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CAPITULO 1
EFEITOS DA APLICACAO FOLIAR DE NIQUEL EM PLANTAS DE MILHO

RESUMO: O niquel (Ni) é considerado um micronutriente e possui uma estreita faixa
entre a quantidade para atender a exigéncia nutricional da planta e a que podera causar
toxicidade. O manejo da adubacdo de Ni precisa ser adequado, pois 0 excesso desse
micronutriente pode provocar sintomas de toxicidade, prejudicando o desenvolvimento
da planta. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacéo foliar de doses de
Ni em plantas de milho, para verificar se o Ni aplicado promove ganhos nas trocas gasosas
e produtividade de grdos, devido a melhoria na nutricdo, bioquimica e fisiologia das
plantas. O delineamento utilizado foi em blocos casualizados (DBC) com 5 doses de Ni:
0; 20; 40; 80 e 160 g ha* de Ni via foliar (divididos em duas aplicagdes), com 4 repeticoes,
totalizando 20 parcelas. Foram feitas as analises de pigmentos fotossintetizantes e trocas
gasosas. As variaveis fisioldgicas avaliadas foram: fotossintese, concentracao interna de
CO», condutancia estomatica, eficiéncia instantanea no uso da &gua, e a eficiéncia
instantanea na carboxilagdo. Além da analise de teor de Ni na folha e no gréo e a
produtividade de grdos. Todas as avaliacbes foram realizadas no mesmo estadio
fenologico VT (pendoamento), na primeira folha completamente desenvolvida com
bainha visivel. Por meio da analise de regressdo, os dados foram ajustados ao modelo
quadratico e linear com o incremento das doses de Ni. Diante disso, a aplicagdo foliar de
Ni € uma alternativa para a nutricio do milho. A dose de 80 g ha* de Ni (dividida em
duas aplicacdes) foi a que mais contribuiu para o desenvolvimento da cultura do milho,
uma vez que a aplicacdo de Ni via foliar favoreceu os teores de clorofila total,
carotenoides, fotossintese, eficiéncia instantanea no uso da agua, e eficiéncia instantanea
na carboxilacdo. Os teores de Ni diferiram nas partes da planta e foram maiores nas folhas.
A dose de 160 g ha® de Ni ocasionou declinio nas variaveis fisioldgicas, pigmentos
fotossintetizantes, A, ICE, WUE e aumentou os teores da Ci. A produtividade do milho
ndo aumentou em resposta a aplicacdo foliar de Ni.

Palavras-chave: concentracdo interna de CO,. fotossintese. micronutriente. pigmentos
fotossintetizantes. Zea Mays.



CHAPTER 1
EFFECTS OF NICKEL FOLIAR APPLICATION ON CORN PLANTS

ABSTRACT: Nickel (Ni) is considered a micronutrient and has a narrow range between
the amount to meet the nutritional requirement of the plant and that which may cause
toxicity. The handling of Ni fertilization needs to be adequate, as the excess of this
micronutrient can cause symptoms of toxicity, impairing the development of the plant.
This study aimed to evaluate the effect of foliar application of Ni doses on maize plants,
to verify whether the applied Ni promotes gains in gas exchange and grain yield, due to
the improvement in plant nutrition, biochemistry and physiology. The design used was in
randomized blocks (DBC) with 5 doses of Ni: 0; 20; 40; 80 and 160 g ha-1 of Ni via foliar
application (divided into two applications), with 4 replications, totaling 20 plots.
Analyzes of photosynthetic pigments and gas exchange were performed. The
physiological variables evaluated were: photosynthesis, internal CO2 concentration,
stomatal conductance, instantaneous efficiency in water use, and instantaneous efficiency
in carboxylation. In addition to the analysis of Ni content in the leaf and grain and grain
yield. All evaluations were carried out at the same VT phenological stage (pinning), on
the first completely developed leaf with a visible sheath. By means of regression analysis,
the data were adjusted to the quadratic and linear model with the increment of Ni doses.
In view of this, foliar application of Ni is an alternative for maize nutrition. The dose of
80 g ha-1 of Ni was the one that most contributed to the development of the corn crop,
since the application of Ni via the leaves favored the levels of total chlorophyll,
carotenoids, photosynthesis, instantaneous efficiency in water use, and instantaneous
efficiency in carboxylation. Ni contents differed in plant parts and were higher in leaves.
The dose of 160 g ha-1 of Ni caused a decline in the physiological variables,
photosynthetic pigments, A, ICE, WUE and increased Ci contents. Corn yield did not
increase in response to Ni foliar application.

Keywords: internal concentration of COz. photosynthesis. micronutrient. photosynthetic
pigments. Zea Mays.



INTRODUCAO

O niquel (Ni) é um metal pesado, em termos nutricionais foi o Ultimo elemento
considerado essencial, (Gonzalez, 2016), e foi inserido na legislacdo brasileira de
fertilizantes (MAPA, 2013). A aplicacdo via foliar fornece micronutrientes para a planta
de maneira rapida e eficaz. Os estudos a respeito de sua exigéncia pelas culturas em
condigdes de campo e forma de utilizagdo na agricultura se encontra em fase inicial, sendo
o sulfato de Ni (NiSO4.6H>0) uma das fontes mais utilizadas. A aplicacdo de Ni via foliar
é uma das formas mais comuns de adubagdo com esse nutriente (LEVY, 2013).

O Ni estd envolvido com o metabolismo do nitrogénio nas plantas, capaz de
aumentar a produtividade das culturas (POLACCO et al., 2013; RODAK, 2014). O Ni
melhora a atividade fotossintética e o transporte de elétrons em cloroplastos em plantas
de milho (DRAZKIEWICZ; BASZYNSKI, 2010). Sua importancia na nutricdo mineral
de plantas foi estabelecida por sua principal funcdo estar relacionada a metaloenzima
urease, composta por dois fons (Ni?*) em seu sitio ativo, responsavel por catalisar a
hidrélise de ureia em amdnia (NHs) e didxido de carbono (CO2) (ZHANG et al., 2020).
Permitindo aos organismos o uso de ureia gerada interna e externamente como fonte de
Nitrogénio (N).

A deficiéncia de Ni afeta a acdo da urease, que ocasiona o acimulo de ureia,
causando manchas necréticas nas pontas das folhas. Dessa forma, o Ni em concentracdes
adequadas nas folhas aprimora a hidrolise de ureia, promovendo aumento do teor de
clorofila e da taxa de fotossintética (KUMAR et al., 2018). Enquanto doses superiores
tendem a diminuir a fotossintese e, consequentemente, declinio de pigmentos
fotossintéticos, uma vez que o excesso deste micronutriente causa efeitos nocivos em
processos bioquimicos/fisiologicos das plantas (SHAHZAD et al., 2018).

A toxicidade de Ni diminui os teores de clorofila total e as varidveis de trocas
gasosas em plantas de milho (Rehman et al., 2016), incluindo inibicdo enzimatica,
funcionamento dos estbmatos, transporte fotossintético de elétrons e degradacdo de
moléculas de clorofila, consequentemente reduzindo a fotossintese e o rendimento
bioldgico das plantas (YUSUF et al., 2011).

Ainda sdo escassos os trabalhos sobre doses com esse micronutriente e a
recomendacdo do uso de Ni para a cultura do milho. Mesmo gerando beneficios as
culturas, o manejo da adubacdo de Ni precisa ser adequado, pois 0 excesso desse
micronutriente pode provocar sintomas de toxicidade, prejudicando o desenvolvimento

da planta.
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Diante do exposto, buscou-se testar a hipdtese que a aplicacdo de Ni em
concentracdo adequada promove incremento das trocas gasosas e da produtividade em
plantas de milho, enquanto nas maiores doses ocasiona toxicidade, o que poderia
comprometer as variaveis fisiologicas e a produtividade de graos. Este estudo teve como
objetivo avaliar o efeito da aplicacdo foliar de doses de Ni em plantas de milho, para
verificar se 0 Ni aplicado promove ganhos nas trocas gasosas e produtividade de gréos,
devido & melhoria na nutricéo, bioquimica e fisiologia das plantas.

