solos. Além de elucidar a relagdo entre os teores no tecido
vegetal com a disponibilidade no solo sob varios extratores. Bem como definir qual seria o
extrator mais adequado, possibilitando assim a padronizacdo das analises.

Para futuros estudos visando o estabelecimento de niveis criticos de Ni sugere-se
avaliar solos com teores disponiveis baixos, gendtipos com pequenos teores desse
micronutriente na semente e, principalmente, definir teores adequados de Ni em gréos de soja.

A compreensao desses pontos possibilitara o progresso das informacoes referentes ao
micronutriente Ni na nutricdo mineral de plantas, bem como, acredita-se, de realizar novas

descobertas da sua atuacgdo nas plantas.
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