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SmvoPsE.- Foram feitos trés experimentos de casa de vegetacio com a finalidade de escla-
recer dificuldades surgidas na inoculagio da variedade de Alfafa do Nordeste (Stylosanthes
gracilis H.B.X.) mais recomendada para’as regides do Brasil Central, a variedade IRI 1022,

No primeiro experimento foram comparadas trés variedades inoculadas com seis estirpes
de Rhizobium. Enquanto as variedades FAO 13381 e Deodoro II apresentaram simbiose
eficaz com duas das estirpes locais e principalmente com a estirpe CB-756, estipe esta

recomendada na Austrdlia para inoculagio de Stylosanthes gracilis, a variedade IRI 1022.

apresentou simbiose menos eficaz com as estirpes locais e nio produziu um sé nédulo com
a estirpe CB-756.

No segundo experimento foram testadas 24 estirpes de Rhizobium do grupo “Cowpea™,
provenientes de oito espécies forrageiras, na variedade IRI 1022, Apenas as trés estirpes
homélogas e uma de cada de Centrosema pubescens e Calopogonium muconoides produziram
n6dulos nesta variedade, nio sendo nenhuma estirpe altamente eficaz.

No terceiro experimento foram comparadas seis estirpes homologas locais com inoculantes

de solo proveniente de cinco séries de solos. Enquanto dois solos nio produziram nédulos, .

o Rhizobium proveniente dos trés outros foi mais eficaz que as estirpes puras,

A eficiéncia nodular avaliada pela regress@o do N total nas plantas sébre o péso dos
nédulos variou com as variedades de Stylosanthes e com os inoculantes. Com as estirpes
puras foi quatro vézes maior nas variedades FAO 13381 e Deodoro II do que .na variedade
IRI 1022. Na variedade IRI 1022 a eficiéncia nodular foi triplicada pelos inoculantes de

ESPECIFICIDADE DE UMA VARIEDADE NATIVA DE “ALFAFA DO
NORDESTE” '(Stylosanthes gracilis) NA SIMBIOSE COM Rhizobium

sp. 1

solo,

InTRODUGAO

A importancia da Alfafa do Nordeste como forrageira ja
foi realcada nos trabalhos de Stonard {1968), na Aus-
trélia, confirmando as observagBes feitas em nossa regifio.
Nos solos sob vegetagio de cerrado do Brasil Central, a
Alfafa do Nordeste parece ser a leguminosa forrageira
mais promissora, devido & sua grande capacidade de re-
sisténcia A séca,

No uso racional de legumincsas é necessirio que o
processo de nodulagio seja eficiente. Portanto, é pre-
ciso examinar, além de outros pontos importantes, a com-
patibilidade do Rhozobium em associagio simbidtica
com a leguminosa hospedeira. .

Além da estirpe de Rhizobium, fatbres ligados a afi-
nidade genética Rhizobium/planta influenciam uma sim-
biose eficiente (Loneragan et al. 1955, Freire 1961,
Souto & Dibereiner 1968 ).

Norris (1965) classificou a espécie Stylosanthes gra-
cilis HLB.K. no grupo de leguminosas de inoculagio cru-
zada “Cowpea”, recomendando, entretanto, em traba-
lho mais recente (Norris 1967), um inoculante especi-
fico para uma variedade que chama “Oxley Fine Stem

Stylo™.

1 Recebide 11 jan. 1971, aceito 30 abr. 1971.

2 Eng.® Agrénomo do Setor de Nutricio Animal e Agrostolo-
gia do Instituto de Pesquisas e Experimentagio Agropecuérias
do Centro-Sul (IPEAGS), Km 47, Campo Grande, GB, ZC-26,

2 Quartanista de 1970 da Escola de Agronomia da Univer-
sidade Federal Rural do Rio de Janeiro e bolsista do Conselho

gécizoenal de Pesquisas (CNPq.), Km 47, Campo Grande, GB,

¢ Eng.e Agréonomo do Setor de Solos do IPEACS e bolsista
do CNPq,

" "ATfinalidade do presente trabalho foi,

Em experimentos anteriores, entretanto (Franco & Dé-
bereiner 1969), verificou-se efeito significativo, mas ne-
gativo, da inoculacio do Stylosanthes gracilis, variedade
IRI 1022, com uma mistura de estirpes de Rhizobium
comumente usada para inoculacio das legumincsas do
grupo. “Cowpea”.
rtanto, es-
clarecer as dificuldades surgidas na inoculagio de va-

riedades de Alfafa do Nordeste (Stylosanthes gracilis).

