SIMBIOSE DE ESTIRPES HOMOLOGAS ' COM 'LINHAGENS DE
Centrosema pubescens’

AviLIo A, FraNco®, ARYNO SERPA® e . SEBASTIAO ManmAES Sovuro*

SmvopsE.- Foi feito um experimento em condigies de casa de vegetagio, com linhagens de
C. pubescens Benth comparando-as com o cultivar “Deodoro”, para estudar. os efeitos de
estirpes homélogas de Rhizobium sp., na simbiose e desenvolvimento das plantas.. '

Para as duas coletas efetuadas aos 28 e 56 dias, apds o plantio, verificaram-se efeitos
altamente significativos das estirpes ha nodulagiio e desenvolvimento das plantas. As linhagens
apresentaram diferencas significativas aos 28 dias do plantio. Na coleta acs 56 dias estas di-
ferengas foram menores e, apesar de ndo significativas, a linhagem 5.1/64 apresentou 25%
de nitrogénio a mais que o cultivar Deodoro. _ - . :
.- Foi encontrada regressdo altamente significativa'do N total das plantas com o peso de
nédulos {r = 0,94}, independentemente da estirpe de Rhizobium ou da-linhagem de
Centrosema.

Diferengas encontradas na eficicia das estirpes entre coletas aos 28 e 56 dias apés o
plantio, mostraram que, para espécies perenes, nem sempre a precocidade deve ser a tinica
caracteristica a ser observada na selecio das estirpes. Isto sugere o use de mais de uma
estirpe para garantir uma fixacio eficiente, tanto no inicio do estabelecimento da leguminosa

como no seu desenvolvimento posterior,

_ INnTRODUGAO

A selegio de variedade e linhagens de leguminosas,
muitas vezes, é feita com desprezo da principal carac-
teristica desta familia, isto &, sua capacidade de fixar ni-
trogénio do ar, o

Diferencas entre linhagens e variedades de algumas
leguminosas. quanto” 4 “sua’ capacidade de nodulagio e
fixacio de nitrogénio. tém side encontradas por virios
autores (Erdman & Means 1953, Johnson & Means 1960,
Diobereiner et al. 1966). '

A centrosema é uma leguminosa que apresenta espe-
cificidade hospedeird, . nfo nodulando com Rhizobium
isolado de oulras espécies apesar de o Rhizobium dela
isolado nodular a maioria das espécies tropicais (Bowen
1959a, Dibereiner 1970), Trabalhos de Bowen e Kennedy

(1961) mostraram diferengas * genéticas quanto” 34 no-

dulagiic entre linhagens de centrosema e Serpa ¢ Cunha
F.2 (1970) verificaram, nesta mesma espécie, a herda-
bilidade do nimero de nédulos e admitiram a existéncia
de fendtipos da nodulagio precoce e tardia.

Norris {1967 ) sugeriu que, ao se fazer selegio de es-
tirpes para leguminosas tropicais, deve-se comegar com
estirpes homdlogas, isto &, estirpes isoladas da mesma
espécie ou variedade. Guzman e Dibereiner (1969),
estudando diferentes estirnes de Bhizobium em simbiose
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com centrosema, verificaram que, ao nivel de espécie,
as homélogas foram superiores 4s estirpes de inoculagio
cruzada.

O trabalho de melhoramento; genético em C. pubescens,
no sentido de obter linhagens. com a maior somatéria
de caracteristicas desejaveis, vem sendo realizado no Ins-
tituto de Pesquisa Agropecudria do Centro-Sul {(IPEACS)
desde 1983. Com o aparecimento de linhagens melho-
radas, a procura dé estirpes que as nodulem e fixem N
eficientemente se fez necessiria, tornando-se para isto
também  necessiric o conhecimento da ocorréncia ou
nio de homologia ao nivel de linhagem..

© A finalidade dests experimento foi o estudo do com-

Fortamento de estirpes 'de Rhizobium em simbiose com
inhagens de C. pubescens selecionadas a partir do cul-
tivar Deodoro.

