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SINOPSE

Um experimento foi conduzido em solo do Centro de Nutrigdo Animal
de Nova Odessa, com o objetivo de comparar a eficiéncia, na fixacdo de
nitrogénio, de quatro estirpes de Rhizobium, préviamente selecionadas em
vasos de Leonard, em culturas de alfafa.

A inoculacdo foi feita pela maneira normalmente recomendada e
por “pelleting”, ou seja, revestimento, das sementes inoculadas, com uma
camada de calcario aderida com goma arabica.

Matéria orgénica com alta relacdo C:N foi incorporada em alguns
tratamentos, com a finalidade de reduzir o nivel de NO; que quando
em altos niveis inibe a nodulacéo.

Provavelmente a simbiose especializada dessa leguminosa e as con-
digbes de acidez local ndo permitiram que se formassem nodulos nos
tratamentos nao inoculados.

A inoculacdo realizada pelo método convencional nfo foi suficiente
para promover boa nodula¢fo.

A inoculacdo com ¢“pelleting” mostrou-se altamente eficiente, provo-
cando boa nodulacdo e propiciando altas produgdes, tanto nos tratamen-
tos que receberam como hos que ndo receberam matéria orgédnica. As
diferencas de péso entre os tratamentos testemunhas e inoculagdo com
“pelleting” foram maiores onde houve incorporacdo de matéria orgénica.

(1 )y Trabalho aprovado no X Congresso Brasileiro e II Congresso Latino-Ame-
ricano de Ciéncia do Solo, realizado em Piracicaba, em 1965. Recebido para
publicagdo em 13 de novembro de 1968. ﬂ]

PO L

(2) Consultor, em Bacteriologia de leguminosas, ao Instituto de Pesquisas IRI.

no periodo de janeiro de 1964 a fevereiro de 1965.
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1 — INTRODUCAO

A selecdo de estirpes de Rhizobium, em casa de vegetacao,
utilizando a técnica dos vasos de Leonard, modificada por
Norris (7), tem-se mostrado satisfatoria.

A importancia desta selecio pode ser compreendida pela
observacio de dados da literatura, onde foram verificadas dife-
rentes producdes para uma mesma leguminosa, quando inocula-
das com diferentes estirpes (2, 6).

A selecao, em condicoes de campo, pode ser prejudicada pela
presenca de altos teores de nitratos no solo, que agem como
inibidores de nodulacido (8). Griffith e Manning (3) relataram
dados de grande acumulo de nitratos, em solos africanos, nas
estacoes chuvosas. Verdade (9) féz observacOes semelhantes,
para as condicdes do Estado de Sao Paulo, em Latossolo Roxo.
A incorporacao de matéria orginica com alta relacio C:N tem
sido indicada para a reducao dos teores de nitratos, quando se
deseja testar estirpes de Rhizobium em condigbes de campo (6).

A técnica, desenvolvida por Loneragan e outros (4), de
inoculagao e posterior cobertura das sementes com calcario
(“pelleting”), é recomendada para o plantio de leguminosas,
principalmente para as de maior exigéncia em calcario, quando
cultivadas em solos acidos. Esta técnica, além de propiciar o
calcio necessario a nodulacao, protege e preserva as bactérias
na semente assim inoculada. Experimentos em larga escala,
realizados no Uruguai, com sementes de trevo branco e trevo
subterraneo inoculadas por ésse processO, mostraram otimos
resultados (5).

‘ No presente ensaio, em carater preliminar, procurou-se
observar o comportamento de quatro estirpes de Rhizobium,
préviamente selecionadas em vasos de Leonard. Bagacilho de
cana foi incorporado em alguns tratamentos, com & finalidade
de reduzir o nivel de nitratos do solo. Foi também objetivo de
nosso trabalho, estudar o comportamento das estirpes, quando
se féz a inoculagdo pelo processo convencional e com “pelleting”.