MaTtERIAL E METODOS

Foram feitos trés experimenios, em casa de vegetagio,
sob condigfes controladas.

Experimento 1

O delineamento experimental do primeiro foi o de blo-
co0s a0 acaso em trés repetigBes, estudando-se seis es-
pécies de Rhizobium e trés variedades de Stylosanthes
gracilis, que foram combinados de acbrdo com ensaio
fatorial 6 X 3, obtendo-se assim dezoito diferentes tra-
tamentos.

Usaram-se vasos Leonard com 1,7 kg de areia este-
rilizada, :

A solugiio nutritiva foi a de Norris, modificada, com
a seguinte composicio para 40 litros de dgua fervida:

" KCl 596 g
K:HPO, 2.00 g
KH.PO4 12,00 g
MgS0.,TH:0 19,72 g
FeS0+.TH:0 a 5% em solucdo de 4cido

citrico a 5% 40,00 ml
Solugio de micronutrientes

20,00 ml
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. No momente do uso, foram adicionados 13,78 g de
CaSO«.2H20.

A composicio da solugio de micronutrientes era a
seguinte;

CuS04. 5H:0 0,15 g
ZnS0.. TH:0 044 g
MnSO4. 2H:0 040 g
{NH.)aMO:0z , 4H:0 002 g
H.BOs 286 g

20 1606 ml

As sementes das variedades de Stylosanthes gracilis
foram cedidas pelo Setor de Nutrigio Animal e Agros-
tologia do Instituto de Pesquisas ¢ Experimentacio Agro-
pecudrias do Centro-Sul (IPEACS) e as estirpes de Rhi-
zobium selecionadas para éste trabalho foram iscladas de
nédules espontineos em Stylosanthes gracilis colhidos
na regido, com exce¢do da estirpe CB-758 que é prove-
niente da Austrilia e foi enviada por D.O. Norris. Tra-
ta-se da estirpe usada nos inoculantes comerciais da
Austrdlia para leguminosas tropicais (Summer Legu-
mes), incluinde Stylosenthes gracilis. As sementes fo-
ram escarificadas com H.SO. concentrado durante 1
minuto.

A semeadura foi efetvada no dia 22 de junho de
1969 e a colheita déste experimento foi realizada 60 dias
apés o plantio.

Determinamos a posi¢io, namero e péso séco dos né-
dulos. O material planta passou por um periodo de
secagem em estufa a 65°C e posteriormente foi pesado
e o nitrogénio determinado pelo métode semimicro de
Kjeldahl. '

Experimento I

O segundo experimento foi montado com esquema de
blocos ao acaso com trés repeticdes, incluindo 24 estir-
pes de Rhizobium provenientes das oito leguminosas mais
usadas como forrageiras, sendo trés de cada uma delas,

A variedade de Stylosanthes gracills foi a IRI 1022,

Este experimento foi feito também em vasos de Leo-
nard, sendo plantado em 5.10,69 e colhido em 10,12.68,
da mesma maneira que o anterior, A solugio nutritiva
usada foi a mesma do Experimento I, -

Experimento III

O terceiro experimento foi conduzido em esquema de

blocos ao acaso com quatro repetigbes e 12 tratamentos
de inoculagio, tendo éstes seis estirpes puras, cinco
inoculantes de solo {1 g/vaso) e wma testemunha,

Foram usadas latas de 6leo perfuradas e preenchidas
com 1,7 kg de areia de prais, préviamente esterilizadas.
Também neste experimento usou-se Stylosanthes graci-
lis variedade IRI 1022. : '

Os tratamentos com estirpes puras foram inoculados
colocando-se duas ghtas/planta de culturas liquidas.

