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RESUMO

PAIM, L.R. Universidade Federal da Grande Dourados, fevereiro de 2012.
Formononetina como estimulante de micorrizacdo em soja e milho associado a
fertilizante fosfatado em Latossolo. Orientador: Antonio Carlos Tadeu Vitorino. Co-
Orientadores: Munir Mauad; Walber Luiz Gavassoni.

RESUMO: As micorrizas proporcionam aumento de até 80% na absorcéo de fdsforo, o
que pode contribuir para a reducdo da adubacdo fosfatada, em solos que requerem
elevadas quantidades deste nutriente. A formononetina estimula o crescimento
assimbiotico do fungo micorrizico arbuscular (FMAS) e acelera a micorrizacdo. Com
iSso, objetivou-se com essa pesquisa verificar o efeito da formononetina na producao,
absorcéo de nutrientes, taxa de colonizacdo e esporulacdo de FMAs em soja e milho, e
nodulagdo em soja. O experimento foi realizado em 2010/2011, num Latossolo
Vermelho Distroférrico, na fazenda experimental da UFGD, municipio de Dourados -
MS. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, arranjados em
esquema de parcelas subdivididas, com cinco repeti¢6es, sendo quatro doses de fésforo
nas parcelas (0; 17,5; 35 e 70 kg ha™ de P,0s) fornecido com o superfosfato triplo, e
quatro doses de formononetina nas sub-parcelas (0, 25, 50 e 100 g ha™) fornecida com o
produto comercial PHC 506, aplicado na semente. Avaliou-se na soja € no milho a taxa
de colonizacdo das raizes por FMAS; teor de nitrogénio, fosforo, potassio, calcio,
magnésio, enxofre; nimero e massa seca de nddulos de bactérias fixadoras nas raizes de
soja; no final do ciclo da soja e do milho avaliou-se a altura das plantas, nUmero de
vagens na soja, niumero de espigas no milho, massa de 100 graos e produtividade. Ap6s
a colheita avaliou-se o numero de esporos de FMAs no solo. A aplicacdo de
formononetina aumenta a esporulacdo de FMAs em soja e milho, e taxa de colonizagéo
por FMASs em soja, aumenta o teor do enxofre em soja; aumenta o teor do nitrogénio,
fésforo, potéssio, enxofre, massa de grdos e altura em milho; aumenta o nimero de
nodulos, massa seca de nodulos e produtividade da soja. Com isso, a aplicacdo de
formononetina pode proporcionar a reducdo na adubacdo fosfatada em soja e milho.
Palavras-chave: Isoflavonoide; Micorriza; Fungo micorrizico arbuscular.
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ABSTRACT

PAIM, L.R. Universidade Federal da Grande Dourados, February, 2012. Formononetin
as stimulating of mycorrhization in soybean and corn associated to phosphated
fertilizer in Oxisol. Advisor: Antonio Carlos Tadeu Vitorino. Co-Advisors: Munir
Mauad; Walber Luiz Gavassoni.

ABSTRACT: The mycorrhizae provide up to 80% increase in the absorption of
phosphorus, which can contribute to the reduction of phosphated fertilization in soils
that require high amounts of this nutrient. The formononetin stimulates asymbiotic
growth of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and accelerates the mycorrhization.
Therefore, the objective of this research is to verify the effect of formononetin in
production, nutrient absorption, rate of colonization and sporulation of AMF in soybean
and corn, and nodulation in soybean. The experiment was conducted in 2010/2011, in
the Dystroferric Red Oxisol, at the experimental farm of UFGD, in Dourados - MS. The
experimental lineation used was randomized blocks, arranged in a split plot with five
replications, with four dosages of phosphorus in the plots (0; 17,5; 35 and 70 kg ha™ of
P,0Os) provided with triple superphosphate and four dosages of formononetin in the sub-
plots (0, 25, 50, 100 g ha™) provided with the commercial product PHC 506, applied to
the seed. It was evaluated, in soybean and corn, the rate of root colonization by AMF;
content of nitrogen, phosphorus, potassium, calcium, magnesium, and sulfur; and also
the number and dry weight of bacteria nodules fixative in the roots of soybean. At the
end of the soybean and corn’s cycles, it was evaluated the plant height, the number of
pods in soybean, the number of corncobs in maize plants, weight of 100 grains and
productivity. After harvest, we evaluated the number of AMF spores in soil. The
application of formononetin increases sporulation of AMF in soybean and corn, it also
increases the rate of colonization by AMF in soybean and the content of sulfur in
soybean; it increases the content of nitrogen, phosphorus, potassium, and sulfur, weight
of grains and height in corn; it increases the number of nodules, and the dry weight of
nodules and productivity of soybeans. Thus, we can conclude that the application of
formononetin can provide a reduction in phosphorus fertilization in soybean and corn.
Keywords: Isoflavonoid; Mycorrhiza; Arbuscular mycorrhizal fungi.



INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos verifica-se uma crescente busca pela pratica da chamada
agricultura sustentavel, que se traduz na producdo sem degradar o meio ambiente,
promovendo rentabilidade econdmica. Neste contexto, existem diversos estudos com
diferentes tipos de interacGes biodticas, incluindo microrganismos do solo que podem
auxiliar a busca por esse objetivo e, dentre eles tem-se os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs). Acredita-se que esses fungos tenham origem a cerca de 400
milhdes de anos e sdo capazes de associarem-se as raizes de 95% das espécies vegetais.
Essa associacdo € simbidtica e mutualistica e € denominada micorriza, existindo
diversos tipos, dentre elas as micorrizas arbusculares (MAS).

As micorrizas sdo encontradas nos mais variados tipos de solos e ambientes,
sendo sua contribuicdo para as plantas relatada em diversos trabalhos (DAVIES et al.,
2005; LAMBAIS et al., 2003 SIQUEIRA et al., 1992). Por meio dessa associacdo, 0
fungo recebe da planta fotoassimilados e transferem nutrientes e agua a planta
hospedeira, promovendo importantes modificacbes fisiologicas, metabolicas e
nutricionais.

Os fungos micorrizicos arbusculares sdo biotroficos obrigatorios, ou seja,
dependem do hospedeiro vivo para completar o seu ciclo de vida. Pertencem ao filo
Glomeromycota, classe Glomeromycetes. Suas hifas sdo asseptadas, o diametro dos
seus esporos varia de acordo com a espécie, mas encontra-se na faixa de 22 a 1050 pum.
A colonizacdo ocorre no cortex da raiz. Nos fungos micorrizicos arbusculares ha
formacdo de uma estrutura chamada arbusculo, que é formada pela ramificacdo das
hifas na regido entre a parede celular e a membrana plasmatica da célula vegetal. Essa
estrutura tem a funcdo de troca de nutrientes entre a planta e o fungo. Algumas espécies
podem formar vesiculas, estrutura responsavel pelo armazenamento de substancias
(SOUZA et al., 2010).

Os glomoesporos sdo as principais estruturas de sobrevivéncia dos fungos
micorrizicos arbusculares, sendo que ainda ndo esta esclarecida se a reproducao sexuada
ocorre, assumindo-se que tem reproducdo assexuada. Antes de estabelecer a simbiose 0s
FMAs tém uma fase chamada assimbiética, onde ocorre a germinagdo, formacdo do
tubo germinativo e pequena produgdo de hifas. Apesar de serem biotroficos

obrigatdrios, a germinacao pode ocorrer na auséncia do hospedeiro, devido as reservas



nutricionais do glomoesporo sendo que algumas espécies podem emitir varios tubos
germinativos até o encontro com o hospedeiro. Caso o fungo néo infecte a raiz, a hifa
entra em senescéncia (MAIA et al., 2010).

O Brasil possui a maior area de terras agricultdveis do mundo, sendo
normalmente de baixa fertilidade e, portanto requerem a aplicacdo de grandes
quantidades de corretivos e fertilizantes, principalmente os fosfatados. A adubagéo
fosfatada é essencial a agricultura, principalmente nos cerrados brasileiros, onde grande
parte dos solos apresenta extrema deficiéncia em fdésforo. Com isso, o Brasil é um
grande consumidor de fertilizantes fosfatados, sendo que em 2010 o consumo foi de 3,4
milhdes de toneladas e a demanda continua crescendo. Segundo Lopes et al. (2004) a
maior parte destes adubos € importada, tornando o fésforo um recurso estratégico para o
pais. Aliado a isso, esses mesmos autores, estimam que as reservas mundiais de rochas
fosfaticas para a producdo de fertilizantes poderdo acabar em aproximadamente 120
anos.

Devido a fixacdo do fdsforo pelos coloides do solo, até 90% do adubo
fosfatado soltuvel pode ser adsorvido (MALAVOLTA et al., 2006), por isso, é
necessario aumentar a eficiéncia da adubacdo fosfatada. A soja e o milho sdo
importantes culturas no Brasil, consumindo boa parte dos adubos fosfatados, no entanto,
essas culturas sao responsivas a adubacédo fosfatada e a micorrizagcdo. Nesse sentido, as
micorrizas arbusculares podem aumentar o aproveitamento do fosforo aplicado no solo
e reduzir o uso da adubacéo fosfatada.

Segundo Malavolta et al. (2006), o fésforo tem fungBes importantes nas
plantas, sendo constituintes de compostos de energia, fosfolipidios e outros ésteres. De
acordo com Sinclair (1993) citado por Rosolém e Tavares (2006) a soja requer
quantidades relativamente altas de fosforo, especialmente na época de formacdo das
vagens. Segundo Carrenho et al. (2010) parte dessa elevada necessidade de fosforo se
deve a demanda para o crescimento e fixagdo bioldgica de nitrogénio.

Segundo Rosolém (1982) citado por Rosolém e Tavares (2006) a maior
absorcdo de fésforo na soja ocorre entre os estadios V4 e R6 com a absorcéo de 0,2 a
0,4 kg ha™ dia™, sendo que do total absorvido 60% ocorre apés R1. Assim, a cultura da
soja necessitaria de um suprimento constante deste nutriente durante praticamente todo
o0 seu ciclo. Com isso, a baixa disponibilidade de fésforo, principalmente no Cerrado é

uma das principais limitagdes na produgéo de gréos de soja.



No milho, para a producéo de 9 t de grdos ha™ necessita-se de 34 kg de
fésforo. Deste total, 77 a 86% do fdésforo é exportado para os grdos (COELHO et al.,
2010). Sendo assim, o fosforo € o terceiro nutriente mais exigido e, sua demanda é
muito proxima do célcio e magnésio e muito abaixo do nitrogénio e potassio. Apesar
disso, € recomendada adubacdo fosfatada elevada, devido a baixa eficiéncia da
adubacdo, causada pelo processo de adsor¢do do fosforo pelas particulas do solo.

O fosforo no solo tem grande influéncia nos fungos micorrizicos
arbusculares, sendo o mecanismo que regula a relacdo entre a planta e o fungo e parece
estar relacionados com nivel critico de fosforo (COSTA et al., 2001). De maneira geral,
a baixa quantidade de fdsforo no solo proporciona aumento na germinacdo de
glomoesporos e maior crescimento assimbiotico dos fungos micorrizicos arbusculares
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Solos férteis tendem a reduzir a colonizacdo interna
pelas micorrizas (CARDOSO et al., 2010).

Em geral, para 0 milho e soja ocorre reducdo na taxa de coloniza¢do por
FMAs quando aplicado fésforo (CARRENHO et al., 2010). Além da quantidade de
fosforo no solo, a capacidade de absor¢do do mesmo pela planta é importante. Oliveira
et al. (2009) observaram que diferentes gendétipos de milho tém diferencas na absorcédo
de fdsforo e verificaram que o gendtipo da planta tem maior influéncia na comunidade
micorrizica que o nivel de fésforo no solo.

Um dos principais efeitos da micorrizacdo € o aumento na absorcdo de
nutrientes, especialmente para aqueles de baixa mobilidade no solo, que chegam as
raizes principalmente por difusdo. Nesse grupo tem-se o fésforo, zinco e cobre. As hifas
tém elevada capacidade de absorcao, pois apresentam extensdo 823 vezes maior do que
a das raizes (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). O’Keefe e Sylvia (1991), usando
modelos de absorcdo e considerando diametro médio de 8 um e 250 um para hifas e
raizes, respectivamente, estimaram que o aumento da area de superficie devido a
micorrizagdo pode atingir 1.800% e que o fluxo de fosforo pode ser aumentado em
477% para um aumento de apenas 3% na area de superficie.

O fésforo é o principal nutriente sobre o qual a micorriza tem efeito. De
acordo com estimativas de Marschner e Dell (1994) pode ocorrer aumento de até 80%
na sua absorcdo. Esse nutriente é absorvido quando em contato com as raizes, assim,
guando a planta estd colonizada por fungo micorrizico arbuscular as hifas externas
torna-se uma extensao das raizes, formando a micorrizosfera (CARDOSO et al., 2010),

aumentando sua absorcdo. Além disso, pode ocorrer aumento na absorcdo do fosforo



mineralizado, pois ha evidéncias de que as micorrizas podem mobilizar fésforo do solo
por meio de modificacBes quimicas na rizosfera, incluindo até a mineralizacdo do P-
organico (BOLAN, 1991). Segundo Joner et al. (2000) a atividade microbiana
saprofitica na micorrizosfera pode ser aumentada e a hifa tem capacidade de capturar o
fésforo mineralizado mais rapidamente, evitando a fixagao.

Cardoso et al. (2006) trabalharam com milho resistente aos elevados teores
de aluminio, em vaso, e analisaram diferentes fracionamentos de fosforo antes e depois
do tratamento com micorrizas. Nas plantas ndo micorrizadas ndo houve mudangas na
fracdo de fosforo orgénico e inorganico, mas para as plantas micorrizadas ocorreu o
esgotamento da fracdo inorganica e de 20% da fracdo de fdosforo inorgéanica
parcialmente disponivel (Pi-NaOH), ou seja, permitiu acesso da planta ao fésforo que
ndo estaria disponivel em curto tempo.

