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RESUMO

OLIVEIRA, Thomas Carlos de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
margo de 2009. Atividade da urease e crescimento de alface no solo
em resposta a niquel. Orientador: Renildes Lucio Ferreira Fontes. Co-
orientadores: Victor Hugo Alvarez V. e Paulo Roberto Gomes Pereira.

O foco dos estudos sobre Ni, em geral, esta voltado para os seus efeitos
téxicos as plantas, o estudo de como as plantas hiperacumuladoras de Ni
toleram suas altas concentragdes € uma das principais abordagens. Em anos
recentes esse foco tem sido mudado dando-se mais atencéo a participacao
do Ni na nutricdo das plantas. Deve-se ressaltar que a funcdo do Ni nas
plantas esta relacionada ao metabolismo do N, uma vez que o Ni tem papel
essencial na atividade da urease, enzima que desdobra a uréia em NH; e
CO,. O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento de plantas de alface
(Lactuca sativa L.) em resposta a adubagdo com Ni via solo; avaliar os
efeitos das doses de Ni sobre a atividade da urease em plantas que
receberam uréia (Ur) (CO(NH)2) ou nitrato de aménio (NA) (NH4sNO3) como
fontes de N; comparar a eficiéncia dos extratores Mehlich-3 e DTPA na
determinacdo do Ni disponivel em Latossolo Vermelho-Amarelo. O
experimento foi constituido de fatorial 2 x 8 (2 fontes de N: Ur e NA; 8 doses
de Ni: 0, 2, 4, 8, 12, 16, 24 e 32 mg/dm®) com cinco repeticdes, no
delineamento em blocos casualizados, sendo a unidade experimental um
vaso plastico contendo 3 dm® de solo e duas plantas de alface. O N (200
mg/dm?®) foi suprido as plantas na forma de Ur ou NA, metade no plantio e
metade em cobertura, e o Ni foi suprido na forma de NiCl,. Uma planta de
alface, por vaso, foi colhida 63 d apds a semeadura para obtencdo da massa
de matéria seca (MS) e analise da composi¢gao mineral. Uma semana depois,

foi colhida a outra planta, com sua matéria fresca sendo analisada para
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determinacao da atividade da urease pelo método do indofenol. Na matéria
seca, foram determinados os teores de K, Ca, Mg, Mn, Cu, Zn, Ni (digestao
nitrico-perclérica, dosagem por ICP-OES) e N pelo método do Kjeldahl. No
solo, foi determinado Ni disponivel (extragdo com Mehlich-3 ou DTPA,
dosagem por Espectrofotometria de Absor¢gao Atémica). Foi feita analise de
variancia e ajuste das curvas de regressao para os dados referentes a
producdo de matéria seca, atividade da urease e teores dos elementos no
solo e nas plantas para mostrar os efeitos das doses de Ni dentro das fontes
de N. Foi feita analise de correlacédo entre os teores e conteudos do Ni na
parte aérea das plantas de alface com os teores de Ni extraidos do solo por
Mehlich-3 e DTPA. Também ajustaram-se equacdes de regresséo linear dos
conteudos de Ni nas plantas de alface e dos teores dos metais recuperados
pelos dois extratores, em funcdo das doses de Ni aplicadas ao solo. Na
producdo de MS da parte aérea das plantas houve diferenga significativa
devido as fontes de N (médias iguais a 5,07 g/pl para os tratamentos com NA
e 4,20 g/pl para os tratamentos com Ur) enquanto que para as doses de Ni
ndao houve resposta significativa. A atividade da urease aumentou
significativamente com a adigdo das doses de Ni ao solo. Ja para as fontes
de N (NA ou Ur), ndo houve resposta com diferenca significativa das plantas
de alface quanto a atividade da urease. Nos tratamentos com NA houve
menor teor de N total nas plantas, o que provavelmente se deveu a um efeito
de diluicdo. Ja para o suprimento de Ni ao solo, ndo houve resposta do teor
de N total das plantas as doses desse micronutriente aplicado ao solo. Com
o aumento das doses de Ni aplicadas ao Latossolo Vermelho Amarelo, houve
aumento nas quantidades de Ni recuperadas pelos extratores Mehlich-3 e
DTPA. A maior correlagcado foi obtida entre os teores de Ni extraidos com
Mehlich-3 e os teores e conteudos de Ni nas plantas, sendo que a maior
diferenca entre os extratores foi encontrada nos tratamentos com aplicagao
de NA.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Thomas Carlos de, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
March, 2009. Urease activity and lettuce growth in response to soil
added nickel. Adviser: Renildes Lucio Ferreira Fontes. Co-advisers:
Victor Hugo Alvarez V. and Paulo Roberto Gomes Pereira.

The studies with Ni in soils and plants, in general, are more related to its
toxicity effects to plants with emphasis in the hability of Ni hyperacumulator
plants to tolerate high Ni concentrations. In recent years, this approach has
been changed with more attention to the Ni participation in the plant mineral
nutrition. It has to be noted that Ni is related to the plant N metabolism, due to
its participation in the activity of the enzyme urease which mediate the
transformation of urea in NH; and CO,. The aim of this research was to
evaluate the growth of lettuce (Lactuca sativa L.) in response to soil Ni
fertilization; the effects of Ni in the urease activity in plants supplied with urea
(CO(NHz)2) and ammonium nitrate (NH4sNO3) as N sources; to compare the
efficiency of Mehlich-3 and DTPA extractions in the determination of Ni
availability in a Red-Yellow Latossol (Oxysol). The experiment was set as a 2
x 8 (2 N sources: CO(NHz), and NH4sNOs; 8 Ni doses: 0, 2, 4, 8, 12, 16, 24
and 32 mg/dm?®) with 5 replications, in an entirely ramdomly block design. The
experimental unity was a 3 dm?® plastic vase with soil, treatments and two
lettuce plants. Nitrogen (200 mg/dm®) was supplied as urea (Ur) or
ammonium nitrate (AN), half in the seedling and half surface dressed, and Ni
was supplied as NiCl, at the seedling. One lettuce plant, per vase, was
harvested 63 days after seedling and oven dried for the determination of the
dry matter mass (DM) and analysis of the plant mineral composition. One
week later, the other plant was harvested and its fresh matter used for the
determination of urease activity by the method of indophenols. In the dry
matter it was determined the dry matter contents of K, Ca, Mg, Mn, Cu, Zn ,
Ni (nitric-perchloric digestion and ICP-OES dosage) and N by the Kjeldahl
method. In the soil it was determined the available Ni by Mehlich-3 and DTPA

extractions and AAS dosage. The analysis of variance of the data was made
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and regression equations were adjusted for dry matter production, urease
activity, soil nutrient and plant nutrient concentrations, as a function of the Ni
doses applied to soil, for each N source, Ur and NA. Analysis of correlation
was made between the concentrations and contents of Ni in the lettuce
leaves and soil extracted Ni by Mehlich-3 and DTPA. Additionally, linear
regression equations were adjusted for the plant Ni contents and the Mehlich-
3 and DTPA soil recovered Ni, as a function of the Ni doses applied to soil.
There was significant difference in the dry matter yield between theplants
supplied by different N sources (5.07 g/plant mean for NA supplied plants and
4.20 g/plant mean for Ur supplied plants). For Ni doses applied to soil there
was no significant difference in the lettuce dry matter yield whereas for the
urease activity there was increase as Ni was added to soil. There was no
difference between the N sources (Ur and AN) as related to the urease
activity in the lettuce leaves. Smaller N concentration was detected in plants
grown under the AN soil treatments, which was probably caused by a dilution
effect. The total N in the plants was uniform in response to the increased Ni
doses applied to the soil. The amounts of Ni recovered by Mehlich-3 and
DTPA from the Red-Yellow Latossol increased as a function of the increase in
the soil applied Ni. The higher correlation was shown between the Ni
extracted from soil with Mehlich-3 and the plant Ni contents and
concentrations. The bigger difference between the results from Mehlich-3 and

DTPA soil extraction was shown in the treatments with AN added to soil.
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1. INTRODUCAO

A agricultura, assim como praticamente todos os setores da economia
mundial, vem tornando-se cada vez mais competitiva. Para que determinada
empresa ou agricultor consiga manter-se neste mercado competitivo, €
preciso aumentar a produtividade e reduzir os custos. O aumento da
produtividade das culturas agricolas, em anos recentes, tem requerido a
intensificacdo do uso de fertilizantes como fontes de micronutrientes. Esse
maior requerimento de micronutrientes na agricultura se deve,
principalmente, ao uso de variedades com maior produtividade e maior
exigéncia nutricional, demandando maior adubagdo NPK, a erosdo que
remove micronutrientes do solo e a expansao da fronteira agricola para areas
de baixa fertilidade. Portanto, para melhorar o estado nutricional das plantas
e aumentar a produtividade e a qualidade das culturas, os micronutrientes
devem ser adequadamente manejados utilizando-se estratégias onde se
inclui o suprimento via fertilizantes.