Foi usada a seguinte solugio nutritiva: KH.PO,, a
33 g/l: 10 ml/lata de areia; solugio de elementos me-
nores: 2 ml/lata de areia; a solucio de elementos me-
nores tinha a seguinte composigio:

MgSO4, TH:0 150,000 g
CuSO.. 5110 15,800 g -
ZnS04. TH:0 8,908 g
H:BOs 1,000 g
NasMoOq, 2H:0 0,500 g
FeS04, TH:0 20,000 g
Acido cftrico 20,000 g
Agua destilada, q.s. 1.000 ml

? plantio foi feito em 20.6.69 e a colheita 65 dias
apds.

As determinac¢des foram feitas da mesma forma que
nos experimentos anteriores,

Os inoculantes de solo foram colhidos nas einco sé-
ries dos solos representativos da 4rea do IPEACS pesa-
dos timidos e colocados sébre as sementes (1 g/vaso).

Quapro 1. Competicio de seis estirpes de Rhizobium em trés variedades de Stylosanthes gracilis
. (média de 3 repetigbes)

Plantas Nédulog
Stuylosanthes Trat. 7 N P Pe
. . 650 a EBO
gracilis inoculaghio chon o N total . g:‘f’l"-;"“) séco m:;?o
{z/ote) (wg/pote) ipose, (mgipote)  (mg/nddulo)
Variedade B-1b 0,3 1,04 4 0 - 0,0 0,00
Deodoro I1 8-6 0,7 1,47 11 18 7.5 0,28
CB-756 1,1 2,20 24 42 13,7 0,33
B-2 ‘1,0 1,68 18 18 8.4 0,47
8-3 0,7 1,29 g 8 3,6 0,45
- B-le 0,3 0,83 3 0 0,0 0,00 -
Médins 0,7 . 1,41 11 14 5.5 0,25
Vatiedade " B-1b 0,2 0,79 2 0 0,0 0,00
IRI-1022 B-6 0.5 1,05 [} 18 10,7 0,87
CB-756 0,4 0,923 4 4] 0,0 0,00
-2 0.5 1,27 7 33 144 0,43
83 0,4 138 B 10 4,0 0,40
5-1c 6.3 0,73 2 o . 0,0 0,00
© Médias 04 1,02 4 10 4,8 0,25
Variedade 8-1b 0,3 0,83 3 0 0,0 0,00
FAO 5-6 1,3 2,11 28 5 - 23,3 - 4,44
CB-756 1.4 2,29 32 G2 158 0,25
Bg-2 1,4 2,04 29 85 22,8 0,27
8-3 1,0 1,50 15 39 18,2 0,47
8-1o 0,3 - 0,81 3 0 0,0 0,00
Médias 0,9 1,59 18 39 133 0,24
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Quabro 2, Andlise da varidncia, relativa aos dados apresentados no Quedro 1

) Plantas Nédulea
) Fontes de variagdo G.L. Pisa o N N Péso N de

' slco @ total . sico nédu’os
Total 53 - — - . —
Repetigties 3.46% 2,89 - —
Yariedades 2 48,33%* 21,14** 4347 282,61%* 152,51+
Estirpes 5 26,00 21,85%% 27,84 276,71%* 101,87**
Var, x Eat. . 10 4,66* © 4,28*% §,42* 55,50 27,38%*
firro 34 - - - -