MATERIAL E METODOS

Localizacdo da area experimental e caracterizagdo climatica

O experimento foi conduzido na area experimental da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS), Campus Chapadédo do Sul, com coordenadas geograficas
de 18°46°16” S de latitude, 52°37°22” O de longitude e com altitude média de 820 metros,
na segunda safra de 2022 com a cultura do milho.

De acordo com a classificacdo de Képpen, o clima predominante na regido é do tipo
tropical tmido (AW), com estagdo chuvosa no verdo e seca no inverno. As informagdes
climéticas, referentes as meédias de temperaturas maximas, minimas e precipitacao
pluviométrica durante todo periodo experimental estdo demonstradas na Figura 1.
Durante o experimento, a temperatura média foi de 16,14 °C. A precipitacdo minima foi
de 4,0 mm e a maxima de 40 mm com total de 370,5 mm distribuidos em 22 dias de
chuvas (Figura 1), quantidade inferior & necessaria para o adequado desenvolvimento das
plantas de milho, pois a exigéncia hidrica dessa cultura varia entre 380 a 550 mm
(ALBUQUERQUE, 2010).
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Figura 1. Valores de precipitagdo pluvial (mm) e temperaturas (°C) médias mensais durante o periodo de
conducdo do experimento na safra de 2022 para cultura do milho. Chapadao do Sul, MS. Fonte: INMET
(2022).

Solo da area experimental e caracteristicas quimicas

Antes da instalacdo do experimento, foi realizada a amostragem do solo na camada
de 0 a 0,2 m de profundidade. Para tanto utilizou-se trado holandés, coletou-se 12
amostras simples em pontos aleatorios da area experimental. Em seguida, procedeu-se a
analise quimica para fins de fertilidade e granulométricas (areia, silte e argila), conforme
metodologia descrita por Raij et al. (2001) e Donagema et al. (2011), respectivamente.
Para a analise de granulometria, os resultados foram: 465, 50 e 485 g kg™ de argila, silte
e areia, respectivamente, logo um solo com textura argila arenosa. Que ja havia sido
classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico por (SANTOS et al., 2018).

Os dados obtidos na analise quimica apresentaram os seguintes resultados: pH
CaCl,=5,1; Al= 0,07 cmolcdm. Macronutrientes: Ca= 4,30 cmolcdm; Mg= 1,00 cmolc
dm3; K=0,31 cmol.dm™3; P (mel)= 39,6 mg dm™; S= 14,2 mg dm. Micronutrientes: B=
0,28 mg dm; Cu= 1,4 mg dm=3, Fe= 53 mg dm™, Mn= 14,9 mg dm=, Zn= 4,8 mg dm?;
Matéria Organica (M.O) = 31,9 g dm; C.0.= 18,5 g dm™; capacidade de troca catinica
(CTC) = 11,7 cmol.dm3; Saturagéo por bases= 47,9%. Relaco entre bases: Ca/Mg= 4,3;
Ca/K=13,9; Mg/K= 3,2. O teor de Ni no solo foi baixo: < 1,0 mg kg pelo método EPA
3050B e < 0,2 mg kg em Mehlich-1, (RODAK et al., 2015).

Tratamentos e delineamento experimental
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O delineamento utilizado foi em blocos casualizados (DBC) com 5 doses de Ni: 0;
20; 40; 80 e 160 g ha* de Ni (divididas em duas aplicacGes), com 4 repeticdes, totalizando
20 parcelas. As parcelas foram compostas por 6 linhas de 6 m de comprimento, espacadas
de 0,50 m entre si, sendo a area Util constituida pelas quatro linhas centrais com 6 m de

comprimento, descartando 1,0 m de cada lado nas bordaduras.

Instalacdo do experimento e aplicagdo dos tratamentos

O hibrido utilizado foi 0 P3858PWU de ciclo precoce, recomendado para a regiao
centro oeste, no verdo e na segunda safra, por possuir excelente potencial com estabilidade
e qualidade de colmo e raiz, stay green acentuado, boa sanidade foliar, ciclo precoce com
finalidade de grédo, recomendado tolerante as principais doencas do milho. A semeadura
foi realizada em 24 de fevereiro de 2022., e as sementes foram tratadas fungicida
Ipconazol 450 g/L ou 45% (doses de 0,056 ml ha™* por kg de sementes) e, Fludioxonil 25
g/L - Metalaxil-M 10 g/L (doses de 1,5 ml ha™* por kg de sementes) e; com os inseticidas
Deltametrina 25 g/L (doses de 0,08 ml kg por kg de sementes) e, Pirimifos-metilico 500
g L (doses de 0,016 ml ha por kg de sementes), a fim de garantir protecdo contra o
ataque de pragas e fungos de solo.

Foram aplicados 500 kg ha™* do formulado 08-28-16 (N, P, K) no sulco do plantio
+ 2 kg ha de Boro (bdrax 15%) a lanco em area total apds o plantio. Foram realizadas
duas adubacgbes de cobertura, uma no estadio fenoldgico V4 e outra em V6, utilizando
ureia como fonte de nitrogénio e como fonte de potassio o Cloreto de potassio (KCI). Em
V4 e V6 foram aplicados 90 kg ha™ de N e 45 kg de K20 por ha*, conforme recomendado
por Souza e Lobato (2004). Ainda em V4 foram aplicados via foliar, solugcdo de 0,5% de
sulfato de Zn e sulfato de Mn, com volume de calda de 300 L hal. Apds a primeira
adubacdo nitrogenada de cobertura, foi aplicada Mo via foliar, para tanto utilizou-se 100
ml ha! da fonte (Molibdato de sodio 15,5 % de Mo), em 100 L de d4gua como volume de
calda.

Como fonte de Ni foi utilizado sulfato de Ni (NiSO4(H20) ) via foliar 5 dias ap6s
cada adubacéo nitrogenada de cobertura, sendo assim, cada dose de Ni foi dividida em
duas aplicagdes, metade em no estadio fenologico V4 e a outra metade em V6. Para tanto,
utilizou-se pulverizador costal com cilindro de aluminio com capacidade para 2 kg de
COo, regulador de pressdo, mandémetro, de 0 a 100 psi, valvula de seguranga e uma barra

de aplicagdo com 4 bicos, calibrado para uma vazio de 150 L ha™?, utilizando uma pressio
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de 2,5 bar e pontas TT160-110025 Teelet®. Foi adicionado 1 ml/L de 6leo vegetal em
todas as aplicagoes.

Manejo fitossanitario e de plantas daninhas

As aplicacOes foram feitas nos estadios fenoldgicos V4 com o herbicida Glifosato
(588 g L™); V4 e V8 com o inseticida Tiametoxam (141 g L), Lambda-Cialotrina (106
g L™); e V6 com o inseticida Metomil (215 g L™). Além disso, foram aplicados 300 ml
ha! dos fungicidas Azoxistrobina (200 g L), Ciproconazol (80 g L) 40 dias apds o
plantio; 500 ml ha* dos fungicidas Azoxistrobina/Flutriafol (125 g L) 60 dias apds o

plantio.

Analise de pigmentos fotossintetizantes

A partir da amostragem de 6 folhas por parcela foram determinados os teores de
clorofila a + b, e carotenoides. Os teores dos pigmentos foram determinados a partir da
retirada de 0,04 g de amostra fresca das folhas; em seguida, foram adicionados em tubos
de ensaio com 5 mL de acetona (80%) para extracdo de pigmentos fotossintéticos, e
permaneceram resfriadas por cerca de uma semana. Logo apds, os extratos foram
mensurados através de espectrofotobmetro (modeloTU-1810) de acordo com a
metodologia de Lichtenthaler (1987). Todas as avaliacdes fisioldgicas foram realizadas
no mesmo estadio fenoldgico VT (pendoamento), na primeira folha completamente

desenvolvida com bainha visivel.