MaATERIAL E METODOS

Foi feito um experimento- em vasos de Leonard, em
casa de vegetacio, com o esquema experimental fatorial
5 % 7 ¥ 2. com duas reneticies’ e "0s sepunintes” tra-
tamentos:

ca) varedade de C. pubescers Benth “Deodoro’ e as se-
guintes linhagens: IPEACS-5.3/64, IPEACS-5.1/64, IPEACS-
-4.2/64 e IPEACS-7/69; - = . .

" b) estirpes de Rhizobium sp.i C-290 4+ C-100, CP-1, CP-2,
CP-3 ¢ CP-4; testemunha e testernunhe nitrogenada;

¢) duas épocas de coletas: aos 28 e aos 56 dias do plantio.

A variedade de centrosema “Deodoro’™ é mativa na

regido e j4 amplamente difundida nas pastagens do pals,
com o nome popular dé jitirana. ', - .
. As linhagens 'utilizadas foram selecionadas da varie-
dade original “Deodoro” com a finalidade de obter
material, forrageiro qualitativa e quantitativamente su-
perior & variedade original,
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As . estirpes de: Rhizobium sp. C-29 e C-100 sio in-
dicadas como as melhores para a variedade “Deodoro™.
As estirpes CP-1, CP-2, CP-3 e CP-4 foram isoladas,
respectivamente, de nbdulos das linhagens IPEACS-5.3/
/64, IPEACS-5.1/64, IPEACS-4.2/64 e IPEACS-7/69,
crescendo no campo sem inoculacio. - :

Cada vaso recebeu, como substrato, 1,7 kg de areia
_de praia, lavada em fgua corrente até desaparecimento
do excesso de NaCl. Apds preparados, os vasos foram
esterilizados em autoclave durante uma hora. A 4gua de
irrigacio, antes de ser usada, era fervida. Todos os vasos
receberam 800 ml de solugdo contendo: 119,200 mg
de KCl, 40,000 mg de K,HPO,, 240,000 mg de KH.PO,,
394,400 mg de MgSO..TH,0, 275,200 mg de CaS0..211.0,
0,160 mg de L{l’.lSO|.2H::O, 0,008 mg de (NHﬁ)ﬂMOTOm.
4H,0, 1,144 mg de H:BO,, 4,000 mg de FeSO..TH.O
e 4,000 mg de dcido citrico. A solugiic com os nutrientes
fol adicionada em duas vezes, '

A testemunha nitrogenada, além da adubacdo basica,
recebeu, por vaso, 49,0 mg de N, 4 dias apés o plantio
e mais 49,0 mg 24 dias apds a primeira aplicacdo.

Efeito de estirpes de Rhizobiun
Centrosema pubescens (

" Quabro 1,

A.A.FRANCO, A.SERPA ¢ §.M.50UTO

As sementes usadas foram cedidas pelo Setor de Agros-
tologia e Nutrigio Animal do IPEACS, ‘

Foi feito o plantic no dia 9.10.1970. Fez-se desbaste
para trés plantas por vaso, e a inoculagio foi feita em
cobertura 12 dias apds o plantio. )

Em ambas as coletas, fez-se observagfio de posigdo,
nimero e peso seco dos nédulos, e peso seco, nitrogénio
percentual (N%) e nitrogénio total ~das plantas. As
plantas e nédulos foram secados em estufa a 65°C até
peso constante e o nitrogénio das plantas, apds moidas,
determinada pelo método de Kjeldahl (semi-micro).

Na andlise estatistica foram excluidos os dados da
testemunha e testemunha nitrogenada, devido a estes
terem variado muito em relacio aos tratamentos de
inoculaggo,

ResvrLTapos E Discussio
Os resultados deste experimento sdo. apresentados nos

Quadros 1-e 2.'A andlise foi feita para cada idade se-
paradamente (Quadro 3) e em conjunto (Quadro 4).

n duas idades, na nodulagio de tinhugéns de
lies de duas repetigfes)

Peso de nédu.lon {mg/vaso)