REsULTADOS E Discussio

Os resultados do Experimento I sdo apresentados no
Quadro 1 e a sua andlise estatistica no Quadro 2. Obser-
vam-se diferencas altamente significativas entre estir-
pes de Rhizobium e entre variedades e ainda significincia
da interacio em tbdas as observagGes feitas. A varie-
dade FAO 13381 foi a que melhor nodulou e, portanto,
produziu mais, As estirpes 5-1b e 8-lc nfo produziram
nodulos nesta variedade assim como também nas de-
mais. Mas as trés outras estirpes locais, e principalmente
a CB-756, foram altamente eficazes, destacando-se esta
tltima como a melhor, A variedade Deodoro II produ-
ziu apenas 64% do nitrogénio total da variedade FAO-
-13381, mas a eficicia das estirpes de Rhizobium usa-
das seguiu a mesma seqiiéncia, Muito menos eficaz ainda
foi a simbiose da varieaade IRI 1022, que produziu ape-
nas 22% de nitrogénio total da variedade FAO 1338l.
Apesar de das estirpes locais na variedade IRI 1022
produzirem péso de nédulos equivalente ao da variedade
Deodoro II, a sua fixacdo de nitrogénic foi deficiente.
A estirpe CB-756, que nas outras variedades foi a mais
eficaz, nesta variedade nio produziu nenhum nédulo,

Esta aparente especificidade da variedade IRI 1022
surpreende, uma vez que esta variedade é nativa, sendo
originria da colegic de variedades de Matio (Inst-
tuto de Pesquisas IRI), e esti sendo plantada como a
mais promissora nos solos de cerrado do Brasil Central
{Lobate 1968) onde ela apresenta boa mnodulagio es-
pontinea.

Com o intuito de pesquisar maior nimero de estirpes
de procedéncias diversas foi feito o Experimento II,
no qual trés estirpes de Rhizobium isoladas de cada
uma das 8 espécies forrageiras foram testadas. Os resul-
tados déste experimento podem ser apreciados no Qua-
dro 3. Confirmam é&les mais claramente ainda a extrema
especificidade de variedade IRI 1022 que, com exce-
¢io de duas estirpes, uma de Calopogonium mucu-
noides (CM-T7) e uma de Centrosema pubescens (C-29),
sdmente nodulou com as trés estirpes homdlogas. Tédas
as estirpes usadas sdo eficazes mnas espécies do grupo
“Cowpea” representando elas o grupo mais eficaz nas
diversas espécies de nossa colegio.

Por outro lado, observamos em outros experimentos
{Débereiner 1970) que as estirpes isoladas de Stylo-
santhes gracilis, apesar de ndo serem muito eficazes na
variedade IRI 1022, colocaram-se entre as mais efica-
zes em outras espécies {Pueraria javanica, Glycine fa-
vanica, Indigofera hirsuta).

A necessidade urgente de se obterem estirpes para
ingculantes altamente eficazes para a variedade IRI
1022 levou ao Experimento III em que, além das estir-
pes homdlogas usadas nos experimentos anteriores, foram

Qm\nnd 3. Nodulagio de Stylosantes gracilis, variedade IRI
1022, com 24 estirpes de Rhizobium provenientes de oite espéeies
forrageiras (média de 3 repetigbes)

N,o de Dzao séed
Espécie original Estirpes nidulos de nédulos
pivaao (mg/fvaso)
Stylosanthes gracilis 26 18 31
Centrosema pubescens 82 19 4,0
B3 29 7.0
C-100 o - 0,0
Calopogontum mucunoides C-101 0 0,0
‘ C-29 8 1,7
CM-7 29 2,0
CM-3 ) 0,0
CM-1a - 1] 0,0
Glyeine javonice
Dolichos lab-lab 3 eateipes
Pueraric javanice de cada 0 0

Phaseolut airepurpureus
Indigofera hirsuta

usadas novas estirpes e ainda solos colhidos em dreas re-
presentativas das cinco séries de solos da regifio. Nos
?uadros 4 e 5 sdo apresentados os resultados que con-
irmam em primeiro lugar a incapacidade de produzir
nédulos, nesta variedade, da estirpe CB-7536, e andlise
estatistica do 3.° experimento, respectivamente. Nova-
mente se observa produgio de quantidade e péso razoa-
vel de nédulos com as restantes estirpes puras, mas fi-
xacio de nitrogénio deficiente, Dois dos solos usados
nio continham Rhizobium capaz de nodular o Stylo-
santhes gracilis mas, com a inoculagio dos trés outros,
observa-se nodulagdo abundante e fixagio de mitrogénio
considerivel. Com um dos solos, o da série Guandu, ¢ ni-
trogénio fixado foi equivalente ao observado com a va-
riedade FAO 13381 no Experimento I

