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RESUMO

O feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma das culturas de grande
importancia econdmica e nutricional, também tem destacada relevancia do ponto
de vista social no Brasil. O niquel (Ni) é um elemento essencial as plantas por
ser componente estrutural da enzima urease, cuja funcdo principal é permitir aos
organismos 0 uso da ureia externa ou gerada internamente, como fonte de
nitrogénio (N), entretanto, poucos séo os estudos sobre seu efeito na cultura do
feijdo. N&o existem critérios para adubacdo com Ni e sdo escassas as
informacGes sobre sua disponibilidade no solo. A compreensdo dos fendbmenos
da dindmica do Ni no solo é importante para a tomada de decisdo sobre a
necessidade de adicéo e para a defini¢do das doses e de aplicacdo de fertilizantes
com este micronutriente. Desta forma, o objetivo foi verificar a resposta das
plantas de feijoeiro comum as doses de N e Ni através de avaliacBes da fragdo
do solo onde o Ni encontra-se ligado em maior quantidade, antes e apds o
cultivo do feijoeiro comum, da determinagdo da disponibilidade de Ni pelo
extrator Mehlich-1 e comparar aos teores da fracdo solGvel + trocavel do
fracionamento antes e apds o cultivo do feijoeiro comum, da atividade das
enzimas urease e nitrato redutase em fungéo das doses de N e Ni aplicadas e da
interacdo N e Ni através da relacdo N/Ni. Foram utilizados dois tipos de solos,
coletados na profundidade de 0 a 20 cm, classificados como Latossolo Vermelho
distrofico e Neossolo Quartzarénico ortico. Foram realizados dois experimentos
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes, em
esquema fatorial 2x5, duas doses de nitrogénio (50 e 100 mg dm™) e 5 doses de
Ni (0, 1, 2, 4 e 8 mg dm™) aplicados no solo, totalizando 60 parcelas. As fontes
de Ni e N utilizadas foram sulfato de niquel e ureia, respectivamente. Atributos
fisicos e quimicos dos solos influenciaram nas respostas das variaveis estudadas.
O Neossolo Quartzarénico ortico apresentou o maior teor de niquel disponivel
no solo, proporcionando efeito toxico ja nas menores doses, no entanto, o
Latossolo Vermelho distréfico apresentou este efeito reduzido por adsorver o
niquel em maior proporcao por apresentar teores de argila e matéria organica. As
maiores atividades das enzimas urease e nitrato redudate ocorrem nas plantas
gue receberam a maior dose de N em ambos os solos. A atividade da urease
apresentou pequeno aumento nas menores doses de Ni no LVdf. Todas as
variaveis analisadas apresentaram valores maiores na maior dose de N aplicada.

Palavras-chave: Interacdo ionica. Extracdo sequencial. Disponibilidade de
niquel. Phaseolus vulgaris L.



ABSTRACT

The bean (Phaseolus vulgaris L.) is a crop of great economic importance and
nutrition, it has also highlighted the relevance of social perspective in Brazil.
Nickel (Ni) is an essential element for plants to be structural component of
urease enzyme, whose main function is to allow organizations the use of
external urea or generated internally, as a nitrogen (N) source, however, there
are few studies on its effect on bean crop. There are no criteria for fertilization
with Ni and information is scarce on it is availability in the soil. Understanding
the dynamics of phenomena nickel in the soil is important for decision-making
on the need to add and to define the dose and application of nickel-enriched
fertilizers. Thus, the objective was to determine the response of plants of
common beans to N and Ni through soil fraction assessments where Ni is
connected in larger quantities before and after cultivation of the common bean ,
determining the availability of Ni by Mehlich -1 extractor and compare the
levels of soluble + exchangeable fraction fractionation before and after the
common bean cultivation , the activity of urease enzymes and nitrate reductase
according to the N doses and Ni applied and interaction N and Ni by ratio N /
Ni. Two soil types were used, collected in depth 0-20 cm, classified as
Dystrophic Red Latossol and Entisol Quartzipsamment. We are done two
experiments conducted in a completely randomized design with three
replications in a 2x5 factorial scheme, two rates of N (50 and 100 mg dm™®) and
5 rates of Ni (0, 1, 2, 4, 8 mg dm™) applied in two contrasting, totaling 60 plots.
The Ni and N source used was nickel sulfate and urea. Physical and chemical
properties of soils influenced the responses of the studied variables. The one
with the largest content of Ni available in the soil, providing toxic effect already
at a lower level, however, the Dystrophic Red Latossol had this delayed effect
by nickel adsorb a greater extent due to its high content of clay and organic
matter. The highest activities of urease enzyme and nitrate reductase occur with
the highest dose of nitrogen in both soils. The urease activity had small increase
in smaller doses in Ni Dystrophic Red Latossol. All the variables analyzed
showed higher values at the highest dose of N applied.

Keywords: lonic interaction. Sequential extraction. Availability of nickel.
Phaseolus vulgaris L.
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1 INTRODUCAO

Na producdo mundial de feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.), o Brasil
sempre se destacou como um dos maiores produtores. Dentre as espécies de
feijdo, o feijdo comum tem especial importancia no Brasil por ser considerado
um dos mais importantes constituintes da dieta alimentar brasileira sendo uma
excelente fonte de nutrientes.

O nitrogénio (N) é o nutriente requerido em maior quantidade pelo
feijoeiro por ser componente de proteinas estruturais e enzimaticas, as quais sdo
responsaveis pela sintese de outras proteinas e dos intermediarios metabélicos e
componentes da estrutura celular, como carboidratos e lipidios. No entanto, o N
apresenta baixa disponibilidade nos solos brasileiros, tornando necesséria a
adicdo de fertilizantes nitrogenados ao solo com o objetivo de suprir a demanda
da cultura.

O metabolismo do N compreende o0s processos de absorcdo e
assimilacéo, os quais dependem dos niveis de N end6geno e exdgeno, da energia
disponibilizada, dependendo da forma disponivel, bem como da localizacéo e da
regulacdo das enzimas envolvidas, as quais determinam os 6érgdos ou sitios de
assimilacéo.

A ureia presente nas plantas é proveniente da absorcdo direta ou é
gerada como um subproduto na sintese de poliaminas (KUSANO et al., 2007),
ou sintetizada durante a degradacdo dos aminoécidos, purinas e ureideos (TODD
et al., 2006), podendo, entdo ser acumulada em tecidos fonte como folhas
senescentes e sementes em germinagdo, nas quais o N é remobilizado apés a
hidrdlise da ureia pela enzima urease, para sustentar o crescimento (POLACCO
et al., 1993). No entanto, se a ureia ndo for hidrolisada, pode ocorrer toxidez por

excesso de ureia, acarretando em perda de produtividade.
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O niquel (Ni) era tido como elemento ndo essencial e toxico as plantas.
No entanto, apds diversos estudos, comprovou-se sua essencialidade,
demonstrada por Dixon et al. (1975), Eskew et al. (1983, 1984) e Brown et al.
(1987). Esse elemento faz parte da urease, uma enzima cuja funcédo é hidrolisar
moléculas de ureia em NH; e CO,. Apds essa descoberta, gerou interesse
cientifico pela pesquisa referente ao papel do Ni em plantas superiores.

A eficiéncia da utilizacdo do N adicionado ao solo esta relacionada a alta
assimilacdo do N pelas plantas, como também esta relacionada a hidrolise da
ureia na planta, a qual & mediada pela presenca do Ni. A quantidade de sistemas
bioldgicos dependentes do Ni é muito menor em relacdo a outros metais, tais
como ferro, cobre e zinco. Porém, o pequeno nimero de biomoléculas contendo
Ni encontrado nos sistemas vivos é compensado pela variedade de fungdes que
estas moléculas desempenham. Dessa forma, sdo necessarias mais informacdes
no que se refere ao Ni na adubagdo de plantas, na busca de uma melhor
compreensdo da resposta das plantas a aplicagdo desse micronutriente,
informacdes estas ainda pouco relatadas na literatura.
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2 OBETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar a resposta das plantas de feijoeiro comum as doses de N e Ni.

2.2 Objetivos especificos

a) avaliar em qual fragdo do solo o Ni encontra-se ligado em maior
guantidade, antes e apds o cultivo do feijoeiro comum;

b) determinar a disponibilidade de Ni pelo extrator Mehlich-1 e
comparar aos teores da fracdo soltvel + trocavel do fracionamento
antes e apdés o cultivo do feijoeiro comum;

c) avaliar a atividade das enzimas urease e nitrato redutase (NR) em
funcéo das doses de N e Ni aplicadas;

d) avaliar ainteragdo N e Ni através da relacdo N/Ni.
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3HIPOTESE

Devido a estreita relacdo entre o0 metabolismo do N e o Ni, espera-se que

a aplicacdo de Ni maximize a assimilacdo de N pelas plantas.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Aspectos gerais da cultura do Feijoeiro

A cultura do feijdo é praticada em aproximadamente 100 paises, com
elevado nimero de espécies e cultivares. O Brasil € o terceiro maior produtor
mundial de feijdo-comum totalizando 3302,1 mil t na safra 2015/2016, e Minas
Gerais é 0 segundo maior estado produtor, respondendo aproximadamente por
19% da producdo nacional (CONAB 2016) e o sul de Minas Gerais sendo
responsavel por 16,6% da producdo mineira (IMA, 2014). O Brasil é também o
maior consumidor dessa leguminosa, com um consumo per capita, em 2012, de
cerca de 14,94 kg/ano (SALVADOR, C. A,, 2014).

A produtividade média brasileira, gira em torno de 910 kg ha,
considerada baixa, entretanto em alguns estados, essa média é superior a 2000
kg ha, e os agricultores brasileiros que utilizam alta tecnologia j& alcancaram a
marca de 3000 kg ha™ (CONAB, 2016; BOREM; CARNEIRO, 2008).

Além do arroz (Oryza sativa), o feijdo-comum é um importante
constituinte da dieta da populacdo brasileira, por ser reconhecidamente uma
excelente fonte proteica, além de ser rico em ferro, fibras e com seus
reconhecidos efeitos hipocolesterolémico e hipoglicémico, aliado as vitaminas e
aos carboidratos, torna o seu consumo um aliado para a prevencdo de doencas
(COELHO, 1991; GEIL, 1994).

Uma caracteristica vantajosa desta leguminosa é sua ampla adaptacéo
edafoclimética, permitindo seu cultivo durante todo o ano, em quase todos 0s
estados brasileiros, nas diferentes épocas e sistemas de cultivo (CARNEIRO,
2002).
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A busca por cultivares precoce tem sido o objetivo de muitos programas
de melhoramento. A precocidade €é definida como a capacidade das plantas em
completar o seu ciclo, em periodo menor que aquele considerado normal ou
médio (90 dias para feijoeiro) (COSTA; ZIMMERMANN, 1988). Apesar de
existir variacbes na duracdo do ciclo da cultura em relacdo ao habito de
crescimento, as cultivares precoces apresentam ciclo com duracdo de
aproximadamente 80 dias (ALMEIDA; BULISANI, 1980).

A caracteristica precocidade em cultivares de feijdo comum apresenta
diversas vantagens, tais como: escape em relagdo a ocorréncia de doencas;
reducdo de perdas na colheita, fazendo-a coincidir com épocas menos chuvosas;
menor consumo de agua e de tempo de uso do solo em cultivos irrigados e
intensivos.

Um dos fatores mais limitante & produtividade do feijoeiro é a baixa
disponibilidade de nutrientes no solo, sobretudo fésforo (P) e nitrogénio (N). O
feijoeiro € considerado uma planta exigente em nutrientes, em razdo de possuir
sistema radicular pequeno e superficial, além de apresentar ciclo curto, sendo
fundamental que os nutrientes estejam disponiveis a planta em quantidade e
tempo adequados, (MORAES, 1988; ROSOLEM; MARUBAYASHI, 1994).

4.2 Nitrogénio no solo e na planta

Dentre os processos fisioldgicos vegetais mais importantes esta o
metabolismo do N. O N é considerado um elemento essencial para as plantas,
pois estd presente na composi¢cdo das mais importantes biomoléculas como as
proteinas, &cidos nucleicos e muitos outros constituintes celulares, incluindo
membranas e diversos hormdnios vegetais, por sua vez, integram complexas vias
metabdlicas altamente reguladas (TAIZ; ZEIGER, 2004). Além disso, o N é o

macronutriente mais limitante ao crescimento das plantas ja que, aléem da sua
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concentragcdo ser muito baixa no solo, é perdido facilmente por lixiviacdo e
volatilizacdo, dependendo de sua forma quimica e, ainda, pode ser consumido
por microrganismos (MIFLIN; HABASH, 2002).

Sua deficiéncia causa um amarelecimento gradual das folhas mais
velhas e redugdo do crescimento, inicialmente, em detrimento das reservas da
parte aérea, a planta promove alongamento do sistema radicular, como uma
tentativa de absorver o nutriente. Em casos de deficiéncia severa, as folhas
adquirem coloragdo amarela podendo evoluir para a necrose, em casos mais
graves, a deficiéncia de N pode ocasionar na morte das plantas (SOUZA;
FERNANDES, 2006).