Em muitos estudos observa-se que plantas micorrizadas sdo mais eficientes
em utilizar rocha fosfatada (COSTA et al., 2002). Ness e Vlek (2000) verificaram que o
milho micorrizado absorveu fosforo da hidroxiapatita. Acredita-se que esse efeito se
deve ao maior alcance das hifas externas absorvendo rapidamente cada ion solubilizado.

Estudos realizados em laboratério, com Brachiaria decumbens e
Stylosanthes sp., Alves (1988) observou que houve absor¢do de fésforo fixado no solo
qguando sdo micorrizadas. A mobilizacdo de fosfato do solo pelas micorrizas pode
atingir 60% do fosforo absorvido (OSORIO e HABTE, 2009) e, esta capacidade se
reveste de grande interesse para a producdo agricola nos tropicos, onde os solos
apresentam elevada retencdo desse nutriente que pode ser mobilizado por raizes
micorrizadas.

Ainda ndo estd definido qual o mecanismo proporciona aumento na
absorcdo de fosforo em plantas micorrizadas. Algumas das hipoteses sdo: Maior volume
de solo explorado e exploracdo de regides de dificil acesso pelas raizes (CARDOSO et
al., 2010). Melhoria nos parametros cinéticos de absorcao de fésforo pelas hifas, como,
por exemplo, maior velocidade na absorcdo e maior afinidade com o fosforo,
aumentando a absorcdo em solugdes pobres nesse nutriente (SILVEIRA e CARDOSO,
2004). As raizes e hifas solubilizam o fosforo por meio de alteragbes quimicas (FENG
et al., 2003).

A micorrizacdo pode aumentar a absorcdo de nitrogénio, principalmente

aquele na forma amoniacal, pois ele € menos moével no solo (MOREIRA e SIQUEIRA,



2006). Segundo Marschner e Dell (1994) a maior absor¢do de nitrogénio amoniacal
pode influenciar a absorcéo de fésforo por diminuir o pH da micorrizosfera.

O nitrogénio pode ter sua absorcdo aumentada pelas micorrizas, por
promover absorcdo mais eficiente de nitrogénio mineralizado, devido a penetrarem mais
facilmente na matéria organica em decomposicdo (HODGE, 2003). Além disso, a
micorrizacdo pode afetar a fixacdo bioldgica, ela é dependente de energia (ATP), com
isso, um suprimento adequado de fosforo favorece esse processo (CARDOSO et al.,
2010). O nodulo é considerado um forte dreno de fosforo, sendo seu teor trés vezes
maior que nos outros tecidos da planta (VADEZ et al., 1997). O suprimento adequado
de fosforo aumenta o vigor dos nodulos e sua eficiéncia, favorecendo o
desenvolvimento das micorrizas.

De acordo com estimativas de Marschner e Dell (1994), ocorre aumento de
60% na absorcao do cobre, 25% do nitrogénio, 25% do zinco e 10% do potassio. Além
disso, elas podem melhorar as condicdes de agregacdo do solo (RILLIG et al., 2001;
ZHU e MILLER, 2003), proporcionar maior tolerancia a toxicidade de metais pesado
(SIQUEIRA et al., 1999), estimular a nodulacdo em leguminosas (CARVALHO e
MOREIRA, 2010), maior toleréncia a doencas (KLAUBERG FILHO, 2005), maior
tolerancia a déficit hidrico (PAULA e SIQUEIRA, 1987).

A melhoria na qualidade fisica do solo ocorre porque os fungos micorrizicos
arbusculares representam de 5 a 20% de toda a biomassa microbiana dos solos e por
serem o0s fungos mais abundantes nos solos agricolas. Suas hifas chegam a 900 kg ha™
(ZHU e MILLER, 2003) e seu comprimento de dezenas de metros por grama de solo
(NOGUEIRA e CARDOSO, 2000). Essa biomassa pode fornecer matéria organica para
o0 solo e todos os beneficios originados da mesma. Os fungos micorrizicos arbusculares
podem produzir substancias, que auxiliam na agregacdo do solo, sendo a glomalina a
principal representante (RILLIG et al., 2001). Ocorrendo assim, ocorre maior
estabilidade de agregados (PURIN, 2005).

A micorriza proporciona maior tolerancia ao estresse hidrico, esse efeito
deve-se ao efeito cumulativo de mudancgas hormonais, fisioldgicas e celulares, como por
exemplo, reducdo na transpiracdo, maior eficiéncia no uso da agua, aumento no
contetdo de clorofila e aumento na taxa fotossintética (CAVALCANTE et al., 2001).

Em plantas micorrizadas ocorrem mudangas na translocagdo de
fotoassimilados, devido as micorrizas serem drenos, consequentemente aumentando a

translocacdo para as raizes. A colonizagdo aumenta a demanda de carbono para as



raizes, que poderia causar prejuizos caso ndo houvesse o fornecimento de nutrientes e
agua pelas micorrizas, com isso a planta pode produzir mais carbono para suprir o seu
crescimento e o crescimento da micorriza. Entre 10 a 20% do carbono fixado é
direcionado ao crescimento e manutencdo micelial (RAMOS e MARTINS, 2010).
Inicialmente, existe um elevado gasto de carbono para o crescimento e manutengédo das
hifas. A micorriza pode causar a redugdo no crescimento de plantas, quando a
quantidade de carbono consumido pela micorriza é maior que seu beneficio. 1sso
geralmente ocorre em solos ricos em fosforo e essa reducdo varia entre 12 a 17%
(SENA et al., 2004; RAMOS e MARTINS, 2010).

A inoculagdo direta com fungos micorrizicos arbusculares no solo em
condicdes de campo ainda é inviavel, principalmente em grandes areas, devido a
elevada quantidade de inoculante necessaria e o custo de producdo e aplicacdo desse
insumo. As raizes das plantas produzem varias substancias que sdo liberadas no solo,
como, carboidratos, aminoacidos, enzimas, hormonios, acidos organicos, vitaminas,
proteinas, ions organicos, metabolitos secundarios (flavondides, terpendides). Acredita-
se que os flavonoides sdo fatores estimulantes da micorrizacdo, pois regulam diversas
atividades dos microrganismos do solo, dentre elas, a ativacdo de genes relacionados a
germinacao de glomoesporos e crescimento micelial de fungo micorrizico arbuscular.
Dentre os flavonoides estudados temos a formononetina, que pode estimular a
micorrizacdo (SILVA JUNIOR e SIQUEIRA, 1997).

Nair et al. (1991) isolaram e identificaram de raizes de trevo (Trifolium
repens) substancias produzidas em maiores quantidades em plantas estressadas pela
deficiéncia de fosforo, denominada formononetina e, observaram que esta substancia,
identificadas como isoflavondide, € ativa sobre propagulos de fungo micorrizico
arbuscular. Estudos in vitro demonstraram que a formononetina é o principal composto
bioativo que atua estimulando o crescimento assimbidtico de esporos de fungo
micorrizico arbuscular e acelera a micorrizagdo, favorecendo o crescimento da planta
hospedeira.

Além do efeito na micorrizacdo, a formononetina pode ter efeito direto na
simbiose entre plantas e bactérias fixadoras de nitrogénio. Segundo Carvalho e Moreira
(2010) a infeccdo de bactérias fixadoras de nitrogénio em plantas € guiada por sinais
moleculares, trocados entre plantas e bactérias e os flavondides liberados pelas raizes de

plantas desempenham papel importante na fase inicial da nodulagéo.



O efeito estimulante da formononetina na formagéo de micorriza pode ser
devido a formacéo de maior nimero de apressérios ou de pontos de entradas. Algumas
evidéncias indicam que ela suprime a atividade da enzima peroxidase que atua de modo
restritivo a entrada do fungo na raiz (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Acredita-se que a formononetina possa aumentar a esporulagdo e taxa de
colonizagcdo de FMAs. A sua aplicacdo em seis cultivares de batatas em solos do
planalto peruano aumentou em mais de trés vezes 0 nimero de esporos e promoveu
aumentos significativos no desenvolvimento dos tubérculos de trés das seis cultivares
estudadas (DAVIES et al., 2005). Novais e Siqueira (2009) verificaram aumento na
colonizacdo quando aplicaram formononetina em Brachiaria decumbens.

O uso da formononetina tem promovido ganhos de produtividade em
diversas culturas, como a soja (SIQUEIRA et al., 1992), feijdo (LAMBAIS et al., 2003)
e milho (SIQUEIRA et al., 1992). Romero (1999) avaliou a formononetina em
condigdes e campo e concluiu que seu uso é vidvel economicamente tendo um mercado
potencial no Brasil. Segundo Miranda e Miranda (1997) a contribuicdo da micorriza
varia de acordo com a espécie de fungo micorrizico arbuscular, a fertilidade do solo e
dependéncia micorrizica da planta.

A dependéncia micorrizica da soja é considerada elevada. Cerca de 80% do
crescimento pode depender da associacdo da planta com a micorrizas. Mesmo em solos
férteis em fosforo observa-se a contribuicdo da micorrizacdo em até 20%. No campo,
tem-se observado ganho de produtividade em plantas micorrizadas de 200 kg ha™ de
gréos de soja (MIRANDA e MIRANDA, 1997).

Nogueira e Cardoso (2000) estudaram a soja, em casa de vegetacdo, e
verificaram que plantas micorrizadas tiveram maior crescimento, mas as respostas
variaram, dependendo da espécie de fungo micorrizico arbuscular, por exemplo, o
género Glomus causou resposta satisfatoria, diferente do Gisgaspora. Esse fato indica
que a resposta benéfica esta ligada a compatibilidade entre a espécie de fungo e planta.
Cardoso et al. (2003) verificaram reducdo da parte aérea da soja inoculada com Glomus
etunicatum e Gisgaspora margarita e aumento para a espécie Glomus macrocarpum.

Miranda e Miranda (1997) verificaram aumento em torno de 77% na massa
seca de plantas de soja, aumento nos teores de fosforo e nitrogénio, comparando-se
plantas micorrizadas e ndo micorrizadas. Verificaram ainda que plantas micorrizadas
adubadas com nitrogénio apresentaram menor ganho de massa seca que plantas

micorrizadas inoculadas com bactérias. Para as leguminosas o balanco nutricional



adequado é importante e, em condi¢des de baixa disponibilidade de fésforo ocorre
menor nodulagdo, no entanto quando na presenga de fungos micorrizicos arbusculares
esse fato ndo é verificado. Oliveira (1998) verificou aumento na massa seca de nédulos,
numero de nodulos e na atividade da nitrogenase.

Em estudo em campo com aplicagdo de um produto a base de
formononetina, verificou-se aumento na produtividade 52% para soja e 24% para o0
milho (SIQUEIRA et al., 1992). Também Romero (1999), avaliando produtividade da
cultura do milho, observou aumentos de 14 a 28% na producdo desta cultura. A
formononetina estimulou o crescimento, acumulo de nutrientes, e colonizacao
micorrizica em soja (SILVA JUNIOR e SIQUEIRA, 1998 CARRENHO et al., 2010).

Estudando a formacdo de micorriza em soja e milho com aplicacdo de
formononetina sintética, Silva Junior e Siqueira (1997) verificaram que ocorreu
aumento na formagdo de micorrizica, além do aumento dos valores maximos de
diversos parametros da colonizacdo (pontos de entrada, porcentagem de colonizagéo,
arbasculos, e outros). No milho, Siqueira et al. (1999) verificaram que a aplicacdo de
formononetina aumentou em quase 50% a colonizacao das raizes.

Na cultura do milho ocorre maior crescimento quando micorrizada e
acredita-se que uma das explicacbes para esse fato é o aumento na assimilacdo de
diéxido de carbono e, consequentemente, aumento da fotossintese (GRAHAM e
EISSENSTAT, 1994).

O sistema radicular do milho pode ser modificado na presenca de
micorrizas, Bressan e Vasconcellos (2002) verificaram correlacdo positiva e
significativa entre massa seca de raizes e taxa de colonizacdo em milho. Plantas de
milho sem micorrizacdo, mas adubadas com fdsforo tiveram elevacdo na massa seca de
raiz e aumento no namero de pelo radicular e maior absorcéo de fosforo. Ja as plantas
micorrizadas tiveram menor nimero de pelos radiculares, mas as hifas micorrizicas,
provavelmente, supriram essa reducgéo e, também proporcionando aumento na absor¢édo
de fosforo. Costa et al. (2002) avaliaram o milho micorrizados em solo acido e
verificaram aumento da matéria seca das raizes quando a micorrizagdo era associada a
fonte soluvel de fosforo.

Com isso, objetivou-se com essa pesquisa verificar a eficacia de um produto
estimulante da micorrizacdo nas culturas da soja e do milho. E os objetivos especificos
foram: verificar o efeito de um produto estimulante da micorrizagdo na producdo de

gréos de soja e milho; verificar o efeito da aplicacdo do estimulante de micorriza na



absorcdo de nitrogénio, fésforo, potassio, célcio, magnésio e enxofre pela cultura da
soja e do milho; verificar o efeito do estimulante de micorriza na taxa de colonizagéo
por fungos micorrizicos arbusculares nas raizes de soja e milho e nimero de esporos de
fungos micorrizicos arbusculares no solo ap6s colheita de soja e milho; verificar o efeito
da aplicacdo do bioestimulante de micorrizagdo na nodulagdo das raizes da soja,
oriundos da simbiose entre soja e bactérias fixadoras de nitrogénio.
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CAPITULO 1

FORMONONETINA COMO ESTIMULANTE DE MICORRIZACAO EM SOJA
ASSOCIADO A FERTILIZANTE FOSFATADO EM LATOSSOLO

RESUMO: As micorrizas proporcionam aumento de até 80% na absorcédo de fdsforo, o
que pode contribuir para a reducdo da adubacdo fosfatada, em solos que requerem
elevadas quantidades desse nutriente. A formononetina estimula o crescimento
assimbiotico do fungo micorrizico arbuscular (FMAS) e acelera a micorrizagdo. Com
ISso, objetivou-se com essa pesquisa verificar o efeito da formononetina na producao,
absorcdo de nutrientes, taxa de colonizagdo, esporulacdo dos FMAs e nodulacdo na
cultura da soja. O experimento foi realizado em 2010/2011, num Latossolo Vermelho
Distroférrico, na fazenda experimental da UFGD, municipio de Dourados - MS. O
delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, arranjados em
esquema de parcelas subdivididas, com cinco repeticGes, sendo quatro doses de fésforo
nas parcelas (0; 17,5; 35 e 70 kg ha™ de P,Os) fornecido com o superfosfato triplo, e
quatro doses de formononetina nas sub-parcelas (0, 25, 50 e 100 g ha™) fornecida com o
produto comercial PHC 506, aplicado na semente. Avaliou-se a taxa de colonizacdo das
raizes por FMAs; teor de nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnesio, enxofre;
namero e massa seca de nodulos de bactérias fixadoras nas raizes de soja; no final do
ciclo da cultura avaliou-se a altura das plantas, nimero de vagens, massa de 100 grdos e
produtividade. Ap6s a colheita avaliou-se o nimero de esporos de FMASs no solo. A
aplicacdo de formononetina aumenta a esporulacéo e a taxa de colonizagdo por FMAS, o
teor do enxofre, 0 nimero e massa seca de nddulos nas raizes e a produtividade. Com
isso, pode-se concluir que existe possibilidade de reducdo na adubacdo fosfatada na
cultura da soja quando utilizada a formononetina.