Trocas gasosas

Foram realizadas as analises de trocas gasosas através do equipamento portatil de
fotossintese (Infrared Gas Analyzer - IRGA), modelo Li6400XT (LiCor Inc., Lincoln,
Nebraska, USA) com fluxo de fotons fotossinteticamente ativos de 1200 pmol m2 s™ e
concentragido de CO, ambiente de (400 + 10 mol m2 s?). As variaveis fisioldgicas
avaliadas foram: fotossintese (A, pmol CO, m s?), concentragdo interna de CO; (Ci,
umol CO2 mol™), transpiracdo (E, mmol H,O m? s) e condutancia estomatica (gs, mol
H20 m s1). De posse destes dados, foram quantificadas a eficiéncia no uso de agua
(WUE) (A/E) [(umol m? s?) (mmol H.0 m? s) ] e a eficiéncia instantanea da

carboxilagdo (ICE) (A/Ci) [(umol m? st) (umol mol™®) 2.

Diagnose foliar
Foram coletadas a primeira folha oposta a base da espiga principal de cada planta,

no momento do florescimento pleno. As folhas foram lavadas em agua corrente com
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solucéo detergente neutro a 0,1%, solucdo de HCI a 0,3% e agua deionizada (PRADO,
2021). As folhas foram secas em estufa de circulacdo forcada de ar (65 + 5 ° C) até o peso
constante, sendo obtida a matéria seca das folhas de milho. Para determinagdo de Ni na

folha, seguiu-se a metodologia proposta por (SILVA, 2009).

Colheita e avaliagdo da produtividade

No final do ciclo do milho, foi realizada a avaliacdo de produtividade de gréos por
meio da colheita e trilha da &rea Gtil de cada parcela. Para calcular a produtividade ap6s
a trilha, o teor de umidade dos grdos foi corrigido para 13%, efetuando também os

descontos das impurezas, sendo o resultado expresso em kg ha™.

Anélise nutricional no grao

Os gréos foram coletados apds a medicdo da produtividade por parcela. Os gréos
foram secos em estufa de circulacéo forcada de ar (65 £ 5 ° C) até o peso constante, sendo
obtida a matéria seca dos graos de milho. Para determinacéo de Ni no gréo, seguiu-se a
metodologia proposta por (SILVA, 2009).

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a verificacdo da normalidade dos dados (Teste W de
Shapiro-Wilk), e a analise de variancia (ANOVA). As variaveis significativas submetidas
aregressdo em nivel de 0,05% de probabilidade e plotando os gréaficos. Realizou-se ainda,
a analise de variaveis canfnicas para identificar a associacdo entre os tratamentos e as

variaveis avaliadas.

RESULTADOS

Os resultados para as variaveis: clorofila total, carotenoides, fotossintese,
concentragdo interna de COy, eficiéncia no uso de &gua, eficiéncia instantanea da
carboxilacdo, teor de Ni na folha, e teor de Ni no grdo em plantas de milho foram
significativos, enquanto para a produtividade ndo foi significativa. (Tabela 1).
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Tabela 1. Teor de clorofila total (Ca+b), carotenoides (Cx.c), fotossintese (A),
concentragdo interna de CO2 (Ci), eficiéncia no uso de &gua (WUE), eficiéncia instantanea
da carboxilacdo (ICE), teor de Ni na folha (Ni folha), produtividade (PROD) e teor de Ni
no gréo (Ni grdo), em plantas de milho.

FV Gl Ca+b Cx.x A Ci WUE
Tratamento 4 13,7610* 5,9306* 19,2314* 10,3863* 38,196*
Residuo 12

CV (%) 15 13,64 8,79 9,67 4,55
FV Gl ICE Ni Folha PROD Ni gréo -
Tratamento 4 38,433* 13,7180*  2,33664" 67,651* -
Residuo 12

CV (%) 10,97 24,86 11,39 24,86 -

", ndo significativo, *, significativo a 0,05% de probabilidade, pelo teste F. FV, fontes de variacdo, CV,
coeficiente de variagdo, GL, grau de liberdade do residuo.

Pigmentos fotossintetizantes

Por meio da analise de regressdo, os dados foram ajustados ao modelo quadratico
com o incremento das doses de Ni. Para a clorofila total (mg g** MF) e carotenoides (mg
g! MF), a presenca de Ni influenciou significativamente, com aumento de Ca+b até o
ponto de maximo na dose 91,75 g ha® de Ni, aumento de até 98,26% em relagio ao
controle (Figura 2a). Os carotenoides aumentaram até o ponto de méaximo na dose 75,00

g ha' de Ni, e aumento de até 40,20% em relacdo ao controle (Figura 2b).

- a . b)
E 3,10 - . ? 0.60 /’\
Z B0 . .

502 40 - o 0.40

& 2]

) . e i

= 170 , ¢ 0.20

% 3

o 1,{]{] T T T 1 DGG T T T 1

0 20 40 80 160 0 20 40 20 160
Doses de Ni (g ha'l) Doses de Ni(g ha'l)
Y =-0,0002x? + 0,0367x + 1,4301 Y = -3E-05x? + 0,0045x + 0,3982
R2=0, 94 R2 = 0,84

Figura 2. Contetdo de clorofila (Ca+b) (a) e Carotenoides (Cx+c) (a) de plantas de milho cultivadas sob
doses de Ni.

Trocas gasosas

A fotossintese liquida (A) (umol CO, m? s) aumentou até o ponto de maximo na
dose 84,10 g ha'* de Ni, que cresceu em até 46,11% em relagio ao efeito controle (Figura
3a). Enquanto a concentracgéo interna de CO; (Ci) (umol CO, mol?) apresentou declinio

até ao ponto de minimo na dose 61,56 g ha* de Ni, (Figura 3b). Enquanto na presente
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pesquisa a transpiracao e a condutancia estomatica nao apresentaram ajuste de modelo de
regressao.

A eficiéncia instantanea na carboxilagio (ICE) (umol CO2 m?2s™) aumentou até o
ponto de maximo na dose de 82,50 g ha™* de Ni, acréscimo de até 86,49% em relagio ao
controle (Figura 3c). A eficiéncia instantanea do uso da agua (WUE) (umol CO2/mmol
H,0) aumentou até o ponto de maximo na dose 85,50 g ha™* de Ni, com incremento de

até 39,48% em relacdo ao efeito controle nas plantas de milho (Figura 3d).
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= 0 2040 80 160 = 0 2040 80 160
< Doses de Ni (g ha'l) © Doses de Ni (g ha'l)
Y =-0,0015%? + 0,2523x + 21,373 Y =-0,0056x? + 0,6895x + 149,07
R2=0,74 R?=0,89
0.30 - . C) g 10.00 - d)
r—{.a; ':_J:ED ] ! --élf;\ ?_{]{] _./'_/_/—.\
~1 . )
S 1 Els
g0 4.00 -
._9: 0.10 - S
3 L
o ) 1.00 T T T 1
[N} GUU T T T ] = ) .
Q 0 20 40 80 160 0 EGDJ‘{’ . 81?1'- . 160
Doses de Ni (g ha') oses de Ni (g ha™)
Y = -2E-05x2 + 0,0033x + 0,1299 Y =-0,0003x* + 0,0511 + 5,4548
R2 = 0,87 R?=0,98

Figura 3. Fotossintese (A) (a), Concentracdo interna de CO (Ci) (b), Eficiéncia instantnea na carboxilagdo
(Ig:E) (c), e Eficiéncia instantanea no uso da dgua (WUE) (d) de plantas de milho cultivadas sob doses de
. Teor de Ni na folha e no gréo

Por meio da analise de regressao, os dados foram ajustados ao modelo linear com
o incremento das doses de Ni. Para o teor de Ni na folha (Figura 4a) foi possivel observar
que o fornecimento de 160 g ha™ de Ni foliar aumentou o teor de Ni foliar, que passou de
1,02 para 3,35 mg kg™. Enquanto o teor de Ni nos gréos foi de 1,17 para 1,38 mg/kg,

respectivamente (Figura 4b).
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Eli.gura 4. Teor de Ni nas folhas (a) e teor de Ni no gréo (b) de plantas de milho cultivadas sob doses de
l.

