
ESPECIFICIDADE DE UMA VARIEDADE NATIVA DE "ALFAFA DO 
NORDESTE' .(Stylosanthes gracilis) NA SIMBIOSE COM Rhizobiuni. sp. 

SEBASTL0 MANHXES Sou'ro , ANToNIo CAuLeS CÓSER e JOHANNA DÕBEBEINER 

SLNÕPSE.- Foram feitos três experimentos de casa de vegetação com a finalidade de escla-
recer dificuldades surgidas na inoculação da variedade de Alfafa do Nordeste (Stylosanihcs 
gracilis H.B.K.) mais recomendada paraas regiões do Brasil Central, a variedade IRI 1022. 

No primeiro experimento foram comparadas três variedades inoculadas com seis estirpes 
de Rhizobivm. Enquanto as variedades FAO 13381 e Deodoro II apresentaram simbiose 
eficaz com duas das estirpes locais e principalmente com a estirpe CB-756, estirpe esta 
recomendada na Austrália para inoculação de Styiosanihes gradis, a variedade IR! 1022. 
apresentou simbiose menos eficaz com as estirpes locais o não produziu um só nódulo com 
a estirpe CB-756. 

No segundo experimento foram testadas 24 estirpes de Rhizobium do grupo "Cowpea", 
provenientes de oito espécies forrageiras, na variedade IR! 1022. Apenas as três estirpes 
homólogas e uma de cada de Centrosema pubescens e Calo pogonium muconoides produziram 
nódulos nesta variedade, não sendo nenhuma estirpe altamente eficaz. 

No terceiro experimento foram comparadas seis estirpes homólogas locais com inoculantes 
de solo proveniente de cinco séries de solos. Enquanto dois solos não produziram nódulos, 
o Rhizobium proveniente dos três outros foi mais eficaz que as estirpes puras. 

A. eficiência nodular avaliada pela regressão do N total nas plantas sôbre o pêso dos 
nódulos variou com as variedades de Stylosanthes e coro os inoculantes. Com  as estirpes 
puras foi quatro vêzes maior nas variedades FAQ 13381 e Deodoro II do que na variedade 
IBI 1022. Na variedade IRI 1022 a eficiência nodular foi triplicada pelos inoculantes de 
solo, 

IxTrnoDuço 

A importância da Alfafa do Nordeste como forrageira já 
foi realçada nos trabalhos de Stonard (1968), na Aus-
trália, confirmando as observações feitas em nossa região. 
Nos solos sob vegetação de cerrado do Brasil Central, a 
Alfafa do Nordeste parece ser a leguminosa forrageira 
mais promissora, devido à sua grande capacidade de re-
sistência à sêca. 

No uso racional de leguminosas é necessário que o 
processo de nodulação seja eficiente. Portanto, é pre-
ciso examinar, além de outros pontos importantes, a com. 
patibilidade do Rhozobium em associação simbiótica 
com a leguminosa hospedeira. 

Além da estirpe de Rhizobium, fatôres ligados à afi-
nidade genética Rhizobium/planta influenciam uma sim-
biose eficiente (Loneragan ei ai. 1955, Freire 1961, 
Souto & Dibereiner 1968). 

Norris (1965) classificou a espécie Slqlosanthes gra-
cilis II.B.K. no grupo de leguminosas de inoculação 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". 
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Em experinentos anteriores, entretanto (Franco & Dó-
bereiner 1969), verificou-se efeito significativo, mas ne-
gativo, da inoculação do Stylosanthes gracilis, variedade 
IRI 1022, com uma mistura de estirpes de Rhizobium 
comumente usada para inoculação das leguminosas do 
grupo: "Cowpea". 

A finalidade do presente trabalho foi,portanto, es-
clarecer as dificuldades surgidas na inoculação de va-
riedades de Alfafa do Nordeste (Stylosanthes graciUs). 