Apesar da intensificacdo da adubacdo com micronutrientes, as
informacdes sobre o requerimento de Ni para as culturas ainda sao limitadas
e os estudos sobre o papel do Ni na nutricido das plantas, e o seu suprimento
as culturas por meio de fontes de Ni, ainda sao escassos. Um dos motivos
disso € que o Ni s6 foi reconhecido como elemento essencial em 1987.
Deve-se ressaltar, entretanto, que nao é possivel falar em adubagdo com Ni
sem considerar sua relagdo com o metabolismo do N nas plantas. O Ni tem
papel essencial na atividade da urease, uma enzima que desdobra a uréia
em NHs e CO..

Como a maioria dos trabalhos sobre adubacdo com Ni tem utilizado
solugdo nutritiva em seus estudos, e poucos tém estudado os efeitos de sua
adubacao, via solo, sobre o crescimento das plantas, este trabalho tem como
objetivos especificos:

- Avaliar o crescimento de plantas de alface em solo que recebeu doses

crescentes de Ni.



- Avaliar os efeitos das doses de Ni sobre a atividade da urease em
plantas crescidas em solo que recebeu adubo nitrogenado na forma de uréia
ou nitrato de amoénio.

- Comparar os extratores Mehlich-3 e DTPA quanto a extracdo de Ni do
solo visando a determinacdao do Ni disponivel em um Latossolo Vermelho

Amarelo utilizado para crescimento de plantas de alface.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O uso do Ni na nutricdo de plantas

Tradicionalmente, o foco dos estudos sobre Ni em plantas esteve
voltado para os efeitos téxicos do elemento. Dentro desse enfoque,
procurava-se entender como plantas hiperacumuladoras de Ni eram capazes
de tolerar as altas concentragdes desse elemento em solos serpentinicos. Na
década de 70, Dixon et al (1975) descobriram que o Ni € um componente da
enzima urease, presente nas espeécies vegetais, o que despertou maior
interesse cientifico para estudos sobre o papel do Ni na nutricdo de plantas
superiores. Shimada e Ando (1980), ao trabalharem com plantas de tomate e
soja com baixo teor de Ni, observaram acumulo de uréia nos tecidos, com
concomitante necrose nas pontas das folhas. Resultados semelhantes, em
solugdo nutritiva, foram encontrados por Krogmeier (1991) e Gerendas et
al.(1997) em plantas de centeio, trigo, soja, colza, abobrinha e girassol. Ainda
na década de 80, Brown et al. (1987), ao cultivarem cevada por trés
geragdes consecutivas em solugdo nutritiva com auséncia de Ni,
conseguiram provar que as plantas ndo podem completar seu ciclo de vida
sem suprimento adequado deste elemento. Com base nesses resultados o Ni
foi relacionado, na década de 90, como elemento essencial para as plantas
(Salisbury, 1992).

A participagdo do Ni como componente da enzima urease desperta o
interesse de se entender sua relagdo com o metabolismo do N em culturas
agricolas. Em plantas de soja com baixo teor de Ni, dependentes de fixagcao
de N, ou supridas com N-NOs; e N-NH,", foram encontradas concentracdes
altas de uréia nas pontas das folhas, o que pbde ser evitado pela adi¢ao de
Ni (Eskew et al., 1983; Eskew et al., 1984). Klucas et al. (1983) verificaram
que o Ni tem relagdo com a fixagao simbidtica do N, visto que aumenta a
atividade da hidrogenase em bacteridides isolados dos ndédulos. Essa enzima
€ capaz de reprocessar parte do gas H, gerado durante a fixacdo do N,
podendo, com isso, recuperar parte da energia utilizada para romper as
triplas ligagdes que conferem grande estabilidade a molécula de N,. Mais
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recentemente, Ureta et al. (2005) demonstraram que teor baixo de Ni nos
solos agricolas pode limitar a atividade da hidrogenase de Rhizobium
leguminosarum. Existem trabalhos que mostram também uma possivel
relacéo entre a atividade da urease e a frequéncia de colonizagdo de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs). Segundo Jorgen et al. (1996), ureases
podem ser importantes determinantes da infectividade de FMAs, pois
catalizam a hidrolise da uréia formando CO,, o qual pode estimular o
crescimento micelial e o comprimento de raizes colonizadas.

Temp (1991) relatou que além de ser absorvido nas raizes, o Ni pode
ser absorvido pelas folhas. Quando o Ni foi aplicado as folhas de Helianthus
annuus, 37 % do total aplicado foi translocado para outros 6rgéaos da planta.
Padrées semelhantes foram observados quando folhas de aveia, soja,
tomate e berinjela foram pulverizados com solug¢des contendo Ni (Andreeva,
2001, citado por Seregin e Kozhevnikova, 2006). Seregin e Kozhevnikova
(2006) relatam que a pulverizacdo do algodoeiro com uma solugdo de
NiSO4.6H,0 (234,8 mg/L) aumentou o numero de gemas e de flores, a
velocidade de crescimento das macas e o teor de 6leo das sementes. Nos
testes os melhores resultados foram quando o Ni era aplicado por
pulverizagao foliar de solugao de sulfato de Ni e ndo diretamente no solo. Ja
em 1946, Roach e Barclay, em ensaios de campo feitos na Inglaterra com
trigo, batata e vagens, obtiveram aumentos na producéo devido a aplicagéo
de Ni em pulverizacdes.

Segundo Adriano (1986), o teor de Ni na matéria seca de plantas varia
de 0,1 a 5 mg/kg, dependendo da espécie, parte da planta, estagio
fenoldgico, teor no solo, acidez do solo, entre outros fatores. Para Paiva
(2000), a toxidez de Ni se expressa quando sua concentracdo na matéria
seca das plantas é maior que 50 mg/kg, a excecao das espécies
hiperacumuladoras. Poulik (1997) verificou que plantas de aveia com teor de
168 mg/kg de Ni apresentaram sintomas de toxicidade com subsequente
morte. Por sua vez, teores de Ni no solo menores do que 56 mg/kg nao
reduziram a producéo de espigas de aveia, mas, ao contrario, estimularam a
producdo. Neves et al. (2007) verificaram resposta positiva das mudas de
umbuzeiro cultivadas em solugao nutritiva com até 30 ymol/L de Ni, enquanto

que acima desta concentracdo as mudas acumularam menos matéria seca,



indicando efeito téxico do elemento. Experimentos de campo descritos em
1973 mostraram que a adi¢cao de até 40 g/ha de Ni aumentou a nodulagao e
a producédo de graos de soja (Bertrand, 1973). Berton (2006) verificou que a
dose de 210 mg/dm3 de Ni aplicado ao solo foi letal para plantas de feijao,
que morreram logo depois da emergéncia.

O sintoma chamado “orelha-de-rato” de pecan (Carya illinoinensis),
conhecido nos Estados Unidos desde 1918, chegou a ser diagnosticado
como dano devido ao frio da primavera antes da abertura das gemas. Depois
foi atribuido a um virus, e também a deficiéncia de Mn ou de Cu. So6
recentemente foi descoberto que este sintoma € resultado da severa
deficiéncia de Ni (Wood et al., 2004). Do mesmo modo que acontece na soja,
o sintoma tipico € atribuido a um acumulo local da uréia. Os solos dos
pomares que mostraram deficiéncia severa apresentavam de 0,4 a 1,4 kg/ha
de Ni (Wood et al., 2006a).