Com base nos resultados obtidos para analise de variaveis candnicas dos caracteres
fisiologicos e de produtividade (Figura 5), a aplicacdo foliar de Ni resultou efeitos
expressivos para 0s aspectos fisiologicos nas plantas de milho. A varidvel ICE obteve as
melhores respostas na dose de Ni de 80 g ha'l, sequidas das variaveis fisioldgicas A, WUE,
Catb e Cx+c. A produtividade de gréos apresentou melhor resultado na dose de 20 e 40
g hat. Por outro lado, é possivel verificar distanciamento da Ci, teor de Ni na folha e no
grdo, respectivamente, no que se refere a essas variaveis e as doses supracitadas, uma vez
que estdo mais relacionadas com a dose de Ni de 160 g ha?, que ocasionou em um

aumento expressivo no teor de Ni na folha e no gréo.
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Figura 5. Analise de varidveis candnicas para as varidveis clorofila (Ca+b), carotenoides (Cx+c),
fotossintese (A), concentragdo interna de dioxido de CO-, (Ci), eficiéncia instantanea na carboxilagdo (ICE),
eficiéncia instantanea na carboxilacdo (WUE), teor de Niquel na folha (Ni folha), produtividade (PROD),
e teor de Niquel no gréo (Ni grdo) em plantas de milho.

22



DISCUSSAO

Conforme relatado neste estudo, os teores de clorofila total foram reduzidos
gradualmente ap6s o ponto de maximo com o aumento na concentragdo de Ni nas plantas
de milho, uma vez que taxas mais elevadas de Ni podem ocasionar estresse nas plantas;
diminuindo os pigmentos fotossintetizantes e caracteristicas de trocas gasosas sob
toxicidade de Ni em milho (REHMAN et al., 2016). A toxicidade do Ni diminuiu
significativamente o conteudo total de clorofila e as caracteristicas de trocas gasosas em
plantas de milho (REHMAN et al., 2016).

Os resultados de pigmentos fotossintetizantes do presente estudo concordam com
o relatado por Barcelos et al. (2017), Freitas et al. (2019) Kamran et al. (2016) e Rizwan
et al. (2017). Portanto, 0 aumento dos pigmentos fotossintéticos é essencial para o
processo de fotossintese, fixagdo do CO; e producéo de carboidratos (HALL; RAO, 1980;
SUN et al., 1998).

Os carotenoides possuem funcdo no complexo de captagéo de luz e na fotoprotegéo
dos fotossistemas, a concentracdo deste pigmento é benéfica para invalidar os danos
oxidativos ocasionados pelo excesso de luz (ZEESHAN et al., 2020). Dessa forma, o
maior teor desse pigmento beneficia a eliminacdo do dano oxidativo causado por metais
pesados, por outro lado, 0 aumento desses pigmentos nas plantas de milho pode ser
considerado como um mecanismo de regulacdo fisiolégica entre sua captacdo para
fotossintese que acabou sendo aumentada e a dissipacdo do excesso de energia de
excitacdo e, portanto, um mecanismo de fotoprotecao.

Os resultados obtidos indicam que as plantas de milho apresentam as maiores taxas
de fotossintese na dose de 84,10 g ha de Ni. O significativo resultado de Ni sob a cultura
do milho, infere forte evidéncia de uma maior atividade metabdlica, e aumento nos teores
de clorofila; que sdo pigmentos que estdo diretamente relacionadas com o aumento da
eficiéncia fotossintética das plantas. Contudo observou-se que doses superiores ao ponto
de méximo ocasionaram declinio nesta variavel.

O Ni tem agdo sobre enzimas que participam da rota fotossintética a exemplo das
enzimas Rubisco e Aldolases (Sheorant et al., 1990), a Rubisco é responsavel pela
carboxilacdo da molécula de dioxido de carbono durante a fotossintese em plantas, e €
considerada uma das enzimas mais importantes nesse processo, pois é responsavel pela
fixacdo do carbono atmosférico e, consequentemente, pela producdo de carboidratos.

Portanto, o niquel pode afetar a eficiéncia da carboxilacéo e consequentemente producao
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de carboidratos em plantas, que por sua vez pode ter um impacto significativo na
produtividade e na sustentabilidade agricola.

No presente estudo, foi observado que as doses de Ni aplicadas sob as plantas de
milho ndo apresentaram ajuste para os modelos de regressdo para a transpiracdo e a
condutancia estomatica. O Ni ndo causa efeito sob a abertura estomatica (Papazoglou et
al., 2007), e acumula nas células subsidiarias, sem modificacdes nas células guardas como
observado em folhas de Thlaspi montanum, uma planta hiperacumuladora deste
micronutriente (HEATH e PACKER ,1968). O suprimento de Ni até a dose de 80 g hat
ocasionou menores valores de Ci, isso pode estar associado ao aumento da taxa
fotossintética com a aplicaco das doses até 80 g ha™ de Ni, conforme observado na figura
3a, contudo, na maior dose de Ni foi observada queda na fotossintese e consequentemente
aumento da Ci.

A relacdo entre a fotossintese e a transpiracdo € dita como eficiéncia instantanea no
uso da agua (WUE), que expressam os valores adquiridos da quantidade de carbono que
a planta fixa por cada unidade de H>O que libera por meio dos estdomatos (JAIMEZ et al.,
2005). A compreensdo da WUE ¢ eficaz para aliviar o estresse as culturas no campo em
condicdes de seca onde a agua é um fator limitante (Figura 1). Neste sentido, 0s
decréscimos observados na WUE ap6s 0 ponto de maximo na dose 85,50 g ha'* de Ni, s&o
reflexos dos aumentos observados na concentracao interna de CO- (Ci) e na transpiracao
das plantas de milho. A eficiéncia do uso da &gua em plantas é influenciada por uma série
de fatores, incluindo a capacidade das plantas para regular a abertura e fechamento dos
estOmatos, a taxa de transpiracdo, a absorcdo e transporte de nutrientes, entre outros
(VIEIRA et al, 2010).

O aumento verificado na ICE, no presente trabalho, deve-se, sobretudo, aos ganhos
na taxa de assimilagdo de CO», uma vez que, a eficiéncia instantanea da carboxilagédo
(ICE) esta intimamente relacionada com a concentragdo intracelular de CO2 e com a taxa
de assimilacdo de CO, (MACHADO et al., 2005).

Com o fornecimento de Ni via foliar verificamos maior concentragcdo de Ni nas
folhas, com teor de 1,02 a 3,35 mg/kg de matéria seca, e no grdo de 0,17 a 1,38 mg/kg de
matéria seca. Os valores considerados toxicos para as plantas, sdo > 10 mg kg em
espécies sensiveis, > 50 mg kg * em espécies moderadamente tolerantes e > 1.000 mg
kg tem plantas hiperacumuladoras de Ni (SEREGIN e KOZHEVNIKOVA,
2006; CHEN et al., 2009 ; YUSUF et al., 2011).
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De modo geral, as concentracfes normais de Ni na matéria seca das plantas variam
de 0,05 a 10 mg/kg (YUSUF et al., 2011). E o teor de Ni foliar considerado adequado
para plantas cultivadas geralmente varia de 0,01 a 5 mg kg? (LIU et al., 2011). No
entanto, no presente estudo verificamos que plantas de milho, com teores de Ni foliar
acima de 1,80 mg/kg apresentaram prejuizos nas varidveis fisiologicas. Assim, 0s
resultados observados demonstram a necessidade de grande atengdo no uso desse
micronutriente em plantas de milho, a fim de, evitar doses muito elevadas que possam
culminar em toxicidade as plantas de milho.