Idadea Exti Posigio dos nédulos na raizb Nimero de nédulos/vaso
em Istirpes de :
dias  Rhizobium® -
) ' ~ "Deod, 5.3/64 5.1/64 4.2/64 769 Deod.” 5.8/64 B5.1/64 4.2/84 7/89 Deod. 5.3/64 5.1/64 4.2/64  7/69
28 C-294C-100 35 40 35 3.5 4,0 455 - 765 64,0 - 66,5 _ 59,0 28 15 53 36 43
CP-1 4,0 3,5 35 4,0 4.0 68,0 945 1070 790 62,0 40 52 68 41 42
CP-2 3.5 3.0 30 . .35 3.5 78,0 73,4 127,06  108.0 86,0 41 35 67 38 45
CP-3 3.5 40 3.5 4,0 3.6 78,5 74,6 1180 92,0 50,5 a6 41 72 - 39 36
CP-4 3.0 LR 3.5 4,0 3,5 66,0 20,0 80,0 6.0 64,5 41 54 55 412 43
56 - C-204-C-100 3.0 - 3.5 3.0 3,5 3.0 213,85 183,06 - 375,0 230,5 2140 611 251 402 475 367
P11 3.0 3.5 35 EN] 3.0 1470 3370 2206 1610 1425 527 809 910 58§ 408
CP-2 3.5 3,0 30° 3.4 3.6 2230 277,5 3040 2050 340,5 656 653 675 B55 432
CP-3 3.5 3,0 3.4 3.5 3,5 238,0  332,0 -181L,0 : 2485 160,8 f41 759 805 680 872
P-4 3.0 40 38 35 - 36 120,5 - 242,5 . 333,5 155,65 2040 620 a75 1195 752 858

» A testemunha e festemunha nitrngenada nio apresentaram nddulos.

. .b-'A posigio dos néduloa foi avaliada pela geguinte escala empirica: 1 = nédulos ssmente 'na rais secundizia; 2 = nddulos mais na raiz secundiria que na
principal; 3 = ndédulos mais’ na raiz principal que na pecunddria; 4 = nédulos somente na raiz principal.

Quapro 2. FEfeito de estirf:es de Rhizobium ne desenvolvimento de linhagens de Centrosema pubescens
(médias de duas repetipbes)

' Peso‘aeco A‘ias .plantas {g/vaso)

Teor de N nas plantas (N%,;

N total das pla.nt.a.s (mg/vaso)

Id:gfs Estirpes - de
dias - Rhizobium -
Deod. 5.3/64 B5.1/64 4.2/64 7/69 Deod.  5.3/84. 5.1/64 4.2/64 T/69 Deod, 5.3764 5.1/64 4.2/64 T/60
28 C-204C-100 0,25 0,40 045 0,25 0,30 3.0 2.4 2,5 2,3 2.7 1 10 11 .6 9
CP-1 040 050 055 035 0,0 3.3 2,9 3.8 3.4 3.5 14 15 20 n 14
cr-2 0,30 0,35 040 0,35 045 2,8 2,8 8.7 2.9 3.2 ] 9 15 10 15
Ccr-3 040 0,38 045 0,35 0,35 3.0 3.3 33 33 28 12 12 18 12 10
CP-4 0,40 0,50 G455 0,35 - 0,40 28 2.9 2.2 3.8 2,0 1n 15 14 13 12
Ts - 0,30 .0,40 0,45 0,40 0,35 1.4 10 14 1,4 1,2 8 5 L] 8 5
TN 1.10 © 085 1,10 1,30 . 095 3.2 3.3 3,1 3.0 3.0 35 27 33 40 27
1} C-294C-100 - 2,95 1,30 3.55 2,45 2,30 1,9 1,4 1.7 1,4 1.5 58 18 1] 48 35
CP-1. 4,25 4,65 5,90 3,80 3455 17 19 1,8 1.8 15 73 o0 100 ' 66 b4
CcP-2 4,55 4,25 - 485 3,70 3.10 1.7 2,0 2,3 1,9 1,6 78 84 113 89 50
CP-3 6,85 530 660 535 405 2,1 2,2 2,2 2,3 1.8 142 119 142 121 139
CP-4 400 540 665 4,25 4,50 2,1 2,0 1,8 2,3 1% 8 118 120 kil 87
T 0,30 060 0485 050 040 1.2 1,1 1.4 1,1 1,3 4 8 8 i} ]
™ .20 875 6,20 440 555 1,0 1.5 1,2 1,5 1.3 3 92 73 63 89