Palavras-chave: Isoflandide; Micorriza; Fungo micorrizico arbuscular.
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FORMONONETIN AS STIMULATING OF MYCORRHIZATION IN
SOYBEAN ASSOCIATED TO PHOSPHATED FERTILIZER IN OXISOL

ABSTRACT: The mycorrhizae provide up to 80% increase in the absorption of
phosphorus, which can contribute to the reduction of phosphated fertilization in soils
that require high amounts of this nutrient. The formononetin stimulates asymbiotic
growth of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and accelerates the mycorrhization.
Therefore, the objective of this research is to verify the effect of formononetin in
production, nutrient absorption, rate of colonization and sporulation of AMF, and
nodulation in soybean. The experiment was conducted in 2010/2011, in a Dystroferric
Red Oxisol, at the experimental farm of UFGD, in Dourados - MS. The experimental
lineation used was randomized blocks, arranged in a split plot, with five replications,
with four dosages of phosphorus in the plots (0; 17,5 ; 35 and 70 kg ha™ of P,Os)
provided with triple superphosphate and four dosages of formononetin in the sub-plots
(0, 25, 50 and 100 g ha) provided with the commercial product PHC 506, applied to
the seed. It was evaluated the rate of root colonization by AMF; content of nitrogen,
phosphorus, potassium, calcium, magnesium, and sulfur; and also the number and dry
weight of nodules bacteria fixative in the soybean roots. At the end of the cycle, it was
evaluated the plant’s height, the number of pods, weight of 100 grains, and productivity.
After harvest, we evaluated the number of AMF spores in soil. The application of
formononetin increases sporulation of AMF, and the rate of colonization by the same,
the content of sulfur, the number and dry weight of nodules in the roots, and
productivity. Thus, we can conclude that there is the possibility of reduction in
phosphorus fertilization in soybean when formononetin is used.

Keywords: Isoflavonoid; Mycorrhiza; Arbuscular mycorrhizal fungi.
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INTRODUCAO

Micorriza é a associacdo simbidtica e mutualistica entre plantas e fungos
micorrizicos e, existem diversos tipos, destacando-se as micorrizas arbusculares (MAS),
formados pelas fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) e plantas. As micorrizas
arbusculares sdo benéficas as plantas, pois podem ocasionar melhorias na agregacao do
solo, na absorcdo de nutriente, na tolerancia a doencas e estresses ambientais, na
tolerdncia a toxicidade por nutrientes e metais pesados no solo, no estimulo a fixacao
biologica de nitrogénio nas plantas, substancias estimuladoras ao crescimento e
alteracdes bioquimicas e fisioldgicas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). E, também,
maior atividade e biomassa da microbiota do solo (ANDRADE e SILVEIRA, 2004).

O fésforo tem funcgdes importantes na planta, € constituinte de compostos de
energia (ATP), fosfolipidios e outros ésteres (MALAVOLTA et al., 2006). Vérios
fatores podem alterar a resposta da planta a micorrizacdo, dentre eles o teor de fosforo
no solo. Geralmente, a baixa quantidade de fésforo no solo provoca aumento na
germinacdo e crescimento assimbidtico dos fungos micorrizicos arbusculares
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Segundo Carrenho et al. (2010) a interacdo entre
nivel de fosforo e micorriza é observada na soja e, geralmente, o fosforo reduz a
colonizacao.

O efeito da micorriza no teor e acimulo de nutrientes é variado. Costa et al.
(2002) verificaram aumento nos teores de potassio de plantas de milho micorrizadas.
Santos et al. (2002) ndo encontraram efeito da micorrizacdo no acumulo de potassio,
enxofre, calcio e magnésio em Brachiaria brizantha. Andrade et al. (2003) observaram
aumento nos teores de calcio em soja micorrizada. Cardoso et al. (2003) observaram
menor teor de nitrogénio nas plantas de soja micorrizadas com Glomus macrocarpum e
maior nas plantas com Gigaspora margarita, respectivamente, plantas com a maior e a
menor producdo de biomassa, 0 que evidencia o efeito diluicdo desse nutriente. Para o
fosforo, geralmente ocorre aumento no teor, mas os autores ndo verificaram esse efeito,
ja para o potassio observaram aumento no seu teor.

A micorrizacdo pode proporcionar maior producdo de biomassa e
crescimento de plantas. Silva et al. (2006) verificaram que a produgdo de massa seca
aumentou com a inoculagdo das plantas de soja e correlacionou-se significativa e

positivamente com a colonizagdo micorrizica e, segundo os autores efeito esse
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proporcionado em parte, pelo aumento na absorgdo de nutrientes. Cardoso et al. (2003)
verificaram reducdo da parte aérea da soja inoculada com Glomus etunicatum e
Gisgaspora margarita e aumento para a espécie Glomus macrocarpum. Silva et al.
(2006) observaram que a inoculagdo prévia promoveu incremento na altura das plantas.

A formononetina foi descoberta em 1991, isolada de plantas de trevo
(Trifolium repens) estressadas por deficiéncia de fésforo. Esse isoflavonoide é ativo em
propagulos de fungos micorrizicos arbusculares (NAIR et al., 1991). Acredita-se que 0s
flavonoides estimulam o crescimento do fungo; induza a formacdo e a diferenciacéo
morfolégica, levando a maior formacdo de apressorios e pontos de entradas primarios.
Algumas evidéncias indicam que ela suprime a atividade da enzima peroxidase, que
atua de modo restritivo a entrada do fungo na raiz (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Devido ao estimulo a micorrizacdo, a formononetina pode aumentar a
nodulacéo e eficiéncia da fixacdo bioldgica de nitrogénio, pois segundo Vadez et al.
(1997) o nddulo é considerado um forte dreno de fosforo, sendo seu teor trés vezes
maior que nos outros tecidos da planta. Com isso, 0 suprimento adequado de fdsforo
aumenta o vigor dos nodulos e sua eficiéncia. Além disso, alguns autores mostraram
que a formononetina, também, pode atuar diretamente na fase inicial da nodulacdo
(CARVALHO e MOREIRA, 2010). Com isso, a micorrizagdo pode proporcionar
aumento na massa seca de nddulos e numero de nodulos. Silva et al. (2006)
encontraram incremento na massa seca de nddulos em soja inoculada com fungos
micorrizicos arbusculares.

A formononetina pode estimular o crescimento, acimulo de nutrientes, e
colonizacdo micorrizica em soja (CARRENHO et al., 2010). Lambais et al. (2003), na
cultura do feijdo, verificaram que a formononetina estimula a colonizacdo das raizes.
Siqueira et al. (1992) em estudo em campo com aplicagdo de um produto a base de
formononetina, verificaram aumento de 52% na produtividade da soja.

Alguns autores tém relatado aumento na esporulacao de fungos micorrizicos
arbusculares causado pela formononetina. Pereira et al. (2011) encontraram aumento de
30% na esporulacdo da espécie Glomus clarum quando foi aplicado em solo
contaminado por arsénio. Davies et al. (2005) observaram aumento de mais de trés
vezes 0 numero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares em solos cultivados
com batata que receberam formononetina.

Com isso, objetivou-se com a pesquisa verificar a eficacia de um produto

estimulante da micorrizacdo na cultura da soja. E os objetivos especificos foram:
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verificar o efeito de um produto estimulante da micorrizagdo na producgdo de gréos;
verificar o efeito da aplicacdo do estimulante de micorriza na absorc¢do de nitrogénio,
fosforo, potéssio, célcio, magnésio e enxofre; verificar o efeito do estimulante de
micorriza na taxa de colonizacdo por fungos micorrizicos arbusculares nas raizes e
namero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares no solo; verificar o efeito da
aplicacdo do bioestimulante da micorrizagdo na nodulacdo das raizes da soja, oriundos

da simbiose entre soja e bactérias fixadoras de nitrogénio.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no ano agricola de 2010/2011, em uma area sob
Latossolo Vermelho Distroférrico, de textura muito argilosa, na Fazenda Experimental
da UFGD, municipio de Dourados - MS, situada nas coordenadas geogréficas S 22° 13’
56”7 ¢ WO 54° 59° 257, 401 m de altitude.

O solo foi amostrado e sua caracterizacdo quimica (Quadro 1) e fisica
(Quadro 2) realizada segundo metodologia proposta por Claessen et al. (1997). Com
base nos teores de nutrientes presentes na analise de solo fez-se a adubacdo do solo
seguindo as recomendacdes de Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (2010)

para a cultura da soja.

QUADRO 1. Caracterizacao quimica do solo

pH
CaCl, P K Al Ca Mg H+Al SB T Vv
LT L1 R ——— 1111 0 [ ———— %
50 13,0 0,18 0,12 6,10 2,20 6,20 848 148 57,0

P e K: Melich I; Ca, Mg e Al: KCI 1 mol L™; SB = Ca + Mg + K; T=CTC= Sh + H+Al; Saturacdo em
bases (V) = 100 * (SB/T).

QUADRO 2. Caracterizacao fisica do solo

Textura (g kg™) Dp (g cm™) Ds (g cm™)
areia silte argila 0-5(cm) 5-10(cm) 10-20 (cm)
2439 140,6 613,4 2,9 1,37 1,56 1,6

Textura: Método da pipeta; Densidade de particula (Dp): Método do baldo volumétrico; Densidade do
solo (Ds): método do anel volumétrico.

A densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares presentes na
area antes da instalacdo do experimento, foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Gerdemann e Nicholson (1963). O valor médio da densidade de esporos
encontrada foi de 178 esporos em 50 cm™ de solo.

A extracdo e contagem de esporos descrita por Gerdemann e Nicholson
(1963), foi realizada da seguinte forma: Colocou-se 50 cm™ de solo em um becker;

transferiu-se para um becker grande e suspendeu-se com no minimo 500 mL de agua de
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torneira; agitou-se vigorosamente com um bastdo de vidro para suspender 0s esporos e
esperou-se por 30 segundos; passou-se a suspensdo através de duas peneiras
empilhadas, com aberturas de 710mm e 0,053mm; repetiu-se os dois procedimentos
anteriores por trés vezes, ou até a agua do Becker ficar limpa. Em seguida colocou-se o
material retido na peneira de 710mm em uma placa de petri grande e observou-se na
lupa a presenca de esporos grandes (esporos de Gigaspora e Scutellospora) e
esporocarpos. Apods isso, transferiu-se o material retido na peneira de 0,053 mm para
um tubo de centrifuga com agua; centrifugou-se a 3000 rpm por trés minutos; retirou-se
0 sobrenadante cuidadosamente, deixando-se apenas o solo no tubo de centrifuga.
Adicionou-se sacarose (50%) no tubo de centrifuga contendo o solo e centrifugou-se a
2000 rpm por um minuto; despejou-se 0 sobrenadante novamente na peneira de 0,053
mm e lavou-se com &gua de torneira para remover 0 excesso de sacarose; transferiu-se
0s esporos da peneira de 0,053 mm para uma placa canelada e na lupa fez-se a
contagem.

Os valores de precipitacdo pluviométrica e temperatura média estdo

presentes a seguir (Figura 1).
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FIGURA 1. Precipitagdo pluviometrica e temperatura média durante a conducdo do
experimento, de acordo com a estagdo meteorologica da Embrapa
Agropecuaria Oeste.
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A soja foi semeada manualmente, e em plantio direto, utilizando-se a
cultivar CD 235 RR, no dia 21/12/2011, inoculada com Bradyrhizobium Japonicum
SEMIA 5080 e SEMIA 5079, como fonte o produto comercial NITRAGIN CELL
TECH HG. A adubacéo foi realizada manualmente, aplicando-se 70 kg ha™ de K,O
(tendo como fonte o cloreto de potassio). Para o fésforo utilizou-se as doses de acordo
com cada tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com
cinco repeticdes, com os tratamentos arranjados em esquema de parcelas subdivididas,
sendo quatro doses de fésforo nas parcelas (0; 17,5; 35 e 70 kg ha™ de P,Os), tendo
como fonte o superfosfato triplo, e nas sub-parcelas quatro doses de formononetina (0,
25, 50, 100 g ha), tendo como fonte o produto comercial PHC 506, sendo que esse
produto foi aplicado nas sementes de soja. Cada unidade experimental tinha seis linhas
de 7 m de comprimento, com espacamento entre-linhas de 0,45 m, sendo considerada
como area Util apenas as quatro linhas centrais, excluindo-se 1 m de cada extremidade,
onde foram coletadas as amostras para as analises.