MATEI1L',L E MÉTODOS 

Foram feitos três experimentos, em casa de vegetação, 
sob condições controladas. 

Experimento 1 

O delineamento experimental do primeiro foi o de blo-
cos ao acaso em três repetições, estudandose seis es-
pécies de Rhizobium e três variedades de Stylosantlses 
gracilis, que foram combinados de acôrdo com ensaio 
fatorial O )< 3, obtendo-se assim dezoito diferentes tra-
taméntos. 

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

A solução nutritiva foi a de Norris, modificada, com 
a seguinte composição para 40 litros de água fervida: 

EC1 	 5,96 g 
E,HPO, 	 2,00 g 
KH2PO4 	 12,00 g 
MgS0.711:O 	 19,72 g 
FeSO, . 7liO a 5% em soluçlo de ácida 

eítrio a 5% 	 .40,00 ml 
Saluçgo de inicronutrientes 	... 	20,00 ml 
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No momento do uso, foram adicionados 13,76 g de 
CaSO4,2HSO, 

A composição da solução de micronutrientes era a 
seguinte: 

CuSO. 5H20 	 0,15 g 
ZnSO4.7H20 	 0,44 g 
MnSO4.21-120 	 0,40 g 
(NH4)M070se.41120 	 0,02 g 
115803 	 2,80 g 
HsO 	 1000 ml 

As sementes das variedades de Stylosanihes gracilis 
foram cedidas pelo Setor de Nutrição Animal e Agros-
tologia do Instituto de Pesquisas e Experimentação Agro-
pecuárias do Centro-Sul (IPEACS) e as estirpes de Rhi-. 
zobium selecionadas para êste trabalho foram isoladas de 
nódulos espontâneos em Sti1osanthes gracilis colhidos 
na região, com exceção da estirpe CB-756 que é prove-
niente da Austrália e foi enviada por DO. Norris. Tra-
ta-se da estirpe usada nos inoculantes comerciais da 
Austrália para leguminosas tropicais (Summer Legu-
mes), incluindo Stylosanihes gracilís. As sementes fo-
ram escarificadas com H2SO concentrado durante 1 
minuto. 

A semeadura foi efetuada no dia 22 de junho de 
1969 e a colheita dêste experimento foi realizada 60 dias 
após o plantio. 

Determinamos a posição, rn'imero e pêso sêco dos nó-
dulos. O material planta passou por um período de 
secagem em estufa a 65°C e posteriormente foi pesado 
e o nitrogênio determinado pelo método semimicro de 
Kjeldahl. 

Experimenío II 

O segundo experimento foi montado como esquema de 
blocos ao acaso com três repetições, incluindo 24 estir-
pes de Rhizobiurn provenientes das oito leguminosas mais 
usadas como forrageiras, sendo três de cada urna delas. 

A variedade de Stylosantlws gracilís foi a IR! 1022. 
ste experimento foi feito também em vasos de Leo-

nard, sendo plantado em 5.10.69 e colhido em 10.12. 09, 
da mesma maneira que o anterior. A solução nutritiva 
usada foi a mesma do Experimento L 

Experimento Iii 

O terceiro experimento foi conduzido em esquema de 
blocos ao acaso com quatro repetições e 12 tratamentos 
de inoculação, tendo êstes seis estirpes puras, cinco 
inoculantes de solo (1 gfvaso) e uma testemunha. 

Foram usadas latas de óleo perfuradas e preenchidas 
com 1,7 kg de areia de praia, préviamente esterilizadas. 
Também neste experimento usou-se Stylosanthes graci.. 
lis variedade IR! 1022. 

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

Foi usada a seguinte solução nutritiva: KH,PO4, a 
35 g/l: 10 mI/lata de areia; solução de elementos me-
nores: 2 mi/lata de areia; a solução de elementos me-
nores tinha a seguinte composição: 

M9SO4.7H20 150,000 g 
CoiSO,.SIIoO 15,800 g 
ZnSO4.71-120 8,908 g 
H3BO, 1,000 g Na2MoO4 . 2HsO 0,500 g 
FeSO4.7H20 20,000 g 
Ácido cítrico 20,000 g 
Água destilada, q.a. 1.000 ml 

O plantio foi feito em 20.6.69 e a colheita 65 dias 
após. 