Em relacéo aos teores de Ni nos graos, pode ser observado variacfes entre espécies
de plantas e até mesmo entre hibridos da mesma espécie. Essas variacOes estdo
relacionadas, principalmente, com as diferengas na absor¢éo, transporte e redistribuicdo
de Ni entre genotipos (REBAFKA; SCHULZ; MARSCHNER,1990). O acimulo ocorre
de modo diferencial entre os tecidos e ao longo do ciclo de vida das plantas, sendo maior
nos grdos e nas folhas (PALACIOS; MATAIX, 1999). Existem relatos na literatura de
teores de Ni de 0,22 a 0,34 mg kg? em grdos de milho cultivados em solo n&o
contaminados (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2001). Resultados esses que apoiam
Kabata-Pendias e Pendias (2011), no qual o teor de Ni em plantas alimenticias como gréos
apresentam teor em torno de 0,39 a 2,07 mg/kg.

Sabe-se que altos teores de Ni nos tecidos vegetais podem inibir a fotossintese e a
respiracdo (LEVY, 2013). Os sintomas de toxicidade de Ni podem ser relacionados a
lesbes nos tecidos, retardamento do crescimento e cloroses. O excesso desse
micronutriente nas folhas das plantas ocasiona alteragdo na concentracdo de pigmentos
fotossintéticos, que resulta em necrose e clorose foliar (Hassan, 2019), além de efeitos na
atividade mitética e enzimaticas (PACHECO, 2015). De acordo com nosso trabalho as
respostas das plantas de milho as diferentes condicdes de aplicacdo de Ni e na auséncia

de aplicagdo estéo evidenciadas no esquema abaixo (Figura 6).
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Figura 6. Esquema da comparacao dos tratamentos com aplicagdes de Ni e sem aplicacdo de Ni em plantas
de milho.

CONCLUSOES

A dose de 80 g ha! de Ni (dividida em duas aplicacdes) foi a que mais contribuiu
para o desenvolvimento da cultura do milho, uma vez que, a aplicacdo de Ni via foliar
favoreceu os teores de clorofila total, carotenoides, fotossintese, eficiéncia instantanea no
uso da agua, e eficiéncia instantanea na carboxilagéo.

A dose de 160 g ha de Ni ocasionou declinio nas variaveis fisioldgicas, pigmentos
fotossintetizantes, fotossintese, eficiéncia instantdnea no uso da agua, e eficiéncia
instantanea na carboxilacéo.

Os teores de Ni diferiram nas partes da planta e foram maiores nas folhas.

A produtividade do milho néo foi influenciada pela aplicacao foliar de Ni.
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CAPITULO 2
APLICACAO FOLIAR DE NIQUEL MODULA O METABOLISMO DO
NITROGENIO E DA FOTOSSINTESE E AUMENTA A PRODUTIVIDADE DO
MILHO

RESUMO: A biotecnologia dentro da nutricdo e fisiologia vegetal é importante para
entender os efeitos dos nutrientes no metabolismo vegetal. O nitrogénio (N) atua nos
processos fisioldgicos, sendo o nutriente mais absorvido pelo milho. Outro elemento que
tem sido foco de estudos € o niquel (Ni), componente da enzima urease, que catalisa a
hidrolise da ureia em aménia (NH3) e diéxido de carbono (CO.), exercendo também
outras fungdes bioquimicas e fisiologicas nas plantas. E importante testar a hipotese de
que a aplicacdo de Ni promove incremento na atividade da urease, na nutri¢cdo nitrogenada
e na fotossintese das plantas de milho, principalmente em condicdes de alta adubacéo
com N. O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito da aplicacdo foliar de
concentracdes crescentes de Ni em plantas de milho cultivadas sob diferentes condicdes
de adubacdo nitrogenada, para verificar se o Ni aplicado promove ganhos de
produtividade, devido a melhoria na nutricdo, bioquimica e fisiologia das plantas. O
experimento foi instalado na area experimental da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, Campus de Chapaddo do Sul, na safra 2021/2022, em blocos ao acaso, em
esquema fatorial 3x5, com trés condi¢bes de adubacdo nitrogenada de cobertura:
auséncia, dose recomendada (180 kg ha* de N) e excesso (360 kg ha de N) e 4 doses de
Niquel: 0; 20; 40; 80 e 160 mg de Ni ha?, aplicado via foliar (divididos em duas
aplicacdes) e trés repeticdes, totalizando 45 parcelas. As aplicacdes foliares de Ni foram
realizadas 5 dias apds a adubacdo nitrogenada, para as quais foi utilizado um pulverizador
de presséo de CO2. Apos a aplicagéo foliar de Ni, as caracteristicas fisioldgicas das trocas
gasosas foram analisadas por meio de um analisador de fotossintese portatil (Infrared Gas
Analyzer - IRGA). Posteriormente, foram medidos a clorofila total, o teor de
carotenoides, a atividade da urease, o teor foliar de N e Ni nas folhas e gréos e a
produtividade de grdos. Os resultados mostraram que a aplicacdo de Ni nas doses de 20
g ha e 40 g ha! de Ni associado a alta adubagdo nitrogenada proporcionou os melhores
resultados para as variaveis: fotossintese, clorofila total, carotenoides, produtividade e
teor de N nas folhas. A aplicacéo via foliar de 20 e 40 ha! de Ni combinada com altas
concentracdes de adubacdo nitrogenada proporcionou incrementos nas variaveis de teor
de N, clorofila total, carotenoides, fotossintese, e produtividade de grdos. Enquanto a
atividade da enzima urease apresentou a maxima atividade na dose de 80 g ha™ de Ni,
sob a dose recomendada de N.

Palavras-chave: Zea mays L, clorofila, micronutriente, urease.
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CHAPTER 2

FOLIAR APPLICATION OF NICKEL MODULATES NITROGEN AND
PHOTOSYNTHESIS METABOLISM AND INCREASES CORN
PRODUCTIVITY

ABSTRACT: Biotechnology within plant nutrition and physiology is important for
understanding the effects of nutrients on plant metabolism. Nitrogen (N) acts in
physiological processes, being the nutrient most absorbed by corn. Another element that
has been the focus of studies is nickel (Ni), a component of the urease enzyme, which
catalyzes the hydrolysis of urea into ammonia (NH3) and carbon dioxide (CO), also
performing other biochemical and physiological functions in plants. It is important to test
the hypothesis that Ni application promotes an increase in urease activity, nitrogen
nutrition and photosynthesis in maize plants, mainly under conditions of high N
fertilization. The objective of this experiment was to evaluate the effect of foliar
application of increasing concentrations of Ni in maize plants cultivated under different
conditions of nitrogen fertilization, to verify if the applied Ni promotes productivity gains,
due to the improvement in the nutrition, biochemistry and physiology of the plants. The
experiment was installed in the experimental area of the Federal University of Mato
Grosso do Sul, Campus of Chapadédo do Sul, in the 2021/2022 harvest, in randomized
blocks, in a 3x5 factorial scheme, with three conditions of nitrogen fertilization of
coverage: absence, dose recommended (180 kg ha* of N) and excess (360 kg ha* of N)
and 4 doses of Nickel: 0; 20; 40; 80 and 160 mg of Ni ha*, applied through the leaves
(divided into two applications) and three replicates, totaling 45 plots. Ni foliar
applications were performed 5 days after nitrogen fertilization, for which a CO; pressure
sprayer was used. After Ni foliar application, the physiological characteristics of gas
exchange were analyzed using a portable photosynthesis analyzer (Infrared Gas Analyzer
- IRGA). Subsequently, total chlorophyll, carotenoid content, urease activity, foliar N and
Ni content in leaves and grains, and grain yield were measured. The results showed that
the application of Ni at doses of 20 g ha* and 40 g ha* of Ni associated with high nitrogen
fertilization provided the best results for the variables: photosynthesis, total chlorophyll,
carotenoids, productivity and N content in the sheets. The foliar application of 20 and 40
hal of Ni combined with high concentrations of nitrogen fertilization provided
increments in the variables N content, total chlorophyll, carotenoids, photosynthesis, and
grain yield. While the activity of the urease enzyme showed the maximum activity at the
dose of 80 g ha* of Ni, under the recommended dose of N.