O PHC-506 é produzido pela Plant Health Care (PHC), INC-Pittsburg,
EUA. E um p6 esbranquigado, sal de potassio de 4’- metoxi, 7-hidroxi isoflavona, peso
molecular 306, solivel em agua (1 g em 3 mL de &gua), o qual foi aplicado nas
sementes, pouco antes da semeadura. A dose recomendada pela empresa é 50 g ha™ de
formononetina. Primeiramente, fez-se o tratamento com inoculante a base de bactérias
fixadoras de nitrogénio e, em seguida, fez-se o tratamento com a formononetina. As
sementes foram tratadas manualmente, colocando-as em saco plastico aplicando-se o
produto e agitando-se vigorosamente para distribuicdo homogénia.

No estadio fenoldgico R2 foram realizadas amostragens para avaliacdo do
estado nutricional das plantas de soja baseada em analise foliar. Coletaram-se, ao acaso,
o terceiro e o quarto trifélios, com hastes, de 10 plantas por unidade experimental. As
amostras foram lavadas e colocadas em sacos de papel e secadas em estufa com
circulacdo forgada de ar a 70°C, até peso constante. Apos terem sido moidas em moinho
tipo Willey as amostras sofreram digestdo nitroperclorica e o extrato da digestdo usado
para a determinacdo de P e S (colorimetria), K (fotometria de chama), Ca e Mg
(espectrofotometria de absorcdo atdmica), segundo metodologia descrita por Malavolta
et al. (1997), enquanto os teores de N foram determinados pelo método de Kjeldahl,

apos digestdo sulfurica.
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No estddio R2, realizou-se a determinacdo do nimero e massa seca de
nodulos de bactérias fixadoras de nitrogénio por planta de soja, coletando-se ao acaso, a
raiz e solo rizosférico de cinco plantas por unidade experimental. Os nddulos foram
contados, lavados e secos em estufa com circulacdo forcada de ar a 70 °C.

Para avaliacdo da taxa de colonizacdo das raizes por fungos micorrizicos
arbusculares, coletaram-se ao acaso, raizes de cinco plantas por unidade experimental
no estadio R4. As raizes foram lavadas com agua e armazenadas em frascos plasticos
contendo solugdo com 5% de formaldeido, 90% de alcool etilico e 5% de acido acético.
Posteriormente, 1 g de raizes finas foi clarificado usando-se solugdo de KOH 5% p/v
por 30 minutos. Em seguida foram lavadas em &gua corrente e agitadas por 4 minutos
em HCI 1%. As raizes foram coradas com azul de tripan em lactoglicerol 0,05% (agua :
glicerol : acido latico, 1:1:1), por 10 minutos. Para estimar a porcentagem de raiz
colonizada utilizou-se 0 método de intercessao, descrito por Giovanetti e Mosse (1980)
e observacdo em microscopio estereoscépico (ampliacdo de 10 a 40 vezes).

Ao final do ciclo da soja (estddio R8) foram avaliados os efeitos dos
tratamentos sobre o desenvolvimento e produtividade da cultura, realizando-se as
seguintes avaliagcOes: altura das plantas, por meio da medicéo de 10 plantas por unidade
experimental, medindo-se as plantas do nivel de solo até a insercdo da Gltima folha;
namero de vagens por plantas, contando-se as vagens em 10 plantas por unidade
experimental; massa de 100 grdos e producdo de grdos por unidade experimental,
colhendo todas as plantas da &rea util da unidade experimental. Posteriormente,
determinou-se a umidade e os devidos descontos de umidade (utilizou-se 13% como
umidade padréo).

Apds a colheita, foram coletadas, ao acaso, cinco amostras simples de solo,
por unidade experimental, que foram homogeneizadas e retiradas uma amostra
composta por unidade experimental, na profundidade de 0 - 20 cm, para avaliacdo da
densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares presentes em 50 cm?3 de solo
ao final do experimento, de acordo com a metodologia descrita por Gerdemann e
Nicholson (1963).

Os dados coletados foram submetidos a anélise de regressdo, utilizando-se o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). A significancia da equagéo foi
avaliada pelo teste F, a 10% de probabilidade. A significancia dos coeficientes das
equacOes foram avaliados pelo teste t, a 10% de probabilidade. Com a finalidade de se

obter homocedasticidade, os dados referentes a contagem de esporos, vagens e nodulos
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foram transformados pela equacdo (x + 0,5)°°, enquanto os dados referentes a

porcentagem de colonizacéo micorrizica foram transformados pelo arco seno (x/100)°°.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o numero de nédulos de bactérias fixadoras de nitrogénio nas raizes de
soja houve significancia para as doses de P,Os (p<0,05), pelo teste F, e para doses de
formononetina e interacé@o entre doses de P,Os e doses de formononetina (p<0,01), pelo
teste F. Para massa seca de nddulos ocorreu significancia para doses de formononetina e
interacdo entre doses de P,Os e doses de formononetina (p<0,01), pelo teste F (Quadro
3).

QUADRO 3. Resumo da anélise de variancia dos valores de nimero e massa seca de
nodulos em raizes de soja

Fonte de variacao NUmero de Massa seca de
nodulos/planta nodulos/planta

Dose de P,Os (P) 4,39* 1,051™

Dose de formononetina (F) 6,62** 12,19**

PxF 18,71** 7,50%*

CV 1 (%) 8,26 18,30

CV 2 (%) 6,43 15,17

**. Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. *: Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
" Ndo significativo a 5% pelo teste F.

Para o numero de nédulos formados por bactérias fixadoras de nitrogénio na
soja observou-se reducdo quando se aplicou formononetina, na auséncia de P,0s. O
modelo que melhor ajustou-se aos dados foi o linear (p<0,01), pelo teste F. O
coeficiente da equacéo foi significativo (p<0,01), pelo teste t. Para as doses 17,5; 35 e
70 kg ha' de P,Os ocorreu aumento do nimero de nédulos com aplicacdo de
formononetina. Nas doses 17,5 e 35 kg ha™ o modelo que melhor ajustou-se aos dados
foi o quadratico (p<0,01), pelo teste F. Na dose 17,5 kg ha™ os coeficientes foram
significativos (p<0,01 e p<0,05) e na dose 35 kg ha™ (p<0,01), pelo teste t. Na dose 70
kg ha™ o modelo que melhor ajustou-se aos dados foi o linear (p<0,01), pelo teste F, e
os coeficientes foram significativos (p<0,01), pelo teste (Figura 2). Na dose 17,5 kg
ha®, observou-se aumento no nimero de nédulos até a dose 37,83 g ha' de
formononetina, ja para a dose 35 kg ha™ observou-se aumento até a dose 79,50 g ha™ de

formononetina.
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FIGURA 2. Numero de nodulos formados por bactérias fixadoras de nitrogénio em
raizes de soja, em funcdo da dose de formononetina, dentro de cada dose
de P,0Os. (**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. *
Significativo a 5% de probabilidade pelo teste t. °°°: Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste F)

Com esses resultados, observa-se que apenas a aplicacdo da formononetina
como estimulante de micorrizacdo, sem adicdo de fosforo, ndo foi suficiente para elevar
0 numero de nodulos. Provavelmente, o suprimento de fosforo ndo foi adequado para
manter a nodulagdo, pois o0 nddulo é um forte dreno de fésforo, sendo o teor no mesmo,
trés vezes maior que nos outros tecidos da planta (VADEZ et al., 1997). Outra
possibilidade é a competicdo entre a micorriza e as bactérias fixadoras de nitrogénio por
fotoassimilados. Como a formononetina aumentou a taxa de colonizagdo, pode ter
aumentado a competicdo, prejudicando a nodulacdo, na auséncia de adubacéo fosfatada.

Observa-se que o efeito da formononetina no nimero de nédulos aumentou
com a dose de fosforo. Segundo Carrenho et al. (2010) a soja requerer alta quantidade
de fosforo para satisfazer a demanda para o crescimento e fixacdo biologica de
nitrogénio. Além disso, segundo Carvalho e Moreira (2010) alguns autores citam que a
formononetina pode atuar diretamente na fase inicial da nodulagdo, como uma
substancia estimuladora. Os resultados obtidos estdo de acordo com Oliveira (1998) que
verificaram aumento no nimero de nddulos em soja micorrizada.

Observou-se reducdo da massa seca de nodulos formados por bactérias
fixadoras de nitrogénio em raizes de soja com aumento na dose de formononetina, na

auséncia de P,0Os. O modelo que melhor ajustou-se aos dados foi o linear (p<0,01), pelo
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teste F. O coeficiente da equacdo foi significativo (p<0,01), pelo teste t. Para as doses
17,5 e 35 kg ha™ de P,0s 0 modelo que melhor ajustou-se aos dados foi o quadratico
(p<0,05 e p<0,01, respectivamente), pelo teste F. Para a dose 17,5 kg ha™ o coeficiente
da equacéo foi significativo (p<0,05), pelo teste t. Para a dose 35 kg ha™ o coeficiente
foi significativo (p<0,01), pelo teste t. Para a dose 70 kg ha™ de P,Os ndo ocorreu efeito
na massa seca de nédulos (Figura 3). Para a dose 17,5 kg ha™, observou-se aumento na
massa seca de nédulos até a dose 33,33 g ha™ de formononetina, para a dose 35 kg ha™,

observou-se aumento até a dose 50 g ha™ de formononetina.
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FIGURA 3. Massa seca de nodulos formados por bactérias fixadoras de nitrogénio em
raizes de soja, em funcdo da dose de formononetina, dentro de cada dose
de P,0s. (**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. *:
Significativo a 5% de probabilidade pelo teste t. °°°: Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste F. °°: Significativo a 5% de probabilidade pelo
teste F)

Observa-se, portanto que a formononetina na auséncia de fosforo no solo
reduz a massa de nddulos, provavelmente devido ao suprimento de fésforo ndo ser
adequado para manter o adequado desenvolvimento dos noédulos, pois segundo Vadez et
al. (1997) o nodulo é um forte dreno de fésforo. Outra possibilidade é a competicéo
entre a micorriza e as bactérias fixadoras, por fotoassimilados. Como a formononetina
aumentou a taxa de colonizacdo, pode ter aumentado a competicdo, prejudicando seu
desenvolvimento, na auséncia de adubac&o fosfatada.

O efeito benéfico na massa seca de nddulos pela formononetina ocorreu nas

doses 17,5 kg ha™ e 35 kg ha™* de P,Os, com destaque para a Gltima dose, indicando ser
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necessario aplicacdo de fosforo, para um adequado crescimento dos nédulos, mesmo na
presenca do estimulante de micorrizacdo. Na dose 70 kg ha™, diferentemente do niimero
de nodulos, ndo ocorreu efeito da formononetina, indicando que apesar do aumento do
numero de nodulos, ndo ocorreu ganho de massa na combinacdo de elevada dose de
fésforo e formononetina.

A massa de nddulos é a principal caracteristica correlacionada com a
fixacdo bioldgica de nitrogénio (CARVALHO e MOREIRA, 2010). Silva et al. (2006)
verificaram aumento na massa seca de nodulos em plantas micorrizadas. O suprimento
adequado de fésforo aumenta o vigor dos nédulos e sua eficiéncia, em contrapartida a
planta bem nutrida em nitrogénio tem melhor desenvolvimento (CARVALHO e
MOREIRA, 2010). Como a formononetina aumentou a taxa de colonizagdo, que tem
alta correlacdo com a contribuicdo da micorriza para a planta (SENA et al., 2004), o
melhor suprimento de fosforo pode ter contribuido para o aumento no desenvolvimento
dos nddulos.

O teor de nitrogénio na folha de soja foi afetado pelas doses de P,Os, doses
de formononetina e pela interacdo entre doses de P,Os e doses de formononetina
(p<0,01), pelo teste F. O teor de fosforo foi afetado significativamente pela aplicacdo de
P,O5 e formononetina (p<0,01), pelo teste F. Ocorreu interagdo entre doses de P,Os e
doses de formononetina (p<0,05), pelo teste F. Para o potassio, apenas aplicacdo de

P,Os afetou significativamente o teor na folha (p<0,01), pelo teste F (Quadro 4).

QUADRO 4. Resumo da analise de variancia dos valores de teor de nitrogénio, fosforo
e potassio na folha de soja

Fonte de variagao N P K
Dose de P,0s (P) 51,309%* 26,728**  11,402**
Dose de formononetina (F) 6,821** 6,023** 0,567
PxF 3,677** 2,795* 1,675™
CV 1 (%) 3,03 3,76 5,17

CV 2 (%) 2,04 2,45 4,41

**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. *: Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
": Néo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Nas doses 0 e 70 kg ha™ de P,Os a aplicacdo de formononetina n&o afetou
significativamente o teor de nitrogénio na folha. Nas doses 17,5 e 35 kg ha™ de P,0s
ocorreu redugdo no teor, ambos com ajuste quadratico (p<0,01), pelo teste F. Os

coeficientes foram significativos (p<0,01), pelo teste t (Figura 4).
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FIGURA 4. Teor de nitrogénio na folha de soja no estadio R2, em funcdo da aplicacdo
de formononetina, dentro de cada dose de P,Os. (**: Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste t. °°°: Significativo a 1% de probabilidade pelo
teste F)

Provavelmente, o efeito da diluicdo do nitrogénio na folha foi o responsavel
por essa reducdo, pois ocorreu aumento na altura das plantas quando se aplicou
formononetina, a maior altura de plantas pode indicar que elas acumularam mais
biomassa, fato esse responsavel pelo efeito da diluicdo . Cardoso et al. (2003)
observaram menor teor de nitrogénio nas plantas de soja, micorrizadas com Glomus
macrocarpum e maior nas plantas com Gigaspora margarita, respectivamente, plantas
com a maior e a menor producdo de biomassa, segundo os autores devido ao efeito da
diluicdo. Moreira e Siqueira (2006), também citam que normalmente ocorre reducdo da
concentracdo de nitrogénio em plantas micorrizadas.

De acordo com Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (2010) teores
de nitrogénio acima de 46,9 g kg™ séo considerados altos (Valores para o estado do MS
e considerando folhas com peciolo no estadio R2). Com isso, 0s teores de nitrogénio
observados em todas as doses de formononetina sdo considerados alto. Nesse sentido,
apesar da reducédo no teor, a formononetina manteve a absorcdo de nitrogénio dentro de
uma faixa que nao afetou o adequado desenvolvimento da planta.