As determinações foram feitas da mesma forma que 
nos experimentos anteriores. 

Os inoculantes de solo foram colhidos nas cinco sé-
ries dos solos representativos da área do IPEACS pesa-
dos imidos e colocados sôbre as sementes (1 g/vaso). 

QUADeO 1. Cotnpetição de seia estirpes de E.hizobium ens frs variedades de Sty1osanthe gracilis 
(mddies de 3 repetições) 

Stlssanlhes 
gracilis 

Trat. 
iocula50o PIso 

eisa 
(gIpoie) 

Plantas 

% N 
N 

total 
(mg/pote) 

Número 
(o.'/pote) 

Nódulua 

PIsa 
meu 

(mg/pote) 

Piso 
médio 

(mg!nôdulo) 

Variedade 8-ib 0,3 1.04 4 O 0,0 0,00 
• 	Deodoro II 8-6 0,7 1.47 11 16 7.5 0,28 

CB-7,56 1,1 2,20 24 42 13.7 0,33 
8-2 1,0 1.68 18 18 8,4 0,47 
8-3 0,7 1,29 9 8 2,6 0,45 

0,3 0,03 3 0 0,0 0.00 
Médias 0,7 2,41 11 24 5,5 0.25 

Varie,lade 8-Ib 0,2 0,79 2 0 0,0 0,00 
IRl-1022 8-6 0,5 1,05 6 28 10,7 0,67 

CB-758 0,4 0,03 4 O 0,0 0,00 
8-2 0,5 0,27 7 33 14,4 0,43 

• 8-3 0,4 1,36 5 10 4,0 0.40 
8-10 0,3 0,73 2 O 0,0 0,00 

Médias 0,4 1,02 é 10 4,8 0,25 

Variedade 8-I1) 0,3 0,03 3 O 0,0 0,00 
FAQ 8-O 1,3 2,11 28 53 23,3 0.44 

CB-758 1,4 2,29 32 02 15,8 0,25 
8-2 1,4 2,04 29 85 22,8 0,27 
8-3 1,0 1,50 15 39 18,2 0,47 
8-10 0,3 0,81 3 O 0,0 0.00 

Méds 0,9 1,53 28 39 13,3 0,24 
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Qu.»no 2. Ao4Use do variância, relativa aos dadoo apresentados no Quadro 1 

Fastos de vasiaAo G.L. 
- 	 Piso 

BICO 

Plaotaa 

'° N 
N 

total 
Piso 
BICO 

N4duloa 

N.° de 
nóduos 

Total 83 - - - - 

Repetiçses 2 3,66' 2,71 2,89 - - 

Yariedade 2 46,33" 21.14" 46,47" 282,61" 152,51' 

Eati'pss 5 29,00" 21,88' 27,84" 276,71" 101,67" 

Var. x Est. 10 4,66' 4,28' 6,42' 55,59*0 

árro 34 - - - - - 

RESuLTADOS E Discusso 

Os resultados do Experimento 1 são apresentados no 
Quadro 1 e a sua análise estatística no Quadro 2. Obser-
vam-se diferenças altamente significativas entre estir-
pes de Rhizobium e entre variedades e ainda signiíicância 
da interação em tôdas as observações feitas. A varie-
dade FAO 13381 foi a que melhor nodulou e, portanto, 
produziu mais. As estirpes S-lb e S-lc não produziram 
nódulos nesta variedade assim como também nas de-
mais. Mas as três outras estirpes locais, e principalmente 
a CB-756, foram altamente eficazes, destacando-se esta 
ilUma como a melhor. A variedade Deodoro II produ-