Malavolta et al. (2006) verificaram que o Ni € o micronutriente que se
acumula em maior quantidade nas flores da laranjeira. Sabe-se que o
aumento do teor de NH3 estimula o florescimento (Lovatt et al., 1988). Dai a
hipdtese de que o Ni possa aumentar a quantidade de flores e,

consequentemente, a porcentagem de pegamento.
2.2. O Ni no metabolismo das plantas

O Ni esta diretamente relacionado ao metabolismo do N nas plantas e
deve estar presente na sintese da enzima urease, cuja atuacdo esta
envolvida nas principais rotas de assimilagdo do N.

A maioria das plantas é capaz de absorver rapidamente a uréia
aplicada nas folhas (Witte et al., 2002). A uréia também é formada
internamente pelas plantas em seu metabolismo, onde deve ser desdobrada
em CO; e NH3 (Figura 1) para que ndo se acumule em niveis toxicos. Apos
esta etapa, a NH3; é incorporada ao metabolismo pela agdo combinada da
glutamina sintetase (GS) e glutamato sintetase (GOGAT) (Figura 2). O
glutamato formado pode retornar ao processo de assimilagdo do NH3; ou ser

utilizado na sintese de outros aminoacidos, peptideos e proteinas.



Outra forma de sintese de uréia ocorre em plantas leguminosas, que
formam ureideos nos nddulos das raizes durante a fixagdo do N (Singh et al.,
2001). Os ureideos sao transportados via xilema para a parte aérea das
plantas. Eles também sao transferidos, via floema, das folhas velhas
senescentes para a formacao de sementes e folhas novas. A utilizacdo de N
na forma de ureideos pelas plantas envolve a formacao de uréia, pois na
auséncia de Ni, verificam-se quantidades toxicas de uréia quando as plantas
comegam a florescer (Singh et al., 2001). Esses resultados sugerem que a
uréia é produzida normalmente durante o metabolismo do N na planta, nao
sendo necessaria nenhuma condig¢ao de estresse para sua formagao (Sengar
et al., 2008).

Uma forma possivel para se evitar a toxidez da uréia € a utilizacdo de Ni
para aumentar a atividade da urease (Marschner, 1995; Eskew et al., 1984,
Brown et al., 1987). Gerendas et al.(1997) verificaram que nos tratamentos
sem a adigao de Ni na solugao nutritiva a atividade da urease dificiimente é
detectada. Resultados similares foram obtidos para leguminosas (Eskew et
al., 1983) e tabaco (Krogmeier et al., 1991).

Na cultura do arroz cultivado em solugéo nutritiva, Gerendas et al.(1998)
verificaram que o crescimento das plantas que receberam NH4sNO3 nao foi
afetado pelo Ni, 0 mesmo ocorrendo com os teores de aminoacidos. Ja em

relagdo as plantas cultivadas com uréia, o crescimento foi reduzido em

GS
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|
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Figura 1: Produgédo e conversdo de uréia em plantas. GS: glutamina sintetase, ARGase:
arginase (Gerendas et al., 1998; modificado por Walker et al., 1985).
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Figura 2: Representacdo esquematica da rota de assimilagdo do nitrogénio nas raizes e
folhas de plantas (RN: redutase do nitrato; RNi: redutase do nitrito; T: transportador).
(Bredemeier e Mundstock, 2000).

plantas também apresentaram teor reduzido de aminoacidos, mostrando
alteragdes no metabolismo do N. Tan et al. (2000) observaram que os teores
de N-total em folhas de plantas de tomate adubadas com uréia aumentaram
com a aplicagdo de Ni, mas os teores ainda eram mais baixos do que os

observados em plantas que receberam nitrato.

2.3. O Ni no solo

De acordo com Caridad Cancela (2002), os teores totais de Ni em
amostras de solos ndo contaminadas do Estado de Sdo Paulo variaram de
14,8 a 50,2 mg/kg, sendo faixa mais ampla (1,55 a 73,5 mg/kg) encontrada
pela Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de Sao
Paulo (Cetesb, 2001).

Entre as fontes que contribuem para a elevagao do teor de Ni nos solos,
estdo os materiais agricolas como calcarios e fertilizantes fosfatados que
podem conter até 300 mg/kg do metal; a emissao atmosférica (2 a 80
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kg/km?/ano) através da queima de combustiveis, dleos e combustdo de
carvao; a fundicdo; a mineracdo; os lodos de esgoto de industrias; as
baterias; e os compostos eletronicos, cosméticos e catalisadores (McGrath,
1995).

Segundo Senesi et al. (1989), o Ni apresenta uma grande afinidade com
a matéria organica. De acordo com McGrath (1995), a reacao do solo exerce
grande influéncia na retencdo do Ni, que precipita facilmente na superficie
dos oxidos. O fator mais importante que determina a distribuicdo de Ni entre
a fase sodlida e a soluvel do solo € o pH, sendo a disponibilidade de Ni
diretamente relacionada com a acidez do solo (Mattiazo-Prezzoto, 1994).
Anton (1990), ao trabalhar com dois solos (Latossolo Roxo distréfico e Terra
Roxa Estruturada), verificou que a calagem diminuia o teor de Ni extraivel
com extrator DTPA e reduzia o efeito tdéxico de altas doses do elemento
sobre o feijoeiro.

Na literatura, € possivel encontrar extratores para estudar a
disponibilidade de Ni em areas que recebem lodo de esgoto, podendo
destacar o ligante organico ou complexante DTPA, as solugdes acidas HCI
0,1 mol/L e Mehlich-3 (Bertoncini, 1997). O uso de agentes complexantes
decorre da sua habilidade de deslocar metais ligados a radicais orgéanicos e
carbonatos, extraindo com facilidade as formas labeis dos metais, sem
dissolver as nao labeis (Abreu et al., 1997). O extrator DTPA a pH 7,3, foi
proposto por Lindsay e Norvell (1978) para determinagéao de Cu, Zn, Fe e Mn
em solos calcarios e em solos com valores de pH proximos a neutralidade.
Atualmente, os laboratorios de analise de solo do Estado de S&o Paulo tém
utilizado esse extrator como método oficial para determinacéo de Fe, Cu, Mn
e Zn (Cantarella et al., 1995). Em diversos trabalhos, tal solugdo também tem
sido utilizada para determinar outros metais como Cd, Ni e Pb em solos
(Abreu et al., 1995; Oliveira, 2000).



3. MATERIAL E METODOS

Foi montado um experimento com plantas de alface (Lactuca sativa L.)
cultivadas em solo, utilizando-se o fatorial 2 x 8 com duas fontes de N e oito
doses de Ni no delineamento com blocos casualizados com cinco repeticoes.
A unidade experimental foi composta por um vaso plastico com 3 dm® de
solo, contendo duas plantas de alface. O trabalho foi realizado em casa de

vegetacado do Departamento de Solos da Universidade Federal de Vigosa.
3.1. Preparo do solo para crescimento das plantas

O solo utilizado foi um Latossolo Vermelho-Amarelo, coletado no
municipio de Vigosa — MG (TG), utilizando-se a camada de 0 — 20 cm. A
seguir, o solo foi secado ao ar e passado em peneira com malha de 2 mm de
abertura para a caracterizagdo quimica e fisica (Quadro 1).

Foi calculada a necessidade de calagem para se atingir a V de 70 %,
segundo Alvarez V. e Ribeiro (1999). Com isso o calcario foi misturado ao
solo e incubado durante 15 d, mantendo-se a umidade do solo na
capacidade de campo (estimada pelo equivalente de umidade), aplicando-se
os tratamentos ao término da incubagéao.

O N foi fornecido na forma de uréia ou de nitrato de aménio, sendo 100
mg/dm?® incorporados ao solo no planto e em quatro aplicacdes, em
cobertura, com 25 mg/dm?® aplicados de 10 em 10 d. Para os tratamentos
com uréia foi aplicado um produto comercial contendo 2 % do inibidor de
urease NBPT (N-n-butiltriamida do acido tiofosférico). Para os tratamentos
com Ni (NiCl,.6H,0) foram aplicadas as doses de 0, 2, 4, 8, 12, 16, 24 e 32
mg/dm>. Todos os vasos foram adubados com P (300 mg/dm?®), K (150
mg/dm®) e uma solugdo contendo B (1 mg/dm?®), Cu (1 mg/dm?®), Fe (2,5
mg/dm?), Mn (3 mg/dm®), Mo (0,15 mg/dm?®) e Zn (4 mg/dm?®). A aplicacéo da
solucao de micronutrientes foi dividida em cinco vezes, uma no plantio e as
outras em cobertura a cada 10 d.