2 — MATERIAIS E METODOS
)
O ensaio foi instalado no Centro de Nutricio Animal dé
Nova Odessa, em solo Podzélico Vermelho Amarelo — var. La-
ras, com pH 5,0. A area vinha sendo mantida com vegetacao
natural durante alguns anos, e casualmente era permitido o pas-
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toreio. As leguminosas que ocorriam naturalmente eram pouco
numerosas, dos géneros Desmodium, Cassia e Zornia, na maioria
noduladas.

No terreno, arado e gradeado, a seguinte mistura de adubos
foi aplicada a lango, dois meses antes do plantio: superfosfato,
250,0 kg/ha; cloreto de potassio, 40,0 kg/ha; sulfato de magné-
sio, 20,0 kgs/ha; molibdato de sodio, 0,50 kg/ha. Apods a distri-
buicao, o adubo foi incorporado ao solo, através de gradagem
do terreno.

O delineamento experimental foi o de parcelas subdivididas,
com quatro blocos de 7,0 x 34,0 m, perfazendo uma Aarea total
de 952 m2. Em quatro parcelas, escolhidas ao acaso, houve in-
corporacdoc de bagacilno de cana, e 0s quatro restantes foram
mantidos em condic¢oes normais de cultivo. O bagacilho foi dis-
tribuido em camada uniforme, de 5 cm de altura, em terreno
bem nivelado. Logo a seguir foi incorporado, utilizando-se grade
de discos.

Em cada parcela havia subparcelas, destinadas ao trata-
mento “estirpes”. KEssas estirpes foram selecionadas em teste
prévio, em vasos de Leonard. A selecdo foi feita entre 17 estir-
pes isoladas de alfafa, tendo sido escolhidas as quatro mais
eficientes, originarias dos seguintes locais:

SFS-150 — Estados Unidos (=3D0a10), USDA Beltsville,

Maryland, introduzida em 1950; SFS-156 — Isolamento local fei-
to em 1954; SFS-157 — Isolamento local feito em 1955; SFS-215-
-Australia (=CB-61), CSIRO Brisbane, Queensland, introduzida
em 1964.

Em cada subparcela 0s seguintes tratamentos de inoculacéao
foram estudados:

NI = nio inoculado; P = inoculacdo comum; P+ P = “pelle-
ting”.

A unidade experimental, parcela de uma subparcela, cons-
tava de quatro linhas com 2 m de comprimento, espacadas de
60 cm. Cada linha recebeu 1,56 g de sementes.

A inoculacdo comum foi feita pelo umedecimento das semen-
tes com uma solugdo de acticar a 10% e adicionamento do inocu-
lante na razdo de 1% do péso das sementes. Essas inoculagio
foi feita seis dias anfes do plantio, e as sementes guardadas em
refrigeradores.
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Para o preparo do “pelleting” adicionou-se uma solugao a
45% de goma arabica pura as sementes (1 cc/10 g de sementes),
tendo-se em seguida adicionado o inoculante (turfa) e agitado
para provocar uniformizacgfo. As sementes assim inoculadas fo-
ram misturadas com calcario e agitadas cuidadosamente até
obter perfeita cobertura. A quantidade de calcario utilizada foi
de 60% do péso das sementes. O “pelleting” foi feito 14 dias
antes do planfio, e as sementes conservadas em sacos de papel,
3 temperatura ambiente, até o plantio. Maxima atencdo foi
dada as operacdées de inoculacido, visando evitar contaminacdes
entre as estirpes.

A semeadura foi feita manualmente, a 9 de novembro de
1964, em sulcos de 3 cm de profundidade. Antes do plantio féz-
-se necessario uma capina, que praticamente se limitou as par-
celas onde nao houve incorporacio do bagacilho, pois onde éste
foi incorporado, apesar de ter havido boa germinacao de ervas
mas, estas eram raquiticas, e poucas se desenvolveram.

Plantou-se inicialmente as sementes nao inoculadas, e,
somente apds a cobertura destas, passou-se aos tratamentos que
receberam a inoculacdo. O plantio das sementes inoculadas foi
feito de maneira que sOmente apos terminado o de uma estirpe
passava-se ao de outra. Estes cuidados foram necessarios para
evitar possiveis contaminacoes.