De maneira geral, ocorreu reducdo no teor de fésforo na folha quando se
aplicou formononetina. Na auséncia de P,Os o modelo que melhor ajustou-se aos dados

foi o linear (p<0,1), pelo teste F. O coeficiente da equacéo foi significativo (p<0,1), pelo
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teste t. Na dose 17,5 kg ha™ de P,Os 0 modelo que melhor se ajustou aos dados foi o
quadrético (p<0,01), pelo teste F. Os coeficientes da equacdo foram significativos
(p<0,01), pelo teste t. Para as doses 35 e 70 kg ha™ de P,Os n&o houve resposta (Figura
5).
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FIGURA 5. Teor de fosforo na folha de soja no estadio R2, em funcéo da aplicacédo de
formononetina, dentro de cada dose de P,Os. (**: Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste t. * Significativo a 10% de probabilidade pelo teste
t. °°°: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. °: Significativo a
10% de probabilidade pelo teste F.)

Provavelmente, o efeito da diluicdo do fésforo na folha foi o responsavel
por essa reducdo, pois ocorreu aumento na altura das plantas quando se aplicou
formononetina, a maior altura de plantas pode indicar que elas acumularam mais
biomassa, fato esse responsavel pelo efeito da diluicdo. Na maioria dos trabalhos
encontram-se relatos de aumento no teor de fésforo na folha quando as plantas tém
maior micorrizagdo, mas também existem relatos de reducdo. Pereira et al. (1996)
avaliaram plantas arbdreas leguminosas e, verificaram que as inoculadas com Glomus
etunicatum apresentaram menor teor de fésforo, apesar do maior crescimento. Cardoso
et al. (2003) ndo encontraram efeito no teor de fosforo de soja micorrizagao.

De acordo com Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (2010) teores
de f6sforo acima de 3,4 g kg™ sdo considerados altos (Valores para o estado do MS e
considerando folhas com peciolo no estadio R2). Com isso, os teores de fdsforo

observados em todas as doses de formononetina sdo considerados alto. Nesse sentido,



30

apesar da reducdo no teor, a formononetina manteve a absorcao de fésforo dentro de
uma faixa que ndo afetou o adequado desenvolvimento da planta.

Com a aplicacdo de fésforo no solo ocorreu reducdo no teor de potassio na
folha. O modelo que melhor se ajustou aos dados foi o quadréatico (p<0,01), pelo teste F.
O coeficiente da equacdo foi significativo (p<0,01), pelo teste t (Figura 6).
Provavelmente, o efeito da diluicdo do potéssio na folha foi o responsavel por essa
reducdo, pois ocorreu aumento na altura das plantas quando se aplicou fosforo, a maior
altura de plantas pode indicar que elas acumularam mais biomassa, fato esse
responsével pelo efeito da diluicdo, a elevacdo no teor a partir da dose 42,50 g ha™ de
formononetina pode ser devido a redugdo no crescimento que o fésforo proporcionou
nas plantas a partir da dose 52,86 g ha™. Maia et al. (2005) verificaram efeito da

diluicdo do potassio em meloeiros irrigados com agua de diferentes salinidades.
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FIGURA 6. Teor de potéssio na folha de soja no estadio R2, em funcédo da aplicacdo de
P,Os no solo. (**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. °°°:
Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F).

De acordo com Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (2010) teores
de potéssio entre 17,3 e 25,4 g kg™ sdo considerados bons (Valores para o estado do MS
e considerando folhas com peciolo no estddio R2). Com isso, 0s teores de potassio
observados em todas as doses de P,Os sdo considerados de bom a alto.

O efeito da diluicdo dos nutrientes na folha ocorre quando a taxa de
crescimento relativo da matéria seca da planta é maior que a taxa de absorcdo do
nutriente. Outro fendbmeno que pode diminuir o teor de nutrientes na folha é a

retranslocacéo do nutriente das folhas para os drenos, esse fato ocorre principalmente
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para 0s nutrientes moveis na planta e, quando a planta est4d em fase de enchimento de
gréos (MAIA et al., 2005).

O teor de célcio e enxofre na folha da soja foram influenciados
significativamente pelas doses de P,Os, doses de formononetina e para interacdo entre
doses de P,0Os e doses de formononetina (p<0,01), pelo teste F. Para o magnésio,
ocorreu significancia para doses de P,Os e doses de formononetina (p<0,01), pelo teste
F, e para a interacdo entre dose de P,Os e doses de formononetina (p<0,05), pelo teste F
(Quadro 5).

QUADRO 5. Resumo da andlise de variancia dos valores de teor de célcio, magnésio e
enxofre na folha de soja

Fonte de variacao Ca Mg S
Dose de P,0s (P) 295,360** 10,274** 67,438**
Dose de formononetina (F) 7,569** 4,236** 7,132**
PxF 6,650** 2,698* 4,523**
CV 1 (%) 1,26 3,59 6,05

CV 2 (%) 1,78 2,81 9,96

**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. *: Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Para o desdobramento doses de formononetina dentro de cada dose de P,0s
ndo houve efeito da aplicacdo de formononetina (Figura 7). Para o calcio normalmente
ocorre diminuicdo no teor em plantas micorrizadas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006),
mas as respostas sao variadas. Santos et al. (2002) nao encontram efeito da micorrizacao
no acumulo calcio em Brachiaria brizantha, ja Carneiro et al. (1996) observaram
aumento no teor de calcio em espécies arbdreas micorrizadas e Andrade et al. (2003)

observaram aumento nos teores de célcio em soja micorrizada.
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FIGURA 7. Teor de calcio na folha de soja no estadio R2, em funcdo da aplicacdo de
formononetina, para cada dose de P,Os.

De acordo com Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (2010) teores
de célcio entre 6,8 e 11,8 g kg™ séo considerados suficientes (Valores para o estado do
MS e considerando folhas com peciolo no estadio R2). Com isso, os teores de calcio
observados em todas as doses de formononetina sdo considerados suficientes.

Na auséncia de P,Os ocorreu reducéo no teor de magnésio com aplicagdo de
formononetina, 0 modelo que melhor ajustou-se aos dados foi o linear (p<0,05), pelo
teste F, e os coeficientes da equagdo foram significativos (p<0,05), pelo teste t (Figura
8). Esses resultados sugerem a hipétese de que a aplicacéo do fosforo atenuou a reducéo
no teor de magnésio na folha causado pela micorriza, pois segundo Moreira e Siqueira

(2006) normalmente a micorriza reduz o teor de magnésio na planta.
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FIGURA 8. Teor de magnésio na folha de soja no estadio R2, em funcdo da aplicacdo
de formononetina, para cada dose de P,Os. (*: Significativo a 5% de
probabilidade pelo teste t. °°: Significativo a 5% de probabilidade pelo
teste F)

De acordo com Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (2010) teores
de magnésio acima de 4,7 g kg™ séo considerados altos (Valores para o estado do MS e
considerando folhas com peciolo no estadio R2). Com isso, 0s teores de magnésio
observados em todas as doses de formononetina sdo considerados alto. Nesse sentido,
apesar da reducdo no teor, a formononetina manteve a absor¢do de magnésio dentro de
uma faixa que nao afetou o adequado desenvolvimento da planta.

Para a dose 0; 17,5 e 35 kg ha™* de P,Os ndo houve resposta para a aplicacdo
de formononetina. Para a dose 70 kg ha? de P,Os houve aumento no teor de enxofre
com aplicacdo de formononetina. O modelo que melhor ajustou-se aos dados foi o
linear (p<0,01), pelo teste F. O coeficiente da equacédo foi significativo (p<0,01), pelo
teste t (Figura 9). Para o enxofre, normalmente ocorre aumento no teor em plantas
micorrizadas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Carneiro et al. (1996) também
observaram aumento nos teores enxofre em espécies arboreas micorrizadas. Parte da
explicagcdo do aumento no teor de enxofre com aplicagcdo da formononetina deve-se ao
provavel sinergismo com aumento de absor¢do de fosforo, segundo Malavolta et al.
(2006) o teor de fosforo nas proteinas provavelmente é o responsavel pelo sinergismo

entre esses nutrientes nas plantas.
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FIGURA 9. Teor de enxofre na folha de soja no estadio R2, em fun¢éo da aplicacédo de
formononetina, para cada dose de P,Os. (**: Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste t. °°°: Significativo a 1% de probabilidade pelo
teste F).

De acordo com Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (2010) teores
de enxofre abaixo de 2,1 g kg™ sdo considerados baixos (Valores para o estado do MS e
considerando folhas com peciolo no estddio R2). Com isso, o0s teores de enxofre
observados em todas as doses de formononetina sdo considerados baixo.

A taxa de colonizacdo das raizes de soja por fungos micorrizicos
arbusculares foi influenciada pelas doses de P,Os, pelas doses de formononetina e pela
interacdo entre doses de P,Os e doses de formononetina (p<0,01), pelo teste F (Quadro
6).

QUADRO 6. Resumo da andlise de variancia da taxa de colonizacdo para a cultura da

soja
Fonte de variagao Taxa de colonizagdo
Dose de P,0s (P) 30,294 **
Dose de formononetina (F) 22,239 **
PxF 7,571 **
CV 1 (%) 4,22
CV 2 (%) 4,20

**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Avaliando-se os valores da taxa de colonizacdo em fungéo da aplicagdo de
formononetina, observa-se que na auséncia de P,Os 0 modelo que melhor ajustou-se aos
dados foi o linear (p<0,01), pelo teste F, e o coeficiente da equacdo foi significativo
(p<0,01), pelo teste t. Para a dose 17,5 kg ha™ de P,Os o modelo que melhor ajustou-se
aos dados foi o quadratico (p<0,01), pelo teste F, o coeficiente da equagdo foi
significativo (p<0,01), pelo teste t. Para as doses 35 kg ha™ e 70 kg ha™ de P,Os ndo
houve efeito (Figura 10). Na dose 17,5 kg ha™, observou-se aumento na taxa de

colonizacdo até a dose 58,18 g ha™ de formononetina.
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FIGURA 10. Taxa de colonizacdo de raizes de soja por fungos micorrizicos
arbusculares em funcéo da aplicacdo de formononetina, para cada dose
de P,Os. (**: Significativo a 1% pelo teste t. °°°: Significativo a 1%
pelo teste F)

A aplicacdo de formononetina promoveu aumento na taxa de colonizagdo
das raizes da soja nas doses 0 e 17,5 kg ha™*. Com isso, observou-se o efeito negativo do
fosforo na taxa de colonizacdo, pois nas doses mais elevadas de P,Os ndo houve efeito
da formononetina. De maneira geral, quanto maior a colonizacdo maior a contribuigédo
da micorriza para planta. Com isso, pode-se dizer que a formononetina tem potencial
para aumentar a contribui¢do da micorriza para as plantas.

Teor baixo de fosforo no solo pode aumentar a colonizagdo devido aos
exudados de plantas cultivadas nesses solos estimularem maior crescimento
assimbidtico de fungo micorrizico (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006) e maior
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germinacdo de glomoesporos. Acredita-se que essas substéncias estimulantes possam
atuar como sinalizadoras, fazendo com que a hifa do fungo se direciona a raiz (MAIA et
al., 2010). Assim sendo, maior germinacdo de glomoesporo e maior estimulo do
crescimento do micélio do fungo micorrizico podem aumentar a chance de colonizagéo
da raiz pelo fungo. Nogueira e Cardoso (2000) trabalharam com vasos e substrato
composto pela mistura de um Latossolo Vermelho Distréfico e um Neossolo
Quartzarénico e, verificaram reducdo na colonizacdo radicular da soja com aumento da
dose de fosforo.

O efeito dos flavondides, dentre eles a formononetina, na taxa de
colonizagdo ainda n&do foi totalmente esclarecido, mas acredita-se que o efeito
estimulante pode ser devido a formacdo de maior numero de apressorios ou de pontos
de entradas e, existem algumas evidéncias de que este composto pode suprimir a
atividade da enzima peroxidase que atua de modo restritivo a entrada do fungo na raiz
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Em soja, Silva Janior e Siqueira (1997) verificaram
que com a aplicacdo de formononetina sintética ocorreu aumento de 32% na
colonizacdo radicular. Lambais et al. (2003) verificaram aumento na colonizacdo em
feijao tratado com formononetina.

Para a altura de plantas ocorreu significancia para as doses de P,0s5 (p<0,01)
e doses de formononetina (p<0,05), pelo teste F. Para interacdo entre doses de P,Os e

doses de formononetina ndo ocorreu significancia (Quadro 7).

QUADRO 7. Resumo da analise de variancia dos valores de altura de plantas de soja

Fonte de variagao Altura de plantas
Dose de P,Os (P) 122,88**
Dose de formononetina (F) 15,03*

PxF 6,52 "™

CV 1 (%) 4,89

CV 2 (%) 3,69

**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. *: Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
"™ Nao significativo a 5% pelo teste F.

