
SIMBIOSE DE ESTIRPES HOMÓLOGAS .COM LINHAGENS DE 
Centro.sema pubescens 1  

AvíLIo A. FRANCO , ARYNO SERPA e SFMASTLO MANHXES Sou-ro' 

SINOPSE.- Foi feito um experimento em condições de casa de vegetação, com linhagens de 
C. pubes-cens Benth comparando-as com o cultivar "Deodoro", para estudar os efeitos de 
estirpes homólogas de Rhizobium sp., na simbiose e desenvolvimento das plantas.: 

Para as duas coletas efetuadas aos 28 e 56 dias, após o plantio, verificaram-se efeitos 
altamente significativos das estirpés ha nodulação e desenvolvimento das plantas. As linhagens 
apresentaram diferenças significativas aos 28 dias do plantio. Na coleta aos 56 dias estas di-. 
ferenças foram menores e, apesar de não significativas, a linhagem 5.1/64 apresentou 25% 
de nitrogênia a mais que o cultivar Deodoro. 
• Foi encontrada regressão altamente significativa do N total das plantas com o peso de 

nódulos (r = 0,94), independentemente da estirpe de Rhizobiuin ou da linhagem de 
Centrosema. 

• 	Diferenças encontradas na eficácia das estirpes entre coletas aos 28 e 58 dias após o 
plantio, mostraram que, para espécies perenes, nem sempre a precocidade deve ser a única 
característica a ser observada na seleção das estirpes. Isto sugere o uso de mais de uma 
estirpe para garantir uma fixação eficiente, tanto no inicio do estabelecimento da leguminosa 
como no seu desenvolvimento posterior. 

INTRODTJÇO 

A seleção de.variedade e linhagens de ieguminosas, 
muitas vezes, é feita com desprezo da principal carac-
terística desta família, isto é, sua capacidade de fixar ni-
trogênio do ar, 

Diferenças entre linhagens e variedades de algumas 
leguminosas quanto à sua capacidade de nodulação e 
fixação de nitrogônio têm sido encontradas por vários 
autores (Erdman & Means 1953, johnson & Means 1960, 
Ddbereiner et ai. 1966). 

A centrosema é uma leguminosaque apresenta espe-
cificidade hospedeira, não nodulando com Rhizobiunr 
isolado de outras espécies apesar de o Rhizobiu,n dela 
isolada nodular a maioria das espécies tropicais (Bowen 
1959a, Diibereiner 1970). Trabalhos de Bowen e Kennedy 
(1961) mostraram diferenças genéticas quanto à no-
dulação entre linhagens de centrosema e Serpa e Cunha 
F.°  (1970) verificaram, nesta mesma espécie, a herda-
bilidade do número de nódulos e admitiram a existência 
de fenótipos da nodulação precoce e tardia. 

Norris (1967) sugeriu que, ao se fazer seleção de es-
tirpes para leguminosas tropicais, deve-se começar com 
estirpes homólogas, isto é, estirpes isoladas da mesma 
espécie ou variedade. Cuzman e Dobereiner (1969), 
estudando diferentes estimes de Rhimhium em simbiose 
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com centrosema, verificaram que, ao nível de espécie, 
as homólogas foram superiores às estirpes de inoculação 
cruzada. 

O trabalho de nselhoramenti, genético em C. pubescens, 
no sentido de obter linhagens com a maior somatória 
de características desejáveis, vem sendo realizado no Ins-
tituto de Pesquisa Agropecuária do Centro-Sul (II'EACS) 
desde 1963. Com  o aparecimento do linhagens melho-
radas, a procura de estirpes que as nodulem e fixem N 
eficientemente se fez necessária, tornando-se para isto 
também necessário o conhecimento da ocorrência ou 
não de homologia ao nível de linhagem. 

A finalidade deste experimento foi o estuda do com 
portamento de estirpes de Rhizobiüm em simbiose com 
linhagens de C. pubescen.e selecionadas a partir do cul-
tivar Deodoro. 

MATEBIAL E MáTODOS 

Foi feito um experimento em vasos de Leonard, em 
casa de vegetação, com o esquema experimental fatorial 
5 X 7 x 2 com duns renetiedeg e es seeninies Ira-

tamentOs. 

a) vsriedde de C. ptubrscena Dnth "Deodoro" e as se-
guintes linhagens: IPEACS-5 .3/64, 1PEACS-5 - 1/64, IPEACS-
-4.2/64 e IPEACS-7169; 
• b) estirpes de Rhizobkrn sp C-29 + C-100, CP-i, CP-2, 

CP-3 e CP-4; testemunha e testeniunha nitrogenada; 
e) duas épocas de coletas; aos 28 e aos 56 dias do plantio. 