O fornecimento adequado de nutrientes por meio da adubacéo é uma das
principais praticas de manejo adotada para a manutencdo e aumento da
produtividade do feijdo. A exigéncia nutricional do feijoeiro, em ordem
decrescente, é: N, K, Ca, Mg, S, P, Fe, Mn, B, Zn, Cu e Ni (ANDRADE et al.,
2004). As principais fontes de N para a cultura do feijoeiro séo o solo, por meio
da decomposicdo da matéria organica, a aplicacao de fertilizantes nitrogenados e
a fixacdo biolégica de N, atmosférico, pela associacdo do feijoeiro com bactérias
do grupo dos rizébios (HUNGRIA et al., 1997; MERCANTE et al., 1999). Para
alta produtividade, sdo necessarias doses de N superiores a 100 kg ha™. Um
adequado suprimento desse nutriente esta associado a alta atividade
fotossintética, crescimento vegetativo vigoroso e a folhas verde-escuras. As
espécies vegetais diferem na sua preferéncia por fontes de N, mas o absorvem
principalmente sob formas inorganicas, como nitrato (NO3) ou amdnio (NH,")
(WILLIAMS; MILLER, 2001). Andreotti et al. (2005) verificaram que o uso dos
fertilizantes nitrogenados como ureia, sulfato de aménio e nitrato de amdnio,
guando incorporados ao solo, apresentam produtividades semelhantes na cultura

do feijdo.
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Além do elevado custo econdmico, o uso de fertilizantes nitrogenados
em solos tropicais pode provocar danos ao meio ambiente. Considera-se que as
perdas de fertilizantes nitrogenados aplicados estdo em torno de 50%, sendo
ocasionadas principalmente por volatilizacdo, na forma de amdnia, e lixiviacdo
na forma de nitrato e além do escorrimento superficial, provocado pela dgua das
chuvas e, ou, irrigacdo (STROLIOTTO et al., 2002).

4.3 Absorcao e assimilagdo do nitrogénio nas plantas

Diversas formas de N podem ser absorvidas pelas plantas: N, através da
fixacdo biologica de N que ocorre nas leguminosas, ureia e na forma inorgénica
como aménio (NH,") e nitrato (NO3), sendo esta Gltima forma predominante no
solo devido ao processo de nitrificagdo.

A absorcdo do NOj; ocorre contra um gradiente de potencial
eletroquimico e é mediada por dois sistemas de transporte através da membrana
plasmética. O primeiro sistema é de baixa afinidade, que se torna funcional sob
condi¢des de elevadas concentragfes externas de NO3. O segundo sistema é de
alta afinidade, ocorrendo quando a concentragdo de NOs; sd@o menores que 1
mmol L. A absorcéo de NH," também é mediada por dos sistemas. Quando as
concentragdes de NH," no meio externo sdo baixas, predomina um sistema de
absorcdo de alta afinidade, mediado por uma proteina transportadora do tipo
uniporte. JA em concentracdo elevadas de NH,;" no meio externo entra em
funcionamento o sistema de baixa afinidade (SOUZA; FERNANDES, 2006).

O NOj ao entrar na célula, pode ser reduzido a nitrito (NO,), no citosol,
através da enzima nitrato redutase (NR) e, logo a seguir, convertido a NH,;" no
plastidio, através da enzima nitrito redutase (RNi). O NH," absorvido ou
proveniente da reducdo do NO; €, entdo, incorporado em aminoécidos pelas

enzimas glutamina sintetase-glutamato sintase (GS-GOGAT), formando
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glutamina (GLM), glutamato (GLU) e outros aminodcidos e seus metabolitos
(CRAWFORD, 1995).

As formas inorgéanicas sdo absorvidas em curto intervalo de tempo pelas
raizes das plantas e um dos fatores que determina qual forma mineral sera mais
absorvida em relacdo a outra € o pH. O pH do meio afeta a absorcdo do N da
seguinte forma: o pH &cido inibe a absorcdo do NH," e favorece a do NO; e em
pH neutro/alcalino, o contrario é observado. Possivelmente, devido a efeitos
competitivos do H" e OH °, no processo de absorcdo do NH," e NO;” (FAQUIN,
2005).

Tanto a redugdo do NOs, quanto a assimilagdo do NH," requerem
energia na forma de ATP e poder redutor, como NADH, NADPH e a
ferredoxina reduzida, bem como esqueletos de carbono derivados do ciclo de
Krebs, como o a-cetoglutarato. Esses processos drenam tanto esqueletos de C
quanto energia e doadores de elétrons, competindo com o metabolismo do C
(SOUZA; FERNANDES, 2006).

Quando acontece a assimilacdo de N nas raizes, aminoécidos sdo
transportados para as folhas via fluxo transpiratério, pelo xilema (Marschner et
al., 1995). Segundo Gilliseen et al., 2000, o N também pode ser transportado
através da membrana plasmatica de certas células como na forma de peptidio,

bases purinas e pirimidinas e seus derivados.

4.4 Niquel no solo e na planta

O teor de niquel (Ni) na crosta terrestre é de aproximadamente, 160 mg
kg™, como componente comum de rochas igneas. Segundo Pais e Jones Junior
(1996), os teores no solo variam entre 1 e 200 mg kg™. As fontes mais
importantes de Ni sdo as pentandlitas, lodo de esgoto, calcarios, adubos

fosfatados, cloreto de niquel e sulfato de niquel.
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Os teores disponiveis no solo correspondem a 0,001% dos teores totais
(UREN, 1992). Segundo Vansekow (1966), ¢ comum encontrar solos com teores
abaixo de 1 mg dm™ de Ni. Solos de alguns estados brasileiros, apresentaram
teores disponiveis variando de <0,013 a 1,4 mg dm?, extraidos em DTPA, <0,1
a 0,27 mg.dm™, em Mehlich-1, e teor médio de 0,35 mg dm®, em Mehlich-3
(ROVER et al., 1983; MELO et al., 2007; RODAK, 2014).

Diversos fatores podem afetar os teores de Ni disponiveis no solo, como
classe textural, matéria organica do solo (MOS), éxidos de Fe e Mn, pH, reacGes
de complexacdo e competicdo pelos sitios de adsorcdo (KABATA-PENDIAS e
PENDIA, 2011). Os teores totais de Ni, por outro lado, ndo apresentam
comportamento definido em profundidade, podendo diminuir, aumentar ou
manter-se. Rovers et al. (1983) sugerem que tais teores acompanham as
variagdes dos teores de Fe no perfil.

A classe textural do solo é fator importante no comportamento do Ni,
pois seu teor disponivel é inversamente proporcional com os teores de argila, e
proporcional com a fracdo areia (BETTINELLI et al., 2000; SENWO e
TAZISONG, 2004; CARIDAD-CANCELA et al., 2005; RAJAIE et al., 2008).
Entretanto, o fator que mais afeta o comportamento do Ni no solo é o pH.
Siebielec e Chaney (2006) constataram reducédo dos teores disponiveis de Ni, ou
seja, maior adsorcdo, com o aumento do pH, com redugdo drastica da
disponibilidade do elemento em pH acima de 6,5.

O Ni é o elemento mais recentemente identificado como essencial para
as plantas (BROWN et al., 1987). Os autores demonstraram que a enzima
urease, responsavel pela hidrélise da ureia, apresentava dois &tomos de Ni na sua
estrutura. Trabalho realizado por Eskew et al., (1983), cultivando soja (Glycine
max L. Merrill) em solugdo nutritiva evidenciou o Ni como nutriente para as
plantas superiores, a qual apresentou necrose nas extremidades dos foliolos

devido ao acimulo de ureia, &cido oxalico e &cido lactico em concentragOes
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toxicas, consequéncia da baixa atividade da urease decorrente da deficiéncia de
Ni. Trabalhos posteriores de Eskew et al. (1984) e Brown et al., (1987), com
feijdo (Vigna unguiculata L.) e cevada (Hordeum vulgare L.), confirmaram a
essencialidade do Ni, e este foi inserido na lista de micronutrientes apds os
pesquisadores verificarem que as sementes das plantas de cevada cultivada em
solucdo nutritiva com auséncia de Ni, ap0s trés geracdes, eram invidveis e nao
germinavam adequadamente. Posteriormente, outras fungdes do Ni nas plantas
também foram constatadas na producdo de etileno (SMITH; WOODBURN,
1984), na resisténcia das plantas a doencas (GRAHAM et al., 1985), na
germinacdo de sementes (BROWN et al. 1987), como componente estrutural da
enzima hidrogenase (EVANS et al., 1987) e na conservacdo pos-colheita de
frutos (ZHENG et al., 2006).

As plantas o absorvem em forma de cation divalente (Ni%"), sendo sua
concentracdo na solugdo do solo muito pequena. Apos entrar em contato com a
raiz, o Ni é absorvido, principalmente por processo ativo, em canais nao
especificos, bem como por difusdo passiva (YUSUF et al., 2011).

Com a diferenca de potencial hidrico decorrente da transpiracdo das
plantas, o Ni € transportado no xilema na forma idnica, sendo o transporte
facilitando com a formacéo de quelatos com acidos organicos, tais como citrato,
malato e peptidios (WHITE, 2011).

Em elevadas concentracdes o Ni pode causar fitotoxidez as plantas, no
entanto, algumas espécies podem tornar o Ni inativo pela formacgdo de
complexos com acidos organicos (SMITH, 2009; VIOLANTE et al., 2010).

Quanto a redistribuicdo do Ni na planta, este pode apresentar uma
capacidade intermedidria. Ha, entretanto, pouca informagdo sobre sua
redistribuicdo. Segundo Neumann e Charnel (1986), a capacidade de
remobilizag&o no Ni em geranios foi de 0,01%, comparada com 0,04% para *Rb
e 0,0% para “Ca.
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As concentracdes de Ni nas plantas variam entre 0,3 e 3,5 mg kg™ de
matéria seca da planta, dependendo da parte amostrada e da espécie,
considerando-se concentragdes proximas a 1,5 mg kg como adequadas ao

crescimento normal das plantas (BROWN et al., 1987).

4.5 Urease e a relacao Ni/N

A urease é uma metaloenzima que catalisa a hidrélise da ureia para
formar aménio e CO, (DIXON et al., 1975). E encontrada em varios
organismos, como plantas, fungos e bactérias. A fungdo principal da urease é
permitir aos organismos 0 uso da ureia externa ou gerada internamente, como
fonte de N (MOBLEY; ISLAND; HAUSINGER, 1995).

Em plantas, uma quantidade significativa do fluxo de N se da via ureia,
o qual € reciclado pela a¢do da urease (POLLACCO; HOLAND, 1993). A ureia
pode ser formada pelo catabolismo de ureideo, alantoato e alantoina. Tem sido
demonstrado que o ureideo glicolato, um produto da degradacdo do alantoato é
um precursor de ureia (TODD; POLLACCO, 2004).

Blogueios genéticos e quimicos da atividade da urease nas folhas
causam necrose foliar, devido ao acimulo de ureia, o que indica que a mesma
tem uma significante agdo no metabolismo do N (KROGMEIER; MCCARTY;
BREMNER, 1989; POLLACCO; HOLLAND, 1993). No entanto, a relevancia
fisioldgica da urease na maioria das plantas ndo esté esclarecida. Segundo Louis
(1992), o estudo do metabolismo da ureia fica ainda mais relevante com o
aumento do uso de fertilizantes a base de ureia.

A economia de N pelas plantas é altamente dependente da hidrélise da
ureia, a qual é prejudicada em condicGes de deficiéncia de Ni. Este ultimo
proporciona redu¢do do metabolismo do N, acimulo de ureia e diminui¢do do
pool de aminoacido (GERENDAS; SATTELMACHER, 1997; 1999). Gerendas
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e Sattelmacher (1997) verificaram que plantas deficientes em Ni acumulam
ureia. Quando a atividade da urease é baixa, devido ao suprimento insuficiente
de Ni, a ureia se acumula especialmente em plantas adubadas com ureia, 0 que,
eventualmente, causa alteracdo na quantidade de intermediarios do ciclo da
ornitina. As folhas com teores toxicos de ureia apresentam sintomas de necroses,
mostrando concentracdes de Ni superiores a 50 mg kg, com excecdo de plantas
acumuladoras (ADRIANO, 1986). Folhas deficientes em Ni exibem altos niveis
de trés intermediarios do catabolismo de ureideos, como a Xxantina, acido
alantoico e ureideo-glicolato, uma evidéncia da reducdo da atividade enzimatica
nos trés dltimos passos do catabolismo de ureideos (BAI; REILLY; WOOD,
2006). A atividade da arginase e da GS também sdo reduzidas por falta de Ni
(GERENDAS et al., 1998).

As leguminosas apresentam alta atividade da urease, pois 0s ureideos,
que realizam o transporte do N advindo da fixacdo biolégica de N (FBN) no
tecido vegetal, catalisam a molécula da ureia que posteriormente ¢ metabolizada
pela urease (McCLURE e ISRAEL, 1979). Segundo Dechen e Nachtigall
(2006), cada molécula de urease contém dois atomos de Ni, a qual participa da
hidrdlise enzimatica da ureia, transformando-a em NH," e CO,. Isso torna o Ni
importante para as plantas que sdo adubadas com ureia ou com seus derivados
(por exemplo, na adubacdo foliar), por aumentar a atividade da urease foliar,
impedindo a acumulag&o de teores toxicos de ureia, exercendo papel importante
no metabolismo do N.