ziu apenas 64% do nitrogênio total da variedade FAO-
-1338 1, mas a eficácia das estirpes de Rhizobium usa-
das seguiu a mesma seqüência. Muito menos eficaz ainda 
foi a simbiose da variedade IRI 1022, que produziu ape-
nas 22% de nitrogênio total da variedade FAQ 13381. 
Apesar de das estirpes locais na variedade IRI 1022 
produzirem pêso de nódulos equivalente ao da variedade 
Deodoro II, a sua fixação de nitrogênio foi deficiente. 
A estirpe CB-756, que nas outras variedades foi a mais 
eficaz, nesta variedade não produziu nenhum nódulo. 

Esta aparente especificidade da variedade IRI 1022 
surpreende, uma vez que esta variedade é nativa, sendo 
originária da coleção de variedades de Matão (Insti 
tuto de Pesquisas IRI), e está sendo plantada como a 
mais promissora nos solos de cerrado do Brasil Central 
(Lobato 1968) onde ela apresenta boa nodulação es-
pontânea. 

Com o intuito de pesquisar maior nõmero de estirpes 
de procedências diversas foi feito o Experimento II, 
no qual três estirpes de T{hizobium isoladas de cada 
uma das 8 espécies forrageiras foram testadas. Os resul-
tados dêste experimento podem ser apreciados no Qua-
dro S. Confirmam êles mais claramente ainda a extrema 
especificidade de variedade IRI 1022 que, com exce-
ção de duas estirpes, uma de Calopogonium mucu-
noides (CM-7) e uma de Centrosema pubescens (C-29), 
sõmente nodulou com as três estirpes homólogas. Têdas 
as estirpes usadas são eficazes nas espécies do grupo 
"Cowpea" representando elas o grupo mais eficaz nas 
diversas espécies de nossa coleção. 

Por outro lado, observamos em outros experimentos 
(Dibereiner 1970) que as estirpes isoladas de Stlo-
santhes gracilis, apesar de não serem muito eficazes na 
variedade IRI 1022, colocaram-se entre as mais efica-
zes em outras espécies (Pueraria /avanicí1, Glycine ja-
vanica, Jndigof era hirsuta). 

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

(C7ADRO 3. Nodu!açclo de Stylooantes gracilis, variedade IPJ 
1022, coo' 24 estirpes de Rhizobium prc,venient es do oito espécies 

fos'rageiras (média de 3 rrpetiçdes) 

N.° de 	Piso RIco 
Eoplcie sriinaI 	Ectirpos 	IIieIuIOB 	de nódulos 

pjvsso 	(mg/ssso) 

MY10wahet gracilis 3-6 IS 3,1 
Coslrseema puteseeni 3-2 19 4,0 

3-3 29 7,0 

C-100 O 0,0 

Caipotsnium mseunoile C-101 O 0,0 
C29 6 1,7 

CM-7 29 2,0 
CM-3 O 0,0 
CM-Ia O 0.0 

Glycino javanica 
DolicMs lab-lab 	 3 ctripeB 

Pucrorie jasanies 	 de cada 
phascalui alrapur porcos 
Íncligof era Sirsula 

usadas novas estirpes e ainda solos colhidos em áreas re-
presentativas das cinco séries de solos da região. Nos 
Quadros 4 e 5 são apresentados os resultados que con-
firmam em primeiro lugar a incapacidade de produzir 
nódulos, nesta variedade, da estirpe CB-76, e análise 
estatística do 3,0 experimento, respectivamente. Nova-
mente se observa produção de quantidade e pêso razoá-
vel de nódulos com as restantes estirpes puras, mas fi-
xação de nitrogênio deficiente. Dois dos solos usados 
não continham Rhizobium capaz de nodular o Stylo-
santhes gracilis mas, com a inoculação dos três outros, 
observa-se nodulação abundante e fixação de nitrogênio 
considerável. Com  um dos solos, o da série Cuandu, o ni-
trogênio fixado foi equivalente ao observado com a va-
riedade FAO 13381 no Experimento I. 