A variedade de centrosema "Deodoro" é nativa na 
região e já amplamente difundida nas pastagens do pais, 
com o nome popular de jitirana. 

• As linhagens utilizadas foram selecionadas da varie-
dade original "Deodoro" com a finalidade de obter 
material forrageiro qualitativa e quantitativamente su-
perior à variedade originaL 
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As estirpes de Rhizobft4m sp. C-29 e C-100 são in-
dicadas como as melilores para a variedade 'T3eodoro". 
As estirpes CP-1, CP-2, CP-3 e CP-4 foram isoladas, 
respectivarnente, de nódulos das linhagens IPEACS-5 .3/ 
/64, IPEACS-5.1/64, IPEACS-4.2/84 e IPEACS-7/69, 
crescendo no campo sem inoculação. 

Cada vaso recebeu, como substrato, 1,7 kg de areia 
de praia, lavada em água corrente até desaparecimento 
do excesso de NaCI. Após preparados, os vasos foram 
esterilizados em autoclave durante uma hora. A água de 
irrigação, antes de ser usada, era fervida. Todos os vasos 
receberam 800 ml de solução contendo; 119,200 mg 
de KC1, 40,000 mg de K011P00, 240,000 mg de KH2FO4, 
394,400 mg de MgSO4.71150, 275,200 mg de CaSO411,0, 
0,160 mg de MnSO1 .2H,0, 0,008 mg de (NH)MOTOn. 
4HSO, 1,144 mg de H 5B05, 4,000 mg de FeSO4.71120 
e 4,000 mg de ácido cítrico. A solução com os nutrientes 
foi adicionada em duas vezes. 

A testemunha nitrogenada, além da adubação básica, 
recebeu, por vaso, 49,0 mg de N, 4 dias após o plantio 
e mais 49,0 mg 24 dias após a primeira aplicação. 

As sementes usadas foram cedidas pelo Setor de Agros-
tologia e Nutrição Animal do IPEACS. 

Foi feito o plantio no dia 9.10.1970. Fez-se desbaste 
para três plantas por vaso, e a inoculação foi feita em 
cobertura 12 dias após o plantio. 

Em ambas as coletas, fez-se observação de posição, 
número e peso seco dos nódulos, e peso seco, nitrogênio 
percentual (N%) e nitrogênio tota' das plantas. As 
plantas e nódulos foram secados em estufa a 65°C até 
peso constante e o nitrogênio das plantas, após moidas, 
determinado peio método de Kjeldahl (semi-micro). 

Na análise estatística foram excluídos os dados da 
testemunha e testemunha nitrogenada, devido a estes 
terem variado muito em relação aos tratamentos de 
inoculação. 

RESULTADOS z DiscussXo 

Os resultados deste experimento são apresentados nos 
Quadros 1 e 2. A análise foi feita para cada idade se-
paradamente (Quadro 3) e em conjunto (Quadro 4). 

QUADRO 1. Efeito de estirpes dc Rh1zobiun si duas idades, na nodulo pão de Unha geres da 
Centrosema pubescens ( 	tias de duas repctiçãcs) 

Idades 
em 
dias 

Estirpes de 
ROSitOfl 

Deod. 

PssiSo dos nódulos na rainb 

5.3164 	5.1/64 	4.2164 7160 Deod. 

Nóniero 

5.3/64 

de nódulos/vaso 

5.1164 	4.2/34 7169 . 	 Doai. 

Peso de 

5.3/64 

nódulos 

5.1164 

(mg/vaso) 

4.2/66 7/59 

28 C-29-l-C-100 3,5 4,8 3,5 3,5 4,0 45,5 76,5 64,0 . 	 60.5 69,0 . 26 45 53 36 43 
CP-1 4,0 3,5 3,5 4,0 4,0 68.0 94,5 107,0 70,0 02,0 40 52 68 41 42 
CP-2 3,6 3,0 3,0 .3,53,5 76,0 73,5 127,0 106.0 85,0 41 35 67 38 45 
CP-3 3,6 4,0 3,5 4,0 3,5 78,5 74,3 1180 62.0 55,8 38 41 72 39 35 
CP'4 3,0 4,0 3,5 4,0 3,3 66,0 69,0 80,0 76.0 64,5 41 54 55 42 43 

36 	. C-29-f-C-100 3,0 3,5 3,0. 3,5 3,0 213,5 183,0 376,0 230,5 214,0 611 291 662 475 367 
3,0 3,5 3,5 3,5 3.0 147,0 337,0 226,0 161,0 162.8 327 809 910 586 408 