O solo, depois de homogeneizado, foi transferido para os vasos

plasticos, onde foram cultivadas as plantas de alface.



Quadro 1: Caracteristicas quimicas e fisicas da amostra do solo utilizado no
experimento

Caracteristicas

pH agua (1:2,5) 4,80
Mat Orgamca (dag/kg) " 2,96
mg/dm 2 0,8
(mg/dm>) 24,0
Prem (mg/L) 7,0
Zn (mg/dm )@ 0,39
Fe (mg/dm?) @ 44,1
Mn (mg/dm )(2) 3,6
Cu (mg/dm?® 2 0,24
Ni gmg/dm3) 2 nd
Ca®* (cmoIJdm3) @) 0,08
Mg®* (cmolc/dm?) ) 0,00
AI®* (cmoly/dm )4> 0,20
H+AI (cmolc/dm ) ©) 6,9
SB (cmol/dm?®) 0,14
CTC apH 7,0 (cmols/dm?) 7,04
CTCefetiva (cmMol/dm?) 0,34
V (%) 2,0
m (%) 58,8
Areia (%) © 9,0
Silte (%) © 4,0
Argila (%) © 74,0
Equiv. de umidade (kg/kg)(e) 0,293

Densidade aparente (kg/dm®)® 1,05

" Método Walkley-Black. ¥ Extrator Mehlich-1.* Segundo Alvarez V. et al.(2000). * Extrator KCI 1 mol/L. ¥
Extrator Acetato de Célcio 0,5 mol/L — pH 7,0. ¥ EMBRAPA (1997). nd = nio detectado.

3.1.1. Analises das amostras de solo apés crescimento das plantas

Apos o crescimento das plantas de alface, amostras de solo retiradas
dos vasos foram secas ao ar e passadas em peneira de 2 mm de abertura de
malha. A extracdo do Ni foi feita com Mehlch-3 (Mehlich, 1984) ou DTPA
(Raij et al., 2001) e os teores disponiveis do elemento foram determinados

por Espectrofotometria de Absorgao Atémica.

3.2. Cultivo das plantas de alface e anéalise do material vegetal

Foram plantadas cinco sementes de alface por vaso, posteriormente, foi
feito o desbaste, deixando-se duas plantas por vaso. Durante o ciclo da
cultura, a umidade do solo foi mantida préxima da capacidade de campo,

com agua deionizada.
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Aos 63 d apds o plantio foi coletada uma planta de cada vaso fazendo-
se as analises quimicas para determinagcdo da composi¢ao mineral. A outra
planta foi coletada uma semana depois para a determinacéo da atividade da
urease. A parte aérea das plantas foi cortada rente ao solo, colocada em
sacos de papel e levada a estufa de circulagéo forcada de ar para secagem a
65 °C durante 72 h, determinando-se o peso da matéria seca.

Para a determinagéo dos teores dos elementos (K, Ca, Mg, Mn, Fe, Cu,
Zn e Ni) no material vegetal, as amostras foram trituradas em moinho tipo
Wiley e 0,50 g das amostras foram pesadas, nas quais foram adicionados 9,0
mL de uma mistura de acido nitrico e acido perclérico, na proporcéo 3,5:1
(v/v), respectivamente. A determinagcdo dos elementos nos extratos foi feita
por Espectrofotometria de Emissdo em Plasma Induzido (ICP-OES). O N foi
determinado pelo método Kjeldahl.

Durante as analises das amostras das plantas de alface foram
analisadas também amostras das sementes do lote utilizado no plantio do

experimento.

3.2.1. Andlise da atividade da urease

A determinacgao da atividade da urease foi feita de acordo com o método
descrito por Witte e Medina-Escobar (2001), com algumas adaptagdes nos
tempos de reagdes. Nao foram utilizadas as amostras de plantas que
receberam as doses de 12 e 24 mg/dm® de Ni, e uma das repeticdes foi
descartada, analisando-se as amostras de plantas de apenas quatro
repeticoes.

Para a realizacdo das analises foi necessario o preparo prévio das

seguintes solugdes:

Solucdo tampao fosfato 50 mmol/L — foi dissolvido 3,403 g de fosfato

diacido de potassio (KH,PO4) em agua destilada. Em outro recipiente foi
dissolvido 4,355 g de fosfato monoacido de potassio (K;HPO4) em agua
destilada. Com isso, as duas solugdes foram misturadas até atingir em torno
de 800 mL, quando o pH da solugao foi corrigido para 7,5 e completado o

volume para 1 L, sendo posteriormente guardado em geladeira.
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Reagente A — foram dissolvidos 7 g de fenol e 34 mg de nitroprussiato
de sodio em 80 mL de agua destilada. Em seguida, o volume foi completado

para 100 mL e armazenado a 4 °C em um frasco escuro.

Reagente B — foi dissolvido 2,96 g de NaOH em 140 mL de agua
destilada, acrescentando 22,26 g de NayHPO,, dissolvendo-o
completamente. Em seguida foi adicionado 40 mL de NaOCI (4 — 6 %). O pH
foi levado para 12 com NaOH e o volume completado para 200 mL. Este

reagente foi armazenado em temperatura ambiente em um frasco escuro.

Na coleta do material para analise da atividade enzimatica, para se ter
uma amostra composta de folhas com diferentes idades, seis partes de
folhas foram retiradas em cada planta de alface, sendo duas retiradas na
base da planta, duas no apice e duas na regido intermediaria da planta. Apos
a coleta, as folhas foram picadas, misturadas em uma placa de petri e 1,00 g
do material foi pesado e transferido para um almofariz previamente gelado.
Para extragdo das proteinas, o material vegetal foi macerado com 5 mL de
tampao fosfato (pH 7,5), 120 uL de solugdo de DTT (Ditiotreitol) na
concentracdo de 825 mmol/L, 20 yL de PMSF (fenilmetilsulfonilfluoreto) na
concentracdo de 26 mmol/L (dissolvido em alcool etilico) e 30 mg de PVPP
(polivinilpirrolidona). Apds a extragcao, as amostras foram centrifugadas a 4
°C por 10 min (13 800 g). O sobrenadante coletado foi centrifugado
novamente nas mesmas condi¢gdes por 20 min, obtendo-se com isso uma
solucao de cor clara.

Para decidir o tempo mais adequado de incubacdo das amostras no
banho maria (descrito a seguir na etapa 1), foi feito um teste no qual as
amostras foram submetidas a diferentes tempos de incubagéao (1,0, 1,5, 2,0,
2,5e 3,0 h).

A continuacdo das analises foi dividida em duas etapas:

Etapa 1) Em um tubo de ensaio foi colocado 180 uL do extrato
enzimatico e 20 yL de solucdo de uréia na concentragdo de 5 mol/L. Os

tubos foram agitados e colocados em banho maria a 40 °C durante 2 h.
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Etapa 2) Apds a incubagao, 20 yL da amostra foi pipetada juntamente
com 980 pL de agua, 100 pL do reagente A e 200 uL do reagente B. Apos a
adicdo do reagente B, os tubos foram fechados imediatamente para evitar
perda de amoénia. Com isso, os tubos foram agitados e colocados em banho
maria a 50 °C durante 20 min para que a solucdo pudesse desenvolver a cor.

Para o preparo dos padrdes utilizados na curva de calibragao, 200 pL
de solucao de cloreto de amdnio nas concentragdes de 0, 20, 50, 100, 200 e
400 pmol/L foram misturadas com 800 pL de agua. A partir dai foi realizado o
mesmo procedimento descrito na etapa 2.

A determinagcdo do aménio foi feita em espectrofotdmetro, no qual se
utilizou o comprimento de onda de 636 nm. A unidade utilizada para
expressar a atividade enzimatica foi o katal', o qual é utilizado no Sistema

Internacional de Unidades (SI).

3.3. Analises estatisticas

Os dados de producao de matéria seca, atividade da urease e teor dos
elementos foram submetidos a analise de variancia. Posteriormente foram
feitos os ajustes das curvas de regressdo que melhor caracterizassem os
efeitos das doses de Ni dentro das fontes de N.

Foram ajustadas equacgdes de regressao linear entre o teor de Ni nas
plantas de alface e dos teores de Ni recuperados do solo pelos extratores
Mehlich-3 e DTPA em fungcdo das doses de Ni. Adicionalmente, foram
calculados os coeficientes de correlacdo entre os teores de Ni no solo
(extracdao com Mehlich-3 ou DTPA) e os dados de produgao de matéria seca
e teores e conteudos de Ni na planta.