Em virtude de leve declividade do terreno foram construidos
cordoes de protecado entre as parcelas. Apesar de fortes chuvas
terem ocorrido, 0s cordodes resistiram a contento.

Semanalmente, a partir da data de plantio, foram feitas amos-
tragens de solo, em cada uma das parcelas, para determinacoes
de nitratos. Cada amostra de uma parcela era constituida de
seis subamostras, tiradas a 20 cm de profundidade.

A amostragem de plantas para observacOes da nodulacio foi
feita no inicio da floragio. Colheram-se em cada canteiro, cinco
plantas da zona central de cada wma das linhas-bordaduras.
As plantas foram removidas cuidadosamente, cortadas pouco aci-
ma do colo, e as raizes transportadas para o laboratorio, onde
apos cuidadosa lavagem se fizeram as observacdes da nodulacio.

Nova adubacao foi feita em cobertura, 88 dias apds o plantio,
usando-se a mesma mistura da adubacao basica inicial.

A colheita foi feita a 25 de fevereiro de 1965. Foram colhi-
das as duas linhas centrais, cortando-se as plantas rente ao solo.
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3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinacido foi 6tima, sendo que as plantas emergiram
mais facilmente nas parcelas onde 0 bagacilho havia sido incor-
porado, Ocorreram falhas, principalmente nos tratamentos NI e
P, que podem ser atribuidas & falta de nédulos nos tratamentos
nao inoculados e fraco estabelecimento da simbiose nos de inocu-
lacdo normal.

Decorrido um més apos a germinacao, notava-se diferenca
na coloracao das plantas entre as parcelas. Nas parcelas onde
o0 bagacilho foi incorporado, as plantas mostravam coloracio ver-
de generalizada. Uma semana apods, notava-se verde mais intenso
em alguns tratamentos de inoculacao com ‘pelleting”, mesmo
nas areas sem incorporacdo de bagacilho.

3.1 — NODULACAO

Usando a técnica descrita anteriormente para a amostragem,
féz-se a contagem das plantas noduladas e do numero de nodulos
por planta.

3.1.1 — PLANTAS NODULADAS

O quadro 1 mostra os dados da porcentagem de plantas
noduladas.

QUADRO 1. — Porcentagem de plantas noduladas obtidas em ensaio de
inoculag¢do de alfafa com 4 estirpes de Rhizobium, no Centro de
Nutricdo Animal de Nova Odessa. Bagacilho de cana foi incorpora-
do com o fim de diminuir os efeitos inibidores na nodulagdo pelos

nitratos
Com incorporagio de bagacilho Sem incorporagfo de bagacilho
Tratamento l l
SFS-150|8FS-156 SF‘S-157|SFS-215 SFS-150| SFS-156 SF'S-157|SFS-215
| I | |
| ] l |
| I I
l l L
Nédo inoculado . 0| 4] 2 o] 0| 0 0| io
l l |
Inoc. comum .. G | ¢} ki 2 5 | ki 10 | 7
I | i
“Pelleting™ .... 72 87 87 80 83 | 75 80 ] 95
l | |
| | l
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A andlise estatistica déstes dados revelou diferencas signifi-
cativas ao nivel de 1%, entre os inoculantes (3).

O processo normal de inoculagdo nao diferiu do tratamento
nao inoculado. Entretanto o numero de plantas noduladas,
quando se féz o ‘“pelleting”, foi superior ao dos tratamentos nao
inoculado e de inoculacao normal.

Nao houve diferencas significativas entre o numero de plan-
tas noduladas das parcelas com e sem incorporacao de bagacilho.

3.1.2 — NODULOS POR PLANTA

O numero médio de nodulos por planta (quadro 2) diferiu
com os tratamentos de inoculacao e de incorporacao de bagacilho.