A altura das plantas aumentou com aplicacdo de fosforo no solo. O modelo
que melhor ajustou-se aos dados foi o quadratico (p<0,01), pelo teste F. Os coeficientes
da equacéo foram significativos (p<0,01), pelo teste t (Figura 11). A dose de P,Os que
proporcionou a maior altura de plantas foi 53,14 kg ha™. O fésforo tem funcdes
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importantes na planta, sendo constituinte de compostos de energia (ATP), fosfolipidios
e outros ésteres (MALAVOLTA et al., 2006) e, esses compostos sdo essenciais ao
crescimento adequado da planta. Segundo Vilela e Anghinoni (1984) o baixo teor de
fosforo no solo provoca diminuicdo no comprimento e engrossamento das raizes de
soja, prejudicando a absor¢do de nutriente. O fosforo também é essencial ao adequado
desenvolvimento dos nddulos e a fixagdo bioldgica de nitrogénio (CARRENHO et al.,
2010), com isso, baixo suprimento de fosforo pode prejudicar o fornecimento de

nitrogénio, nutriente importante para o crescimento vegetal.
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FIGURA 11. Altura de plantas de soja, em funcdo da aplicacdo de P,Os no solo. (**:
Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. °°°: Significativo a 1%
de probabilidade pelo teste F)

A altura das plantas aumentou com a aplicacdo de formononetina, até a dose
52,86 g ha™. O modelo que melhor ajustou-se aos dados foi o quadratico (p<0,01), pelo
teste F. Os coeficientes da equagdo foram significativos (p<0,01), pelo teste t (Figura
12).
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FIGURA 12. Altura de plantas de soja, em funcdo da aplicacdo de formononetina. (**:
Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. °°°: Significativo a 1%
de probabilidade pelo teste F)

Esse resultado esta de acordo com Moreira e Siqueira (2006) e Carrenho et
al. (2010), pois segundo eles a formononetina acelera a micorrizacdo, favorecendo o
crescimento da planta hospedeira. No presente trabalho foi observado aumento na taxa
de colonizacédo da raiz de soja por fungos micorrizicos arbusculares, que segundo Sena
et al. (2004) tem alta correlagcdo com a contribuicdo da micorriza para a planta. Cardoso
et al. (2003) e Silva et al. (2006), também, observaram que a inoculacdo com fungos
micorrizicos arbusculares promoveu incremento na altura das plantas de soja.

As micorrizas proporcionam aumento no desenvolvimento de plantas,
devido a melhorias na agregagédo do solo, maior absor¢ao de nutriente; maior tolerancia
a doencas, estresses ambientais, toxicidade por nutrientes, metais pesados no solo;
estimulo & fixacdo biolégica de nitrogénio nas plantas; producdo de substancias
estimuladoras do crescimento e alteragGes bioquimicas e fisiologicas (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006).

O numero de vagens por planta de soja ndo foi afetado pelos tratamentos. A
massa de 100 gréos foi afetada pelas doses de P,Os, pelas doses de formononetina e
pela interacdo entre doses de P,Os e doses de formononetina (p<0,01), pelo teste F. A
produtividade foi afetada pelas doses de formononetina (p<0,05), pelo teste F, e pela
interacdo entre doses de P,Os e doses de formononetina (p<0,01), pelo teste F (Quadro
8).
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QUADRO 8. Resumo da analise de variancia do numero de vagens, massa de 100 graos
e produtividade da soja

Fonte de variagdo Numero de Massa de 100  Produtividade
vagens/planta graos

Dose de P,Os (P) 0,530 ™ 27,05 ** 2,543 ™

Dose de formononetina (F) 0,440 "™ 6,439 ** 3,670 *

PxF 0,568 ™ 5,109** 3,667**

CV 1 (%) 6,19 1,88 11,73

CV 2 (%) 6,08 1,82 9,05

**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. *: Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
": Néo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

A massa de 100 grdos aumentou com aplicacdo de formononetina nas doses
0 e 70 kg ha™ de P,Os. Na dose 70 kg ha™ o modelo que melhor se ajustou aos dados foi
o linear (p<0,05), pelo teste F. O coeficiente da equacao foi significativo (p<0,05), pelo
teste t. Na auséncia de P,0s, 0 modelo que melhor se ajustou aos dados foi o quadratico
(p<0,01), pelo teste F. Os coeficientes da equacdo foram significativos (p<0,05 e p<0,01
respectivamente), pelo teste t (Figura 13). Na auséncia de P,Os ocorreu aumento na
massa de 100 graos até a dose 56,5 g ha™* de formononetina. A formononetina estimulou
a micorrizacdo na soja, com isso 0s beneficios da micorrizacdo podem ter melhorado

absorcéo de nutrientes, que pode ter aumentado a massa de 100 gréos.
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--- ® y4 - Dose 70 kg/ha de P20O5

FIGURA 13. Massa de 100 gréos de soja, em fungéo da aplicacdo de formononetina,
dentro de cada dose de P,Os. (*: Significativo a 5% de probabilidade pelo
teste t. **: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. °°°:
Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. °°: Significativo a 5%
de probabilidade pelo teste F).
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Nas doses 0; 17,5; e 35 kg ha™ de P,Os ocorreu aumento na produtividade
de grios de soja com aplicacéo de formononetina. Nas doses 0 e 35 kg ha™ o modelo
que melhor se ajustou aos dados foi o linear (p<0,01), pelo teste F. O coeficiente de
ambas as equacéo foram significativos (p<0,01), pelo teste t. Na dose 17,5 kg ha™ o
modelo que melhor se ajustou aos dados foi o quadratico (p<0,05), pelo teste F. Os
coeficientes da equagdo foram significativos (p<0,0le p<0,05 respectivamente), pelo
teste t. Na dose 70 kg ha™ de P,Os ndo houve efeito da aplicacdo de formononetina
(Figura 14). Na dose 17,5 kg ha™ ocorreu aumento na produtividade até a dose 57,5 g

ha* de formonetina.
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FIGURA 14. Estimativa de produtividade de soja, em funcdo da aplicacdo de
formononetina, dentro de cada dose de P,Os. (**: Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste t. *: Significativo a 1% de probabilidade pelo
teste t. °°°: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. °°:
Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F).

Esses resultados mostram que, a aplicacéo de altas doses de fosforo limitam
o efeito do estimulante a micorrizagdo na produtividade da soja, como verificado na
dose 70 kg ha™ de P,0s. O fésforo no solo regula a relagdo entre planta e fungo,
(COSTA et al., 2001), de maneira geral a baixa quantidade deste nutriente no solo
proporciona aumento na germinagdo dos glomoesporos e crescimento assimbiotico dos
fungos micorrizicos arbusculares (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006), aumentando a
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probabilidade de colonizacdo das raizes pelos fungos micorrizicos arbusculares. Além
disso, segundo Maia et al. (2010) a produgdo de substancias estimuladoras a
micorrizacdo por plantas bem nutridas em fosforo € menor que aquelas em solos pobres
em fosforo.

No campo tem-se observado ganho de 200 kg ha™* em plantas micorrizadas
(MIRANDA e MIRANDA, 1997). Em estudo em campo com aplicacdo de um produto
a base de formononetina, verificou-se aumento na produtividade 52% para soja
(SIQUEIRA et al., 1992). Para outras culturas também ja se verificou aumento na
produtividade, como por exemplo, no feijdo (LAMBAIS et al., 2003). Além de
aumentar a produtividade, a aplicacdo desse estimulante no campo gera bons retornos
financeiros, Romero (1999) avaliando a formononetina no campo concluiu que o
custo/benéfico é viavel.

No presente trabalho, o aumento na produco foi de 171,52 kg ha™, ou seja,
9,42% de aumento na producdo de grdos, valores esses proximos aos citados por
Miranda e Miranda (1997). A formononetina pode aumentar a producéo, pois estimula a
micorrizacdo, fato comprovado pelo aumento na taxa de colonizagdo, com isso 0s
beneficios da micorrizacdo sdo maiores. A micorrizacdo provoca aumento na producao
por melhorar o desenvolvimento das plantas, esse fato estd ligado principalmente a
melhoria na qualidade fisica do solo, maior absorcdo de nutriente, estimulo a fixacao
bioldgica de nitrogénio nas plantas, substancias estimuladoras ao crescimento e
alteracOes bioquimicas e fisiologicas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

A combinagdo que proporcionou maior produtividade foi & dose 35 kg ha™
de P,Os associado a 100 g ha™ de formononetina com produtividade estimada de 2149,8
kg ha™, com aumento de 17,37% na produtividade. Na auséncia de P,Os a dose de
formononetina que proporcionou maior produtividade foi 100 g ha® chegando a
produzir 2092,1 kg ha™, sendo esse aumento de 20,55%. Levando em consideracéo que
o solo em que as plantas cresceram tinha 13 mg dm™ de fésforo, ou seja valor
considerado bom para a soja de acordo com Embrapa (2010). Considerando que a dose
70 kg ha™ de fésforo teve produtividade estimada de 1782,25 kg ha™ de gréos e a
produtividade das doses de fosforo menores encontram acima dela, pode ser um indicio
de que a adubacdo fosfatada pode ser reduzida quando aplicada a formononetina.

Para o nimero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares no solo apés

0 cultivo da soja ocorreu significancia para doses de formononetina e para interagéo



42

entre doses de P,0Os e doses de formononetina (p<0,01), pelo teste F. Ndo houve efeito

significativo para doses de P,Os (Quadro 9).

QUADRO 9. Resumo da andlise de variancia do nimero de esporos no solo para a
cultura da soja

Fonte de variacao Numero de esporos no solo apds cultivo
Dose de P,Os (P) 0,228 "

Dose de formononetina (F) 25,751**

PxF 12,404 **

CV 1 (%) 9,97

CV 2 (%) 7,74

**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. "™: Ndo significativo a 5% de probabilidade pelo
teste F.

Na auséncia de P,Os ocorreu aumento na esporulacdo com aplicacdo de
formononetina, 0 modelo que melhor ajustou-se aos dados foi o linear (p<0,01), pelo
teste F. O coeficiente da equacdo foi significativos (p<0,01), pelo teste t. Para as doses
intermediarias (17,5 e 35 kg ha™ de P,Os) ocorreu aumento na esporulagdo, o modelo
que melhor ajustou-se aos dados foi o quadratico (p<0,01), pelo teste F. Os coeficientes
das equacdes foram significativos (p<0,01), pelo teste t. Na dose 70 kg ha™* de P,Os ndo
houve efeito da aplicacdo de formononetina (Figura 15). Para a dose 17,5 kg ha™
observou-se aumento no nimero de esporos até a dose 59 g ha™ formononetina e, na

dose 35 kg ha™* observou-se aumento até a dose 66 g ha™ de formononetina.
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FIGURA 15. Numero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) no solo,
apo6s o cultivo da soja, em funcdo da aplicacdo de formononetina na
semente de soja para cada dose de P,Os. (**: Significativo a 1% pelo
teste t. °°°: Significativo a 1% pelo teste F).

Os fungos micorrizico arbuscular, sdo biotréficos obrigatorios, com isso, 0
aumento na esporulacdo pode indicar uma colonizacdo melhor nas raizes das plantas.
Como a formononetina ¢ um estimulante a micorrizacdo, acredita-se que ela possa
aumentar a esporulacdo. E grande a importancia do aumento na esporulagdo, pois
segundo Maia et al. (2010) os glomoesporos sdo as principais estruturas de
sobrevivéncia dos fungos micorrizicos arbusculares. Nesse contexto, a eficiéncia
simbidtica esta relacionada com o potencial de inéculo no solo, sendo o numero de
esporos no solo um dos atributos que influenciam (CARRENHO et al., 2010). Varios
autores verificaram aumento de glomoesporos no solo com aplicagéo da formononetina
(DAVIES et al., 2005; NOVAIS e SIQUEIRA, 2009; PEREIRA et al., 2011)
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CONCLUSOES

- A aplicacdo de formononetina promove melhorias na esporulacao e taxa de
colonizagéo por fungos micorrizicos arbusculares em raizes de soja;

- A aplicacéo de formononetina aumenta o teor de enxofre nas folhas de soja
no estadio R2;

- Aplicacdo de formononetina aumenta o0 nimero e massa seca de nodulos
nas raizes de soja no estadio R2;

- Aplicacdo de formononetina aumenta a produtividade de gréos de soja,

indicando a possibilidade de reducédo na adubacéo fosfatada.
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CAPITULO 2

FORMONONETINA COMO ESTIMULANTE DE MICORRIZACAO EM
MILHO ASSOCIADO A FERTILIZANTE FOSFATADO EM LATOSSOLO

RESUMO: As micorrizas proporcionam aumento de até 80% na absorcédo de fdsforo, o
que pode contribuir para a reducdo da adubacdo fosfatada, em solos que requerem
elevadas quantidades desse nutriente. A formononetina estimula o crescimento
assimbidtico fungo micorrizico arbuscular (FMAS) e acelera a micorrizacdo. Com isso,
objetivou-se com essa pesquisa verificar o efeito da formononetina na producéo,
absorcéo de nutrientes, taxa de colonizacgdo e esporulacdo de FMAS na cultura do milho.
O experimento foi realizado em 2010/2011, num Latossolo Vermelho Distroférrico, na
fazenda experimental da UFGD, municipio de Dourados - MS. O delineamento
experimental utilizado foi o de blocos casualizados, arranjados em esquema de parcelas
subdivididas, com cinco repetic@es, sendo quatro doses de fosforo nas parcelas (0; 17,5;
35 e 70 kg ha®* de P,Os) fornecido com o superfosfato triplo, e quatro doses de
formononetina nas sub-parcelas (0, 25, 50 e 100 g ha™) fornecida com o produto
comercial PHC 506, aplicado na semente. Avaliou-se a taxa de colonizag¢do das raizes
por FMAs, teor de nitrogénio, fésforo, potassio, calcio, magnésio, enxofre; no final do
ciclo da cultura avaliou-se a altura das plantas, nimero de espigas por planta, massa de
100 gréos e producdo. Apos a colheita avaliou-se 0o niumero de esporos de FMASs no
solo. A aplicagdo de formononetina aumenta a esporulagdo, o teor de nitrogénio, fésforo
e enxofre, a massa de grdos, altura de plantas e numero de espigas por plantas. Com
isso, pode-se concluir que existe a possibilidade de reducdo na adubacdo fosfatada na
cultura do milho quando utilizada a formononetina.