Para a realizacdo das analises estatisticas foi utilizado o programa
SAEG (Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas) desenvolvido na

Universidade Federal de Vigosa.

'Katal (1 kat) é a quantidade de enzima que converte 1 mol/s de substrato sob condigbes definidas.
16, 67 x 10'9 kat = 16,67 nkat = 1 U (Dibaker, 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Producéo de matéria seca das plantas

Comparando-se a fontes de N adicionadas ao solo, houve diferenca
significativa na producao de matéria seca das plantas de alface, sendo que
os tratamentos que receberam NA apresentaram producdo meédia de 5,07
g/pl e os que receberam Ur apresentaram produgdo média de 4,20 g/pl
(Figura 3). Vitti et al. (2002) avaliaram a produtividade de colmos de cana de
agucar adubados com diferentes fontes de N e verificaram relagao similar a
encontrada no presente trabalho, com produtividade de 66 t/ha para as
plantas crescidas em solo adubado com NA e 57 t/ha para as adubadas com
Ur. Uma possivel causa da diferenca entre as fontes de N na producgao de
matéria seca (Figura 3) pode ter sido as diferentes reacdes ocorridas com a
Ur e NA no solo. Quando a Ur é aplicada ao solo, ocorrem perdas de N por
volatilizacdo devido a hidrolise enzimatica (Da Ros et al., 2005), o que é
potencializado quando a Ur é aplicada na superficie do solo. O NBPT & um
inibidor da enzima urease utilizado para reduzir perdas de N no solo.
Cantarella et al. (2006) mostraram que com a aplicagdo da uréia em
superficie, no solo, a adicdo de NBPT permitiu reduzir as perdas de NH;
entre 50 e 60 % em relagao as perdas da uréia sem adigao do NBPT. Esses
dados mostram que mesmo com a eficiéncia do NBPT, as perdas de NH3 por

volatilizacdo, com a Ur aplicada em superficie, ainda ocorrem.

¢NA y=y=5,07
oUr y=y=4,20
6,00 -
*
*
5,00 —5—* + * -
o o o
_400F 7@ e o
s
2 3,00
]
s
2,00 |
1,00 1
0,00 ; ; ; ; ; ; ; ‘
0 4 8 12 16 20 24 28 32

Doses de Ni (mg/dm?)

Figura 3: Equacgdes de producéo de matéria seca (MS) da parte aérea das plantas de alface
em funcao das doses de Ni aplicadas no solo com diferentes fontes de N (NA ou Ur).
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A incorporacao de Ur ao solo é a maneira mais eficiente de reduzir ou
eliminar as perdas de aménia por volatilizacdo (Espironelo et al., 1987).
Como a Ur foi incorporada no plantio, a adigdo do NBPT juntamente com a
Ur, nessa aplicacdo inicial, talvez tenha sido desnecessaria. Testes
realizados no Brasil indicam que, para a maioria das situagdes, o periodo de
intensa inibicdo do NBPT varia de 3 a 7 d, apds este periodo o inibidor perde
gradativamente o efeito (Cantarella, 2006). Considerando o tempo que as
sementes levaram para germinar e a baixa demanda por N nos primeiros
dias de vida da planta, espera-se que a liberagao de N pela Ur+NBPT tenha
sido suficiente para atender as necessidades das mudas nesse periodo
inicial de crescimento.

Com relacdo as doses de Ni, ndo houve efeito significativo com o
aumento de seu suprimento ao solo. Tanto para os tratamentos com NA
como para os com Ur, mesmo com o aumento da dose de Ni, a resposta foi
semelhante (Figura 3).

Plantas de trigo, soja, couve, abobrinha e girassol, cultivados em
solucao nutritiva, tiveram maior producao de matéria seca com a adicdo de
Ni comparado aos tratamentos sem seu suprimento a solugdo (Gerendas e
Sattelmacher, 1997). No mesmo trabalho, plantas de centeio néo
apresentaram diferengas na produgao de matéria seca em resposta a adi¢cao
de Ni. No presente trabalho, a auséncia de resposta ao aumento da dose de
Ni (Figura 3) indica que o solo utilizado forneceu Ni na quantidade suficiente
para o crescimento das plantas, apesar do método de analise néo detectar a
presenca do elemento no solo (Quadro 1). Dessa forma, o Ni originalmente
presente no solo foi suficiente para manter o metabolismo do N, da mesma
forma que ocorreu nos tratamentos com a adicdo de Ni ao solo, verificando

que a dose de 32 mg/dm? de Ni ndo apresentou efeito negativo.
4.2. Atividade de urease nas folhas das plantas

A metodologia para determinacdo da urease nas plantas (Witte e
Medina-Escobar, 2001), baseada na coloragdo desenvolvida pela produgao
de NHj3, descreve o tempo de incubagdo de 3 min, a temperatura de 50 °C,
como O necessario para se fazer as leituras de absorbancia. Como no

presente trabalho esse tempo néo foi suficiente para producao de NH3 que
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permitisse o desenvolvimento de cor para as leituras no espectrofotdmetro,
foram realizadas reagdes fazendo-se leituras de absorbancia em fungao dos
tempos de incubac&o necessarios para desenvolvimento da cor (Figura 4).
Como testes prévios haviam indicado que os tempos de 15 e 30 min também
nao eram suficientes, foram utilizados, neste ensaio, tempos acima de 1 h.
Considerando que o resultado das analises nao seria afetado por qualquer
tempo escolhido na faixa de velocidade constante de reacéo, optou-se pelo
tempo de 2 h de incubagédo, que ja era suficiente para o desenvolvimento de
cor das amostras de modo a se ter eficiéncia nas analises. Com tempos
maiores, avaliou-se que se gastava um tempo maior do que o0 necessario.
Devido ao aumento do tempo de incubagao a temperatura foi reduzida para
40 °C. Witte e Medina-Escobar (2001) relatam, também, a necessidade de se
passar o extrato enzimatico em uma coluna cromatografica para eliminar
agentes interferentes que possam prejudicar a detecgdo do NHs. Entretanto,
eles ressaltam que uma relacdo linear entre a acumulacéo de NH3 e o tempo
de reacdo da enzima demonstra a auséncia de interferentes nas amostras,
com isso, para algumas espécies o uso da coluna pode ser dispensado, sem
alteracao nos resultados da determinagao. No presente trabalho, a reacéo da
urease em folhas de alface, em diferentes tempos de incubacédo, mostrou
relagdo linear (Figura 4) evidenciando que o uso da coluna cromatografica é
desnecessario na analise de material vegetal dessa cultura.

A atividade da urease nas folhas de alface aumentou significativamente
em resposta aos tratamentos com doses crescentes de Ni aplicadas ao solo,
independente da fonte de N aplicada (Figura 5). Esse aumento foi

significativo e acentuado até a dose de 2 mg/dm® de Ni, a partir dai houve

O = 2 —
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Figura 4: Absorbancia (636 nm) das amostras em fungéo dos diferentes tempos de incubacéo
que os extratos das plantas de alface foram submetidos para a produgéo de NHs.
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Figura 5: Equacbes de regressao da atividade de urease em folhas de alface em funcéo das
doses de Ni aplicadas no solo com diferentes fontes de N (NA ou Ur).

incrementos decrescentes até ficar praticamente sem alteracdo a partir da
dose 8 mg/dm?>. Ja para as fontes de N, ndo houve diferenca entre plantas
supridas com NA e as supridas com Ur, no que se refere a atividade
enzimatica nas folhas de alface (Figura 5). Nas plantas crescidas em solo
que recebeu NA, a atividade maxima da enzima foi de 1,35 pkat’/kg de MF
com a dose de 18,40 mg/dm3 de Ni, enquanto que com Ur a atividade
maxima (1,42 pkat/kg de MF) foi obtida com a dose de 20,40 mg/dm® de Ni.
Gerendas et al. (1998) encontraram dificuldade em se detectar atividade de
urease em plantas de arroz que nao receberam adubacdo com Ni. No
presente trabalho, com o método utilizado, foi possivel determinar atividade
enzimatica de até 1,17 nkat/L de extrato, indicando que houve eficiéncia do
meétodo na determinacéo.