s Devido 3 grande variagho da testemunha mitrogenada (N'T), na 1= colets, & da testemunha (T), na 2.4 colota, em

o3 valores destes tratamentos nio entraram na snilise estatistica,

Pesq. agropec. bras., Sér. Footec,, 8:13-I7, I87d

rela-sﬁo a0l tratamentos de inoculagio



SIMBIOSE DE ESTIRPES HOMOLOGAS CCOM LINIHAGENS DE Centrosemn pubcscens

Verifica-se "que, quanto 3 nodulagio, algumas ~das
linhagens selecionadas foram realmente superiores 4 va-
riedade original. No peso seco e N total das }plantas,
entretanto, somente ocorreram diferencas significativas
aos 28 dias. Aos 56 dias, talvez pelo aumento do CV.
(de 19 passou a 36%), as diferencas nic foram signifi-
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sentava em numero insuficiente no inoculante’ e, sb
depois de se multiplicar no solo, talvez favorecida pela-
planta, foi capaz de -formar novos nbdulos, agora ji
nas raizes secunddrias, Segundo Vincent (1970}, a ca-
pacidade de competicdo do Rhizobium na infeccio das
rajzes ¢ uma boa caracteristica da estirpe.

QU.\Dad 3. Andlise da veridncia dos resultados apresentados nos Quadros 1 e 2 (valotes F)s
* Nimero do nédulose Peso de nddulos - Peso de plants N% S N total
Fontes de variagfio GL e _
o ) 28 diss 56 diss 28 dins 58 dias 28 dise 5B dias 28 diss 56 dias .., 28 dias . 58 dias
Estirpa 4 3,00 1,04 - 5,34 5,00 - 8100 6,00 Tae 10,60 10,80
Linhazem 4 3.55* 6,45 T12.57m '4.50 ' 7.50% 1.82 2,60P= 2,7G0s 887" . 1,80 |
Interagfio linhagem x estirpe 18 — 1.82 — — — Ce— 1,85 - 1,40 ° —_ -
Erro : 24 —_ e L= —_ — — — — - = —
C.V. (%) ' 14 1 a3 16 - 34 419 20 . 36

» =* gignificincia ao nivel de 5%, ** = pignificincia a0 nivel de 195, p3 = og valores determinados estfio priximos & significAncia ao nivel de §%.

b Valores transformadoe para +/n+ 1.

Quabro 4. Ar;élise de waridneie das ducs coletas (idades) em conjunto (palores F)

- : Nédulos Planta .
Fontes de variagio GL : N total
Nimero Pesr; seco ‘Peso seco N,

Hstirpe B Up.agm 4,57 178 IR L8

Linhogem 4 C— 4,21 . T,15% 10,16% 9,26%

Idade 1 271,05 370,07% 313,35 381,32°¢ 222,49

Lithagem x ostirpo 16 1,28 - - 1,05 -

Linhagem x idade 4 2,35 2,87 1,38 110 115

Estirpe x idade 4 1,94 409 608 3,57 791
- Lichagem x estirpe x idade 18 1,717 - — 1,23 —

Residuo 49

v () — 15 45 48 12 49

cativas, - apesar- de a- linhagem IPEACS-5.1/64 apre-
sentar-se com valores mais altos, tanto no peso das
plantas quanto. no N total fixado. . o '

O comportamento das diversas estirpes e linhagens
serd visto com mais detalhes ao se analisar separada-
mente cada pardmetro estudado. :

Ntmero de -nddulqs

O nimero de nddulos de cada linhagem com a estirpe
dela. isolada nunca' foi, estatisticamente, inferior & no-
dulagio de cada linhagem com as demais. estirpes, nas
duas épocas, sendo que, na segunda, a interagio estirpe
% linhagem esteve perto da significAncia. Esta homo-
logia ao nivel de linhagem indica o méximo de especi-
ficidade, Verificou-se ainda interagio significativa da
estirpe com época, quando a mistura C-29 4 C-100 na
primeira idade apresentou menor nimero de nédulos, e
ji aps 56 dias, apesar de ndo significativo, foi a que
apresentou maior mimero. Observou-se ainda que nesta
coleta os nédulos se apresentavam mais nas ralzes se-
cundérias do que o verificado na primeira coleta (Qua-
dro 1}." Parece que- neste tratamento, como se tra-
tava de uma mistura, a estirpe mais efetiva se apre-

- B . interessante mnotar que os vasos ndo inoculados
(T e TN) nido apresentaram nenhum nddulo, indicando
que o experimento foi conduzido de maneira satisfatoria.