Palavras-chave: Isoflandide; Micorriza; Fungo micorrizico arbuscular.
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FORMONONETIN AS STIMULATING OF MYCORRHIZATION IN CORN
ASSOCIATED TO PHOSPHATED FERTILIZER IN OXISOL

ABSTRACT: The mycorrhizae provide up to 80% increase in the absorption of
phosphorus, which can contribute to the reduction of phosphate fertilization in soils that
require high amounts of this nutrient. The formononetin stimulates asymbiotic growth
of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and accelerates the mycorrhization. Therefore,
the objective of this research is to verify the effect of formononetin in production,
nutrient absorption, rate of colonization, and sporulation of AMF in corn. The
experiment was conducted in 2010/2011, in the Dystroferric Red Oxisol, at the
experimental farm of UFGD, in Dourados - MS. The experimental lineation used was
randomized blocks, arranged in a split plot with five replications, with four dosages of
phosphorus in the plots (0; 17,5 ; 35 and 70 kg ha™ of P,Os) provided with triple
superphosphate and four dosages of formononetin in the sub-plots (0, 25, 50 and 100 g
ha™) provided with the commercial product PHC 506, applied to the seed. It was
evaluated the rate of root colonization by AMF; content of nitrogen, phosphorus,
potassium, calcium, magnesium, and sulfur. At the end of the cycle, it was evaluated the
plant’s height, number of corncobs in maize plants, weight of 100 grains and
productivity. After harvest, we evaluated the number of AMF spores in soil. The
application of formononetin increases the sporulation of AMF, the content of nitrogen,
phosphorus and sulfur; it also increases the plant height, the number of corncobs in
maize plants, and the weight of 100 grains. Thus, we can conclude that there is the
possibility of reduction in phosphorus fertilization in corn when formononetin is used.
Keywords: Isoflavonoid; Mycorrhiza; Arbuscular mycorrhizal fungi.
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INTRODUCAO

Micorriza é a associagdo simbidtica e mutualistica entre plantas e fungos e,
existem diversos tipos, dentre elas destacando-se as micorrizas arbusculares (MAS),
formados pelos fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) e plantas. As micorrizas sao
benéficas as plantas, pois podem provocar melhorias na qualidade fisica do solo, na
absorcdo de nutriente, na tolerancia a doencas e estresses ambientais, na toleréncia a
toxicidade por nutrientes e metais pesados no solo, estimulo a fixacdo bioldgica de
nitrogénio nas plantas, substancias estimuladoras ao crescimento e alteracfes
bioquimicas e fisiologicas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). E, também, maior atividade
e biomassa da microbiota do solo (ANDRADE e SILVEIRA, 2004).

O fosforo tem funcbes importantes na planta, sendo constituinte de
compostos de energia (ATP), fosfolipidios e outros ésteres (MALAVOLTA et al.,
2006). Varios fatores podem alterar a resposta da planta a micorrizacdo, dentre eles o
teor de fosforo no solo. Geralmente, a baixa quantidade de fosforo no solo proporciona
aumento na germinagdo e crescimento assimbidtico dos fungos micorrizicos
arbusculares (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Em geral, para o milho ocorre redugéo
na colonizacdo quando aplicado fosforo e, a esporulacdo aumenta até uma determinada
quantidade de fosforo (CARRENHO et al., 2010). Além do teor de fésforo no solo, a
capacidade de absorcdo da planta e os diferentes genétipos dentro de uma mesma
espécie podem alterar a relacdo entre micorrizacdo e fosforo. Oliveira et al. (2009)
observaram que os diferentes genotipos de milho tém diferencas na absorcéo de fosforo
e verificaram que o genotipo da planta tem maior influéncia na comunidade micorrizica
que o nivel de fosforo no solo.

O efeito da micorriza no teor e acimulo de nutrientes é variado. Costa et al.
(2002) verificaram aumento nos teores de potassio de plantas micorrizadas, esse efeito
pode ser devido a maior absorcdo de fosforo induzindo melhor nutricdo potéassica.
Santos et al. (2002) n&o encontram efeito da micorrizagdo com no acumulo de potéssio,
enxofre, calcio e magnésio em Brachiaria brizantha. Costa et al. (2002) verificaram
aumento no teor de fésforo quando a associou-se micorriza e fonte soltvel de fosforo, e
aumento no teor de nitrogénio e potassio quando associado micorriza e fonte pouco

soltivel de fosforo.
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Geralmente, ocorre maior teor de fosforo em plantas micorrizadas, sendo
que a maior absorcdo pode ser devido ao aproveitamento mais eficiente do outras
formas de fésforo. Cardoso et al. (2006) trabalharam com milho resistente aos elevados
teores de aluminio, em vaso, analisando diferentes fracionamentos de fosforo antes e
depois do tratamento com micorrizas. Nas plantas ndo micorrizadas observaram que néo
houve mudangas na fragdo de fosforo organico e inorganico, mas para as plantas
micorrizadas ocorreu o esgotamento da fracao inorganica e de 20% da fracdo de fosforo
inorganica parcialmente disponivel (Pi-NaOH), ou seja, a micorrizacao permitiu acesso
da planta ao fésforo que ndo estaria disponivel em curto tempo. Ness e Vlek (2000)
verificaram que o milho micorrizado absorveu fésforo da rocha fosfatada hidroxi-
apatita.

O sistema radicular do milho pode ser modificado na presenca de
micorrizas, nesse sentido, Bressan e Vasconcellos (2002) verificaram correlacdo
positiva e significativa entre massa seca de raizes e taxa de colonizacdo em milho.
Plantas de milho sem micorrizacdo, mas adubadas com fosforo tiveram elevacdo na
massa seca de raiz e aumento no namero de pelo radicular e maior absorcao de fosforo.
Ja as plantas micorrizadas apresentaram menor nimero de pelos radiculares, mas as
hifas micorrizicas, provavelmente, supriram essa reducdo, também proporcionando
aumento na absorcdo de fosforo.

A formononetina foi descoberta em 1991, isolada de plantas de trevo
(Trifolium repens) estressadas por deficiéncia de fosforo. Esse isoflavondide € ativo em
propagulos de fungos micorrizicos arbusculares (NAIR et al., 1991). Acredita-se que 0s
flavonoides estimulam o crescimento; induza a formacédo e a diferenciagdo morfologica,
levando a maior formacdo de apressorios e pontos de entradas primarios. Algumas
evidéncias indicam que ela suprime a atividade da enzima peroxidase, que atua de modo
restritivo a entrada do fungo na raiz (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

A inoculagdo de FMA acarreta incrementos na producdo de matéria seca da
parte aérea e do sistema radicular de milho (CAMPOS et al., 2010). Costa et al. (2002)
avaliaram o milho micorrizados em solo acido e, verificaram aumento da matéria seca
das raizes quando a micorrizacao era associada a fonte soltvel de fésforo. Siqueira et al.
(1999) verificaram que a aplicagdo de formononetina aumentou em quase 50% a
colonizagdo das raizes. Também Romero (1999), avaliando produtividade da cultura do

milho, observou aumentos de 14 a 28% na producéo desta cultura.
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Alguns autores tém relatado aumento na esporulacéo de fungos micorrizicos
arbusculares pela formononetina. Pereira et al. (2011) encontraram aumento de 30% na
esporulacdo da espécie Glomus clarum quando foi aplicado em solo contaminado por
arsénio. Davies et al. (2005) observaram aumento de mais de trés vezes no nimero de
esporos de fungos micorrizicos arbusculares em solos cultivados com batata e aplicado
formononetina.

Com isso, objetivou-se com a pesquisa verificar a eficacia de um produto
estimulante da micorrizacdo na cultura do milho. E 0s objetivos especificos sdo:
verificar a eficacia de um produto estimulante da micorrizagdo na producéo de gréos;
verificar o efeito da aplicagdo do estimulante de micorriza na absor¢do de nitrogénio,
fosforo, potéssio, célcio, magnésio e enxofre; verificar o efeito do estimulante de
micorriza na taxa de colonizacdo por fungos micorrizicos arbusculares nas raizes e

namero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares no solo.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no ano agricola de 2010/2011, em uma area sob
Latossolo Vermelho Distroférrico, de textura muito argilosa, na Fazenda Experimental
da UFGD, municipio de Dourados - MS, situada nas coordenadas geograficas S 22° 13’
56”7 ¢ WO 54° 59° 25, 401 m de altitude.

O solo foi amostrado e sua caracterizacdo quimica (Quadro 10) e fisica
(Quadro 11) realizada segundo metodologia proposta por Claessen et al. (1997). Com
base nos teores de nutrientes presentes na analise de solo fez-se a adubacdo do solo

seguindo as recomendac@es de Coelho et al. (2010) para a cultura do milho.

QUADRO 10. Caracterizagdo quimica do solo

pH

CaCl, P K Al Ca Mg H+Al SB T Vv
LT T —————— 5111 1 )| ——— %
5,0 13,0 0,18 0,12 6,10 220 6,20 848 148 57,0

P e K: Melich I; Ca, Mg e Al: KCI 1 mol L™; SB = Ca + Mg + K; T=CTC= Sh + H+Al; Saturacdo em
bases (V) = 100 * (SB/T).

QUADRO 11. Caracterizacao fisica do solo

Textura (g kg™) Dp (g cm™) Ds (g cm™)
areia silte argila 0-5(cm) 5-10(cm) 10-20 (cm)
2439 140,6 613,4 2,9 1,37 1,56 1,6

Textura: Método da pipeta; Densidade de particula (Dp): Método do baldo volumétrico; Densidade do
solo (Ds): método do anel volumétrico.

A densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares presentes na
area antes da instalacdo do experimento, foi determinada de acordo com a metodologia
descrita por Gerdemann e Nicholson (1963). O valor medio da densidade de esporos
encontrada foi de 173 esporos em 50 cm™ de solo.

A extracdo e contagem de esporos descrita por Gerdemann e Nicholson
(1963), foi realizada da seguinte forma: Colocou-se 50 cm™ de solo em um becker;
transferiu-se para um becker grande e suspendeu-se com no minimo 500 mL de agua de

torneira; agitou-se vigorosamente com um bastdo de vidro para suspender 0s esporos e
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esperou-se por 30 segundos; passou-se a suspensdo através de duas peneiras
empilhadas, com aberturas de 710 mm e 0,053 mm; repetiu-se os dois procedimentos
anteriores por trés vezes, ou até a agua do Becker ficar limpa. Em seguida colocou-se o
material retido na peneira de 710 mm em uma placa de petri grande e observou-se na
lupa a presenca de esporos grandes (esporos de Gigaspora e Scutellospora) e
esporocarpos. Apos isso, transferiu-se 0 material retido na peneira de 0,053 mm para
um tubo de centrifuga com agua; centrifugou-se a 3000 rpm por trés minutos; retirou-se
0 sobrenadante cuidadosamente, deixando-se apenas o solo no tubo de centrifuga.
Adicionou-se sacarose (50%) no tubo de centrifuga contendo o solo; centrifugou-se a
2000 rpm por um minuto; despejou-se 0 sobrenadante novamente na peneira de 0,053
mm e lavou-se com &gua de torneira para remover 0 excesso de sacarose; transferiu-se
0s esporos da peneira de 0,053 mm para uma placa canelada e na lupa fez-se a
contagem.

Os valores de precipitacdo pluviométrica e temperatura média no periodo do

experimento estdo presentes a seguir (Figura 16).
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FIGURA 16. Precipitacdo pluviométrica e temperatura média durante a conducgdo do
experimento, de acordo com a estacdo meteorologica da Embrapa
Agropecuéria Oeste.

O milho foi semeado manualmente, e em plantio direto, utilizando-se o
hibrido DKB YG390, no dia 17/12/201. A adubacdo foi realizada manualmente,
aplicando-se 60 kg ha™ de K,O (tendo como fonte o cloreto de potéssio), 20 kg ha™ de
nitrogénio no plantio (tendo como fonte o sulfato de aménio) e 80 kg ha™ de nitrogénio
em cobertura (tendo como fonte a ureia), aplicado no estadio V6. Para o fdsforo

utilizou-se as doses de acordo com cada tratamento.
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O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, com
cinco repeticdes, com os tratamentos arranjados em esquema de parcelas subdivididas,
sendo quatro doses de fésforo nas parcelas (0; 17,5; 35 e 70 kg ha™ de P,Os), tendo
como fonte o superfosfato triplo, e nas sub-parcelas quatro doses de formononetina (0,
25, 50, 100 g ha), tendo como fonte o produto comercial PHC 506, aplicado nas
sementes. Cada unidade experimental tinha seis linhas de 7 m de comprimento, com
espacamento entre-linhas de 0,80 m, sendo considerada como area Util apenas as quatro
linhas centrais, excluindo-se 1 m de cada extremidade, onde foram coletadas as
amostras para as analises.

O PHC-506 ¢ produzido pela Plant Health Care (PHC), INC-Pittsburg, EUA. E
um po esbranquicado, sal de potassio de 4’- metoxi, 7-hidroxi isoflavona, peso
molecular 306, solivel em agua (1 g em 3 mL de agua), o qual foi aplicado nas
sementes, pouco antes da semeadura. A dose recomendada pela empresa é 50 g ha™ de
formononetina.

No estadio fenoldgico Vt foram realizadas amostragens para avaliacdo do
estado nutricional das plantas de milho baseada em andlise foliar. Coletaram-se, ao
acaso, a folha oposta e abaixo da espiga, de 10 plantas por unidade experimental. As
amostras foram lavadas e colocadas em sacos de papel e secadas em estufa com
circulacdo forcada de ar a 70°C, até peso constante. Apds terem sido moidas em moinho
tipo Willey as amostras sofreram digestdo nitroperclorica e o extrato da digestdo usado
para a determinacdo de P e S (colorimetria), K (fotometria de chama), Ca e Mg
(espectrofotometria de absorcéo atdmica), segundo metodologia descrita por Malavolta
et al. (1997), enquanto os teores de N foram determinados pelo método de Kjeldahl,
apos digestao sulfurica.