Krogmeier et al. (1991), cultivando soja em solugdo nutritiva com
reagentes purificados, constataram que a adicdo de Ni aumentava a
atividade da urease nas folhas. Com isso, a uréia aplicada via foliar se
acumulava em menores teores nos tecidos, reduzindo a necrose nas pontas
das folhas. No presente trabalho, realizado com solo, para todas as doses de
Ni adicionadas (0, 2, 4, 8, 12, 16, 24 e 32 mg/dm?®), a producdo de matéria
seca da planta foi semelhante dentro de cada fonte de N (Figura 3)
mostrando que, com essas doses, ndo ha efeito do Ni no crescimento da
cultura da alface. Esses resultados indicam que na dose de 0 mg/dm?® de Ni a
planta absorveu do solo quantidade suficiente do elemento para o seu

crescimento, tanto nos tratamentos com NA quanto naqueles com Ur.
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O aumento da atividade da urease provocado pela adicdo de Ni ao solo
(Figura 5) nao seria possivel sem a presengca da uréia como substrato
enzimatico. Isso reforgca a idéia de que a uréia é formada normalmente
durante o metabolismo das plantas, ndo sendo necessaria uma condi¢cao de
estresse para estimular a sua producéo.

Segundo Gerendas e Sattelmacher (1997), ndo é possivel restaurar a
atividade da urease acrescentando Ni ao extrato vegetal de plantas com
baixo teor do elemento. Como o Ni é essencial para a estrutura e o
funcionamento da urease, ele tem que estar presente no periodo de sintese
da enzima. Isto esta de acordo com o observado por Dixon et al. (1980), que
relataram que a remocao de Ni resulta na perda irreversivel das propriedades

cataliticas da enzima.

4.3. Teores de nutrientes das plantas

4.3.1. Macronutrientes

As plantas crescidas no solo adubado com Ur apresentavam folhas com
coloragdo mais escura do que as do solo adubado com NA. O maior
crescimento devido a adicdao de NA pode ter levado a um efeito de diluicao
do N nos tecidos vegetais.

As plantas adubadas com Ur apresentaram maiores teores de N do que
as plantas adubadas com NA, o mesmo acontecendo para o K (Figura 6).
Fazendo-se os calculos dos conteudos de N nas plantas, encontram-se
valores médios de 0,18 g/pl nos tratamentos com NA e 0,17 g/pl naqueles
adubados com Ur. Com o aumento das doses de Ni adicionadas ao solo, os
teores de N nas folhas permaneceram semelhantes, tanto com NA quanto
com Ur, enquanto que os teores de K ficaram semelhantes com o NA e
aumentaram com a Ur (Figura 6).

O teor de Ca diferiu significativamente nas plantas, em resposta as
fontes de N aplicadas. Quanto a resposta ao Ni, houve aumento com ajuste
linear nos teores de Ca das plantas crescidas com Ur, enquanto que com a

adicao do NA o ajuste seguiu o modelo raiz quadrada (Figura 6).
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Figura 6: Equacgbes dos teores de N, K, Ca e Mg na parte aérea de plantas de alface em
fungdo das doses de Ni aplicadas no solo adubado com diferentes fontes de N (NA ou Ur)

Em relagdo aos teores de Mg, as folhas de plantas crescidas em solo

que recebeu NA apresentaram maiores teores deste elemento quando

comparados aos encontrados nos tratamentos com Ur. Entretanto, essa

diferenca diminuiu com o aumento das doses de Ni adicionadas ao solo, até

desaparecer na dose 32 mg/dm?.

Isso ocorreu porque com 0 aumento da

dose de Ni, os teores de Mg nas plantas ficaram semelhantes com o NA,

enquanto que com a Ur os teores de Mg, que apresentavam um valor inferior,

tiveram um aumento linear e se igualaram ao teor observado com o NA

(Figu

4.3.2.

ra 6).

Micronutrientes

Com o aumento das doses de Ni adicionadas ao solo, houve aumento

linear do Ni na parte aérea das plantas de alface, ja para Mn e Zn houve
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Ni (mg/kg)

Zn (mg/kg)

pouca variacao, e para o Cu houve uniformidade nos teores com o aumento
da dose de Ni (Figura 7).

Nos tratamentos com NA e Ur, os teores foliares de Ni aumentaram com
o aumento do Ni adicionado ao solo. Na dose de 0 mg/kg o Ni foliar foi
praticamente o mesmo com NA e com Ur, na sequéncia, as plantas que
receberam NA apresentaram maiores teores de Ni foliar do que aquelas
adubadas com Ur (Figura 7). Os teores de Ni nas folhas ficaram sempre
abaixo de 14 mg/kg, mesmo na maior dose de Ni (32 mg/dm?®) adicionada ao
solo. Esses teores ficaram pouco acima do teor considerado fitotoxico para
plantas sensiveis (10 mg/kg) e bem abaixo do limite para espécies
moderadamente tolerantes (50 mg/kg) (Marshner (1995). Pereira (2006), ao
trabalhar com plantas de alface cultivada em solos de diferentes texturas,
que receberam 64 mg/dm® de Ni, encontrou teores de 42 mg/kg de Ni nas
plantas crescidas em um Latossolo Vermelho-Amarelo argiloso (73 % de
argila) enquanto que em um Latossolo Vermelho-Amarelo arenoso (70 % de

areia) os teores de Ni na planta atingiram 232 mg/kg.
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Figura 7: Equagdes dos teores de Ni, Mn, Zn e Cu na parte aérea de plantas de alface em fungéo

das doses de Ni aplicadas no solo com diferentes fontes de N (NA ou Ur).
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Usando como referéncia a observagao de que a parte aérea de alface
possui em torno de 950 g/kg de agua (Furlani et al., 1978), os teores
maximos de Ni encontrados na matéria seca da parte aérea das plantas de
alface foram convertidos para teores na matéria fresca. Os valores
encontrados foram 0,7 mg/kg de Ni para os tratamentos com NA e 0,6 mg/kg
de Ni para os que receberam Ur e estdo muito abaixo do valor maximo
tolerado (5,0 mg/kg de MF) para Ni em hortalicas, raizes, tubérculos e outros
alimentos frescos (ABIA, 1985). Observa-se que as doses de Ni adicionadas
ao solo nao foram suficientemente altas para elevar o Ni foliar a teores que
colocasse as plantas de alface como impréprias para o consumo.

As doses de Ni adicionadas ao solo que resultaram nas maximas
atividades da urease foram de 18,40 mg/dm?® para os tratamentos com NA e
20,40 mg/dm® para aqueles com Ur (Figura 5). Observa-se que essas
maximas atividades enzimaticas foram obtidas com teores de 8,25 mg/kg de
Ni nas plantas adubadas com NA e 7,92 mg/kg de Ni nas plantas que
receberam Ur (Figura 7).

Os teores de Mn na parte aérea das plantas de alface foram afetados
significativamente pelas diferentes fontes de N, com as plantas que
receberam Ur apresentando maior teor de Mn (Figura 7). Isso pode ter
ocorrido devido ao efeito de concentracdo causada pela menor produgao de
matéria seca nos tratamentos com Ur. Em solugao nutritiva, Gerendas et al.
(1997) encontraram maiores teores de Mn nas plantas sem adi¢céo de Ni e
atribuiram isso a menor produgao de mateéria seca.

O maior teor de Zn nas plantas que receberam N via NA sugere
auséncia do efeito de concentracdo ja que com o NA houve maior produgéo
de matéria seca. Ja para o Cu, praticamente ndao houve diferengca em seus

teores na matéria seca em resposta ao suprimento de N via NA ou Ur.
4.4. Teores e conteudo dos elementos nas sementes de alface.

Uma amostra das sementes de alface utilizadas no experimento foi

analisada para determinagédo de sua composigdao mineral (Quadro 2).
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Quadro 2: Teor e contelido dos elementos nas sementes de alface.