Segundo Kim e Maier, (1990); Sellstedt e Smith, (1990) e Stults et al.,
(1984), o Ni exerce outro papel importante na fixagdo bioldgica de nitrogénio
(FBN), por ser componente estrutural da enzima hidrogenase. Durante o
processo de FBN a enzima nitrogenase realiza a quebra da tripla ligagdo da
molécula do gas nitrogénio (N,), por consequéncia, ocorre a formacdo de NH; e

do gés hidrogénio (H,). A formacéo do H, indica uso ineficiente de energia que
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poderia ser utilizada na fixacdo de N,. A enzima hidrogenase, a qual o Ni é
constituinte estrutural, é capaz de reprocessas parte do H, em energia, essa
energia por sua vez é realocada para a enzima nitrogenase, ou seja, ocorre a

recuperacao energética (EVANS et al., 1987).

4.6 Nitrato Redutase (NR)

O nitrato (NO3) e o amonio (NH,") sdo as principais formas de N
inorganicas absorvidas pelas raizes das plantas superiores. No entanto, para
cumprir sua fungdo nutricional o NO3™ precisa ser reduzido a NH," e assimilado
em compostos organicos. A assimilacdo do NOs;” a NH," é mediada por duas
enzimas: (i) a nitrato redutase (NR), que transforma NO;  em NO,’, processo que
ocorre no citosol das células; e (ii) a nitrito redutase (RNi) que transforma NO,’
a NH,", nos cloroplastos das células. Com a formacdo do NH,", o N é
incorporado em aminoécidos (MARSCHNER, 2012).

O NO; originado da reducdo do NOj é rapidamente transportado do
citosol para os cloroplastos foliares, e aos plastidios nas células das raizes por
ser um jon potencialmente e altamente reativo. Nestas organelas, a RNi reduz o
nitrito a amoénio (TAIZ, ZEIGER, 2004). O aménio gerado pela reducdo
assimilatéria do nitrato proveniente do solo, fertilizante ou da fotorrespiragdo é
convertido rapidamente a aminoécidos, num processo que envolve a agdo
sequencial da glutamina sintetase e da glutamato sintase, localizadas no citosol e
nos plastidios nas células das raizes, e nos cloroplastos (LEA; BLACKWELL;
JOY, 1992). Uma vez assimilado em glutamina ou glutamato, o N pode ser
transferido para muitos outros compostos organicos por meio de diversas
reacdes, como as transaminagGes. A interconversdo entre a glutamina e a
asparagina pela asparagina sintetase equilibra o metabolismo do carbono e do N

na planta.
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A regulacdo da NR acontece tanto a nivel transcricional como pos-
traducional, sendo esta ultima mais significativa. Estudos demonstraram que a
regulacdo transcricional é mediada por NOjz, Iluz, fito-horménios e
fotoassimilados enquanto a regulacdo pos-traducional é medida por
fosforilacdo/desfosforilacdo, luz, disponibilidade de oxigénio e gas carbdnico
(KAISER; HUBER; 1994). Fan et al. (2006) sugeriram que nesse tipo de
regulacdo ha uma mudanca dos niveis de transcritos de transportadores de
nitrato além da modificacdo pos-traducional da NR, mas a regulagdo ainda

necessita de mais estudos.

4.7 Extracdes sequenciais de metais

O conteudo total dos metais no solo geralmente ndo é considerado um
bom indice para estimar a absor¢do dos mesmos pelas plantas, pois somente uma
fracdo desses metais estard disponivel para a absorcdo por raizes (DAVIES,
1992). Para este propdsito, a estimativa da biodisponibilidade, que é uma
propriedade relacionada com a mobilidade e absorcdo pelas plantas, tem-se
mostrado mais Util (McBRIDE, 1994).

Uma Unica extracdo pode refletir a disponibilidade de metais pesados
para as culturas num dado momento. Porém, as extracGes sequenciais fornecem
informacBes mais detalhadas que permitem inferéncias sobre a mobilidade e
estabilidade das fragdes dos metais no solo, indicando assim, sua mobilidade
atual e potencial (CHANG et al.,1984).

Apenas as formas trocaveis e sollveis em &gua sdo consideradas
prontamente disponiveis para plantas, enquanto metais adsorvidos nas entre
camadas de argilas apresentam-se indisponiveis. Entretanto, os metais retidos
em oOxidos de Fe, Mn e Al, complexados com a matéria organica ou

complexados nos carbonatos podem ser considerados firmemente ligados,
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dependendo da combinacdo das propriedades quimicas e fisicas do solo
(SPOSITO et al., 1982).

Nesse sentido, a textura do solo, pH, matéria organica e éxidos de Fe e
Mn tém sido consideradas como as mais importantes variaveis que influenciam a
mobilidade e biodisponibilidade dos metais pesados (MA e RAO, 1997).

Um momento critico da extracdo é a escolha dos extratores e da marcha
de extracdo. Caso o extrator seja de baixa seletividade, pode atacar mais de uma
fracdo ao mesmo tempo, prejudicando o equilibrio das extragBes posteriores e a
confiabilidade dos resultados (SPOSITO et. al, 1982). Dessa forma, tém sido
propostas extragdes sequenciais dos metais, que utilizam extratores com poder
de extracdo crescente e fornecem informacges a respeito das fracfes (GOMES,
1996).

Algumas técnicas de fracionamento tém sido empregadas para extracoes
sequenciais de metais pesados. Estas técnicas variam no nimero das fragdes
extraidas, na ordem e no tipo de extrator utilizado. E comum o processo de
fracionamento comegar com o extrator mais fraco e terminar com o mais forte.
A extracdo pode separar em até sete fracbes (KABALA e SINGH, 2001).
Harrison et al. (1981) sugerem que a mobilidade dos metais diminui seguindo a
ordem da sequéncia de extracdo, sendo que a fracao sollvel/trocavel, presente na
maioria dos procedimentos de extracdo sequencial, é considerada a mais movel e
bio disponivel (SASTRE et al., 2001).

Outros extratores sdo utilizados para a determinacdo do teor de Ni. A
solucdo do agente quelante DTPA, as solugdes &cidas Mehlich-3 e Mehlich-1
tem sido muito utilizados para extrair metais pesados (MULCHI et al., 1991;
MANTOVANI et al. 2004), pois ja sdo utilizados em alguns laboratérios para
avaliagdo da disponibilidade de véarios nutrientes, facilitando a andlise de
disponibilidade de metais pesados, uma vez que j& sdo procedimentos rotineiros.

Correlagdes entre os teores de Ni no solo extraidos por Vvarios extratores e 0s
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teores acumulados por algumas plantas tem sido feitos para se definir os
extratores mais eficientes em predizer a fitodisponibilidade deste elemento.
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no Departamento de

Ciéncia do Solo da Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG.

5.1 Solo

Foram utilizados dois tipos de solos, coletados na profundidade de 0 a
20 cm, classificados segundo EMBRAPA (2013), como Latossolo Vermelho
distrofico (LVdf) e Neossolo Quartzarénico értico (RQO0), cujas caracteristicas

guimicas e fisicas encontram-se na Tabela 1.

5.2 Tratamentos e Delineamento experimental

Foram realizados dois experimentos em duas classes de solos com
classificagdo textural distintas. Os experimentos foram conduzidos em
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x5 sendo duas
doses de N (50 e 100 mg dm™) e 5 doses de Ni (0, 1, 2, 4 e 8 mg dm™), com trés
repeticdes, totalizando 30 parcelas para cada tipo de solo. As fontes de Ni e N
foram sulfato de niquel e ureia, respectivamente. O Ni foi aplicado 30 dias antes
do plantio, os vasos foram mantidos com umidade na capacidade de campo. As
doses de Ni foram obtidas pela compilacdo das doses utilizadas por Rodak
(2014) e Berton et al., (2006), ambos trabalhando com soja.
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Tabela 1- Atributos quimicos e fisicos do Latossolo Vermelho distrofico (LVdf)
e Neossolo Quartzarénico ortico (RQo).

Caracteristicas Unidade Lvdf RQo
pH agua 5,60 55
Potassio (K) mg dm 56,0 18,0
Fésforo (P) mg dm 0,84 5,14
Célcio (Ca) cmol dm® 1,20 0,30
Magnésio (Mg) cmol, dm® 0,20 0,10
Aluminio (Al) cmol, dm’® 0,50 0,60
Acidez Potencial (H + Al) cmol, dm® 6,30 3,62
Soma de Bases (SB) cmol, dm™® 1,54 0,45
Capacidade Troca Catidnica efetiva (t) cmol, dm™® 2,04 1,05
Capacidade Troca Cationica (T) cmol dm'® 7,84 4,07
Saturagéo por Bases (V) % 20 11
Saturacdo por Aluminio (m) % 24 57
MatériaOrganica (M. O.) gkg™ 3,14 1,18
Fosforo remanescente (P-Rem) mg L™ 7,62 25,07
Zinco (Zn) mg dm® 0,66 0,43
Ferro (Fe) mg dm™ 179,64 37,20
Manganes (Mn) mg dm™ 19,96 5,66
Cobre (Cu) mg dm™ 2,67 0,63
Boro (B) mg dm™ 0,43 0,35
Enxofre (S) mg dm™ 13,08 2,97
Areia gkg*! 170 930
Silte g kg™ 110 0
Argila gkg*! 720 70
Textura Muito argiloso  Arenoso

pH (4gua); Ca, Mg e Al (KCI 1mol L™); P, K, Fe, Zn, Mn e Cu (Mehlich 1); Acidez
potencial (SMP); Matéria organica (Na,Cr,O; 4 mol L™ + H,SO, 5 mol L™) de acordo
com metodologia de Silva (2009). Areia, silte e argila (Bouyoucos) modificado por
Carvalho (1985).
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5.3 Cultivar de feijoeiro avaliada

A cultivar utilizada foi a BRS Cometa, desenvolvida pela EMBRAPA,
gue apresenta porte ereto com boa resisténcia ao acamamento e ciclo reduzido
(média de 78 dias, da emergéncia a maturacdo fisioldgica). Foram semeadas 5
sementes, em vasos de 4 dm®, sendo que apenas as 3 plantulas mais vigorosas
foram mantidas no vaso. As plantas foram, conduzidas até o inicio da floracdo
(R4).

5.4 Instalacéo e conducéo do experimento

Para a determinacdo da necessidade de calagem, utilizou-se 0 método da
neutralizacdo do AI** e da elevacdo dos teores de Ca** + Mg*". A calagem e a
adicdo de gesso agricola foram realizadas 35 dias antes do plantio. Para a
calagem foram utilizados carbonato de calcio (CaCO3) e carbonato de magnésio
(MgCO;) com o objetivo de elevar a saturagéo por bases a 50%. O LVdf recebeu
1,5 g dm™ na proporgéo de 1:3 e 0 RQo recebeu 1,85 g dm™ na proporcao 3:1.
Apos a adicdo, foi feita mistura mecanica e adicdo de agua deionizada até atingir
a capacidade de campo. Os vasos foram mantidos com umidade na capacidade
de campo durante o periodo de incubacédo de 30 dias.

Foi adicionado ao RQo 0,23 g dm™ de superfosfato triplo (SFT), 75 mg
dm™ de KCI, 0,21 mg dm™ de gesso agricola como fonte de enxofre (S), 7,2 mg
dm® de sulfato de manganés (MnSO,H,0), 4,7 de sulfato de zinco
(ZnSO,7H,0), 2,2 mg dm™ de sulfato de cobre (CuSO,5H,0) e 0,06 mg dm™
de molibdato de aménio ((NH4)sM0,0,44H,0).

O LVdf recebeu 0,23 g dm™ de SFT, 100 mg dm™ de KCI, 0,21 mg de
gesso agricola como fonte de S, 3,5 mg dmde ZnS0O,7H,0 e 0,06 mg dm de
(NH4)sM0;70,,4H,0.
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Em ambos os experimentos foi aplicado boro (B) via foliar na
concentragio de 1 g L™.

Foram aplicadas as doses de As doses de 50 e 100 mg dm™ de N, com o
objetivo de avaliar a eficiéncia do Ni no metabolismo do N. A adubacdo de
plantio foi realizada aplicando-se toda a dose recomendada de P, S e 35% da
dose de N e 50% da dose de K. O SFT foi aplicado no centro dos vasos
aproximadamente 1,5 cm abaixo das sementes. Foram aplicadas na 12 adubacdo
de cobertura, 15 DAE (V2), 30% e 50% das doses recomendadas para N e K,
respectivamente, além dos micronutrientes. A 22 adubacdo de cobertura foi
realizada com 30% da dose de N 30 DAE na abertura da terceira folha
trifoliolada (\V4). Para a aplicagdo de N, K e micronutrientes foram preparadas
solugdes, separadamente, e aplicadas ao solo.

A adubagéo com P, K, S e micronutrientes teve por finalidade atender a
demanda da cultura seguindo as recomendacBGes presentes no manual de
recomendages para o uso de corretivos e fertilizantes em Minas Gerais 5%
aproximacdo (ALVAREZ et al., 1999).