Na discussio acima referimo-nos a uma fixaglo defi-
ciente com péso de nddulos considerfvel. Estas interre-
lagGes podem ser melhor observadas calculando-se as
regressoes do N total nas plantas sébre o péso dos né-
dulos, nos quais o cocficiente de regressio b representa a

-eficiéncia nodular, Em numerosos experimentos com

outras espécies forrageiras { Dibereiner et al. 1966, Sonto
& Dibereiner 1969, Guzmin & Dobereiner 1969, Do-
bereiner 1969), regressdes altamente significativas foram
obtidas cujo “slope” nio foi afetado nem pela varicdade,
nem pela estirpe de Rhizobium. A eficiéncia nodular
naqueles experimentos foi de 0,2 a 03z de N/g de
nédulos secos com Centrosema pubescens, Pueraria fja-
vanica, Dolichos lab-lub e Calopogonium’ mucunoiage

Pesq. agropec. bras., Sér. Zootec., 7:1-5. 1972
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Quabro 4, Nodulagde e fixagdo de N de Stvlosanthes gracilis, vaeriedade IRI 1022, inoculado com
estirpes purds ou inoculantes de solo (lg/vaso) (médiz de.4 repeticoes)

) Plantas Nodulos

Tratamento

;48 ' Péao N Péso Pino

inoculagiio 8éeo %N total Niimero/pote Bé00 médio

. (&/pote) (mg/pote) {mg/pote) (mg/nddulo)

B-2 0,5 1,74 9 94 19,4 0,2

B-8 0,5 1,82 9 80 15,5 0,2
CB.756-JF» 0,1 1,03 1 0 0,0 0,0

8-3 04 1,43 5 20 8,5 0,3

B-5 0,5 1,62 8 64 18,9 03

RE 0,8 1,51 ] 48 13,8 0,3
Bolo Itagual 0,6 1,95 12 45 12,3 0,3
Solo Guandu 1,3 2,20 29 121 32,7 0,3
Solo Beropédics 0,8 1,82 18 82 21,6 0,3
Sole Piranema 02 1,06 1 i} ’ 0,0 0,0
Bolo Egologia 0,1 1,23 2’ 1 0,0 0,0 '
Testemunhg 0,2 ‘1,21 3 [+] 0,0 0,0

» Estirpe da colecdo de J. R. Jardim Freire, Porto Alegre, proveniente originalmente da Austrdlia.

Quapro 5. Andlise de wvaridnecia
Plantas Ndédules
- Fontes de CGL
variagfio . Piso N . . Piso
88c0 % N total Nimera -, stco
Total 47 — - - - —
Repetigfes 3 3,00* —_ 1,17 —_ 8,77
Inoculantes 11 3,46 —_ 5,58 10,364+ 15,40
o 33 = — - — —
ede 0,5 2 0,6 g de N/g de nodulos secos com Glycine  deuw uma correlagio de r = 0,95, que nio houve tal

javanica, Phaseolus atropurpureus e Indigofera hirsuta
{Dtbereiner 1969). Muito diferente parece esta situa-
¢do no Stylosanthes gracilis. Souto e Dibereiner {1969)
observaram, num “experimento onde Pueraria javanica