Mg Ca K Mn Zn Ni Cu Fe
teor
................ OKGeeeeeeeaaeee SSUUUUUUUUURURRRRUPRRRRN o 1 [o 1 o TR
1,72 0,69 3,50 26,87 52,62 0,45 8,19 45,91
conteudo
.............. pg/semente.............. PPN aTo I£=1=1 4 1=Y o | (= YO
1,72 0,69 3,50 26,87 52,62 0,45 8,19 45,91

Marschner, (1995) menciona que na maioria das plantas o teor de Ni
nos orgaos vegetativos estd na faixa de 1 — 10 mg/kg de MS, e esta
diferenca entre espécies de plantas é reflexo principalmente da absorgéo e
transporte de Ni da raiz para a parte aérea. Segundo Eskew et al. (1984) a
quantidade de Ni necessaria para uma planta de soja é tdo baixa (< 160
ng/planta) que toda a demanda pode ser atendida pela quantidade presente
nas sementes.

No solo com dose de 0 mg/dm?® de Ni, o contetido médio de Ni na parte
aérea das plantas foi 3,64 ug/pl para os tratamentos que receberam NA e
0,90 pg/pl para os tratamentos que receberam Ur, ressaltando-se que néo
esta computado o Ni das raizes. Considerando que o conteudo de Ni nas
sementes de alface usadas no presente trabalho foi 0,45 ng/semente
(Quadro 2), o suprimento de Ni via semente ndo atenderia as necessidades
da planta. Isso se deve ao fato dessa cultura apresentar sementes bastante
pequenas, com poucas reservas de nutrientes. Portanto, espera-se que o
restante do Ni presente na alface tenha sido absorvido do solo. Porém, foi
verificado que nos tratamentos que receberam a dose de 0 mg/dm?® de Ni os
extratores nao detectaram no solo a presencga do elemento apds o cultivo das
plantas (figura 8). Com isso, é possivel que os extratores nao estejam sendo
capazes de extrair o Ni quando este esta presente em quantidades muito
peguenas no solo, pois € pouco provavel que o Ni tenha sido fornecido pela
contaminagao de reagentes PA ou pela agua de irrigagdo que foi passada

em dois deionizadores.

4.5. Teores de Ni recuperados por Mehlich-3 e DTPA nas amostras de

solo apés o cultivo das plantas.

Com o aumento das doses de Ni aplicadas ao solo, os teores de Ni

recuperados pelos extratores Mehlich-3 e DTPA aumentaram linearmente
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(Figura 8). Com NA a recuperagao do Ni foi maior pelos dois extratores,
comparado com os tratamentos com Ur. Para o Mehlich-3, as equacgdes
ajustadas para o Ni recuperado nos tratamentos com NA e Ur s&o bem
semelhantes, apresentando retas quase paralelas, ja para o DTPA, as
inclinagdes sao diferentes (Figura 8). Nos tratamentos com adigdo de NA ao
solo, o extrator DTPA recuperou, aproximadamente, 22 % da dose
adicionada, enquanto que com a adigao de Ur, o recuperado pelo extrator
ficou préoximo dos 18 %. Quantitativamente, o Mehlich-3 recuperou mais Ni
do solo do que o DTPA.

As fontes de N aplicadas ao solo interferiram de maneira diferente na
extragdo do Ni com os dois extratores (Figura 8). Pode-se perceber que em
ambos os casos a extragao de Ni nos tratamentos que receberam NA foram
maiores que naqueles que receberam Ur. Esse menor teor obtido nos solos
adubados com Ur ndo pode ser explicado pelo consumo das plantas, pois
nestes tratamentos os conteudos de Ni nas plantas foram menores que os
conteudos nas plantas que receberam NA. Uma possivel explicagao séo as
diferentes reacdes do NA e da Ur quando em contato com o solo. A presenca
dos ions NOs3 e NH4" originarios da dissociagdo do NA, num solo com
predominio de cargas negativas faz com que o NH,4" se ligue a essas cargas,
diminuindo a interacdo do Ni?** com as particulas de solo negativamente
carregadas que compdéem a CTC. Com relagdo a uréia, durante a hidrolise
também acorre a formacdo de NH4*, porém, além da liberacdo ocorrer de
forma lenta, boa parte pode ser perdido na forma de NH3, devido a elevacgao
do pH provocado nesta reagdo. Com isso, se pode esperar que nos solos
que receberam Ur existam menos NH;" ocupando as cargas negativas do
solo, resultando em maior adsor¢ao do Ni. Segundo Cantarella (2006), solos
em condigdes aerdbicas e altas temperaturas, o N amoniacal € oxidado a
NO3; em um intervalo de tempo de 15 a 30 d. Outra hipétese € que nos solos
adubados com Ur tenha ocorrido maior consumo de Ni por parte dos
microrganismos, para que estes pudessem sintetizar a urease que foi

demandada durante a hidrélise da Ur.
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Figura 8: Equagdes dos teores de Ni recuperados pelos extratores Mehlich-3 (a) e DTPA (b)
apo6s o cultivo de alface em fungao das doses de Ni aplicadas no solo com diferentes fontes
de N (NA ou Ur).

Santos (2001) verificou que o pH e a CTC efetiva foram os fatores mais

importantes regulando a capacidade tamp&o de Ni em solos. J& Camargo et

a

I. (1989), estudando a adsor¢cao de Ni em Latossolos do Estado de Sao

Paulo, verificaram que a capacidade maxima de adsorcdo de Ni

correlacionou-se positivamente com a CTC efetiva e, também, com os teores

de matéria organica. No entanto, Gomes et al. (1997) mencionam que o Ni

a
P

4
n

P

presentou pequena afinidade pela matéria orgéanica, ficando retido

rincipalmente na fase mineral do solo.

.6. Correlacdo entre a producdo de matéria seca, teor e contetdo de Ni
as plantas e os teores de Ni recuperados por Mehlich-3 e DTPA.

Houve correlagao significativa entre os teores e conteudos de Ni nas

lantas e os teores de Ni recuperados por Mehlich-3 e DTPA (Quadro 3).

Houve diferenga entre os extratores, sendo essa diferenga maior nos

tratamentos com NA. Nao houve correlagdo entre os teores de Ni

recuperados do solo pelos extratores e a produgdo de matéria seca das

Y
Y

lantas, corroborando a n&o ocorréncia do efeito das doses de Ni sobre a
roducéo de matéria seca das plantas (Figura 3).

Revoredo et al. (2006), ao trabalharem com cinco extratores para Ni

(HCI 0,1 mol/L, DTPA, Mehlich-1, Mehlich-3 e Na,EDTA), verificaram que os

teores extraidos com Mehlich-3 foram os que mais se correlacionaram com o

conteudo de Ni nas plantas de sorgo (0,89%).
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Fontes et al. (2008) verificaram que o extrator Mehlich-3 foi eficiente na
avaliagao da disponibilidade do Ni para a cultura da alface e do feijao em
Latossolos com diferentes texturas. Mulchi et al. (1991) observaram que
Mehlich-3 foi eficiente na avaliacdo dos teores disponiveis de Ni para plantas
de fumo cultivadas em solos que receberam lodo de esgoto, ja Abreu et al.
(1995) verificaram que este extrator foi ineficiente na avaliacdo da
disponibilidade de Ni para plantas de trigo em 31 amostras de solo do Estado
de S&o Paulo, enquanto que para feijao eles encontraram correlagéo

significativa entre os teores de Ni determinados no solo e na planta.

Quadro 3: Coeficientes de correlagédo entre a produgdo de matéria seca, teor e conteudo de
Ni na parte aérea das plantas e os teores deste elemento recuperado pelos extratores.

E xtrator Matéria Seca Teor de Ni Conteudo de Ni
..................................... NA s
Mehlich-3 0,15 0,91* 0,83*
DTPA 0,13 0,79* 0,72*
...................................... Ul
Mehlich-3 0,00 0,97* 0,95*
DTPA 0,01 0,96* 0,94*

*significativo a 5% de probabilidade pelo teste t.

Oliveira e Mattiazzo (2001) estudando a aplicagao de doses de lodo de
esgoto no solo verificaram que o teor de Ni extraido com DTPA apresentou
maior correlagcdo com o conteudo de Ni do tecido vegetal das plantas de
cana-de-agucar (0,98%). Oliveira (1995) também encontrou boa correlagao ao
relacionar conteudo de Ni em folhas de milho com os teores extraidos por
DTPA em solos tratados com lodo de esgoto. Berton et al. (2006) verificaram
que os coeficientes de correlacdo do teor de Ni extraido do solo por DTPA e
o conteudo encontrado na folha e nos graos de plantas de feijao foram de
0,96* e 0,95%, respectivamente. Por sua vez, Berton et al. (1997), ao avaliar a
disponibilidade de Cu, Zn e Ni para milho cultivado em Latossolo com lodo de
esgoto, observaram que o DTPA apresentou baixa eficiéncia em estimar os
teores disponiveis de Ni. Dessa maneira, € importante ressaltar que em cada
situacao (fonte de Ni, tipo de solo e tipo de cultura) é relatado um método
especifico que apresenta melhores resultados para quantificar o Ni disponivel

no solo, com boa correlagdo com o Ni absorvido pelas plantas.
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5. CONCLUSOES

- O nitrato de aménio como fonte de N aplicado ao solo resulta em maior
producao de matéria seca de alface, comparado a adubagao com uréia.