Keywords: Zea mays L. chlorophyll. micronutrient. urease.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é o segundo grdo mais exportado do pais (De Souza et al.,
2018), considerado o cereal mais importante e amplamente utilizado na alimentacdo
humana (Saboor et al., 2021), representando uma grande fonte econémica (IMADE;
BABALOLA, 2021). A nutricdo nitrogenada € essencial para o desenvolvimento da
cultura do milho, ndo obstante, para o melhor aproveitamento do nitrogénio (N), torna-se
necessario a adequada nutricdo com outros elementos, como o micronutriente niquel (Ni).

O Ni esta envolvido nas principais rotas de assimilacdo do N (Oliveira, 2009) como
também no processo de fixacdo biologica (RODAK et al., 2013). A deficiéncia de Ni
afeta 0 uso de N pelas plantas, ja que participa do processo de hidrdlise da ureia, o que
causa a reducdo do metabolismo do N e, consequentemente, o acimulo de ureia nos
tecidos (Bai et al., 2006), causando necroses foliares (RIGON et al., 2011). Além disso,
o Ni desempenha papel na assimilacdo do N pela planta, afetando tanto seu crescimento,
quanto caracteristicas bioquimicas/fisioldgicas (SILVA, 2016).

Devido sua importancia para o aproveitamento do N pelas plantas de milho,
desperta-se o interesse de elucidar a relacdo de niquel com o metabolismo do N. O N
exerce funcdo enzimatica, estrutural (aminoacidos, DNA e RNA), formacdo de
pigmentos, fotossintese, respiracdo, diferenciacdo celular e aumento da producdo de
massa de matéria seca (PRADO, 2021).

Diante do exposto, buscou-se testar a hipotese que a aplicacdo de Ni promove
incremento dos teores de N e da fotossintese das plantas de milho, sobretudo em
condigdes de alta adubacao nitrogenada. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito
da aplicacdo foliar de concentracgdes crescentes de Ni em plantas de milho cultivadas sob
diferentes condi¢bes de adubacdo nitrogenada, para verificar se o Ni aplicado promove
ganhos na produtividade, devido a melhoria na nutri¢cdo, bioquimica e fisiologia das

plantas.

MATERIAL E METODOS

Localizacdo da area experimental e caracterizagdo climatica

O experimento foi conduzido na &rea experimental da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS), Campus Chapaddo do Sul. Com coordenadas geogréaficas
de 18°46°16” S de latitude, 52°37°22” O de longitude e com altitude média de 820 metros,
na safra 2021/2022 com a cultura do milho em Latossolo Vermelho (textura média e

argilosa).
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De acordo com a classificacdo de Képpen, o clima predominante na regido é do tipo
tropical tmido (AW), com estacdo chuvosa no verdo e seca no inverno. As informacgdes
climéticas, referentes as medias de temperaturas maximas, minimas e precipitacao
pluviométrica durante todo periodo experimental estdo demonstradas na Figura 7.
Durante o experimento, a precipitacdo minima foi de 2,0 mm e a maxima de 105 mm com
total de 1289,5 mm distribuidos em 46 dias de chuvas (Figura 7), quantidade superior a
necessaria para o adequado desenvolvimento das plantas de milho, pois a exigéncia

hidrica dessa cultura varia entre 380 a 550 mm (Albuquerque, 2010).
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Figura 7. Valores de precipitagdo pluvial acumulada (mm) e temperaturas (°C) médias mensais durante o
periodo de condugdo do experimento na safra de 2021/2022 para cultura do milho. Chapadéao do Sul, MS.
Fonte: INMET (2022).

Solo da area experimental e caracteristicas quimicas

Antes da instalacdo do experimento, foi realizado amostragem do solo na camada
de 0 a 0,2 m de profundidade, para tanto utilizou-se trado holandés, coletou-se 12 pontos
aleatorios da area experimental. Em seguida, procedeu-se a analise quimica para fins de
fertilidade.

Os dados obtidos na analise quimica apresentaram os seguintes resultados: pH
CaCl,=5,1; Al= 0,07 cmolcdm. Macronutrientes: Ca= 4,30 cmolcdm; Mg= 1,00 cmolc
dm3; K=0,31 cmol.dm™3; P (mel)= 39,6 mg dm™3; S= 14,2 mg dm. Micronutrientes: B=
0,28 mg dm; Cu= 1,4 mg dm=3, Fe= 53 mg dm™, Mn= 14,9 mg dm=, Zn= 4,8 mg dm;
Matéria Organica (M.O) = 31,9 g dm; C.0.= 18,5 g dm™3; capacidade de troca catibnica
(CTC) = 11,7 cmol.dm3; Saturagéo por bases= 47,9%. Relacdo entre bases: Ca/Mg= 4,3;
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Ca/K=13,9; Mg/K= 3,2. O teor de Ni no solo foi baixo: < 1,0 mg kg™ pelo método EPA
3050B e < 0,2 mg kgt em Mehlich-1, (RODAK et al., 2015).

Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados (DBC), em esquema fatorial
3x5, sendo trés condi¢bes de adubacdo nitrogenada de cobertura (divididas em duas
aplicacdes): auséncia, dose recomendada (180 kg ha* de N) (Sousa; Lobato (2004)), o
excesso (360 kg ha de N) e 5 doses de Niquel: 0; 20; 40; 80 e 160 g ha™* de Ni (divididas
em duas aplicacdes), com 3 repeti¢Oes, totalizando 45 parcelas. As parcelas foram
compostas por 6 linhas de 6m de comprimento, espacadas de 0,50m entre si, sendo a area
atil constituida pelas quatro linhas centrais com 6 m de comprimento, descartando 1,0 m

de cada lado nas bordaduras.

Instalacdo do experimento e aplicagdo dos tratamentos

A cultivar utilizada foi a B2401PWU, de ciclo superprecoce, com a semeadura
realizada em 07 de outubro de 2021. As sementes foram tratadas com inseticida
(Clorantraniliprole 625g/L) + (Clotianidina 600g/L), com doses de 48 ml/60.000 e 70ml/
60.000, respectivamente, a fim de garantir protecdo contra o ataque de pragas e fungos de
solo. O hibrido apresenta alto potencial produtivo e 6timo desempenho no sequeiro;
sanidade foliar e de colmo, qualidade de raiz, porte e insercdo de espiga, e tolerancia ao
complexo de enfezamentos.

A adubacdo de cobertura foi dividida em duas aplicacdes, metade da dose no estadio
fenoldgico V4 e outra em V8, utilizou-se ureia como fonte de nitrogénio e cloreto de
potéssio (K) como fonte de K, respectivamente. As doses de nitrogénio foram conforme
os tratamentos: N1 (0 Kg ha'de N + 90 Kg ha* de K,0), N2 (180 Kg hade N + 90 Kg
ha! de K20) e N3 (360 Kg hade N + 90 Kg ha! K;0).

A aplicacdo de Ni seguiu conforme os tratamentos, utilizou-se como fonte de Ni o
sulfato de niquel hexahidratado NiSO4 (H20)s com aplicacéo via foliar, dividida em duas
aplicagdes, que ocorreu 5 dias apos cada adubacédo nitrogenada (estadio fenoldgico V4 e
V6), para tanto, utilizou-se pulverizador costal com cilindro de aluminio com capacidade
para 2 kg de CO», regulador de pressdo, manémetro, de 0 a 100 psi, valvula de seguranca
e uma barra de aplicagio com 4 bicos, calibrado para uma vazéo de 150 L ha™l, utilizando
uma pressdo de 2,5 bar e pontas TTI160-110025 Teelet®. Foi Adicionado 1 ml/L de

adjuvante em todas as aplicagoes.
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Além disso, foi aplicado a lango em érea total no plantio 2 Kg ha* de B, e em V4
foram aplicados via foliar uma solucdo de 0,5% de sulfato de Zn e sulfato de Mn, com
volume de calda de 300 L ha™.