5.5 Variaveis analisadas

A colheita das plantas foi realizada no estadio R4, que ocorreu 41 DAE.
A terceira e quarta folha do terco superior das plantas, foram separadas para
quantificagdo das atividades das enzimas urease e nitrato redutase (NR). O
restante da planta foi seca para determinacdo da massa seca da parte aérea e
quantificagdo dos teores de N e Ni, seguindo metodologia de Malavolta et al.

(1997) para diagnose foliar.
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5.5.1 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 tampdo fosfato com ureia (pH 7,4), para determinacdo do teor de NHs. O
tampdo foi preparado com fosfato monossodico (NaH,PO, 0,2 mol L), fosfato
de sddio dibasico (Na,HPO, 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 formacdo de amdnio (NH,") pela presenca
de microrganismos. 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. Apds a incubacdo foi retirada uma aliquota de
0,5 mL do extrato vegetal e a NH; retida nos tecidos foliares foi extraida pela
adicdo de 2,5 mL do reagente I: fenol (C¢HsOH 0,1 mol L™) e nitroprussiato de
s6dio  (SNP) (Nay[Fe(CN)sNO] 170 pmol L™). Posteriormente foram
adicionados aos tubos mais 2,5 mL do reagente Il: hidréxido de sodio (NaOH
0,125 mol L™), fosfato dissodico (Na,P0,.12H,0 0,15 mol L™) e hipoclorito de
sodio (NaOCl) (3% Cl,). Os tubos foram tampados, para evitar a perda de NHa,
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, 0s valores obtidos, foram comparados com uma curva padrdo, previamente

estabelecida utilizando-se cloreto de aménio (NH,CI).
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5.5.2 Determinacédo da atividade da enzima nitrato redutase

Metodologia adaptada de Hewitt & Smith (1975) e Mulder et al. (1959).
Na extragdo 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 potassio (KNO3 0,25 mol L™) em tampéo de fosfato
(pH 7,4), composto por fosfato monossodico (NaH,PO, 0,20 mol L™) e fosfato
de sddio dibasico (Na,HPO, 0,50 mol L™). O tamp#o continha nitrato (NO5)
para a enzima NR, presente na folha, reduzir NO; 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 agitagdes
em intervalos frequentes. Apds a incubacao foi retirada uma aliquota de 1 mL do
extrato vegetal e para paralisar as reacGes quimicas até entdo ocorridas foi
adicionado 1 mL de acido sulfanilico (C¢H;HO3S) a 1% em é&cido cloridrico
(HCI 2 N). Apo6s repouso de 5 a 10 minutos foi adicionado 1 mL de alfa
naftilamina (CiH-;NH, 193 mmol L™) com objetivo de conferir coloragdo ao
NO, e efetuada leve agitacdo, sequida da aplicacdo de 1 mL de acetato de sodio
(CH;COONa 2 mol L™). Os tubos foram tampados, realizada nova agitacdo e a
determinagdo da absorvancia foi efetuada em espectrofotdmetro 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 padrdo de NO,, preparada previamente com nitrito de sodio
(NaNO,).

5.5.3 Analise do tecido vegetal

O material vegetal foi seco em estufa com circulacéo de ar for¢ada, com

temperatura entre 60 a 65°C, até atingir peso constante. Apds esse procedimento
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foi determinada a massa seca da parte aérea. Posteriormente, o material foi

moido em moinho tipo Willey, usando-se peneira de 20 mesh.

5.5.3.1 Teor e acimulo de niquel

Para realizar a analise do teor de Ni na parte aérea foi feita a digestdo
nitro-perclérica. O reagente foi preparado na relacdo 3:1 (HNO;z; + HCIQ,),
misturaram-se 600 ml de HNO; 65% p.a e 200 ml HCIO, 72% p.a. Pesou-se 0,5
g da amostra seca e moida. Transferiu-se para tubos de digestdo de capacidade
aferido para 80 mL, e acrescentou 8 ml da mistura acida. A seguir colocaram-se
0s tubos em um bloco de digestor, aquecendo a temperatura de 120 °C até cessar
o0 desprendimento do vapor castanho, aumentou-se a temperatura para 200 °C e
manteve até cessar o desprendimento do vapor branco de HCIO, (EMBRAPA,
2009). Ao termino da digestdo as amostras foram diluidas para 25 mL utilizando
agua destilada. Apds, foi feita a quantificacdo em espectrometria de emissdo
atomica.

O acumulo de Ni nas plantas foi calculado a partir dos teores de Ni da

parte aérea, multiplicando pela massa seca da parte aérea.

5.5.3.2 Teor e acumulo de nitrogénio

A determinacdo do teor de N foi realizada a partir da digestdo sulfirica
0,1% (Malavolta et al., 2006). O N total foi determinado pelo método de
Kjeldahl (Malavolta et al., 1997).

O acumulo de N nas plantas foi calculado a partir dos teores de N da

parte aérea, multiplicando pela massa seca da parte aérea.
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5.5.4 Andlise do solo

5.5.4.1 Disponibilidade de Ni em Mehlich-1

Foram adicionados5 cm® de solo e 50 mL da solucdo extratora de
Mehlich-1, relacéo solo:solucdo 1:10 emerlenmeyers de 100 mL. Posteriormente
as amostras foram agitadas por 10 minutos a 200 rpm. A suspenséo foi deixada
em repouso por 16 horas, para decantar. Uma aliquota do sobrenadante da
amostra foi quantificada em espectrometria de emissdo atdbmica. A solucdo
extratora Mehlich-1 consistia da mistura de acido cloridrico (HCI 0,05 mol L™) e
4cido sulfarico (H,S0, 0,012 mol L™).

5.5.4.2 Extracdo sequencial de Ni

O procedimento de extracdo sequencial aplicado para o fracionamento
de Ni presente nas amostras de solo antes e apds o cultivo, foi proposto por
Ahnstrom e Parker (1999).

O fracionamento consistiu de quatro extragdes em sequencia, sendo a
primeira ligada a fragdo soluvel + trocavel, a segunda ligada a fragéo orgénica, a
terceira ligada & fragdo oxidica e a quarta o residual.

As amostras foram moidas em almofariz de porcelana para promover
melhor homogeneizagdo de seus componentes, e facilitar a acdo das solucBes

extratoras.

Fracdo 1 - Ni na fracdo soltvel e trocavel

O fracionamento foi conduzido utilizando-se 2g de terra em tubos de

centrifuga de 50mL.
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Para a extracdo do Ni da fracdo soltvel + trocavel, adicionaram-se 15mL
de Sr(NO;), 0,1 mol L™ aos tubos, agitando por 2 horas em baixa velocidade.
Apds, centrifugou a 2500 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante, filtrado em
papel de filtro quantitativo faixa amarela, foi recolhido em tubos de centrifuga
de 50mL. Repetiu-se o procedimento. Subsequentemente, as amostras foram
lavadas com 5mL de NaCl 0,1 mol L™, centrifugado & 2500 rpm durante 10
minutos, e o sobrenadante recolhido. Ao final adicionou-se 1 mL de HNO;
concentrado para a preservacdo do extrato, e completou-se o volume com agua
deionizada, sendo os teores de Ni determinados por espectrometria de emissao

atémica.

Fracdo 2 - Ni na fracdo organica

Para a extracdo do Ni na fragdo organica foram utilizados 5 mL de
NaOCI 5% com pH ajustado para 8,5 com HNO; concentrado. Os tubos foram
colocados em banho-maria mantendo temperatura de 95°C durante 30 minutos
sob agitacdo lenta. Apds o tempo, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm
durante 10 minutos e o sobrenadante, filtrado com papel de filtro quantitativo
faixa amarela, recolhido em tubo de centrifuga de 50 mL. O procedimento foi
repetido até a queima da matéria organica, que ocorreu quando cessou a
formacgdo de espuma. Subsequentemente, as amostras foram lavadas com 5 mL
de NaCl 0,1 mol L™ centrifugado a 2500 rpm durante 10 minutos, e o
sobrenadante recolhido. Ao final adicionou-se 1 mL de HNO; concentrado para
a preservacdo do extrato e completou-se o volume com &gua deionizada, sendo

os teores de Ni determinados por espectrometria de emissao atbmica.
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Fracdo 3 - Ni na fracao oxidica

Para a extracdo de Ni ligado a fracdo oxidica foram adicionados 20 mL
de uma mistura de 0,2 mol L™ de oxalato de amdnio, 0,2 mol L™ de 4cido
oxalico e 0,1 mol L™ de &cido ascorbico com pH ajustado para 3,0 com NH,O
concentrado. Os tubos foram colocados em banho-maria mantendo a
temperatura de 95 °C durante 30 minutos sob agitacdo lenta. Apds o tempo, as
amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante,
filtrado com papel quantitativo de filtro amarelo, recolhido em tubos de
centrifuga de 50 mL. As extracBes foram realizadas até a cor do solo ficar cinza
(sem ferro) e o sobrenadante amarelo. Subsequentemente, as amostras foram
lavadas com 5 mL de NaCl 0,1 mol L?, centifugado a 2500 rpm durante 10
minutos, e o sobrenadante recolhido. Ao final adicionou-se 1 mL de HNO;
concentrado para a preservacdo do extrato e completou-se o0 volume com &gua
deionizada, sendo os teores de Ni determinados por espectrometria de emissdo

atbmica.

Fracdo 4 - Ni na fracéo residual

As amostras de solo foram retiradas dos tubos de centrifuga e colocadas
em tubos de ensaio.

Fez-se a extracdo residual com &gua régia (mistura de 4:1 de
HCI/HNQO;), em sistema aberto, utilizando modificacdo do método descrito por
McGrath e Cunliffe (1985). Adicionaram-se 12 mL de HCI e3 mL de HNO3, as
amostras foram aquecidas por 3 horas a temperatura de 60°C, 1 hora a 105°C e
30 minutos a 140°C. Deixou-se esfriar e o sobrenadante, filtrado em papel de

filtro quantitativo faixa amarela, foi recolhido em tubos de centrifuga de 50 mL.
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Completou-se o volume com agua deionizada e os teores de Ni determinados por

espectrometria de emissdo atbmica.

5.5 Analises estatisticas

A analise estatistica dos dados inclui as analises de variancia, teste de
Scott-Knott (para os tratamentos no fracionamento de Ni) e regressdo, a 5% de
significancia (para as doses de Ni). Para doses de Ni foram ajustados modelos de
regressdo com base na significancia dos parametros, coeficiente de determinacéao
e capacidade do modelo de explicar biologicamente o fendbmeno.

Para as andlises estatisticas foi utilizado o programa SISVAR
(FERREIRA, 2011). As analises estatisticas do solo arenoso e do argiloso foram
realizadas de maneira independente. Entretanto, sdo comparadas de maneira

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

6.1 Experimento com Neossolo Quartzarénico ortico (RQo)

6.1.1 Fracionamento e disponibilidade de Ni

Apenas o fator isolado dose de Ni influenciou significativamente o teor
de Ni disponivel no solo, extraido por Mehlich-1, antes e ap6s o cultivo do feijdo
(APENDICE E). Os tratamentos influenciaram significativamente nos teores de
Ni na fragdo soltvel + trocavel, fracdo orgénica, fracdo oxidica e fracdo residual,
antes e ap6s o cultivo do feijio (APENDICES A e B).

A disponibilidade do Ni esta relacionada com caracteristicas do solo. Os
principais fatores que influenciam a disponibilidade do Ni no solo sdo: pH,
textura, composicao mineral como contetdo e tipos de argilas e de 6xidos de Fe,
Al e Mn, CTC e o teor de matéria organica (ERNST, 1996; KABATA-
PENDIAS e PENDIAS, 2011).

Os teores disponiveis de Ni, extraidos por Mehlich-1, antes do cultivo
do feijoeiro, aumentaram com a aplicacdo das doses de Ni variando de 0,18 a
4,86 mg dm™ (Figura 1). Ap6s o cultivo do feijoeiro, os teores de Ni variaram de
0,13 a 4,11 mg dm™ (Figuras 1).
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Figura 1- Teor de Ni no solo extraido por Mehlich-1 no RQo antes e ap6s o
cultivo de feijoeiro (** p<0,01).

©J=059x**+004R* =099 & antes docultio °

0§ =0,51x**+0,005R? = 0,99 O Apds o cultivo

Teor de Ni (mg dmi’®)

Dose de Ni (mg dm®)

E evidente a maior disponibilidade de Ni na fragéo solGvel + trocavel em
relacdo as outras fragcbes para todas as doses no RQo, resultado da baixa
capacidade de retengdo de cations deste solo. Apds o cultivo de feijdo, ocorreu
reducdo do teor nesta fracdo ocasionado pela absorc¢do do nutriente pelas plantas
(Tabela 2).

A medida que aumentaram as doses do elemento nos solos, aumentou
também a sua presenca nas fragOes sollvel e trocavel (Figura 1 e Tabela 2). Esse
comportamento pode ser explicado pelo fato de que em baixas concentragdes, 0s
metais sdo adsorvidos através de ligacOes especificas, preferencialmente em
relacdo a cations que apresentam maior raio i6énico hidratado, como sodio, célcio
e magnésio. Porém, com o aumento da concentragdo do metal, passam a ocorrer

ligagbes menos energéticas (eletrostaticas) e a competicdo com ions de maior
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raio i6nio hidratado e com outros metais torna-se importante (O"CONNOR et
al., 1984).

