SOBREVIVENCIA DE ESTIRPES DE RH/Z08/UM JAPONICUM
NA SUPERFICIE DE SEMENTES DE SOJA INOCULADAS'

JOSE ROBERTO R.PERES,ALLERT ROSA SUHET e MILTON A.T. VARGAS?

RESUMO - Objetivou-se neste trabalho estudar a possibilidade de recomendar a inoculagdo da soja
com Rhizobium antes do plantio. Para isto, avaliou-se o efeito de formas de inoculagio (dgua, solugdo
de sacarose 25% e dleo diesel como adesivos) e do perfodo de armazenamento (0, 1, 2, 4, 6 e 8 dias)
na sobrevivéncia do rizébio na superficic da semente inoculada, Foram conduzidos 4 experimentos:
dois em casa de vegetagio e dois no campo, em Latossolos Vermelho-Escuro ¢ Vermelho-Amarelo,
to Centro de Pesquisa Agropecudria dos Cerrados, da EMBRAPA. De modo geral, naohouve efeito do
periodo de armazenagem na sobrevivéncia do rizébio. Nos experimentos de casa de vegetagdo, a nodu-
lagio nos tratamentos com sacarose e dgua, mesmo no tempo zero de armazenamento, foi significativa-
mente superior ao tratamento com Gleo diesel. No tratamento com dgua, apesar de ter sido obtida uma
boa nodulagio, esta foi inferior 4 dos tratamentos com sacarose. Em condi¢Ges de campo, foram con-
firmados os resultados de casa de vegetagio, evidenciando a possibilidade de se estocar, 4 temperatura
ambiente, sementes de soja inoculadas, isto €, revestidas com inoculante, por um periodo de até quatro
dias, sem prejufzo para nodulagio e produgio de grios.

Termos para indexagdo: fixagdo de nitrogénio, inoculagdo.

THE SURVIVAL OF RHIZOBIUM JAPONICUM ON THE SURFACE
o OF INOCULATED SOYBEAN SEED

ABSTRACT - The objective of this work was to study the possibility of recommending inoculation of
soybean seeds before the planting time. For this purpose, the effect of inoculum formulation (water,
sucrose solution (25%) and diesel oil as binders} and storage time {0, 1, 2, 4, 6 and 8 days} on the sur-
vival of Rhizobium on the surface of inoculated soybean seed was evaluated, Faur experiments were
carried out: two in the glasshouse an two in the field in Dark-Red and Yellow-Red Latossols at the Cen- ~
tro de Pesquisa Agropecudria dos Cerrados {CPAC) of EMBRAPA. In general, storage time did not
affect Rhizobium survival. However, in the glasshouse experiments, nodulation in treatments with
sucrose and water even with no storage period, wera significantly greater than treatments with diesel
oil. Although good nodulation was cbtained with water alone, it was poorer than with sucrose. Results
obtained under field conditions confirmed those from the glasshouse, indicating that if kept at an

ambient temperature, inoculated soybean seeds can be stored for up to four days without affecting
nodulation or grain production.

Index terms: nitrogen fixation, seed inoculation.

INTRODUCAO

Um dos problemas dos agricultores que culti~

vam a soja em grandes dreas € a dificuldade de se
inocular - ou seja: revestir com inoculante - as se-
mentes ‘no mesmo dia do plantio. Tentativas de

produzir industrialmente sementes pré-inoculadas

nio tiveram muito sucesso nos Estados Unidos
(Erdman 1961, Date & Decker 1962, Schall et al.

1972) e na Austrilia (Brockwell et al. 1975).

Este processo envolve a produgdo em grande esca-
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la de sementes inoculadas e peletizadas, que sao
armazenadas por algum tempo em condigBes am-
bientais na prépria indistria e nos locais de venda.
Brockwell et al. (1975), em estudo efetuado
com sementes pré-inoculadas na Austrilia, observa-
ram que quase todos os lotes coletados continham
uma populagio de Rhizobium bem abaixo dos li-
mites legais do Pais. Conclufram que o baixo nii-
mero de Rhizobium observado nas sementes, foi
devido a algum efeito letal surgido durante a fase
de préinoculagdo e nio a problemas de armaze-
nagem por longos periodos em condigdes ambien-
tais. Por outro lado, algumas firmas comerciais da
Austrilia, que efetuam a inoculagio das sementes,
apenas alguns dias antes de sua utilizagio pelo agri-
cultor, tém obtido bons resultados. O sucesso de
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tal método tem sido particularmente notdvel com
sementes de leguminosas forrageiras, onde esse
processo vem sendo utilizado por mais de dez anos
(Brockwell et al, 1975),

Para as nossas condigBes, a inocula¢io de se-
mentes com maior antecedéncia 4 semeadura pode
facilitar muito o processo da inoculagio. No en-
tanto, hd escassez de dados quanto 4 sobrevivéncia

do R. japonicum na superficic da semente de soja. -

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo
de avaliar o efeito da forma de inoculagio e do pe-
riodo de armazenagem na sobrevivéncia do Rhizo-
bium na superficie da semente, medido pela no-
dulagio e rendimento da soja.