Na discussão acima referimo-nos a uma fixação defi-
ciente com pêso de nódulos considerável. Estas interre-
lações podem ser melhor observadas calculando-se as 
regressões do N total nas plantas sôbre o pêso dos nó-
dulos, nos quais o coeficiente de regressão b representa a 
eficiência nodular. Em numerosos experimentos com 
outras espécies forrageiras (Dibereiner ei aI. 1966, Souto 
& Dübereiner 1969, Cuzmán & Dbereiner 1969, Dó-
bereiner 1969), regressões altamente significativas foram 
obtidas cujo "siope" não foi afetado nem pela variedade, 
nem pela estirpe de Rhizobiun. A eficiência nodular 
naqueles experimentas foi de 0,2 a 0,3g de .N/g de 
nódulos secos com Centrosema pubescens, Pueraria ja-
vanica, Dolichos lab-lab e Calopogoniuna mstcunoides 
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Qe.IJmo 4. Nodulaçao e Jixaçao de N de Stytooanthes gracilis, variedade IRI 1022, inoculado com 
estirpes psieae ou inoculantes de colo (lg/vaso) (média de. 4 repetiç6es) 

Plantas Nódulos 
T ratamento 

de 
inoou1a0o Piso N 

total 

- 

Número/poto 
Piou 
IêOO 

Piso 

(01)Ote) (mg/pote) (gp) (mg/uódulo) 

8-2 0,5 0.74 9 94 10,4 0,2 
8-6 0,5 1,02 O 80 15,5 0,2 

C13.750-JF 0,1 1,03 1 0 0,0 0,0 
8-O 0,4 0,43 O 20 6,5 0,3 
8-5 0,5 1,62 6 64 16,9 0,3 
8-4 0,6 0.81 O 48 03,8 0,3 

Solo Itagual 0,6 1,95 12 45 12,3 0,3 
Solo Guandu 1,3 2,20 20 021 32,7 0,3 
Solo Seropódios 0,8 1,82 18 82 21,6 0,3 
Sola Firanema 0,2 1,05 	-. 1 O 0,0 0,0 
Solo Eil,gja O,! 1,22 2 1. 0,0 0,0 

Testemunha 0,2 1,21 3 O 0,0 0,0 

Estirpe da coleç5o de J. R. Jardim Freire, POrto Alegre, proveniente originalmente da Austrália. 

QuAinto 5. Análise de variáncia 

	

Pnt 	 ódulco 

	

Font de 	G.L. 	
. 	 Piso 

	

varia550 	

':: 	 N 	total 	 Numero 	sOco 

Total 	 .47 	 - 	 - 	 - 	 - - 
Repetiç6e 	 3 	 3,00 	 - 	 1,17 	 - 	 8.77' 
Inoou!antea 	 11 	 3,46' 	 - 	 5,58' . 	 I0,36** 	15,40" 
Êrro 	 33  

e de 0,5 a 0,6 g de N/g de nódulos secos com Glijcine 	deu uma correlação de r - 0,95, que não houve tal 
avanica, Phaseolus atropurpureus e Indigofera hirsuta 	correlação entre pêso de nódulos e N na planta, no Sttj- 
Dõbereiner 1969). Muito diferente parece esta situa- 	losanthes gracilLe. Aquêle experimento incluia sete varie- 

ção no Stylosanthes gracilis. Souto e Dôbereiner (1969) 	dades de Stylosanthes. Se calcularmos as regressões se- 
observaram, num experimento onde Fuercirja javanica paradamente para cada variedade, como na Fig. 1 do 

Experimento 1 dêste trabalho, observamos eficiência no-
- 	.. 	 dular de 0,36 g de N/g de nódulos secos na variedade 

• 	• 	 IRI 1022, mas uma eficiência Quatro vêzes maior (b = 
o.Vo,. Deodoroil 	 = 1,53) na variedade Deodoro II. 
0-Var, FAQ 	 . 	 . . 
sV5,16N1022 	 . 