- O aumento da dose de Ni adicionado ao solo n&o altera a producao de
matéria seca em plantas de alface.

- A atividade da urease em plantas de alface aumenta com a adi¢ao de
doses de Ni ao solo.

- A atividade da urease nas plantas de alface ndo é alterada,
diferencialmente, quando se utiliza uréia ou nitrato amdnio adicionado ao
solo.

- A adubagao do solo com uréia resulta em maiores teores de N total
nas plantas de alface do que a adubacao com nitrato de amdnio.

- As doses de Ni ndo interferem nos teores de N total das plantas de
alface, tanto em solo adubado com nitrato de aménio quanto no adubado
com uréia.

- No Latossolo Vermelho-Amarelo, para o extrator Mehlich-3, ha melhor
correlacdo entre os teores de Ni recuperados pelo extrator e os teores e

conteudos de Ni das plantas de alface, em comparagao com o DTPA.
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Quadro 1A — Anélise de varidncia da matéria seca, N-total, Ni extraido por Mehlich-3 e DTPA e dos teores de Ni, Mn, Zn, Cu, Fe, Mg, Cae K

de acordo com as fontes de variagao.

QM
F.V. G.L. MS N-total Ni(M-3) Ni(DTPA) Ni Mn Zn Cu Fe Mg Ca K
Blocos 4 1,89™ 0,14™ 388" 69,68 3,86™ 1,94 110275,94™ 0,001™ 0,003™ 0,502"
Fontes de N 1 15,31 2,98 9,93" 725,17 15,50 0,78" 108221,48™ 0,008  0,010° 1,349
Doses de Nid/NA 7 0,28™  0,06™ 110,99 24,71™ 3,42™ 0,53° 124646,82™ 0,000™ 0,004° 0,281"
Doses de Nid/Ur 7 0,11™ 0,02™ 83,26 49,21™ 1,71™ 0,18™ 198047,57™ 0,001™ 0,011 0,229"
Residuo 60 0,95 0,07 0,92 27,03 2,47 0,30 108133,19 0,0005 0,003 0,274
CV (%) 20,99 7,21 18,03 10,65 11,17 12,37 54,76 9,56 7,16 19,72

ns, o, ¥ ** ** n3o significativo e significativo a 10,5, 1 e 0,1 %, respectivamente.

Quadro 2A — Analise de variancia da atividade de urease de acordo com as fontes de variagao.

F.V G.L QM
Blocos 3 1743,49"
Fontes de N 1 115,54™
Doses de Nid/NA 5 1782,29"
Doses de Nid/Ur 5 2175,33"
Residuo 33 197,26
CV (%) 21,76

ns, ¥** ndo significativo e significativo a 0,1 %, respectivamente.



Quadro 3A — Atividade de urease em MF (matéria fresca) de folhas de plantas de
alface que receberam diferentes fontes de N e diferentes doses de Ni..

Dose de Ni NA Ur
mg/dm® ... ukat/kg de MF........
0 0,36 a 0,34 a
2 1,05b 1,22 b
4 1,12b 1,18 b
8 1,25 b 1,10 b
16 1,20 b 1,34 b
32 1,32 b 1,42 b

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

¢NA Y=y=612,09
oUr y=Vy=58883
1200,00
1000,00 o
[ 4
< 800,00 - .
= L4 o o
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kS ui) o .
o * . g
o o
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0 4 8 12 16 20 24 28 32
Ni (mg/dm?)

Figura 1A — Equacgdes dos teores de Fe na parte aérea de plantas de alface em fungao
das doses de Ni aplicadas no solo com diferentes fontes de N (NA ou Ur)
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Quadro 4A: Matéria seca e teores de N total, Mg, Ca e K em plantas de alface
adubadas com doses crescentes de Ni e diferentes fontes de N.

Fonte N Dose Ni MS N total Mg Ca K

mg/dm® O e, (o 7L (e IO
NA 0 4,75 36,83 2,54 7,75 29,78
NA 2 4,78 36,12 2,39 7,28 23,04
NA 4 5,12 37,03 2,49 7,20 27,50
NA 8 4,94 35,56 2,53 7,57 23,03
NA 12 5,20 34,88 2,50 7,17 24,14
NA 16 4,99 37,63 2,52 7,44 25,59
NA 24 5,50 34,88 2,54 7,64 25,35
NA 32 5,29 34,80 2,46 8,04 23,60
Ur 0 4,17 39,87 2,26 7,25 26,32
Ur 2 4,15 40,43 2,22 7,16 28,31
Ur 4 4,06 38,99 2,01 6,40 26,49
Ur 8 4,47 40,03 2,30 7,29 24,47
Ur 12 4,14 40,59 2,29 6,99 28,83
Ur 16 4,20 39,51 2,44 7,60 27,23
Ur 24 4,10 40,03 2,45 7,89 30,39
Ur 32 4,32 39,11 2,40 7,68 30,74

Quadro 5A: Teores de Mn, Zn, Cu, Fe, Ni e conteido de Ni em plantas de alface
adubadas com doses crescentes de Ni e diferentes fontes de N.

Fonte N Dose Ni Mn Zn Cu Fe Ni Ni
mg/dm® e, MA/KG. e pg/planta
NA 0 45,05 15,75 5,29 899,75 0,75 3,64
NA 2 44,41 14,61 4,45 496,59 1,28 6,97
NA 4 42,71 15,19 4,43 553,15 2,02 11,39
NA 8 44,24 13,97 4,36 463,64 3,93 19,51
NA 12 45,38 14,53 4,56 689,97 5,50 29,00
NA 16 49,07 14,54 4,58 772,83 7,16 35,85
NA 24 47,07 14,60 4,42 497,67 11,08 60,61
NA 32 48,56 12,94 4,22 523,14 13,67 74,61
Ur 0 46,34 12,78 4,18 554,35 0,19 0,90
Ur 2 51,16 14,20 4,12 373,23 1,20 4,96
Ur 4 49,08 13,84 4,14 436,40 2,05 7,57
Ur 8 51,32 13,92 4,47 546,10 3,54 16,28
Ur 12 54,61 14,26 4,63 993,79 517 21,46
Ur 16 56,08 13,42 4,35 439,23 6,24 25,71
Ur 24 54,00 13,89 4,55 675,51 9,59 39,36
Ur 32 52,06 12,78 4,30 692,05 11,75 50,83
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Quadro 6A: Atividade de urease em folhas de plantas de alface adubadas com doses

crescentes de Ni e com diferentes fontes de N.

Fonte N Dose de Ni (mg/dm?’) pkat/kg de MF
NA 0 0,36
NA 2 1,05
NA 4 1,12
NA 8 1,26
NA 16 1,20
NA 32 1,32
Ur 0 0,34
Ur 2 1,22
Ur 4 1,18
Ur 8 1,10
Ur 16 1,34
Ur 32 1,42

Quadro 7A: Teores de Ni recuperados pelos extratores Mehlich-3 e DTPA apos o
plantio de alface em solo adubado com doses crescentes de Ni e diferentes fontes de

N.

Fonte N Dose Ni Ni (M-3) Ni (DTPA)

mg/dm® e, mg/dm®......oooieenn
NA 0 0,00 0,00
NA 2 0,78 0,49
NA 4 1,17 0,76
NA 8 3,17 1,83
NA 12 5,19 2,73
NA 16 6,01 3,51
NA 24 8,73 5,46
NA 32 11,57 6,95
Ur 0 0,00 0,00
Ur 2 0,33 0,34
Ur 4 1,36 0,79
Ur 8 2,28 1,30
Ur 12 417 2,19
Ur 16 5,04 2,55
Ur 24 8,10 4,26
Ur 32 11,06 5,84
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