O RQo utilizado apresenta baixo teor de matéria organica,
consequentemente, a fracdo ligada a matéria organica apresentou os teores mais
baixos entre as fracdes. Apos o cultivo de feijdo os teores foram ainda menores,
0 que pode ser explicado pela sua dessor¢do da matéria organica para repor o
que foi absorvido da solucdo (Tabela 2).

Foram extraidas pela fracdo residual 107,3%, 566,2% e 327,5% em
relacdo aos teores de Ni extraidos pelas fraces soluvel + trocavel, orgénica e
oxidica, respectivamente, antes do cultivo do feijoeiro e 114,9%, 608,8% e
305,3% em relacdo aos teores de Ni extraidos pelas fragdes soluvel + trocavel,
organica e oxidica, respectivamente, ap6s o cultivo do feijoeiro (Tabela 2).
Costa (2005) observou os maiores teores de Ni na fracdo residual em um
Argissolo Vermelho distréfico arénico (PVd1) de 120 g kg™de argila, ao estudar
a biodisponibilidade de elementos traco em solos do Rio Grande do Sul.
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Tabela 2- Teores de Ni, em mg dm?, extraidos em cada fracio de amostras de RQo submetido as doses de Ni, antes
(inicial) e apos (final) o cultivo de feijdo, para cada tratamento.

Fracéo Dose N (mg dm™) Dose Ni (mg dm?) Tratamento Inicial Final

0 1 0,11a 0,09 a

1 2 0,3la 0,20 a

50 2 3 0,73a 0,50 b

4 4 1,48b 124 ¢

. . , 8 5 324c¢ 2,52d
Ni - solavel + trocavel 0 6 0,09 a 0,06 a
1 7 0,37 a 0,22 a

100 2 8 0,66 a 0,44 b

4 9 1,42b 1,23¢

8 10 3,46 ¢ 251d

0 1 0,03a 0,02a

1 2 0,11b 0,09 ¢

50 2 3 0,20 ¢ 0,17 d

4 4 0,37¢ 0,29 e

. . 8 5 0,59 f 0,38h
Ni - organico 0 6 0,03a 0,01a
1 7 0,10 b 0,06 b

100 2 8 0,17¢ 0,14d

4 9 0,28d 02le

8 10 037 033e

0 1 0,03a 0,03a

1 2 0,18 b 0,16 b

50 2 3 0,40 ¢ 0,38 ¢

4 4 0,52 d 0,46 d

o 8 5 0,93 ¢ 0,73 ¢e
Ni - oxidico 0 6 0,05a 0,03a
1 7 0,16 b 0,12b

100 2 8 0,38 ¢ 0,30 ¢

g 9 036 ¢ 034¢

[y
o

088e 0,84 f




“Tabela 2, conclusiao”
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Fracéo Dose N (mg dm™) Dose Ni (mg dm®) Tratamento Inicial Final
0 1 0,13 a 0,07 a

1 2 042b 0,30 b

50 2 3 0,69 b 0,50 ¢

4 4 1,66¢ 1,35d

Ni - residual 8 5 3,32d 2.86¢
0 6 01la 0,08a

1 7 042b 041c

100 2 8 0.74b 0,59 ¢

4 9 1,88¢ 145d

8 10 337d 2.74¢

Nota: Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de Scott-Knott.
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Os teores disponiveis de Ni antes do cultivo do feijoeiro variaram de
0,18 a 4,86 mg dm®e 0,09 a 3,46 mg dm™ em Mehlich-1 e na fracéo soltvel +
trocavel, extraidos pelo nitrato de estrdncio Sr(NOs),, respectivamente, com
correlacdo entre os extratores de r = 0,98 (p < 0,01) (Figuras 1 e 2, Tabela 2).
Para o solo ap6s o cultivo do feijoeiro os teores disponiveis de Ni variaram de
0,13a 4,11 mgdm®e 0,06 a 2,52 mg dm™ em Mehlich-1 e na fracéo solGvel +
trocavel, extraidos pelo nitrato de estroncio Sr(NOs),, respectivamente, com
correlagdo entre os extratores de r = 0,97 (p < 0,01) (Figura 1 e 3, Tabela 2).

O extrator Mehlich-1 apresentou correlacdo significativa com a fragéo
sollvel + trocavel, tanto antes como ap6s o cultivo do feijoeiro, evidenciando

gue ambos podem ser utilizados para quantificacdo da disponibilidade de Ni.

Figura 2- Correlacédo entre os teores disponiveis de Ni extraidos por Mehlich-1
e Sr (NOs), no RQo, antes do cultivo do feijoeiro (**p<0,01).

[op}
)

¥ =-012x>**+181x**+0,0004
r=098 o

Disponibilidade de Ni em Mehlich-1 (mg dm'3)
w

0 1 2 3 4

Fragdo solvel + trocavel )
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Figura 3- Correlacdo entre os teores disponiveis de Ni extraidos por Mehlich-1 e
Sr (NOs), no RQo, apos o cultivo do feijoeiro (**p<0,01).
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6.1.2 Atividade da enzima urease

A atividade da enzima urease foi influenciada significativamente pelos
fatores doses de N e doses de Ni com interagdo entre os fatores estudados
(APENDICE G).

De acordo com os resultados expressos na Figura 4, a atividade da
enzima urease variou de 4,56 a 42,36 umol N-NH," ¢ MF!hede 13,20 a 69,07
umol N-NH,* g MF* h! nas plantas submetidas as doses de 50 e 100 mg dm™ de

N, respectivamente.
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Figura 4- Atividade da enzima urease em plantas de feijado cultivadas em RQo
submetido a aplicacéo de Ni e N (*p < 0,05).
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A atividade da urease apresentou queda ja a partir da primeira dose de
Ni para as duas doses de N. A reducdo da atividade enziméatica evidencia
provavel efeito tdxico desse micronutriente as plantas. Rodak (2014) observou
reducdo da atividade da urease em plantas de soja a partir da dose 0,6 mg dm™
de Ni aplicado em um Latossolo Vermelho Distrofico tipico (LVd) com classe
textural franco arenosa.

A toxidez de Ni nas plantas é resultado de sua acdo no fotossistema,
causando disturbios no ciclo de Calvin e inibicdo do transporte elétrico por causa
das quantidades excessivas de ATP e NADPH acumuladas pela ineficiéncia das
reacOes de carboxilacéo da fotossintese (KRUPA et al., 1993).

O efeito tdxico ja nas doses iniciais de Ni pode estar relacionado a
associagdo de dois fatores: o teor inicial de Ni na semente do cultivar BRS

Cometa, que era de 1,01 mg kg'l e a maior disponibilidade de Ni nesse solo.
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Brown et al. (1987) verificaram em cevada, que apenas o contetdo de Ni da
semente foi suficiente para suprir até trés geragdes precedentes, sem que ocorra
deficiéncia do mesmo.

As enzimas sdo proteinas com propriedades catalisadoras sobre as
reacGes que ocorrem nos sistemas bioldgicos. Elas apresentam um elevado grau
de especificidade sobre seus substratos acelerando reacBes especificas sem
serem alteradas ou consumidas durante o processo. Varios fatores influenciam a
atividade enzimatica sendo um dos principais a quantidade de substrato. Na
Figura 5 observa-se que as plantas que receberam a maior dose de N
apresentaram atividade enzimatica mais elevada. Até que a velocidade méaxima
(Vmax) ndo seja atingida, enquanto houver aumento do substrato havera
também aumento da utilizagdo dos sitios ativos da enzima, logo, aumento da

velocidade da reacéo acarretando no aumento da atividade.

6.1.3 Atividade da enzima nitrato redutase (NR)

A andlise de variancia revelou que a atividade da enzima NR sofreu
influéncia significativa apenas dos fatores isolados dose de N e dose de Ni
(APENDICE G).

As plantas que receberam a dose de 100 mg dm™ de N, apresentaram
aumento de 43% na atividade da enzima NR comparado com as plantas que
receberam 50 mg dm™® de N (Tabela 3). Esse resultado pode ser explicado
analisando as reac¢Ges que ocorrem no solo com a adi¢do de N mineral.

A ureia adicionada ao solo passa por hidrolise enzimatica liberando N

amoniacal, a partir de entdo, inicia-se o processo de nitrificacdo. A nitrificacao é
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a oxidacdo bioldgica da amdnia, tendo como produto final o nitrato (RAIJ,
1991).

A NR foi o primeiro exemplo de enzima em planta que é induzida pelo
substrato (BEEVERS et al., 1969). Esta inducdo é relativamente forte: na
auséncia de NOs', a NR se apresenta em baixo nivel.

O experimento foi mantido em condic¢es adequadas para que 0 processo
de nitrificacdo ocorresse normalmente, logo, podemos inferir que na dose de
100 mg dm™de N ocorreu incremento de NO; no solo, que foi absorvido pelas
plantas. O aumento da concentracdo do substrato proporcionou aumento da
atividade da NR. Almeida (2010) observou aumento da atividade da NR em
plantas de feijoeiro quando as parcelas foram submetidas ao tratamento com N

mineral.

Tabela 3- Médias da atividade da enzima NR em plantas de feijdo cultivadas em
RQo, submetido as doses de Ni e N.

Dose de Ni Médias
Dose N3 (mg dm™®) (nmol N-
(mg dm™) 0 1 2 4 g NG h%;\"':
50 0,26b 0,22b 0,21b 0,19b 0,16b 0,21b
100 0,37a 0,34a 0,29a 0,27a 0,23a 0,30a
Média geral 0,32 0,28 0,25 0,23 0,20 0,26

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo Teste de F a 1% de
probabilidade.

Com a aplicagdo de Ni, foi observado reducdo na atividade da enzima
NR (Figura 5). Esse resultado pode ter sido obtido uma vez que o Ni ndo
pertence ao grupo prostético dessa enzima, além de ser um metal pesado
podendo gerar toxidez e, consequentemente, afetar no metabolismo das plantas.

Além disso, pode se tornar tdxicos para as bactérias nitrificantes, reduzindo sua
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atividade, resultando na diminui¢do de NOj3; (McGrath etal., 1995; Andrade;
Silveira, 2004). Como se observou que as doses de Ni aplicadas foram tdxicas
quando analisada a atividade da urease podemos afirmar que a atividade da NR
também foi influenciada pelo carater toxico do Ni aplicado. Resultados opostos
foram observados por Kevresan et al. (1998) que ndo verificaram influéncia do
Ni sobre atividade da enzima NR.

Figura 5- Atividade da enzima NR em plantas de feijdo cultivadas em RQo
submetido a aplicacéo de doses de Ni (**p<0,01).
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6.1.4 Massa seca da parte aérea

A massa seca da parte aérea foi influenciada significativamente pelos
fatores isolados dose de N e dose de Ni (APENDICE G).

Foi observado que as plantas que receberam a dose de 100 mg dm™ de N
apresentaram incremento de 55% na meédia de producdo de massa seca da parte

aérea em relaco as que receberam a dose de 50 mg dm™ de N (Tabelas 4).

Tabela 4- Médias da producéo de massa seca da parte aérea de plantas de feijdo
cultivadas em RQo submetida a aplicacdo de Ni e N.

Dose de Ni )
Dose N (mg dm") Médias
(mg dm) 0 1 5 4 8 (g vaso™)
50 6,33a 6,24a 6,11a 5,78a 5,05a 5,90a
100 9,89 9,56b 9,22b 8,93b 8,17b 9,15b
Média geral 8,11 7,90 7,67 7,36 6,61 7,53

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo Teste de F a 1% de
probabilidade.

O N é um dos nutrientes mais exigidos em quantidade pelas plantas e,
frequentemente, considerado o0 mais importante fator, ap6s a deficiéncia de agua,
que limita a producdo de biomassa. Faz parte de inimeras proteinas, as quais
tém importantes papéis funcionais e estruturais nas plantas, acidos nucleicos, e
diversos outros constituintes celulares. Quando a demanda da planta ndo é
suprida, resulta em clorose gradual das folhas mais velhas e reducdo do
crescimento das plantas (FERNANDES; SOUZA, 2006; MARSCHNER, 2012).
Silveira e Damasceno (1993); Silva et al. (2004) também verificaram efeito
positivo na massa seca com aplicacdo de N. Esse aumento é resultado da maior
disponibilidade de N para a planta do feijdo, ocorrendo assim um incremento na

absorcdo do mesmo e, como consequéncia maior producao de massa seca, pois 0
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N tem influéncia direta na fotossintese e crescimento da planta, sendo parte
integrante da molécula de clorofila.

Foi observada reducdo gradual da massa seca da parte aérea submetido
as doses de Ni. Essa reducdo pode ser explicada pela maior absorcéo de Ni pelas
plantas visto que esse solo apresenta baixa CTC e teor de MO (Tabela 1),
deixando-o disponivel na solucdo do solo, provavelmente causando efeito toxico
desse micronutriente nas plantas.

Oliveira et al. (2013) e Gerendas; Sattelmacher (1997) nédo verificaram
aumento significativo da massa seca de plantas de alface e centeio com o
fornecimento de Ni.