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos quatro experimentos no Centro de
Pesquisa Agropecudria * dos Cerrados {CPAC), Brasilia,
DF: um num Latossolo Vermelho-Escuro (LE), dois num
Latossolo Vermelho-Amarelo (LV), cujas caracterfsticas
quimicas se encontram na Tabela 1, e umem areiae solu-
¢do nutritiva,

_ Os inoculantes pa.ra 03 expenmentos foram preparados

com as estirpes de Rhizobium japonicum 5019 (29W,
isolada na UAPNPBS/EMBRAPA) e 587 (isolada no
IPAGRO/Secretaria da Agricultura ‘do Estado do Rio
Grande do Sul, isolamento 167/53). Estas estirpes foram
deixadas crescer em meio de cultura Ifquido manitol - ex-
trato de levedura. Em seguida foram misturadas com turfa
estéril, com pH préximo da neutralidade, até atingir uma
umidade ao redor de 40%. A andlise dos inoculantes reve-
lou uma populagdo de R, japonicum acima de 10° célu-
las/g, pela contagem em placas contendo meio sélido e
pelo processo de infecgfo de plantas (Vincent 1970).

Experimento 1

Este experimento foi conduzido em casa de vegetagio
com um LV distréfico, textura argilosa, o qual foi secado
a sombra, peneirado e corrigido para pH 5,5. Foi utiliza-
do vaso com capacidade para 2,7 kg de solo e feita uma,
adubagdo bdsica de 200 ppm de P (superfosfato sim-
ples), 150 ppm de K (cloreto de potdssio), 2 ppm de Zn

(ZnS04), 0,2 ppm de Mo [(NHq)s Mo7024). 4H 0] &

0,5 ppm de B [(Na;B404).10H,0].

- O delineamento expenmenta] usado foi o de blocos ao
acaso com trés repetigGes. Foram testadas tiés formas de
inoculagdo, utilizando-se dgua, solugio de sacarose a 25%
¢ dleo diesel, para preparar a pasta de inoculante. Para
cada forma de inoculagdo foram testados os perfodos de
zero, um, dois, quatro e oito dias de armazenamento das
sementes inoculadas. Estas sementes foram armazenadas
a granel, em condi¢Ges ambientais. Foram usadas trés
plantas, por vaso, das variedades IAC-2, Doko e Cristalina.
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As plantas foram colhidas na floragio para a avaliagio
do mimero de nddulos. A populagdo de R, japonicum na
superficie da semente foi estimada pelo método da dilui-
¢ao ¢ infecgdo em plantas (NMP) descrito por Weaver &
Frederick (1972).

Experimento 2

Este experimento foi conduzido em condigdes de cam-
po num LE distréfico, textura argilosa, O prepare do solo
incluiu as seguintes operagdes: aragio, gradagem, catagdo
manual de restos vegetais, calagem (4 t de calcdrio dolo-
mitico/ha, PRNT = 100%), adubagio corretiva a lango
(240 kg/ha de P05, 100 kg/ha de K,0 e 40 kg/ha de
FTE, nas formas de superfosfato simples, cloreto de po-
tissio e BR 12, respectivamente), uma passagem do roto-
vator, sulcagem mecdnica e adubagio no sulco com 60 kg/
ka de P205 e 30 kg/ha de K2 0.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
20 acaso, com trés repeticSes. Foi utilizada a cultivar de
soja IAC-2. Foram testadas duas formas de inoculagdo,
utilizando-se dgua e solu¢do de sacarose a 25%, para o
preparo da pasta de inoculante. Para cada forma de inocu-
lagdo foram testados os perfodos de zero, dois, quatro e

. oito dias de armazenagem das sementes inoculadas,

. A semeadura foi feita manualmente, num espagamento
de 50 cm entre sulcos, deixando-se 30 plantas por metro
linear. As parcelas mediram 7 m de comprimento por 3 m
de largura. Foi avaliado o nimero de ndédulos por planta,
coletando-se scis plantas por parcela na época da floragdo.
Para avaliagio do peso de grios foi colhida uma drea de
6 m” em cada parcela.