40

. . )
©o=Vor, Deodore |1
©-Var. FAQ
%-var. IR(-1022 .
L
30 4

%20
S .
H
5 .
E L)
‘;' S ¥§1,82 1,53%=0,94
H % Yr2 At 0,36X-082*"
%104
T T T

o o -1
. . Fiéso séco dos nddulos {mg/vase)
Fic. 1. HRegressdo do N total sébre o péso de

nédulos em trés variedades de Stylosanthes gracilis
dnoculados com diferentes estirpes de Rhizobium,
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correlagio entre péso de nddulos e N na planta, no Sty-
losanthes gracilis. Aquéle experimento incluia sete varie-
dades de Stylosanthes. Se calcularmos as regressGes se-
paradamente para cada variedade, como na Fig. 1 do
Experimento I déste trabalho, observamos eficiéncia no-
dular de 0,36 g de N/g de nédulos secos na- variedade
IRI 1022, mas uma eficiéncia quatro vézes maior (b =
= 1,53) na variedade Deodoro II.

» -Estirpes-¥= 2,76 +0,27X rs0,71""

%91 o-Sclos - Y= 1,2140,85X r «0,98" "

EY
Q
i

o
(2]
1

. N total [ mg/voso)

2‘0 5.0 4'0 5I0 E'O
- Péso akco dos nddules [mg/ voso)

Fic. 2. .Regressﬁo do N total sébre o péso de

nédulos usando-se estirpes: puras e inoculagdes de

solo em Stylosanthes gracilis variedede IRI 1022,
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Na variedade FAO 13381, entretanto, a eficiéncia
nodular variou com fatdres ndo controlados neste expe-
timento, nfo dependendo o N fixado do tecido nodular.

Na Fig. 2, por outro lado, observa-se que as estirpes
puras, na variedade IRI 1022, mostraram eficiéncia no-
dular semelhante 3 obtida na Fig. 1 (0,27 g de N/g
de nddulos secos), mas nio o Rhizobium proveniente

dos solos inoculados. Com éste, a eficiéncia nodular foi-

0,85. Estas variagSes explicam no Stylosanthes as di-
ficuldades de se encontrarem regressGes do N total sb-
bre o péso de nédulos, fato éste que nfio foi observado
com as outras leguminosas forrageiras.

CoNcLUSOES

A pronunciada especificidade da variedade IRI 1022,
que nio permite infeccio e nodulagio pelas estirpes do
grupo “Cowpea”, normalmente eficazes nas legumino-
sas ndo especificas, explica o insucesso da inoculagdo
com estas estirpes. Torna-se necessiria a selegfo de
estirpes especificas para esta variedade que nio somente

produzem muitos nédulos mas ainda apresentam ele--

vada eficiéncia nodular.

A redugfio significativa da produgio com inocula-
¢io observada anteriormente, provavelmente se deve a
uma competicio na rizosfera das estirpes inoculadas e
incapazes de formar nédulos com estirpes mais eficazes
do solo.

ABSTRACT.-

" Franco, A.A, & Dibereiner, J.
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In three greenhouse experiments noduolation difficulties of the wvariety IRI-1022 of
Stylosanthes gracilis (11.B.K.) were studied. This variety is one of the most promising in

the winter-dry regions of Central Brazil.

In the first experiment six Rhizobium strains were compared on three varieties of S.
gracilis. The varictics FAO 13381 and Deodoro II showed elfective symbiosis with two
local strains and with the Australian CB-756, but variety IRI-1022 showed poor N-fixation
with the two local strains and did not form one nodule with strain CB-756. '

In a second experiment 24 strains of the “cow pea” group isolated from 8 different
species, were tested on the variety IRI-1022, Only the three homologous strains and one
strain from Centrosema pubescens and one from Calopogonium mucunoides were able to
produce nodules on this varicty but none was highly effective.

In the third experiment six homologous loeal strains were compared with soil inoculant
obtained in five soil series. Two soils did not produce nodules hut the three other soils
produced more effective symbiosis than the pure strains, '

Nodule efficiency was evaluated by the regression of total plant nitrogen on nodule

weight. In S. gracilis it varied with variety and with

the inoculant, With pure strains nodule

efficiency was four times higher with the variety Deodoro II than with the variety IRI-1022,
Nodule efficiency in variety IRI-1022 was three times greater with soil inoculants.
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