Todavia, a influéncia do fornecimento de Ni proporcionando ganhos na
producdo de massa seca é relatada na literatura para tomate (NICOULAND;
BLOOM, 1998); tomate (XUE et al., 2000); alface
(KHOSHGOFTARMANESH et al., 2011).

Apesar da redugdo na producdo da massa seca da parte aérea, nao foi

observado nenhum sintoma visual de deficiéncia nutricional ou toxidez.
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Figura 6- Producdo de massa seca da parte aérea de plantas de feijao cultivadas
em RQo submetido as doses de Ni (**p<0,01).
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6.1.5 Teor de N na parte aérea

O teor de N na parte aérea foi influenciado significativamente pelos
fatores isolados dose de N e dose de Ni (APENDICE G).

As médias do teor de N na parte aérea foram de 27,22 e 30,57 g kg™ das
plantas submetidas as doses de 50 e 100 mg dm™ de N, respectivamente, o que
representa aumento de 12,3% (Tabela 5).

Segundo Raij (2011), a faixa 6tima de teor de N em folhas para o feijdo
é de 30 a 50 g kg™, portanto, apenas as plantas submetidas & dose de 50 mg kg™
de N, ndo apresenta teor adequando.

As plantas que receberam a maior dose de N apresentaram teor de N da
parte aérea superiores aos encontrados nas plantas que receberam a menor dose.
Este resultado ja era esperado visto que o seu fornecimento em quantidade

adequada propicia alta atividade fotossintética, crescimento vegetativo vigoroso
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e folhas verde-escuras. Binotti (2010) constatou que com o aumento das doses
de N houve incremento nos teores de N foliar em plantas de feijdo. Silveira e

Damasceno (1993) encontraram resultados semelhantes em feijoeiro irrigado.

Tabela 5- Médias do teor de N na parte aérea de plantas de feijao cultivadas em
RQo, submetidas as doses de Ni e N.

Dose de Ni o
Dose N (mg dm’) Meédias
(mg dm”) 0 1 2 4 8 (9 kg™)
50 2545b  26,97b  27,13b  27,89b  28,68b 27,22b
100 29,50a  30,11a  30,69a  31,13a  31,44a 30,57a
Média geral 27,48 28,54 28,91 29,51 30,06 28,89

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo Teste de F a 1% de
probabilidade.

O teor de N na parte aérea apresentou aumento em funcao das doses de
Ni aplicadas (Figura 7). Este resultado foi provocado devido a reducdo na
producdo de massa seca da parte aérea (Tabela 4), logo, infere-se que o resultado
obtido para o teor de N é consequéncia do efeito concentragéo. Resultado oposto
foi encontrado por Palacios et al. (1998) que constataram redugdo no teor de N

em folhas de tomateiro que receberam doses de Ni em solucdo nutritiva.
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Figura 7- Teor de N na parte aérea de plantas de feijdo cultivadas em RQo
submetido a doses de Ni (** p < 0,05).
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6.1.6 Acumulo de N na parte aérea

Para 0 acimulo de N na parte aérea foi observado diferenca significativa
apenas para as doses de N (APENDICE 1). Com o aumento da dose de N houve
incremento no acumulo de N. As médias de producdo de massa seca da parte
aérea foram de 160,12 e 279,90 mg vaso™ nas plantas submetidas as doses de 50
e 100 mg dm™ de N, respectivamente, representando aumento de 74,8% (Tabela
6).

O actimulo de N na parte aérea foi maior na dose de 100 mg dm™de N
devido a maior absorgcdo deste nutriente, comportamento semelhante ao da
massa seca da parte aérea. Dentre 0os nutrientes, 0 N é o mais absorvido e
exportado para a parte aérea, além disso, é o elemento que, juntamente com o

fosforo (P), tem apresentado as maiores respostas em producao.
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Tabela 6- Médias do acimulo de N na parte aérea de plantas de feijdo cultivadas
em RQo, submetidas as doses de Ni e N.

Dose de Ni o
Dose N3 (mg dm®) Meédias .
(mg dm™) 0 1 2 4 8 (mg vaso™)
50 161,34a  167,55a  165,89a 161,09a  144,72a 160,12a
100 292,09b  288,28b  283,34b  277,78b  257,99b  279,90b

Média geral 226,72 227,92 224,62 219,44 201,36 220,01

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo Teste de F a 1% de
probabilidade.

6.1.7 Teor de Ni na parte aérea

Apenas o fator isolado dose de Ni influenciou significativamente o teor
de Ni na parte aérea (APENDICE I). O aumento das doses de Ni adicionadas ao
solo acarretou no aumento linear do teor de Ni na parte aérea (Figura 8).

O Neossolo Quartzarénico ortico (RQo) utilizado neste experimento
apresenta textura arenosa e baixo teor de matéria organica, consequentemente,
menor capacidade de adsor¢do do elemento, e portanto deixando-0 mais
disponivel para a absorgdo pelas plantas. Oliveira (2013) observou aumento
linear do teor de Ni na parte aérea de alface, com o aumento das doses de Ni
aplicadas no solo. O incremento nas doses de Ni, em solugdo nutritiva, induziu
aumento no teor deste metal nas raizes, no caule e nas folhas das mudas de ipé-
roxo (PAIVA et al., 2003).

Os teores de Ni na parte aérea encontrados neste trabalho ficaram abaixo
do teor considerado fitotoxico para as plantas ndo acumuladoras (10 mg kg™) de
acordo com Marshner, (2012). No entanto, os resultados encontrados neste
trabalho apontam que o feijoeiro é sensivel ao Ni em doses inferiores a 10 mg
kg" na massa seca . Os teores de Ni que causam fitotoxidez ainda s&o

controversos na literatura e necessita de mais estudos.
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Figura 8- Teor de Ni na parte aérea de plantas de feijdo cultivadas em RQo
submetidas as doses de Ni (** p < 0,01).
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6.1.8 Acumulo de Ni na parte aérea

O acumulo de Ni foi influenciado significativamente pelos fatores doses
de N e doses de Ni, indicando interacio dupla entre os fatores (APENDICE K).

Foi observado efeito linear no acimulo de Ni na parte aérea para as
doses de 50 e 100 mg dm™ de N seguindo a mesma tendéncia do teor de Ni na
parte aérea (Figura 9). Os maiores acimulos de Ni na parte aérea foram
verificados nas parcelas que receberam a maior dose de N, possivelmente em
decorréncia do maior crescimento da parte aérea constatado nessas plantas.
Campanharo (2010) também verificou aumento linear no acimulo de Ni em

funcéo das doses de Ni aplicadas em feijoeiro comum.
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Figura 9- Acumulo de Ni na parte aérea de plantas de feijdo cultivadas em RQo,
submetido as doses de Ni (** p < 0,01).
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6.1.9 Relag@o N/Ni

A relacdo N/Ni foi influenciada significativamente pelos fatores doses
de N e doses de Ni, indicando interacdo dupla entre os fatores (APENDICE K).
De acordo com os resultados expressos na Figura 10, a relagdo N/Ni variou de

5,36 a 113,05 e de 6,15 a 153,53 mg vaso™ nas plantas submetidas as doses de

50 e 100 mg dm™ de N, respectivamente.
A dose de 0 mg dm® de Ni apresentou a maior relagdo N/Ni. Este

resultado ja era esperado visto que nesta dose houve menor disponibilidade de

Ni no solo e menor teor de Ni na parte aérea.
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Figura 10- Relacdo N/Ni em RQo, submetido as doses de Ni (** p < 0,01).
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6.2 Experimento com Latossolo Vermelho distréfico (LVdf)

6.2.1 Fracionamento e disponibilidade de Ni

Apenas o fator isolado dose de Ni influenciou significativamente o teor
de Ni disponivel no solo, extraido por Mehlich-1, antes e ap6s o cultivo do feijao
(APENDICE F). Os tratamentos influenciaram significativamente nos teores de
Ni na fragdo soltvel + trocavel, fracdo organica, fracdo oxidica e fragdo residual,
antes e apos o cultivo do feijio (APENDICES C e D).

Os teores disponiveis de Ni no solo, extraidos por Mehlich-1, antes do
cultivo do feijoeiro, aumentaram com a aplicacdo das doses de Ni, variando de
0,08 a 2,11 mg dm?® (Figura 11). Ap6s o cultivo variaram de 0,08 a
1,85 mg dm™ (Figura 11).
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Figura 11- Teor de Ni no solo extraido por Mehlich-1 no LVdf antes do cultivo
de feijoeiro (**p<0,01).
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Observando a fragdo ligada a d6xidos de Fe e Al, verifica-se que a
extracdo de Ni foi maior a medida que se aumentou as doses, antes e ap6s 0
cultivo. Com o aumento da quantidade de Ni adicionada ao solo, possivelmente,
ocorreu aumento da formacdo de complexos junto aos 6xidos (Tabela 7).

Os maiores teores de Ni encontrados foram nas fragfes organica e na
fracdo ligada aos Oxidos (Tabela 7). Fica evidente nesse trabalho que o Ni
apresenta grande afinidade com as fracbes orgénica e ligada aos Oxidos. A
fracdo argila e a matéria orgénica apresentam-se finamente divididas no solo,
com particulas de tamanho reduzido, o que resulta em superficie especifica de
dezenas a centenas de m” g™*. Embora a superficie especifica, em geral, ndo seja
determinada de forma rotineira, ela é refletida, pelo menos em parte, pelos teores
de argila e na CTC (RAIJ, 2011).
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A matéria organica, embora presente, na maioria dos solos, em teores
baixos, apresenta alta capacidade de interagir com os demais componentes e
contribui, significativamente, para o valor da superficie especifica do solo,
devido ao seu alto grau de subdivisdo (NOVAIS E MELLO, 2007).

A matéria organica do solo possui uma importante propriedade que é a
capacidade de gerar cargas elétricas na sua superficie pela desprotonacdo, em
valores de pH superior a 3,0 — ponto de carga zero (PCZ) — de seus grupos
carboxilicos (COOH), principal grupo funcional da MOS (CANELLA et al.,
1999).

A CTC da matéria organica tem grande magnitude em comparagdo com
a fracdo mineral do solo. Segundo Raij (2011), estudos realizados no estado de
S&o Paulo mostram gue, em amostras superficiais de solo, a maior parte da CTC
é devido & matéria organica.

Segundo Schnitzer (1969) a maior retencdo do Ni pela fracdo orgénica
confirma a capacidade deste metal em formar complexos estaveis com a matéria
organica, pelas reagdes com os grupos COOH e OH fendlicos. Berthelsen et al.
(1995) relatam que, tradicionalmente, a retencdo de metais em solos organicos
tem sido associada com a formagdo de complexos ou com a adsorcao deles pela
matéria organica do solo.

Verifica-se que a fracdo ligada aos 6xidos apresentou maior teor de Ni
em relacdo as demais fracGes, antes e apos o cultivo de feijdo evidenciando a
reacdo de adsorcdo entre o Ni e os Oxidos (Tabela 7). Foram extraidas pela
fracdo oxidica 516,4%, 150% e 284% em relacdo aos teores de Ni extraidos
pelas fracBes solvel + trocavel, organica e residual, respectivamente, antes do
cultivo do feijoeiro e 416,7%, 190,4% e 134,6% em relacdo aos teores de Ni
extraidos pelas fracBes soluvel + trocavel, orgéanica e residual, respectivamente,
apos o cultivo do feijoeiro (Tabela 2). De acordo com Matos et al., (1996);

Paccola, (1997); Mendonca, (1999), os metais podem ser adsorvidos ou oclusos
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em Oxidos de Fe, Al e Mn. Estes Oxidos sdo importantes constituintes dos solos
de regibes de clima tropical, tém sido atribuidas fortes interacdes com metais,

notadamente na forma de adsorc¢do especifica.



68

Tabela 7- Teores de Ni, em mg kg™, extraido em cada fracdo de amostras de
Latossolo Vermelho distréfico (LVdf), submetido as doses de Ni,
antes (inicial) e ap6s (final) o cultivo de feijdo, para cada tratamento.

Fracéo Dose Dose Tratamento Inicial Final
N (mg dm™) Ni (mg dm?)

0 1 0,03 a 0,03 a
1 2 0,08 a 0,06 a

50 2 3 0,21b 0,17 b

4 4 037¢ 031¢c

Ni - solGvel 8 5 0,66 d 0,80e
+ trocavel 0 6 0,04 a 0,03 a
; 7 0,10 a 0,04 a

100 p 8 0,20 b 0,24 ¢

8 9 0,34 ¢ 0,33 ¢

10 0,66 d 0,69d

0 1 0,10 a 0,06 a

1 2 0,30 a 0,19 a

50 2 3 0,58 b 0,43 b

4 4 0,83b 0,59 b

Ni - 8 5 267¢ 157¢
organico (1) 6 0,06 a 0,05a
) 7 0,32a 0,15a

100 ) 8 0,68 b 0,35b

3 9 0,85h 0,64 b

10 2,87 ¢ 1,88 ¢

0 1 0,14 a 0,09 a

1 2 051b 0,39b

50 2 3 1,09 ¢ 0,86 C

g 4 2,06 d 1,85d

S 5 322¢ 2,54 ¢
Ni - oxidico 0 6 0,09 a 0,07 a
; 7 0,47 b 038b

100 . 8 1,05 ¢ 0,74 c

g 9 2,03d 1,80 d

10 323¢ 2,53 ¢

0 1 0,06 a 0,05a

1 2 0,13 a 0,25a

50 2 3 0,17 a 0,40 a

4 4 0,79b 0,75b

8 5 1,34 ¢ 2,50 ¢

Ni - residual 0 6 0,04 a 0,07 a
1 7 0,09 a 0,31a

100 2 8 0,19 a 03la

4 9 0,75b 0,87b

8 10 1,33 ¢ 2,85¢

Nota: Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5%
pelo teste de Scott-Knott.
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O extrator Mehlich-1 apresentou correlagdo com a fracdo soluvel +
trocavel, na previsdo da disponibilidade de Ni, tanto antes como apds o cultivo

do feijoeiro (Figuras 12 e 13).