Experimento 3 )

Este experimento foi conduzido em condigdes de cam-
po, num LV argiloso distréfico. No preparo do solo in-
clufram-se as seguintes operagdes: rogagem e rastelagem
mecinicas, aragio, catag@io de restos vegetais, gradagem
com grade pesada, calagem {3 t de calcdrio dolomitico/ha,
PRNT = 100%), adubagfo corretiva a lango (300 kg/ha
de P20s5 ¢ 100 kg/ha de KO nas formas de superfosfato
simples e cloteto de potidssio, respectivamente), incorpora-
¢dg dos adubos com rotovator, sulcagem mecinica e adu-
bagdo no sulco com 60 kgfha de P, O5 (superfosfato sim-
ples), 50 kg/ha de K, 0 (cloreto de potdssio) & 20 kg/ha
de FTE (BR 12). ,

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso,
com quatio repeticdes. Fol utilizada a cultivar 1AC-2.
Foram testados os periodos de zero, um, dois, quatro e
oito dias de armazenagem das sementes inoculadas, usan-
do-se solugido de sacarose a 25% para o preparo da pasta
de inoculante.

A semeadura foi feita manualmente, num espaqamento :
de 50 ¢m entrelinhas, deixando-se 30 plantas por metro.
As parcelas mediram 4 m de largura por Tm de compri-
mento. e
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TABELA 1. Caracteristicas quimicas dos solos,
Solo pH Alt? Ca*t e mg™t P K

H,0 (meq/100 g} {meg/100 g) ppm ppm
Latossolo .
Vermelho-Amarelo 50 0,27 0,12 06 - 19
Latossolo
Vermelho-Escuro 45 1,0 0,50 05 28

Para avaliagdo do peso e nimero de nédulos foram co-
lhidas seis plantas por parcela na época da floragfo. Para

avaliagio do peso de grios, foi calhida uma 4rea de 12 m?
por pargela,

Experimento 4

Este experimento foi conduzido em casa de vegetagfio
em areia e solugdo nutritiva (Norris 1964), com a cultivar
1AC-2, utilizando-se os mesmos tratamentos do experi-
mento 3. Neste caso, porém, foram utilizadas sementes
tratadas com Rhodiuram, nz dosagem de 300 g do produ-
to por 100 kg de sementes. Na época da floracdo foi ava-
liado o nlimero de nédulos por planta.

RESULTADOS E DISCUSSAC

A Fig. 1 mostra os resultados do experimen-
to 1, conduzido em casa de vegetagio. Como o
comportamento das cultivares {IAC-2, Cristalina e
Dcko) fol o mesmo em fun¢io dos tratamentos
aplicados, estao apresentadas as médias do nimero
de nédulos das trés cultivares. Como pode ser
observado, a nodulagio nos tratamentos com saca-
tose e dgua foi significativamente superior 4 obser-
vada no tratamento com éleo diesel, mesmo quan-
do as sementes nio foram armazenadas, No trata-
mento em que se fez a inoculagio com dgua, ape-
sar de se ter obtido uma boa nodulagio, esta foi
inferior 4 do tratamento com sacarose. Nesse trata-
mento, o nimero de ndédulos aumentou com o
tempo de armazenamento, chegando a 70 nédulos
por planta, Burton (1976) mostra a superioridade
da mistura inoculante-solugio de sacarose em re-
lagdo ao inoculante com dgua, na sobrevivéncia do
Rhizobium na superficie das sementes. Este autor
evidencia que, entre outros efeitos, os aglcares
possibilitam a aderéncia de malor nimero de célu-
las de Rhizobium is sementes.
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DIAS DE ARMAZENAGEM

FIG. 1. Efeito de formas de inoculagio e do perfodo
de armazenagem no nimero de nddulos da soja
{média das variedades IAC-2, Doko e Cristalinal,
plantada em vaso, num LV de cerrado.

Neste trabalho, o niimero de células/semente,
determinado através do nimero mais provével por
inoculagio em planta, foi de 10°, 10% e 10* para
sacarose, dgua e dlea diesel, respectivaments, De
acordo com Burton & Curley (1965), para se obter
uma 6tima nodulagio da soja cultivada em solos
com boa umidade foram necessirios 2 x 105 célu-
las/semente. Por outro lado, Peres & Vidor (1980)
sugerem que, do ponto de vista prdtico, nio se
pode generalizar um niimero 6timo de células para-
inoculagdo, sendo necessdrio ter informagio mais
precisa sobre os fatores do solo que influenciam a
simbiose,

Em condi¢Bes de campo, trabalhandose com
um solo LE, houve uma diminuigio no niimero de
nédulos nos tratamentos com oito dias de armaze-
nagem (Tabela 2). Esta redugdo foi mais pronun-
ciada quando se utilizou dgua, com reflexo negati-
vo na produgio de grios, apesar de nio ter sido es-
tatisticamente significativa. Pode-se verificar, no
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entanto, que nio houve efeito da armazenagem até
os quatro dias nas duas formas de inoculagdo.