Manejo fitossanitario

O manejo fitossanitario da cultura foi realizado de acordo com recomendacdes
técnicas. As aplicacGes foram feitas nos estadios fenologico: V4 com o herbicida
Glifosato (588 g L™?); V4 e V8 com o inseticida Tiametoxam (141 g L), Lambda-
Cialotrina (106 g L™); V6 com o inseticida Metomil (215 g L). Além disso, foram
aplicados 300 ml/ha* dos fungicidas Azoxistrobina (200 g L), Ciproconazol (80 g L™?)
40 dias apds o plantio; 500 mi/hat dos fungicidas Azoxistrobina/Flutriafol (125 g L) 60
dias apo6s o plantio.

Anélise nutricional

Foram coletadas a primeira folha oposta a base da espiga principal de cada planta,
no momento do florescimento pleno. As folhas foram lavadas em agua corrente com
solucdo detergente neutro a 0,1%, solucdo de HCI a 0,3% e agua deionizada (PRADO,
2021). Os materiais vegetais foram secos em estufa de circulacdo forcada de ar (65 £ 5 °
C) até o peso constante, sendo obtida a matéria seca das folhas de milho.

Para determinacdo de N o material foi moido e pesado (0,1 g) apds a secagem,
seguindo a técnica de titulacdo Kjeldahl, o material passou por digestdo (1), destilacdo
(2) e, titulagdo com acido sulfdrico (H2SOa) (3), assim foi determinado o teor de N em
extratos obtidos pela digestdo sulfirica. Para determinacdo de Ni na folha, seguiu-se a
metodologia proposta por (SILVA, 2009).

Atividade da urease

A atividade da urease in vivo foi determinada em funcéo da producéo de N-NHg,
de acordo com o0 método de McCullough (1967). Apos a coleta, 0,2 g de massa fresca de
folhas foram adicionados 5 mL do tampdo fosfato de potassio com ureia pH 7,5 e mantido
por 3h em banho-maria a 30 °C com agitacdo para extracdo. Para solucdo tampéo de
fosfato com ureia pH 7,5 foi utilizado 1,4 g NaH2PO, para 50 mL de agua, e 18 g de
NaoHPOs em 250 mL de &gua para posterior mistura de 38 mL com 202 mL,
respectivamente. Acrescentando 25 mL de n-propanol, 6,5 g de ureia, e 500 mL com agua
destilada. Em tubo epperdndorf de 1,5 mL foram adicionados 1200 pL da solucdo de
trabalho, 100 pL do reagente I, composto por fenol (0,74 M) e nitroprussiato de sodio

35



(1,14 um), seguido de agitagao e, em seguida, a adi¢ao de 0,74 g de NaOH (0,37 M) do
reagente Il, composto por 30 mL de Millig-H20, 2,91 g; Na2HPO4, 11,5 mL NaOCl e 50
mL H>OCI. A mistura foi incubada em banho-maria a 40 °C por 20 minutos, e entdo
resfriadas por 5 min. A produgéo de NH4Cl foi determinada com um espectrofotémetro a

636 nm, e os resultados sdo expressos em pmol NH4Cl por g FW (peso fresco) ht.

Andlise de pigmentos fotossintetizantes

Na primeira folha completamente desenvolvida com bainha visivel, a partir da
amostragem de 6 folhas por parcela. Nesse material vegetal, foram determinados os teores
de clorofila a e b, e carotenoides. Os teores dos pigmentos foram determinados a partir
da retirada de 0,04 g de amostra fresca das folhas; em seguida, foram adicionados em
tubos de ensaio com 10 ml de acetona (80%) para extracdo de pigmentos fotossintéticos,
e permaneceram resfriadas por cerca de 72 horas. Logo ap6s, os extratos foram
mensurados através de espectrofotobmetro (modeloTU-1810) de acordo com a
metodologia de Lichtenthaler (1987). Os resultados foram expressos em mg g* de massa

de matéria fresca.

Trocas gasosas

Na primeira folha completamente desenvolvida com bainha visivel foram
realizadas as analises de trocas gasosas, no estadio fenolégico VT (pendoamento), através
do equipamento portatil de fotossintese (Infrared Gas Analyzer - IRGA, modelo
Li6400XT (LiCor Inc., Lincoln, Nebraska, USA) com fluxo de fotons fotossinteticamente
ativos de 1200 pmol m™ s! e concentragdo de CO2 ambiente de (372 + 10 mol m2s 1),
A variaveis fisioldgica avaliada foi a fotossintese (A, pmol CO2 m* s), concentragéo
interna de CO; (Ci, pmol CO, mol?), transpiragdo (E, mmol H,0 m? s1) e condutéincia
estomatica (gs, mol H,O m2s™).

De posse destes dados, foram calculadas a eficiéncia no uso de dgua (WUE) (A/E)
[(umol m? s1) (mmol H.0 m? st) 1] e a eficiéncia instantanea da carboxilagdo (ICE)
(A/Ci) [(umol m™? st) (umol mol™?) 2.

Colheita e avaliagdo da produtividade

No final do ciclo do milho, foi realizada a avaliagéo de produtividade de grédos por
meio da colheita e trilha da area util de cada parcela. Para calcular a produtividade ap6s
a trilha, o teor de umidade dos graos foi corrigido para 13%, efetuando tambem os

descontos das impurezas, sendo o resultado expresso em kg ha™,
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Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) pelo teste F (p<0,05),
seguindo-se da aplicacdo do teste de Tukey, a 5% de probabilidade. E para as doses de
Ni foi realizada a analise de regressdo e comparacdo de médias para as condigdes de N.
Realizou-se ainda, a analise de varidveis canonicas para identificar a associacdo entre 0s

tratamentos e as variaveis avaliadas.

RESULTADOS

Com base nos resultados da analise de variancia o teor de N e de Ni na folha,
atividade da enzima urease, clorofila total, carotenoides, fotossintese e produtividade
foram significativos de modo isolado, tanto para N quanto para Ni. Enquanto a

fotossintese apresentou resultado significativo na interacdo N+Ni (Tabela 2).

Tabela 2. Teor de N na folha (N folha), teor de Ni na folha (Ni folha), urease, teor de
clorofila total (Ca+b), carotenoides (Cx.c), fotossintese (A), e produtividade (PROD).

FV Gl Nfolha N Urease o xic A PROD
folha

N 2 15019* 212 2,009  1559* 4219* 40,92* 7,60*
Ni 4 370 66,06 44442 220% 176* 17,76* 0,79*
N*Ni 8 066 1,72 0663™ 060" 020" 691* 0,305™
CV% 7,67 26,88 15,62 16,25 14,4 9,03 1526

", ndo significativo, *, significativo a 0,05% de probabilidade, pelo teste F. FV, fontes de variacdo, CV,
coeficiente de variacdo, GL, e grau de liberdade do residuo.

Para o teor de N na folha a dose recomendada de N em combinacdo com a dose de
40 g ha! de Ni apresentou incremento na concentracéo de N nas folhas das plantas milho
(Figura 8a).

O teor de Ni na folha apresentou maior incremento na condicdo da dose
recomendada de N no tratamento com a dose de 160 g ha de Ni (Figura 8b). Enquanto
a atividade da enzima urease apresentou incremento na condic¢ao de N recomendado e 80
g h™t Ni (9a). O excesso de N em combinacgdo com a dose de 40 g ha* de Ni proporcionou
um aumento significativo da clorofila total (figura 9b) em comparagdo aos demais
tratamentos, assim como para o teor de carotenoides (Figura 9c). Para a variavel
fotossintese 0 excesso de N em combinagio com a dose de 20g ha™ elevou a fotossintese
(Figura 9d).
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Figura 8. Teor de N (a) e Ni (b) nas folhas de plantas de milho sob auséncia, dose recomendada e excesso
de N, e doses de Ni.