QuUADRO 2. — Numero médio de nodulos por planta obtidos em ensaio
de inoculagdo de alfafa com 4 estirpes de Rhizobium., O bagacilho
de cana incorporado ao solo teve a finalidade de diminuir os niveis
de nitrato do solo devido ao efeito inibidor da nodulacdo. Experi-
mento conduzido no Centro de Nutricdo Animal de Nova Odessa

Com incorpora¢ido de bagacilho | S8em incorporagido de bagacilho
Tratamento [ | |
SFS-150|SFS-156 SF3-157|SP5-215| SFS-150| SFPS-156 SPS-157 | SFS-215
| | | l
[ i ( I
| | ]
N&do inoculado . 0,00 | 0,00 0,02 | 0,00 0,00 | 0,00 0,00 | 0,40
l l f l
Inoc. comum .. 0,00 | 0,00 0,15 1 0.02 0,07 | 0,10 0,15 | 0,10
l | | |
“Pelleting™ .... 2,00 | 2,50 2,80 | 222 3,20 | 3,90 3,70 | 4,10
1 | | |
l l | I

O “pelleting” foi superior aos tratamentos nao inoculados
e com inoculacdo comum, e nao houve diferencas significativas
entre os dois ultimos tratamentos.

Nao foram observadas diferencas significativas no numero
de nédulos entre as parcelas com e sem incorporacdo de baga-

. Os autores agradecem ao Eng.-Agr.c Toshio Igue, da Secdo de Técnica
Experimental, do Instituto Agronémico, Campinas, pela analise dos dados.
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cilhos, para os tratamentos NI e P. Entretanto para o trata-
mento “pelleting” houve diferencas significativas ao nivel de 1%,
em que foi maior o numero de nédulos das parcelas onde nio se
iéz a incorporacao.

Desde que a incorporacao foi feita com finalidade de dimi-
nuir a acéo inibidora da nodulacdo pelos ions nitratos do solo,
ésse resultado surpreendeu a principio. Entretanto, se se consi-
derar que o nivel de nitratos do solo nao era elevado, a situa-
cao se esclarece, pois em pequenhas doses ésse ion estimula a
nodulacdo (1). O quadro 3 apresenta o0s dados da analise de
nitratos do solo, em duas amostras.

Quabro 3. — Teores de nitratos (p.p.m.) obtidos em duas amostragens
no experimento de inoculacdo de alfafa, conduzido no Centro de
Nutricdo Animal de Nova Odessa. Bagacilho de cana foi incorpo-
rado com o fim de diminuir os teores de nitratos. As amostras de
cada parcela eram compostas de 6 subamostras '

Data da Com incorporagdo de Sem incorporacdo de
Amostragem bagacilho bagacilho
l | l l
VR VR T R O
: |
9/11/64 ...... 0,45 | 0.55 0,30 § 0,33 14,45 f 8,49 7,95 9,48
VS T N O S
17/11/64 ...... 0.50 | 0,37 0.41 | 0.37 7,20 | 7,86 633 | 5,01
| | | |
l l l l

3.2 — PRODUCAO

Diferencas de producdo foram verificadas entre os trata-
mentos de inoculacdo. As analises estatisticas dos dados de pro-
ducao total das 4 estirpes confirmaram essas diferencas, sendo
que nao foram encontradas diferencas entre os tratamentos NI e
P, ap passo que o tratamento “pelleting” diferiu significativamen-
te, ao nivel de 1%, de NI e P. Os dados de producido podem ser
observados no quadro 4.

Entre os fratamentos que envolvem incorporacao de baga-
citho e estirpes ndo foram constatadas diferencas de producio.