CP-2 3,5 3,0 3,0 3,3 3,5 223,0 277.5 301,0 205,0 140,5 658 653 615 555 432 
CP-3 3,5 3,3 3,5 3,5 	. 3,5 238,0 332,0 . 191,0 :248,8 160,8 041 753 605 680 872 
CP-4 	. 	 . 3,0 4,0 3,5 3,5 3,5 120,5 242.2 553,5 155,5 . 204,0 622 975 1095 752 055 

a A testemunha e testemunha nitrogeosda elo apresentamos nódulos. 
b.A posi5n dos nódulos foi avaliada pela seguinte escala empírica: 1 - nódulos aomeutena raia seeundó,ria; 2 	nódulos mais isa raiz secundária que na 

principal; 3 = nódulos mais na raiz principal que na secund6ria; 4 - nódulos somente na raiz principal. 

QUADRO 2. Efeito dc estirpe; dc Rliizobium no desenvolvimento de linhagens de Centrosema pubescens 
(noddias de duas repetiç5es) 

Idades
eu 
dias 

. 

Eatirpee . dc 
. RhiZÓt,itft's 

Peso 

Deod. 

seco das plantas (g/vaao) 

5.3/64 	5.1164 	4.2164 7169 

Teor 

Doai. 

de N nas plantas (N% 

6.3164. 	5.1/64 	4.2164 

. 

7169 	. 

N total das plantas 

Pra!, 	5.3164 	5.1/64 

(me/vasa) 

4.2/04 7166 

28 C-29-fC-100 0,25 040 0,45 0,25 0.30 3,0 2,4 2,5 . . 	 2,3 2,7 7 10 11 . 	 8 O 
CP-1 0,40 0,60 0,55 0,33 0,40 3,3 2,9 3,9 34 3,5 14 IS 20 11 14 
CP-2 0,30 0,35 0,40 0,35 0,43 2,8 2,6 3,7 28 3,2 9 9 15 10 15 
CP-3 0,40 0,39 0,45 0,35 0,35 3,0 3,3 3,8 . 	 3.3 2,8 12 12 16 12 10 
CP-4 0,40 0,50 0,45 0,15 	. 0,40 2,8 2,9 3,2 3,6 2,0 Ii 15 14 13 12 
T' 0,80 .0,40 0,45 0,40 0,35 0,4 1.0 1.4 1,4 1.2 5 5 8 6 5 
TN 1.10 0.55 1.10 1.30 	. 0.95 3.2 3.3 3.0 3.0 3,0 35 27 33 40 27 

26 C-20-l-C-100 2,95 1,30 3,55 2,45 2,30 1,9 14 1,7 1,6 1,5 68 38 81 46 35 
CP-1 . 4,25 4,65 5,00 3,80 3,55 1,7 1,8 1,5 1,8 1,5 72 80 106 66 54 
CP-2 455 •425 455 3.70 3,10 1,7 2,0 2,3 1,9 1,6 78 84 113 69 50 
CP-3 8,85 6,30 6,60 6,35 	. 6,05 2,1 2,2 2,2 2,3 1,9 142 119 112 121 130 
CP-4 4,00 6,40 6,55 4.25 4,50 2,1 2,0 1,8 2,3 1,9 85 118 220 08 87 
T 0,30 0,60 0,65 0,50 0,40 1,2 1,1 1,4 1.1 1.3 . 	 4 6 0 6 5 
TN 7,20 5,75 6,20 . 4,40 5,55 1,0 1,5 1,2 . 	 1,5 1,3 73 92 73 63 65 

Devido à grande vriaçAo da testemunha nítrogenacla (NT), na L coleta, e da testemunha ('1'), na 2.• coleta, em relaçlo aos trataulenton de izsoou1aç5o 
os valores destes tratamentos nAu entraram na ariólisa estatística. 
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Verifica-se que, quanto à nodulação, algumas 1  das 
linhagens selecionadas foram realmente superiores à  va-
riedade original. No peso seco e N total das plantas, 
entretanto, somente ocorreram diferenças significativas 
aos 28 dias. Aos 56 dias, talvez pelo aumento do CV. 
(de 19 passou a 36%), as diferenças não foram siguifi- 

sentava em número insuficiente no inoculante e, só 
depois de se multiplicar no solo, talvez favorecida pela 
planta, foi capaz de foniiar novos nódulos, agora já 
nas raízes secundárias. Segundo Vincent (1970), a ca-
pacidade de competição do Rhizobium na infecção das 
raízes é uma boa característica da estirpe. 