P_eéo de’ nddulos

No Quadro 1 verifica-se que os resultados do peso seco
de nédulos mostraram diferencas entre estirpes e entre
linhagens, sendo que.as estirpes. CP-3 e a linhagem
5.1/64 se apresentaram como as melhores.

A interagio significativa estirpe X época no peso de
nddulos, foi devida 4 grande variagio ocorrida entre es-
tirpes na 2.* coleta, j4 que na 1.* coleta as diferenqas
ndo foram significativas.

Peso da plaﬁta

Quanto & producio de matéria seca encontraram-se di-
ferengas altamente significativas entre as diversas es-
tirpes nas duas idades, sendo que aos 28 dias as estir-
pes CP-1 e CP-4 foram as melhores, mas aos 58 dias a
estirpe CP-3, que era ignal A testemunha aos 28 dias,
passou a ser superior as demais, apresentando-producio
igual -4 testemunha nitrogenada. Nos. Quadros 2 e 4
verifica-se que foi altaments significativa a interagéio

Pesq. agropec. bras., Sér. Zootee., 8:13-17. 1973



16 A,A FRANCQ, A.SERPA ¢ §,M.50UTO

estirpe X época e que, em simbiose com a estirpe CP-1,
205 28 dias as plantas apresentaram  maior desenvolvi-
mento que as demais, ocorrendo o contririo aos 56 dias.
Na simbiose com a estirpe CP-3 ocorreu o Inverso. O
comportamento das demais estirpes foi similar nas duas
idades. Aos 28 dias observa-se ainda que a simbiose com
a mistura de estirpe C-29 -} C-100 parece ter sido pre-
judicial ao desenvolvimento das plantas, pois nestes
tratamentos as plantas se apresentaram com menocs ma-
téria seca do que a testemunha. Na determinacio do
N total, entretanto, verifica-se que estas mesmas es-
tirpes apresentaram o dobro do N total da testemunha
nesta mesma jdade.” - - S

A linhagem 5.1/64 apresentou-se superior 3s demais
na primeira idade. Na segunda, devido a ter sido muito
alto o coeficiente de variagio as diferengas nfio foram
significativas, mas a linhagem 5.1/64 continuou sendo
a que apresentou maior produgio de matéria seca.

Nitrogénio percentual

Observaram-se diferencas significativas entre estirpes nas
duas coletas, apresentando-se as plantas em simbiose com
as estirpes CP-3 e CP-4 como as melhores. .

Em relagio s linhagens, as diferencas estiveram perto
da significincia tanto na primeira coleta como na se-
gunda (Quadro 2}, sendo que a linhagem 5.1/64 no-
vamente se apresentou como a melhor. ¥ interessante
notar que, com apenas 28 dias de diferenca de idade,
da primeira para a segunda coleta, o N% decresceu,
tanto nas plantas dependentes de simbiose quanto nas
alimentadas com -N mineral, independentemente das
linhagens. Bowen (1939b), j4 havia observado este
decréscimo de’ N% em plantas mais velhas de jitirana,