Figura 12- Correlacdo entre os teores disponiveis de Ni extraidos por Mehlich-1
e a fracdo soluvel + trocavel no LVdf, antes do cultivo do feijoeiro
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Figura 13- Correlagdo entre os teores disponiveis de Ni extraidos por Mehlich-1
e a fracdo sollvel + trocavel no LVdf, apds cultivo do feijoeiro
(**p<0,01).
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6.2.2 Atividade da enzima urease

A atividade da enzima urease foi influenciada significativamente pelos
fatores doses de N e doses de Ni com interagdo entre os fatores estudados
(APENDICE H).

A atividade enzimatica variou de 19,10 a 68,26 pmol N-NH,* g MF* h*
e de 33,81 a 109,58 umol N-NH," g MF* h™ submetido as dose de 50 e 100 mg

dm™ de N, respectivamente (Figura 14).
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Figura 24- Atividade da enzima urease em plantas de feijéo cultivadas em LVdf
submetido a aplicacdo de Ni e N (** p <0,01).
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Foi observado efeito quadratico da atividade da urease, em funcdo dos
tratamentos, sendo que a enzima apresentou pequeno aumento até a dose de 2mg
dm-3 e diminuindo a partir dessa dose, para as duas doses de N.

Apesar de os mecanismos de sua fitotoxidez ainda serem pouco
estudados, sabe-se que altos teores de Ni nos tecidos vegetais inibem a
fotossintese e a respiracdo. Os sintomas de efeitos toxicos relacionam-se a lesdes
nos tecidos, retardamento de crescimento, cloroses e outros sintomas especificos
para espécies vegetais (GUPTA, 2001).

Resultados opostos foram encontrados em cereais (BROWN et al.,
1987), cucurbitaceas (GERENDAS; SATTELMACHER, 1997), arroz (Oryza
sativa L.) (GERENDAS et al., 1998), tomate (Solanum lycopersicum L.) (GAD
et al., 2007) e alface (Lactuca sativa L.) (KHOSHGOFTARMANESH et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2013) com o fornecimento de Ni.
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As enzimas sdo proteinas que catalisam reagdes quimicas por meio do
aumento na taxa de conversdao de um substrato especifico em um produto
especifico. Para que uma enzima funcione como catalizador, ela deve
primeiramente ligar o substrato e, depois, diminuir a energia de ativacdo, de
modo que a reacdo acontecera a uma velocidade maior do que a reacdo
aconteceria na auséncia do catalisador. Assim, a medida que a concentracdo do
substrato aumenta, a velocidade da reacdo aumenta o que explica 0 aumento da
atividade da urease nos dois solos na maior dose de N aplicada. Teixeira (2013),
observou aumento gradual da atividade da urease em razdo da dose de 80, 100 e
120 mg kg™ de N.

A ureia é um produto originado do metabolismo secundario do N em
plantas, principalmente na remobilizacdo, e ndo pode ser metabolizado por
outras rotas (WITTE, 2011). O acumulo de ureia em condicOes extremas causa
necrose no &pice foliar, interferindo no metabolismo do N. Dessa forma, a
presenca de concentracGes suficientes de Ni é essencial para as plantas, sendo
gue na condicdo de baixa disponibilidade ou auséncia deste elemento, a planta
pode ndo completar o ciclo de vida (DIXON et al., 1975, GERENDAS et al.,
1999).

6.2.3 Atividade da enzima nitrato redutase

A analise de variancia revelou que a atividade da enzima nitrato redutase
(NR) sofreu influéncia apenas dos fatores isolados dose de N e dose de Ni
(APENDICE H).

A medida que se elevou o teor de N, a atividade da enzima NR
apresentou uma variagdo de 0,39 a 0,59 umol N-NO, g MF' h™, o que
representa aumento de 33% na atividade enzimatica em virtude dos incrementos

da adubacéo nitrogenada (Tabela 8).



73

Isso sugere que a enzima possa ter sido ativada pelo substrato, ou seja,
pelo N uma vez que é considerada como sendo um dos melhores exemplos de
enzima induzida pelo substrato em plantas superiores (CAMARGQOS, 2007).
Silva (2009) também observou que a atividade da NR apresentou maiores

valores nas plantas de milho que receberam N mineral.

Tabela 8- Médias da atividade da enzima NR em plantas de feijo cultivadas em
LVdf, submetido as doses de Ni e N.

Dose de Ni Médias
Dose N (mg dm®) (nmol N-
(mg dm) 0 1 2 4 8 NO, g MF
1 h-l)
50 0,43b 0,44b 0,41b 0,35b 0,32b 0,39%
100 0,53a 0,57a 0,57a 0,50a 0,44a 0,52a
Média geral 0,48 0,51 0,49 0,43 0,38 0,46

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo Teste de F a 1% de
probabilidade.

Devido & aplicacdo de Ni, ocorreu reducdo na atividade enzimética a
partir da primeira dose (Figura 15). Possivelmente o teor do Ni foi tdxico
prejudicando o metabolismo das plantas. Estudos sobre os efeitos do Ni no
metabolismo de plantas demonstraram que o metal é capaz de inibir enzimas do
Ciclo de Calvin, a biossintese de clorofila (VAN ASSCHE et al., 1990), o
metabolismo do N (BOUSSAMA et al., 1999), a gliclise (CHUGH,;
SAWHNEY, 1999) e a assimilacdo do sulfato (LEE; LEUSTEK, 1999). O Ni é
capaz de modificar a absorcdo e o transporte do NOjs', alterando a atividade da
enzima NR, essencial para a sintese de aminoéacidos (PALACIOS; MATAIX,
1999).
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Figura 15- Atividade da enzima NR em plantas de feijédo cultivadas em LVdf
submetido a aplicacéo de doses de Ni (**p<0,01).
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6.2.4 Massa seca na parte aérea

A massa seca da parte aérea foi influenciada significativamente pelos
fatores isolados dose de N e dose de Ni (APENDICE H).

Foi observado que as plantas que receberam a dose de 100 mg dm™ de N
apresentaram incremento de 55% na média de produgdo de massa seca da parte

aérea em relago as que receberam a dose de 50 mg dm™ de N (Tabela 9).
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Tabela 9- Médias da producdo de massa seca da parte aérea de plantas de feijao
cultivadas em LVdf submetida & aplicagdo de Ni e N.

Dose de Ni o
Dose N (mg dm*) Médias
(mg dm”) 0 1 2 4 8 (g vaso™)
50 11,27a  11,55a  11,65a  10,55a 8,22a 10,65a
100 15,65b  17,55b  16,62b  1545b  13,29b 15,71b
Média geral 13,46 14,55 14,14 13,00 10,76 13,18

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo Teste de F a 1% de
probabilidade.

A adubacdo nitrogenada é muito importante, ndo somente para a cultura
do feijdo, mas para todas as culturas, pois além de promover aumentos
consideraveis no crescimento das plantas, produtividade e qualidade de gréos, o
N exerce muitas funcdes essenciais na planta. O N faz parte da molécula de
clorofila, estd presente nos aminoacidos, proteinas, DNA, RNA e em outras
estruturas celulares. Soratto et al. (2001); Chidi et al. (2002); Binotti et al.
(2009) também verificaram efeito positivo na massa seca da parte aérea de
feijoeiro com aplicacéo de N.

O maior valor de producéo de massa seca da parte aérea ocorreu na dose
de 0,93 mg dm™ de Ni. Lembrando que a maior atividade da enzima urease
variou entre as doses de 0,79 e 1,46 mg dm™ de Ni (Figura 16). Podemos inferir
gue o aumento da atividade da urease elevou o aproveitamento do N proveniente
da ureia levando ao aumento da massa seca.

Campanharo (2010) constatou que aplicacdo de Ni, ndo afetou de forma
significativa a massa seca do ramo, das folhas e da parte aérea das plantas de
feijdo. Rabie et al. (1992), que aplicaram 0; 15; 30; 45 e 60 mg L™ de Ni na
forma de sulfato de niquel, via foliar, em feijdo fava, trigo e sorgo aos 25 dias do
plantio e ndo observaram alteracdo na massa seca do tecido foliar dessas plantas

com o aumento das doses de Ni aplicadas.
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Apesar da redugdo na producdo da massa seca da parte aérea, nao foi

observado nenhum sintoma de deficiéncia nutricional ou toxidez.

Figura 16- Producdo de massa seca da parte aérea de plantas de feijao cultivadas
em LVdf submetido as doses de Ni (* p< 0,05).
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6.2.5 Teor de N na parte aérea

O teor de N na parte aérea foi influenciado significativamente pelos
fatores isolados dose de N e dose de Ni (APENDICE H).

As médias do teor de N na parte aérea foram de 30,67 e 34,37 g kg™ das
plantas submetidas as doses de 50 e 100 mg dm™ de N, respectivamente, o que
representa aumento de 12% (Tabela 10).

As doses de N influenciaram o teor de N, proporcionado incremento nos
teores. Também, Carvalho et al. (2003) e Binotti et al. (2009) obtiveram dados
semelhantes. O teor de N na parte aérea ficou dentro da faixa 6tima sugerida por

Raij (2011) para as folhas de feijio, que varia de 30 a 50 g kg™,
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Tabela 10- Médias do teor de N na parte aérea de plantas de feijdo cultivadas
em LVdf, submetidas as doses de Ni e N.

Dose de Ni o
Dose N (mg dm*) Médias
(mg dm”) 0 1 2 4 8 (9 kg™)
50 30,02b 29,190  2897b  31,553b  33,65b 30,67b
100 3454a  3156a  32,88a  34,78a  38,09a 34,37a
Média geral 32,28 30,38 30,93 33,16 35,87 32,52

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo Teste de F a 1% de
probabilidade.

O teor de N sofreu incremento a partir da dose de 1,3 mg dm™de Ni. O
teor de N nédo sofreu grandes alteracBes nas primeiras doses de Ni devido ao
efeito diluigdo, visto que, nas primeiras doses de Ni foram observados o0s
maiores valores de producdo de massa seca da parte aérea variando de . A
influéncia do fornecimento de Ni proporcionando aumento no teor de N em
plantas é relatado por véarios pesquisadores, para diversas espécies vegetais. Tan
et al. (2000) verificaram aumento no teor de N total em tomate com aplicacéo de
Ni.
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Figura 17- Teor de N na parte aérea de plantas de feijao cultivadas em LVdf
submetido as doses de Ni (** p < 0,05).
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6.2.6 Acumulo de N na parte aérea

Para 0 acimulo de N na parte aérea foi observado diferenca significativa
apenas para as doses de N (APENDICE 1). Com o aumento da dose de N houve
incremento no acumulo de N. As médias de producdo de massa seca da parte
aérea foram de 324,09 e 537,1 mg vaso™ nas plantas submetidas as doses de 50 e
100 mg dm™ de N, respectivamente, representando aumento de 65,7% (Tabela
11).

O acumulo de N na parte aérea foi superior na maior dose de N devido a
maior absorcao deste nutriente, 0 mesmo comportamento observado na produgao
de massa seca da parte aérea. Esse dado corrobora com Farinelli et al. (2006),

que obtiveram resposta linear no acimulo de N até a dose de 160 kg ha™.
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Tabela 11- Médias do acumulo de N na parte aérea de plantas de feijdo
cultivadas em LVdf, submetidas as doses de Ni e N.

Dose de Ni o
Dose N (mg dm*) Médias
(mg dm™®) 0 1 2 4 8 (mg vaso™)
50 337,91b  337,27b  337,40b  331,72b 276,200 324,09b
100 539,37a  553,45a 548,23a  537,77a  506,70a 537,10a

Média geral 438,64 445,36 442,82 434,75 391,45 430,60

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo Teste de F a 1% de
probabilidade.

6.2.7 Teor de Ni na parte aérea

Apenas o fator isolado dose de Ni influenciou significativamente o teor
de Ni na parte aérea (APENDICE 1). O aumento das doses de Ni adicionadas ao
solo acarretou no aumento linear do teor de Ni na parte aérea.

O Latossolo Vermelho distrofico (LVdf) utilizado neste experimento
apresenta textura argilosa e elevado teor de matéria organica, consequentemente,
maior capacidade de adsorcdo do elemento, e portanto deixando-0 menos
disponivel para a absorc¢ao pelas plantas. Ainda assim, parte do Ni adicionado ao
solo ficou disponivel na solucéo do solo, possibilitando a sua absor¢do. Berton et
al. (2006) constataram incremento no teor de Ni foliar em feijoeiro com o
aumento das doses de Ni aplicado via solo. Tokura Alovisi et al. (2011) também
observaram incremento no teor de Ni foliar em experimento com soja com o
aumento de doses de Ni via foliar.