• 	e. 

30-1 
e 

o • 
/s e 

Ï2o 

e 
0/ 

o 	
° VI 1,82 I,53X'0,94" 

/ 	
Y'2,47 O,36X'0,82" 

- 	PSss liso dos nddolo. (m51waIs) 

FIe. 1. Regress5o do N total sdbre o péso de 
nódulos em trds variedades de Stytosanthes gracilis 
inoculados com diferentes estirpes de Elaizobium. 
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O2 4'O6b 
- 	- Pko sOro dos sddsIos (mç#Oaio) 

jc. 2. RegressOu do N total sObre o péso de 
nódulos usando-se estiepes puras e inoculaçSee de 
solo em Sty1oanthes gracilis variedade 1111 1022. 
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Na variedade FAO 13381, entretanto, a eficiência 
nodular variou com. fatôres não controlados neste expe-
rimento, não dependendo o N fixado do tecido nodular. 

Na Fig. 2, por outro lado, observa-se que as estirpes 
puras, na variedade IR! 1022, mostraram eficiência no-
dular semelhante à obtida na Fig. 1 (0,27 g de N/g 
de nódulos secos), mas não o Rhizobium proveniente 
dos solos inoculados. Com  êste, a eficiência nodular foi 
0,85. Estas variaçôes explicam no Stytosanthes as di-
ficuldades de se encontrarem regresses do N total sô-
bre o pêso de nódulos, fato êste que não foi observado 
com as outras leguminosas forrageiras. 

CONcLuS5ES 

A pronunciada especificidade da variedade 1111 1022, 
que não permite infecção e nodulação pelas estirpes do 
grupo "Cowpea", normalmente eficazes nas legumino-
sas não específicas, explica o insucesso da inoculação 
com estas estirpes. Torna-se necessária a seleção de 
estirpes específicas para esta variedade que não sômente 
produzem muitos nódulos mas ainda apresentam ele-
vada eficiência nodular. 

A redução significativa da produção com inocula-
ção observada anteriormente, provàvelmente se deve a 
uma competição na rizosfera das estirpes inoculadas e 
incapazes de formar nódulos com estirpes mais eficazes 
do solo. 
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ABSTRACT.- Souto, S. M., Cóser, A, C. & Dtibereiner, J. 1972. Hort plartt speci/icitw oj a 
nativa variety of Stylosanthes gracilis. Pesq. agropec. bras., Sêr. Zootec. 7:1-5 (Inst. 
Pesq. Agropec. Centro-Sul, }rn 47, Rio de Janeiro, GB, ZC-26, Brazil) 

In three greenhouse experirnents nodulation difficulties of the variety IRI-1022 o! 
Stylosanthes gracilis (ILB.K.) were studied. This variety is one of the rnost promising in 
the winter-dry regions of Central Brazil. 

In the first experiment six R7nizobium strains were compared on three varieties of S. 
graeilis. The varieties FAO 13381 . and Deodoro II showed effective symhiosis with two 
local strains and with the Australian CB-756, but variety 1111-1022 showed poc.r N-fixation 
with the two local strains and did not form one nodule wíth strain CB-756. 

In a second experiment 24 strains o! 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 Gentrosema pubescens and one from Calo pogonium mucunokles were able to 
produce nodules on this variety but none was higbly effective. 

In the third experiment six homologous local strains were compared witib soil inoculant 
obtained in five soil sei-les. Two soils did not produce nodules but the thiee ether 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. graciUs it varied with variety and wit.h the inoculant. With pure strains nodule 
efficiency was four times higher with the variety Deodoro II than with the variety 1111-1022. 
Nodule efficiency in variety 1111-1022 was three times greater with soil inoculants. 
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