N total das plantas

Na coleta aos 28 dias, as plantas j4 apresentavam fixagio
de N, sendo observado que com a melhor estirpe apre-
sentavam 45% do N total da testemunha nitrogenada
e 274% em relagio 4 testemunha. A estirpe de menor
eficicia nesta idade apresentou 26% do N total da tes-
-temunha nitrogenada e 174 em relagio & testemunha.
Verifica-se também que, nesta fase de estabelecimento,
as plantas dependentes do N simbidtico apresentam des-
vantagem em relagio 3s plantas com adubacio de N mi-
neral' {Quadro 2), mas j4 aos 58 dias esta situagfio foi
superada e as plantas inoculadas com boas estirpes apre-
sentaram até 179% do N total das plantas que rece-
beram adubagio de 98 mg de N mineral/vaso. Foi sig-
nificativa a interacio estirpe X -idade, sendo o efeito
das estirpes, quanto ao N total, similar.ao do peso
seco da planta. A estirpe CP-1 teve melhor comporta-
mento aos 28 dias e CP-3 aos 56 dias, mostrando que
_a precocidade de estirpes nem sempre deve ser carater
absoluto ‘no critério para a selecio. Houve diferenca de
comportamento das linhagens 5.3/64, 4.2/64 e 7/69
da 1.2 para a 2.2 idade, estando a interacio linhagem X
X época perto da significincia. E interessante observar
a reag¢do da linhagem 5.1/64 que se manteve constante
como - a melhor nas duas. idades.

Com os resultados de peso seco de nddulos e do N
total das plantas fezse uma regressio (Fig. 1), alta-
mente significativa {com ¢ coeficiente ‘de correlagio
r = 0,94), estando todos os valores em uma reta,-in-
dependentemente da estirpe de Rhizobium, da linhagem
de centrosema’ ou da idade das mesmas. ‘Ainda nesta
figura, podemos observar que a estirpe CP-3, com todas
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as linhagens, se apresentou superior 3s:demais, na se- -
gunda coleta. Variagbes quanto & eficiéncia da fixagio
(valores b) foram ohservadas anteriormente em outros
trabalhos com jitirana (Dobereiner -1970), verificando,
este autor, menor eficiéncia em .vasos de Leonard. No
presente experimento, quando se analisaram separada-
mente a 1.2 ¢ a 2.% idades, obtiveram-se valores “b™ de
0,227 e 0,129, respectivamente, mostrando que na fase
inicial de desenvolvimento existe’ maior volume do te-
cido nodular funcional e, 4 medida que o nédulo vai
crescendo e envelhecendo, este volume de tecido fixador
ndo cresce proporcionalmente ao crescimento dos nddulos.

"0
= o
§
g Y*3.950+0,11B
- 264564
é Ta,94
e
=
84 % esfirpe C-29+C-10G
[ n CP-1
+ ¥ cP-2
B0 CR3
L | CP-4
'S 500 w0 - 1500

| PES0 DE NODULOS Tmg/vaso)
Fic. 1. Regressdo do peso de nddulos com o N iotal.

CoNCLUSOES

Foi constatada significincia (P < 0,01), na idade de
56 dias, para a estirpe CP-3 em relacdo s demais e ao
tratamento nitrogenado, com maior produgio de N total.

Na competigio de estirpes de Rhizobium com todas
as linhaﬁens de jitirana, a avaliagio da nodulacio e
fixacio de nitrogénio.em uma fase muito jovem da
planta pode levar erros.

A linhagem 5.1/84 foi a mais nrodutiva nas duoas
idades estudadas.
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ABSTRACT.- Franco, A.A.; Serpa, A; Souto, S.M. [Symbiosis of Centrosema pubescens
with line homologous Rhizobium strains.]. Simbiose de estirpes homélogas com linhagens
de Centrosema pubescens. Pesquisa Agropecudria Brasileira, Série Zooteenia (1973) 8, 13-17
[Pt, en] IPEACS, Km 47, Rio de Janeiro, GB, ZC-26, Brazil. o

A greenhouse experiment was carried out with Centrosema pubescens Benth. comparing
the variety “Deodoro” with 4 of its lines, to study differences in nodulation and plant
yield, wutilizing several different strains of Rhizobium. .

For the two harvests at 28 and 36 days after sowing, highly significant strain effects
were observed in nodulation and plant growth. Differences between lines were signiticant
only in the first harvest. Line homologous strains seemed to produce more nodales than
non-homologous enes.

A highly significant regression of nodule weight and total plant nitrogen was found which
was independent of the Rhizobium strain or host. o L

There was an interaction between strains and harvests and therefore it was suggested
that strain precocity is not the most important characteristic' to be observed in  strain
selection for perennial plants. The use of more than one strain in the inoculant, one precocious
and another with later high efficiency should be considered,
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