Observou-se interacio significativa ao nivel de 5% para
inoculacdo x incorporacdo de Dbagacilho. Onde éste ndo foi
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QuUADRO 4. — Péso séco, em gramas, da produgio total obtida em expe-
rimento de inoculag¢do de alfafa com 4 estirpes de Rhizobium condu-
zido no Centro de Nutricdo Animal de Nova Odessa. Bagacilho de
cana fol incorporado com o fim de diminuir os niveis de nitratos do

solo
Com incorporagio de Sem incorporagfo de
Tratamento bagacilho bagacilho
Néo inoculado ............. 1.717 3.176
Inoc. comum. ............... 2.185 2.752
“Pelleting” ................. 5.681 5.241

incorporado o tratamento ndo inoculado foi significativamente
guperior em producao, ao nivel de 1%, ao mesmo tratamento,
porém em presenca do bagacilho. Para os tratamentos de inocu-
lacao normal e “pelleting” a producdo das parcelas com ou sem
incorporacao nao diferiu estatisticamente.

Como nao houve nodulacio nos tratamentos nao inoculados,
admite-se que a diferenca de producao entre as parcelas com e
sem incorporacido de bagacilho seja atribuida em parte a falta
de nitrogénio provocada pela incorporacao de matéria organica
com alta relacao C/N. Com a inoculacao normal, apesar da
simbiose pouco eficiente que se estabeleceu, essa diferenca nao
foi verificada. Por outro lado, tendo o “pelleting” promovido
boa nodulacao, tanto nos tratamentos onde houve ou nao incor-
poracio, nao se constataram diferencas de producao para ésse
tratamento de inoculacdo. Entretanto a producido devida ao
tratamento ‘“pelleting” foi significativamente maior que NI e P.

3.3 — EFEITO DAS ESTIRPES

Onde houve bom estabelecimento da simbiose (tratamento
“pelleting”) todas as estirpes mostraram-se eficientes, nao se veri-
ficando diferencas com relagdo ao numero de plantas noduladas,
numero médio de noédulos por planta e producao.
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Convém notar que as estirpes SFS-150, SFS-156 e SFS-157
estavam conservadas em meios de cultura, na coleciao do Insti-
tuto Agrondémico, por cérca de dez anos, e mesmo assim mostra-
ram-se eficientes.

4 — CONCLUSOES

Da observacao dos dados déste ensaio podem-se tirar as
seguintes conclusoes:

1 — As estirpes utilizadas no experimento foram eficientes,
duanto a fixacdo de nitrogénio, ndo ocorrendo diferencas signifi-
cativas entre elas, confirmando ser criteriosa a selecao prévia em
vasos de Leonard.

2 — O numero médio de nédulos por planta foi maior em
condicoes normais de cultivo, sem incorporacao de bagacilho,
evidenciando que o teor de nitratos do solo nas condicoes do
experimento nao inibiu a nodulacao.

3 — O “pelleting”, confirmando dados de literatura (4, 5), foi
altamente eficiente, promovendo boa nodulac¢do, que correspon-
deu as mais altas producoes.

4 — A inoculacido pelo processo comum nao foi eficiente,
promovendo nodulacao e producao semelhantes aos tratamentos
sem inoculacao.

STUDY ON THE INFLUENCE OF THE SOIL NITRATES AND METHODS
OF SEED INOCULATION ON THE NODULE FORMATION OF ALFA-
FA (MEDICAGO SATIVA L))

SUMMARY

A field trial to test the efficiency of previously selected strains of
alfafa rhizobia was conducted at the Centro de NutricAo Animal de
Nova Odessa.

Four strains which had been tested previously in the greenhouse
using the Leonard jar technique were employed in the study.

The field trial was conducted under mulch and no mulch freatment.
The mulch treatment was used to immobilize nitrate nitrogen which is
inhibitory to nodulation at high levels.
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Inoculation was by conventional peat methods of application and by
pelleting with inoculum and lime.

Natural nodulation for this specialized legume was found to be
practically nil.

In this acid soil, normal inoculation method were not sufficient in
supplying nodules to the plants, with resulting nitrogen fixation. Nodu-
lation under pelleting was good to excellent and gave evidence of nitrogen
fixation under both, mulch and no mulch treatment, with differences in
vield being greater between the check and inoculation plus pelleting
treatment where mulch has been used.
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