As variaveis que apresentam coeficiente de determinacdo (R?) baixo apresentam
suas equac0es a seguir: condutancia estomatica, em auséncia, recomendacao e excesso de
N, respectivamente, Y = -8E-06x? + 0,0013x + 0,1553, R?=0,86; Y = -1E-05x? + 0,0015x
+0,2428, R2 = 0,47, e Y = -1E-06x? - 2E-05x + 0,3298, R? = 0,02. Concentrac&o interna
de CO2, Y =0,002x? - 0,3319x + 167,71, R2 = 0,09; Y = -0,0065x> + 0,8062x + 158,22,
Rz = 0,75; Y= -0,002x? + 0,2976x + 180,96, R2 = 0,03. Transpiracdo, Y = -0,0002x? +
0,0308x + 3,6101, R2=0,95; Y = -0,0003x? + 0,0327x + 5,1449, R2=0,52; Y = -2E-05%?
+ 0,0016x + 6,4239, R2 = 0,006. Eficiéncia instantanea no uso da agua, Y = -1E-05x? +
0,0017x + 0,1161, R2 = 0,55; Y= 5E-06x? - 0,0006x + 0,1895, R2 = 0,91; Y = 3E-06x* -
0,0006x + 0,1961, R? = 0,46. Eficiéncia instantdnea da carboxilacdo, Y = -2E-05x? +
0,003x + 5,4683, R2 = 0,05; Y = 0,0002x? - 0,0232x + 5,8973, R2 = 0,84; Y = 3E-05x° -
0,0089x + 5,5338, R2 = 0,13.
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Figura 9. Urease, clorofila total, carotenoides e fotossintese nas folhas de plantas de milho sob auséncia,
dose recomendada e excesso de N, e doses de Ni.

A produtividade apresentou aumento na condicdo da dose adequada em
combinagdo com a dose de 40 g ha* de Ni (Figura 10). Com base na anélise de variaveis
candnicas, as variaveis clorofila total, carotenoides, A, E, gs, Ci, produtividade, e N na
folha apresentaram maior relagcdo com os tratamentos 180N40Ni, 360N20Ni e 360N40Ni,
enquanto a variavel Ni na folha (180N160Ni) e atividade da enzima urease (360N160Ni)

e ICE (36080Ni) apresentaram maior distancia em relagdo a esses tratamentos, assim
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como a WUE que foi a variavel que mais se afastou das varidveis estudadas (ON20Ni e

ON40Ni) (Figura 11).
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Figura 10. Produtividade de grdos em plantas de milho cultivadas sob auséncia, dose recomendada e
excesso de N, e doses de Ni via foliar.
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Figura 11. Andlise de varidveis candnicas para as variaveis teor de N na folha (Nfolha), Ni na folha
(Nifolha), atividade da enzima urease, clorofila total (Ca+b), carotenoides (Cx+c), fotossintese (A),
transpiracdo (E), condutancia estomatica (gs), eficiéncia instantanea no uso da agua (WUE), eficiéncia

instantanea da carboxilacdo (ICE) e produtividade (PROD).

40



DISCUSSAO

O N e o Ni séo nutrientes fundamentais no desenvolvimento da planta, quando em
doses adequadas estimulam o crescimento e aumentam a produtividade (Prado, 2021).
Respostas positivas foram verificadas a partir da adicdo de Ni, estes incluem efeitos no
crescimento das plantas, no metabolismo de N e na fisiologia das plantas de milho. O N
é um dos elementos mais requeridos pelas plantas e o que mais limita o crescimento do
milho (REIS et al., 2015).

Observa-se que os teores foliares foram influenciados pelas aplicacGes de N e Ni,
sendo os tratamentos que receberam a dose recomendada de N e 40 g ha' de Ni os
tratamentos que apresentaram maior teor de N foliar (34,88 mg/kg). Enquanto o teor de
Ni na folha das plantas de milho também foi influenciado pela condicdo de N
recomendado, porém na dose de 160 g ha™ de Ni. O aumento no teor foliar mostra que o
Ni foi absorvido proporcionalmente a concentracdo do mesmo aplicado (MISHRA; KAR,
1974). Outros autores também observaram aumento dos teores de Ni na matéria seca das
folhas e gréos, com a aplicacdo de doses de 8, 16, 32, 64 e 128 g ha de Ni aplicadas no
feijoeiro (PEREIRA, 2006).

A aplicacéo de Ni na dose de 80 g ha em combinagio com a dose de N adequada
aumentou a atividade da enzima urease. No presente estudo, aplicacdes foliares de Ni na
dose de 160 g ha* diminuiram a atividade da urease nas folhas, sintomas provavelmente
atrelados a toxicidade causada pelo excesso de Ni. A atividade da urease em folhas de
soja foi inibida na presenca de altas concentracdes de Ni (RODAK, 2014). Com o
aumento da atividade da urease, a concentracdo de ureia na folha diminui, contribuindo
para 0 metabolismo do nitrogénio nas plantas de milho.

A concentracdo de ureia nas folhas de soja diminuiu com a aplicacao foliar de Ni
(BARCELOS et al., 2018). O fornecimento de Ni aumenta a atividade enzimatica, bem
como observado em outras culturas, como cereais (Brown et al., 1987) e pecé (Bai et al.,
2006), no entanto, em altas doses de Ni, a atividade da urease diminui. A aplicacao foliar
de Ni beneficia o estado nutricional, atividade de urease e qualidade fisioldgica da soja
cultivadas sob baixas concentragdes de Ni (BARCELOS et al., 2017). Dessa forma, a
dose adequada de Ni contribuiu na melhoria do metabolismo do N e na eficiéncia do uso
de N pela planta, culminando em uma estratégia que pode ser utilizada para melhor
aproveitamento da adubacéo nitrogenada na cultura do milho.

Foi possivel constatar que na condic¢do de auséncia da aplicacdo de N, os teores de

pigmentos fotossintéticos ndo expressaram seu maior desempenho, enquanto a maior
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aplicacdo de N resultou no incremento desses pigmentos, uma vez que a nutricdo
nitrogenada tem relacdo direta com teores de clorofila, tendo em vista seu uso na
biossintese de proteinas e clorofilas (PRADO, 2021). Entdo para as varidveis de
pigmentos, a condicao de excesso de N com doses de 40 g ha de Ni resultou no méaximo
potencial dessa variavel, assim como para fotossintese. Dessa forma, em ambas as
varidveis foram observadas diferenca expressiva quando na auséncia de N
independentemente da dose de Ni. Foi verificado aumento no teor de clorofila das folhas
de milho com aplicacdo de N em comparacdao com plantas nao fertilizadas (RAMBO et
al., 2010).

A deficiéncia de N resulta em clorose gradual das folhas mais velhas e reducéo do
crescimento da planta, pois € constituinte da molécula de clorofila, a qual é responsével
pela captacdo de luz solar e consequentemente pela atividade fotossintética das plantas
(FABIANO et al., 2015).

O N é o nutriente que mais influencia a produtividade do milho Melgar et al. (1991),
com isso o tratamento de N em excesso com Ni na dose de 20 g ha expressou aumento
na produtividade das plantas de milho. A presenca de N nos tecidos vegetais do milho
pode representar 1 a 4% da matéria seca (ONASANYA et al., 2009). A produtividade de
grdos de milho é influenciada pela disponibilidade de N, com isso o metabolismo da
planta é impulsionando, como constatado no presente trabalho e evidenciado quando
observamos a diferenca das respostas das plantas as diferentes doses aplicadas.

Essa cultura é exigente em média, de 23,8 kg de N para cada tonelada de gréos
(DUETE et al., 2008). Trabalhando com doses de N na cultura do milho, observaram que
a dose de 135 kg ha® de N parcelada em trés vezes foi a que proporcionou maior
produtividade (DUETE et al., 2009). A adubacdo com N é importante, pois além de
melhorar a qualidade dos graos, aumenta a produtividade e o teor de proteina (COSTA et
al., 2005).

CONCLUSOES

A aplicacdo foliar de 20 e 40 ha de Ni combinada com altas concentragtes de
adubacdo nitrogenada proporciona incrementos nas variaveis de teor de N, clorofila total,
carotenoides, fotossintese, e produtividade de grdos. Enquanto a atividade da enzima
urease apresenta a maxima atividade na dose de 80 g ha* de Ni, sob a dose recomendada
de N.
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