QUADRO 3. Análise da varidtwia dos resultados apresentados nos Quadros 1 e 2 (valores F)" 

Fontes de varisçlo tiL 
Número do 06d11105b 
_____________ 

28 dias 	58 dias 

Peso de nódulos 
_____________ 

29 dias 	58 diaa 

Peno de planta 

26 dias 	56 dias 

_____________  
N% 

28 dias 

.. 

58 dias 

N total 

29 dias 	65 dias 

Estirpe 4 3,00' 0,04 - 	 5,34" 5,51)" 8,10.. 61)0" 7,45" 15,60" 	50 185" 

Linharein 4 3.55' 6,45" 12,57" 	4.60 7,50 0,82 2,60°' 2.71°° 587" 	180 

Inters5o linhageno s estirpe 16 - 1.52 - - - 1,65 0,45 - 

Erro 24 -. -• - 	 .-.. -. - -. - 

C.V. (%) 14 14 21 	30 16 34 14 10 	. 20. 	36 

• =' significOncia ao nível de 5%, " - sign7iolneia ao nível de 1%, pa - os valores determinados estIo prmximos . signiticlneis ao nível de 5%. 
5 Valores transformados para 

QuADRO 4. Análise der variei ruia das duas cole6as (idades) erra conjunto (valores F) 

• 	 . 	 . 

Fontes do variaçlo 
. 

GL 
Nódulos 

. 

Número 	Peso seco 

Planta 

Peso asco 

. 	 i' 	sonar 

F.otirpe . 	 4 ' 938" 4,27" - 	 0,75 4,12" 1,30 

Linhagem 4 - 4,27" . 7,15" 10,18" 5.26" 

Idade 1 271,05 370,07" 313,35" 181,32" 222,40" 

Linhagem a estirpe 15 1.25 - 1,85' - 

Linhagem a idade 4 2,35 2,87' 1,30 1,10 1.15 

Estirpe x idade 4 1,04 4,09" 668" 3,57' 7,91" 

Linhagem x estirpe a idado 	. 16 1,77 - . 

Resíduo 49 

C.V. (%) - 15 45 48 12 42 

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 comportamento das diversas estirpes e linhagens 
será visto com mais detalhes ao se analisar separada-
mente cada parâmetro estudado. 

Número de nódulos 

O número de nódulos de cada linhagem com a estirpe 
dela isolada nunca foi, estatisticamente, inferior à no-
dulaçLo de cada linhagem com as demais estirpes, nas 
duas épocas, sendo que, na segunda, a interação estirpe 
x linhagem esteve perto da significância Esta homo-
logia ao nível de linhagem indica o máximo de especi-
ficidade. Verificou-se ainda interação significativa da 
estirpe com época, quando a mistura C-29 + C-100 na 
primeira idade apresentou menor número de nódulos, e 
iá aos 56 dias, apesar de não significativo, foi a que 
apresentou maior número. Observou-se ainda que nesta 
coleta os nódulos se apresentavam mais nas raízes se-
cundárias do que o verificado na primeira coleta (Qua-
dro 1). Parecé que• neste tratamento, como se tra-
fava do uma mistura, a estirpe mais efetiva se apre- 

• É - interessante notar que os vasos não inoculados 
(T e TN) não apresentaram nenhum nódulo, indicando 
que o experimento foi conduzido de maneira satisfatória. 

Peso de nódulos 

No Quadro 1 verifica-se que os resultados do peso seco 
de nódulos mostraram diferenças entre estirpes e entre 
linhagens, sendo que as estirpes CP-3 e a linhagem 
5,1/84 se apresentaram como as melhores. 

A interação significativa estirpe )( época no peso de 
nódulos, foi devida à grande variação ocorrida entre es-
tirpes na 2 11  coleta, já que na 1• 1  coleta as diferenças 
não foram significativas. 

Peso cio planta 

Quanto àprodução de matéria seca encontraram-se di-
ferenças 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 56 dias a 
estirpe CP-3, que era igual à testemunha aos 28 dias, 
passou a ser superior às demais, apresentando produção 
igual à testemunha nitrogenada. Nos Quadros 2 e 4 
verifica-se que foi altamente significativa a interação 
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estirpe > época e que, em simbiose com a estirpe CP-1, 
aos 28 dias as plantas apresentaram maior desenvolvi-
mentó que as demais, ocorrendo o contrário aos 58 dias. 
Na simbiose com a estirpe CP-3 ocorreu o inverso. O 
comportamento das dema1 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 menos ma-
téria seca do que a testemunha. Na determinação do 
N total, entretanto, verifica-se que estas mesmas es-
tirpes apresentaram o dobro do N total da testemunha 
nesta mesma jdade. 