Com a finalidade de confirmar os resultados do
experimento anterior; foi conduzido outro experi-
mento num LV, cujos resultados se encontram na
Tabela 3. Como pode ser observado, nio houve
efeito significativo dos perfodos de armazenagem
na nodulagio e nem na produgdo de graos. As dife-
rencas observadas, tanto na nodulagio como na
produgdo, em relagio ao experimento anterior
(Tabela 2), sio atribuidas ds diferengas entre os
salos e ao ano agricola.

Tendo em vista o uso crescente de defensivos
para o tratamento de semente, foi conduzido mais
um experimento, em casa de vegetagio, em que
foram utilizadas sementes tratadas com Rhodiu-

J.R.R.PERES et al,

ram, fungicida largamente utilizado na regiio dos
cerrados, Na Tabela 4 estio apresentados os dados
de nodulagdo deste experimento. Nio se verificou
efeito letal do fungicida sobre o Rhizobium, e nio
houve efeito do perfodo de armazenagem na sua
sobrevivéncia, medida pelo nimero de nédulos
por planta, Estes resultados estio de acordo com
os obtidos por Curley & Burton {1975), que obser-
varam que o tratamento de semente de soja com
este mesmo fungicida nio afetou a populagio de
R. japonicum na superficie das sementes.

Em todos os experimentos conduzides, a utili-
zagdo da solugio de sacarose na inoculagic nio
apresentou nenhum efeito negativo na germinagio
e nem favoreceu a incidéncia de doengas flingicas
nas sementes. As plintulas apresentaram desenvol-
vimento normal,

TABELA 2. Efeito da forma de inoculagdo e do perfodo de armazenagem no nimero de nédulos ¢ na produgio da soja
IAC-2, cultivada num solo LE argiloso de cerrado.

Tratamento Dias de Nuamero de Peso do gréo
armazenagem nédulos/planta {kg/ha)

Inoculagdo com 4gua 0 38 ab' 2124a
2 59 ab 2.048a
4 43 ab 2.010a
8 6¢ 1.793 a

Inoculagdo com sacarose 0 63a 2.230a
2 64 a 2.194a
4 66 a 2.255a
8 27 bc 2.182a

Os nGmeros seguidos pela mesma letra nic diferenciam estatisticamenta entre si pelo teste de Duncan a 5%.

TABELA 3. Efeito do periodo de armazenagem de sementes de soja (IAC-2) inoculadas, na nodulagio e produgio da

soja cultivada num LV de Cerrado.

Peso de grdos
Tratamento

Nodulagdo/planta

tkg/hal Peso {mg} Numero
Dias de armazenagem
0 1.828 a 725a 104 a
1 1.742a 677 a 87a
2 1.810a 574 a 85a
4 1838 a 704 a 86 a
[ 1.723 a 530 a 70a
8 1.841a 672a 67 a

Obs.: A inoculagdo foi feita usando-se uma solugio de sacarose (25%} e as estirpes de A. faponicum 29W e 587.
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TABELA 4. Efeito do periodo de armazenagem de se-
mente de soja (IAC-2), inoculada e tratada
com Rhodiuram, na nodulagio da soja cul-
tivada em areia e solugio nutritiva em casa
de vegetagdo.

Tratamento Numero de nddulos/planta

Dias de armazenagem

0 60a’
52a
45a
57a
50a
55a

OO bHN-=

Os ndmeros seguidos pela mesma letra nio se diferen-
ciam estatisticamente entre si pelo teste de Duncan a
5%. :

Obs.: A inoculag3o foi feita usando-se uma solugio de sa-
carose {25%) e as estirpes de R. japonicum 29W e
587.

CONCLUSOES

1. Usando-se solugio de sacarose a 25% para
preparar a pasta de inoculante, é possivel estocar
a semente de soja inoculada, 4 temperatura am-
biente, por um perfodo de até quatro dias, sem
prejufzos para a nodulagio e para a produgio de
grios. :

2. O tratamento de semente com o fungicida
Rhodiuram, na dosagem de 300 g do produto por
100 kg de semente de soja nio tem efeito letal so-
bre o Rhizobium japonicum,

3. O 6leo diesel nZo deve ser empregado para o
preparo da pasta de inoculante,
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