Segundo Marshner (2012), o teor de Ni considerado fitotdxico para as
plantas é de 10 mg kg™ de massa seca. No presente trabalho os teores de Ni na
parte aérea ficaram abaixo deste valor, evidenciando que o feijoeiro comum
possa ser considerado sensivel ao Ni em doses inferiores a 10 mg kg™ devido a

reducdo na massa seca e reducdo na atividade das enzimas urease e NR. Os
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teores de Ni que causam fitotoxidez ainda sdo controversos na literatura e

demanda de mais estudos.

Figura 18- Teor de Ni na parte aérea de plantas de feijdo cultivadas em LVdf,
submetido as doses de Ni (** p < 0,05).
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6.2.8 Acumulo de Ni na parte aérea

O actmulo de Ni foi influenciado significativamente pelos fatores doses
de N e doses de Ni, indicando interacio dupla entre os fatores (APENDICE K).

Foi observado efeito linear no acimulo de Ni na parte aérea para as
doses de 50 e 100 mg dm™ de N seguindo a mesma tendéncia do teor de Ni na
parte aérea (Figura 19). Os maiores acimulos de Ni na parte aérea foram
verificados nas parcelas que receberam a maior dose de N, possivelmente em
decorréncia do maior crescimento da parte aérea que apresentou media de 15,71

mg vaso™ contra os 10,65 mg vaso™ das parcelas que receberam a menor dose.
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Campanharo (2010) também verificou aumento linear no acumulo de Ni em

funcéo das doses de Ni aplicadas em feijoeiro comum.

Figura 19- Acumulo de Ni na parte aérea de plantas de feijdo cultivadas em
LVdf, submetido as doses de Ni (** p < 0,01).
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6.2.9 Relagdo N/Ni

A relacdo N/Ni foi influenciada significativamente pelos fatores doses
de N e doses de Ni, indicando interacdo dupla entre os fatores (APENDICE K).
De acordo com os resultados expressos na figura 20, a relacdo N/Ni variou de

13,77 a 318,40 e de 14,45 a 245,25 mg/vaso nas plantas submetidas as doses de

50 e 100 mg dm™ de N, respectivamente.
A dose de 0 mg dm® de Ni apresentou a maior relagdo N/Ni. Este

resultado é consequéncia da menor disponibilidade de Ni no solo e menor teor

de Ni na parte aérea observados nesta dose.



Figura 20- Relacdo N/Ni em LVdf, submetido as doses de Ni (** p < 0,01).
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7 CONCLUSOES

Neossolo Quartzarénico 6rtico (RQo)

O Ni encontra-se mais ligado as fracdes sollvel + trocéavel e residual
antes do cultivo e apdés o cultivo;

Os extratores Mehlich-1 e a fracdo trocdvel + solGvel apresentaram
correlag&o significativa e positiva, evidenciando que ambos podem ser utilizados
para quantificacdo da disponibilidade de Ni;

As maiores atividades das enzimas urease e NR ocorrem com a maior
dose de N e doses menores que 1 mg dm™ de Ni;

A relagdo N/Ni variou de 5,36 a 153,53 mg vaso™ em funcéo das doses e
tratamentos aplicados;

A massa seca da parte aérea diminuiu de 9,15 a 5,90 g com a aplicacao
de Ni, refletindo efeito fitotdxico na cultura.

Latossolo Vermelho distréfico (LVdf)

O Ni encontra-se mais ligado as fraces soltvel + trocavel e residual
antes do cultivo e apdés o cultivo;

Os extratores Mehlich-1 e a fracdo trocivel + solGvel apresentaram
correlagdo significativa e positiva, evidenciando que ambos podem ser utilizados
para quantificacdo da disponibilidade de Ni;

As maiores atividades das enzimas urease e NR ocorrem com a maior
dose de N e doses menores que 1 mg dm™ de Ni;

A relagdo N/Ni variou de 13,77 a 245,25 mg vaso™ em funcéo das doses

e tratamentos aplicados;
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A massa seca da parte aérea diminuiu de 15,71 a 10,65 g vaso™ com a
aplicacdo de Ni, refletindo efeito fitotoxico na cultura.
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

Comparando os solos, o que ndo foi intuito principal deste trabalho,
podemos observar resultados que até certo ponto eram esperados, devido a
diferenca consideravel dos valores de capacidade de troca cati6nica (CTC), teor
de matéria organica e de argila existente entre os solos, fatores estes que
interferem diretamente na adsorcdo de ions (Tabela 1).

A definicdo de doses de Ni para as culturas ainda estdo em fase de
estudos. Um trabalho demonstrando o efeito de doses em solos contrastante,
como no trabalho em questdo, nos leva a pensar se poderad haver padronizagdo
para todos os tipos de solo. Neste trabalho, podemos observar que em solos mais
arenosos 0 Ni ficou mais disponivel, consequentemente podera ser mais
absorvido pelas plantas e ter carater toxico para essas plantas.

No entanto, ndo podemos deixar de destacar que as doses avaliadas,
mesmo a mais baixa, ja apresentou carater toxico as plantas, ndo visual, mas no
metabolismo. Portanto, outros estudos nesta linha, e com doses menores, sdo

necessarios para comprovar ou discordar dos resultados obtidos.
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APENDICE A - Resumo da anlise de variancia para teor de Ni na fracio 1
antes do cultivo (F1A), na fracdo 1 depois do cultivo
(F1D), na fracdo 2 antes do cultivo (F2A) e na fragdo 2
depois do cultivo de feijoeiro (F2D), em RQo.

Quadrado Médio

GL F1A F1D F2A F2D
(mgdm® (mgdm®) (mgdm®)  (mgdm®)
Tratamentos 9 4,61%* 2,71%%  0,096%* 0,051%*
Residuo 20 0,004 0,034 0,001 0,0006
CV (%) 25,83 20,72 16,31 14,64
Média 1,19 0,9 0,23 0,17

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

APENDICE B - Resumo da anélise de variancia para teor de Ni na fracio 3
antes do cultivo (F3A), na fragdo 3 depois do cultivo (F3D),
na fracdo 4 antes do cultivo (F4A) e na fracdo 24depois do
cultivo de feijoeiro (F4D), em RQo.

Quadrado Médio

GL F1A F1D F2A F2D
(mgdm® (mgdm®) (mgdm®)  (mgdm®)
Tratamentos 9 4,61%* 2,71%%  0,096%* 0,051**
Residuo 20 0,094 0,034 0,001 0,0006
CV (%) 25,83 20,72 16,31 14,64
Média 1,19 0,9 0,23 0,17

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
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APENDICE C - Resumo da analise de variancia para teor de Ni na fracdo 1
antes do cultivo (F1A), na fragéo 1 depois do cultivo (F1D),
na fracdo 2 antes do cultivo (F2A) e na fracdo 2 depois do
cultivo de feijoeiro (F2D), em LVdf.

Quadrado Médio

GL F1A F1D F2A F2D
(mgdm?® (mgdm?® (mgdm?®  (mgdm?)
Tratamentos 9 0,17** 0,23** 3,08** 0,96**
Residuo 20 0,001 0,002 0,03 0,02
CV (%) 14,69 18,62 18,39 29,12
Média 0,27 0,27 0,92 0,55

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F, e ndo significativo,
respectivamente.

APENDICE D - Resumo da analise de variancia para teor de Ni na fracio 3
antes do cultivo (F3A), na fragdo 3 depois do cultivo (F3D),
na fragdo 4 antes do cultivo (F4A) e na fracdo 24depois do
cultivo de feijoeiro (F4D), em LVdf.

Quadrado Médio

GL F3A F3D F4A F4D
(mgdm?® (mgdm?® (mgdm? (mg dm®)
Tratamentos 9 4,31*%* 2,83* 0,82** 2,30**
Residuo 20 0,024 0,020 0,019 0,394
SV (%) 11,20 12,66 2844 25,66
Média 1,39 1,12 0,49 0,77

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
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APENDICE E - Resumo da analise de variancia para teor de Ni, extraido por
Mehlich-1, em no solo antes do cultivo de feijoeiro (NiAC) e
para o teor de Ni no solo depois do cultivo de feijoeiro
(NiAD), apés a adicao de doses de N e Ni em RQo.

Quadrado Médio

GL NiAC NiDC
(mg dm®) (mg dm®)
Dose - N 1 0,098 0,086
Dose - Ni 4 21,244** 15,181**
N x Ni 4 0,009 0,004"
Residuo 20 0,015 0,143
CV (%) 6,86 24,69
Média 1,79 1,53

** * @ " significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, e ndo
significativo, respectivamente.

APENDICE F - Resumo da analise de variancia para teor de Ni no solo antes
do cultivo de feijoeiro (NiAC) e para o teor de Ni no solo
depois do cultivo de feijoeiro (NiAD), apds a adi¢do de doses
de N e Ni em LVdf.

Quadrado Médio

GL NiAC NiDC
(mg dm®) (mg dm™®)

Dose — N 1 0,0004™ 0,040™
Dose - Ni 4 2,9400™ 3,956
N x Ni 4 0,0027"™ 0,002
Residuo 20 0,0003 0,017
CV (%) 0,0004" 0,040™
Média 2,9400™ 3,956

** * @ " significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, e ndo
significativo, respectivamente.
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APENDICE G - Resumo da anélise de variancia para atividade da enzima
urease, atividade da enzima NR, massa seca da parte aérea
(MSPA) e para teor de N na parte aérea (TNPA) apds a
adicdo de doses de N e Ni em RQo.
Quadrado Médio .
GL Urease NR MSPA  TNPA
(umol N-NH,+ g (umol N-NO, g
MF*h?) MF *h ™) (g vaso™) (mg kg™
Dose-N 1 4463,98** 0,0607** 79,28**  84,2*%*
Dose-Ni 4 2047,99** 0,0123** 2,04* 5,8*
N x Ni 4 125,16** 0,0008"™ 0,05™ 0,3"
Residuo 20 12,76 0,0008 0,67 1,6
CV (%) 9,14 0,25 7,52 4,4
Média 39,06 11,17 10,87 28,9

** * @ " significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, e nido
significativo, respectivamente.

APENDICE H - Resumo da anélise de variancia para atividade da enzima
urease, atividade da enzima NR, massa seca da parte aérea
(MSPA) e para teor de N na parte aérea (TNPA) apds a
adicdo de doses de N e Ni em LVdf.
Quadrado Médio .
GL Urease NR MSPA  TNPA
(umol N-NH,+ g (umol N-NO, g MF (g
MF*h?) 1h vaso’) mgkg®
Dose — N 1 12644,42** 0,1293** 192,2*%*  102,6**
Dose - Ni 4 3244,72** 0,0152* 13,2*%*  28,2**
N x Ni 4 659,84** 0,0043™ 0,5" 1,21™
Residuo 20 33,25 0,0009 1,2 2,5
CV (%) 8,53 14,5 8,2 4,9
Média 67,58 0,5 13,2 32,5

** % o ™ gsignificativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, e ndo
significativo, respectivamente.
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APENDICE | - Resumo da andlise de variancia para teor de Ni na parte aérea
(TNiPA) e para acimulo de N na parte aérea (ANPA), apds a
adicdo de doses de N e Ni em RQo.

Quadrado Médio

GL TNIPA ANPA
(mg dm") (mg dm")
Dose -N 1 0,05™ 107601*
Dose - Ni 4 24,45%* 715,37"
N x Ni 4 0,12" 66,98
Residuo 20 0,19 796,84
CV (%) 22,44 12,83
Média 1,95 220,00

** * @ " significativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, e ndo
significativo, respectivamente.

APENDICE J - Resumo da anélise de variancia para teor de Ni na parte aérea
(TNiPA) e para acimulo de N na parte aérea (ANPA), apés a
adicdo de doses de N e Ni em L\df.

Quadrado Médio

GL TNIiPA ANPA
(mg dm®) (mg dm®)
Dose — N 1 0,133™ 340282"
Dose - Ni 4 5,729 2972,54™
N x Ni 4 0,004™ 188,52"™
Residuo 20 0,004 1731,43
CV (%) 7,52 9,66
Média 0,94 430,60

** % o ™ gsignificativo ao nivel de 1% e 5% de probabilidade pelo teste F, e ndo
significativo, respectivamente.
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APENDICE K - Resumo da anélise de variancia para acimulo de Ni no RQo
(ANIR), acumulo de Ni no LVdf (ANiL), relacdo N/Ni no
RQo e relacdo N/Ni no LVdf, ap6s a adicdo de doses de N e Ni

em RQo.
Quadrado Médio
GL ANIR ANiIL N/NiR N/NiL
(g vaso™) (g vaso™)

Dose - N 1 198,8** 309,2** 1251,3** 4731,85**
Dose - Ni 4 1021,0** 642,5**  16380,9** 74504,72**
N x Ni 4 53,3** 41,6** 408,1** 1674,1**
Residuo 20 51 0,8 10,66 120,41
CV (%) 16,7 7,73 7.54 10,77
Média 13,9 11,45 43,33 101,9

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.