A linhagem 5.1/64 apresentou-se superior às demais 
na primeira idade. Na segunda, devido a ter sido muito 
alto o coeficiente de variação as diferenças não foram 
significativas, mas a linhagem 5.1/84 continuou sendo 
a que apresentou maior produção de matéria seca. 

Nitrogênio percentual 

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

Em relação às linhagens, as diferenças estiveram perto 
da significância tanto na primeira coleta como na se-
gunda (Quadro 2), sendo que a linhagem 5.1/64 no-
vamente se apresentou como a melhor. É interessante 
notar que, com apenas 28 dias de diferença 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 (1059h), já havia observado este 
decréscimo de N% em plantas mais velhas de jitirana. 

•N total das plantas 

Na coleta aos 28 dias, as plantas já apresentavam fixação 
de N, sendo observado que com a melhor estirpe apre-
sentavam 45% do N total da testemunha nitrogenada 
e 274% em relação à testemunha. A estirpe de menor 
eficácia nesta idade apresentou 29% do N total da tes-
teminha nitrogenada e 174 em relação à testemunha. 
Verifica-se também que, nesta fase de estabelecimento, 
as plantas dependentes do N simbiótico apresentam des-
vantagem em relação às plantas com adubação de N mi-
neral• (Quadro 2), mas já ãos S6 dias esta situação foi 
superada e as plantas inoculadas com boas estirpes apre-
sentaram até 179% do N total das plantas que rece-
beram adubação de 98 mg de N mineral/vaso. Foi sig-
nificativa a interação 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 caráter 
absoluto no critério para a seleção. Houve diferença de 
comportamento das linhagens 5.3/64, 4.2/64 e 7169 
da 1a  para a 2,a  idade, estando a interação linhagem x 
x época perto da significância. É interessante observar 
a reação da linhagem 5.1/64 que se manteve constante 
como a melhor nas duas idades. 

Com os resultados de peso seco de nódulos e do N 
total das plantas fez-se uma regressão (Fig. 1), alta-
mente significativa (com o coeficiente de correlação 

= 0,94), estando todos os valores em uma reta, ão-
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 às demais, na se-
gunda coleta. Variações quanto à eficiência da fixação 
(valores b) foram observadas anteriormente em outros 
trabalhos com jitirana (Dóbereiner 1970), verificando, 
este autor, menor eficiência em . vasos de Leonard. No 
presente experimento, quando se analisaram separada- 
mente a e a 2. a 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, à medida que o nódulo vai 
crescendo e envelhecendo, este volume de tecido fixador 
não cresce tiroporcionalmente ao crescimento dos nódulos. 
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Fio. 1. Regressilo do peso de ssóduos com o N ioat. 

CONCLUSÕES 

Foi constatada significância (P < 0,01), na idade de 
58 dias, para a estirpe CP-3 em relação às demais e ao 
tratamento nitrogenado, com maior produção de N total. 

Na competição de estirpes de Rhizobium com todas 
as linhagens de jitirana, a avaliação da nodulação e 
fixação de nitrogênio em uma fase muito jovem da 
planta pode levar erros. 

A linhagem 5.1/84 foi a mais urodutiva nas duas 
idades estudadas. 
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ABSTRACT.- Franco, A.A.; Serpa, A. ;  Souto, S.M. [Symbiosis of Centrosema pubescen3 
with liste homologous Rhizobiusn strains.]. Simbiose de estirpes hom6logas com linhagens 
de Centrosema pubescens. Pesqui.sa Agrapecuária flra.sileira, Série Zootecnia (1973) 8, 13-17 
[Pt, en] IPEACS, Km 47, Rio de janeiro, CB, ZC-26, Brazil. 

A greenhouse experiment was carried out witli Centrosema pubescens Benth. comparing 
the variety "Deodoro" with 4 of its Jines, to study differences in nodulatipn and pJant 
yield, utilizing several different strains of Bhizobiuxn. 

For the twa harvests at 28 and 56 days alter sowing, highly signfficant strain effects 
were observed in nodulation and plant growth. Differenees .between lines were significant 
only in the first harvest. Line homologous strains seemed te nroduce more nedules than 
non-homologous ones. 

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

There was an interaction between strains and harvests and therefore it was suggested 
that strain precocity is not the most iinportant characteristie tu be observed in strain 
selection for perennia! plants. The use of more than one strain in the inoculant, one precocions 
and another with later high efficiency should be considered. 
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