Para avaliacdo da taxa de colonizagdo das raizes por fungos micorrizicos
arbusculares, coletou-se ao acaso, raizes de cinco plantas por unidade experimental no
estddio R3. As raizes foram lavadas com agua e armazenadas em frascos plasticos
contendo solucdo com 5% de formaldeido, 90% de &lcool etilico e 5% de acido acético.
Posteriormente, 1 g de raizes finas foi clarificado usando-se solugdo de KOH 5% p/v
por 30 minutos. Em seguida foram lavadas em agua corrente e agitadas por 4 minutos
em HCI 1%. As raizes foram coradas com azul de tripan em lactoglicerol 0,05% (agua :
glicerol : acido latico, 1:1:1), por 10 minutos. Para estimar a porcentagem de raiz
colonizada utilizou-se o método de intercessdo, descrito por Giovanetti e Mosse (1980)

e observacdo em microscopio estereoscopico (ampliacdo de 10 a 40 vezes).
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Ao final do ciclo do milho (estadio R6) foram avaliados os efeitos dos
tratamentos sobre o desenvolvimento e produtividade da cultura, realizando-se as
seguintes avaliacOes: altura das plantas, por meio da medicdo de 10 plantas por unidade
experimental, medindo-se as plantas do nivel de solo até a inser¢do da dltima folha;
namero de espigas por planta, contando-se as espigas de toda a unidade experimental;
massa de 100 grdos e producdo de grdos unidade experimental, colhendo todas as
plantas da area Util da unidade experimental. Posteriormente, determinou-se a umidade
e os devidos descontos da umidade (utilizou-se 13% como umidade padrao).

Apos a colheita, foram coletadas, ao acaso, cinco amostras simples de solo,
por unidade experimental, que foram homogeneizadas e retirada uma amostra composta
por unidade experimental, na profundidade de O - 20 cm, para avaliacdo da densidade de
esporos de fungos micorrizicos arbusculares presentes em 50 cm?3 de solo ao final do
experimento, de acordo com a metodologia descrita por Gerdemann e Nicholson (1963).

Os dados coletados foram submetidos a analise de regressao, utilizando-se o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). A significancia das equagdes foram
avaliadas pelo teste F, a 10% de probabilidade. A significancia dos coeficientes das
equacOes foram avaliados pelo teste t, a 10% de probabilidade. Com a finalidade de se
obter homocedasticidade, os dados referentes a contagem de esporos foram
transformados pela equacéo (x + 0,5)°°, enquanto os dados referentes & porcentagem de

colonizacdo micorrizica foram transformados pelo arco seno (x/100)°°.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de nitrogénio e fosforo na folha de milho foram afetados pelas
doses de P,0s, doses de formononetina e pela interacdo entre doses de P,Os e doses de
formononetina (p<0,01), pelo teste F. O teor de potéssio foi afetado pelas doses de P,Os
(p<0,01) e pela interacéo entre doses de P,Os e doses de formononetina (p<0,05), pelo
teste F (Quadro 12).

QUADRO 12. Resumo da anélise de variancia dos valores de teor de nitrogénio, fosforo
e potassio na folha de milho

Fonte de variacao N P K
Dose de P,0s (P) 7,966 ** 325,117 ** 39,058 **
Dose de formononetina (F) 66,72 ** 12,376 ** 0,056 ™
PxF 6,993 ** 5,766 ** 2,126 *
CV 1 (%) 3,28 2,61 517

CV 2 (%) 3,14 2,89 4,41

**: Sjgnificativo a 1% de probabilidade pelo teste F. *: Significativo a 5% pelo teste F. ™: Nao
significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Para as doses 0; 17,5 e 70 kg ha™ de P,Os a aplicacdo de formononetina
proporcionou aumento no teor de nitrogénio na folha. O modelo que melhor ajustou-se
aos dados foi o linear (p<0,01), pelo teste F. Os coeficientes de todas as equacgdes foram
significativos (p<0,01), pelo teste t (Figura 17). Na dose 35 kg ha™ de P,Os ndo houve
efeito da aplicacdo de formononetina. De acordo com Malavolta et al. (2006) teores de
nitrogénio entre 28 e 35 g kg™ sdo considerados adequados. Com isso, os teores de
nitrogénio observados em todas as doses de formononetina podem ser considerados de

adequados a altos.



58

Nitrogénio na folha (g kg?)

30 g1 = 34,456 + 0,0313**x R2 = 0,89°°°
29 g2 =32,372 +0,0394**x R2=0,57°°°
- 93 =35,13
¥4 = 32,084 + 0,0606**x R2 = 0,83°°°
27
o 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100

Dose formononetina (g ha?t)
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FIGURA 17. Teor de nitrogénio na folha de milho no estddio Vt, em funcdo da
aplicacdo de formononetina, dentro de cada dose de P,0s. (**:
Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. °°°: Significativo a 1%
de probabilidade pelo teste F).

Tem-se observado aumento na absorcdo de nitrogénio em plantas
micorrizadas, principalmente na forma amoniacal, devido a ela ser menos mével no solo
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006), além disso, um adequado fornecimento de fosforo
pode aumentar a fixacdo bioldgica de nitrogénio (CARRENHO et al., 2010). No milho
existem estudos comprovando a eficiéncia da fixacdo bioldgica de nitrogénio, por meio
das bactérias diazotréficas endofiticas.

Como a formononetina ¢ um estimulante da micorrizacdo, sua aplicacdo
pode ter aumentado a micorrizacdo, contribuindo assim para a absorcdo de nitrogénio.
Bressan et al. (2001) verificaram aumento no teor de nitrogénio em folhas de sorgo
micorrizados. Santos et al. (2002) verificaram aumento no acumulo de nitrogénio na
parte aérea do amendoim quando se inoculou o fungo micorrizico arbuscular na
presenca de 25 mg kg™ de fésforo.

Nas doses 17,5 e 70 kg ha® de P,Os a aplicagdo de formononetina
proporcionou aumento no teor de fosforo na folha, 0 modelo que melhor se ajustou aos
dados foi o quadratico (p<0,01), pelo teste F. Os coeficientes das equacfes foram
significativos (p<0,01), pelo teste t. Nas doses 0 e 35 kg ha™ de P,Os ndo houve efeito
da aplicacéo de formononetina (Figura 18). Na dose 17,5 kg ha™ ocorreu aumento no
teor de f6sforo na folha de milho até a dose 63 g ha™ de formononetina, e para a dose 70

kg ha™* ocorreu aumento no teor até a dose 67,50 g ha™. De acordo com Malavolta et al.
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(2006) teores de fosforo entre 2,4 e 4,0 g kg™ sdo considerados adequados. Com isso, 0s
teores de fosforo observados em todas as doses de formononetina podem ser

considerados de adequados a altos.
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FIGURA 18. Teor de fosforo na folha de milho no estadio Vt, em funcdo da aplicacao
de formononetina, dentro de cada dose de P,Os. (**: Significativo a 1%
de probabilidade pelo teste t.°°°: Significativo a 1% de probabilidade
pelo F)

O fosforo é o principal nutriente influenciado pela micorriza e, como a
formononetina € um estimulante da micorrizacdo, isso pode ter aumentado a
contribuicdo das micorrizas na absorcdo de fésforo. O fosfato € absorvido quando em
contato com as raizes, assim, quando a planta esta colonizada por fungo micorrizico
arbuscular as hifas externas torna-se um extensao das raizes, formando a micorrizosfera
(CARDOSO et al., 2010). O’Keefe e Sylvia (1991), considerando didmetro médio de 8
um e 250 um para hifas e raizes, respectivamente, estimaram que o aumento da area de
superficie devido a micorrizacdo pode atingir 1.800% e que o fluxo de fosforo pode ser
aumentado em 477% para um aumento de apenas 3% na area de superficie. Bressan et
al. (2001), tambem, verificaram para 0 sorgo micorrizado aumento no teor de fosforo na
folha.

Ndo estd esclarecido qual o mecanismo que proporciona aumento na
absorcéo de fosforo pela planta micorrizada e, as hipoteses sdo: Maior volume de solo e
exploracdo de regides de dificil acesso pelas raizes (CARDOSO et al., 2010). Melhoria

nos parametros cinéticos de absor¢do de fosforo pelas hifas, como, por exemplo, maior
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velocidade na absorcdo, maior afinidade com o fdsforo, aumentando a absor¢do em
solugdes pobres nesse nutriente (SILVEIRA e CARDOSO, 2004). As raizes e hifas
solubilizam o fésforo por meio de alteracdes quimicas (FENG et al., 2003).

Além disso, as micorrizas podem auxiliar a planta na absorcdo mais
eficiente de outras formas de fdsforo. Segundo Joner et al. (2000) a atividade
microbiana saprofitica na micorrizosfera pode ser aumentada e a hifa tem capacidade de
capturar o fosforo mineralizado mais rapidamente, evitando a fixacao.

Cardoso et al. (2006) trabalharam em vasos, com milho resistente a elevados
teores de aluminio, analisando diferentes fracionamentos de fosforo antes e depois do
tratamento com micorrizas. Nas plantas ndo micorrizadas ndo houve mudancas na
fracdo de fosforo organico e inorganico, mas para as plantas micorrizadas ocorreu o
esgotamento da fracdo inorganica e de 20% de fosforo da fracdo inorganica
parcialmente disponivel (Pi-NaOH), ou seja, permitiu acesso da planta ao fésforo que
ndo estaria disponivel em curto tempo.

Plantas micorrizadas também podem aproveitar mais eficientemente rocha
fosfatada (COSTA et al., 2002). No milho Ness e Vlek (2000) verificaram gque guando
micorrizado absorveu fosforo da hidroxi-apatita. Estudos mostram também que plantas
micorrizadas podem absorver fésforo fixado, Alves (1988) verificaram em Brachiaria
decumbens e Stylosanthes sp. a capacidade de absorver fosforo fixado quando as plantas
s&o micorrizadas.

Nas doses 0 e 70 kg ha™ de P,Os a aplicagdo de formononetina
proporcionou reducdo no teor de potassio na folha, 0 modelo que melhor se ajustou aos
dados foi o linear (p<0,1 e p<0,05, respectivamente), pelo teste F. Os coeficientes das
equacdes foram significativos (p<0,1 na dose 0 kg ha™ e p<0,05 na dose 70 kg ha™,
pelo teste t. Nas doses 17,5 e 35 kg ha’ de P,Os ndo houve efeito da aplicacdo de
formononetina (Figura 19). De acordo com Malavolta et al. (2006) teores de potassio
entre de 17 e 30 g kg™ séo considerados adequados. Com isso, 0s teores de potassio

observados em todas as doses de formononetina sdo considerados de adequados a altos.
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FIGURA 19. Teor de potassio na folha de milho no estadio Vt, em funcéo da aplicacdo
de formononetina, dentro de cada dose de P,Os. (*: Significativo a 5% de
probabilidade pelo teste t. *Significativo a 10% de probabilidade pelo
teste t. °°: Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. °:
Significativo a 10% de probabilidade pelo teste F).

Normalmente, ocorre diminuicdo no teor de potassio em plantas
micorrizadas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Provavelmente, o efeito da dilui¢cdo do
potassio na folha foi o responsavel por essa reducdo, pois ocorreu aumento na altura das
plantas quando se aplicou formononetina. A maior altura de plantas pode indicar que
elas acumularam mais biomassa, fato esse responsavel pelo efeito da diluicédo.

Os teores de magnésio e enxofre na folha de milho foram afetados
significativamente pelas doses de P,Os, doses de formononetina e pela interagdo entre
doses de P,Os5 e doses de formononetina (p<0,01), pelo teste F. Para o calcio, ocorreu

significancia para doses de P,Os (p<0,01), pelo teste F (Quadro 13).

QUADRO 13. Resumo da analise de variancia dos valores de teor de célcio, magnésio e
enxofre na folha de milho

Fonte de variagao Ca Mg S
Dose de P,0s (P) 25,591 ** 102,609 ** 58,368 **
Dose de formononetina (F) 2,067 " 11,143 ** 36,806 **
PxF 1,930 ™ 15,195 ** 22,413 **
CV 1 (%) 4,78 7,01 3,87
CV 2 (%) 4,61 3,08 2,63

**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. ™: N4o significativo a 5% de probabilidade pelo
teste F.
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A aplicacdo de P,Os no solo proporcionou reducdo no teor de célcio na
folha do milho. O modelo que melhor se ajustou aos dados foi o linear (p<0,01), pelo
teste F. O coeficiente da equacéo foi significativo (p<0,01), pelo teste t (Figura 20). De
acordo com Malavolta et al. (2006) teores de célcio na folha de milho entre de 4 e 10 g
kg™ sdo considerados adequados. Com isso, 0s teores de célcio observados em todas as
doses de formononetina sdo considerados adequados. Nesse sentido, apesar da reducéo

no teor de célcio causado pelo fésforo, ndo houve prejuizos ao fornecimento para o

milho.
4,8
4,7
4,6
__ 4,5 =
B a4
= 4,3
= 4,2
§ ’
© 4,1
{ —3
=) 4,0
(=
S 3,9
3,8
3,7 v =4,6748 - 0,0091**x R?2=0,99°°°
3,6
3,5 ‘ ‘
o) 10 20 30 40 50 60 70

Dose P,O; (kg ha™1)

FIGURA 20. Teor de célcio na folha de milho no estadio Vt, em funcdo da aplicacdo de
P,Os no solo. (**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. °°°:
Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F)

Provavelmente, o efeito da diluicdo do célcio na folha foi o responsavel por
essa reducdo, pois ocorreu aumento na altura das plantas quando se aplicou fésforo no
solo e, a maior altura de plantas pode indicar que elas acumularam mais biomassa, fato
esse responsavel pelo efeito da diluicdo. Hernandez e Silveira (1998) testaram trés doses
de fésforo e cinco tipos de calcario aplicados no solo na cultura do milho e, verificaram
reducdo de 50 % no teor de célcio na folha comparando-se as doses 0 e 100 mg dm?,
atribuindo esse fato a dilui¢do do nutriente.

Em relacdo ao teor de magnésio para as doses 35 e 70 kg ha™ de P,Os
ocorreu reducdo no seu teor na folha com aplicagdo de formononetina. O modelo que

melhor ajustou-se aos dados foi o linear nas doses 35 e 70 kg ha™* (p<0,01), pelo teste F.
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Os coeficientes das equacdes foram significativos (p<0,01), pelo teste t. Na dose 35 kg
ha’ o modelo que melhor ajustou-se aos dados foi 0 quadrético (p<0,01), pelo teste F.
Os coeficientes da equacao foram significativos (p<0,01), pelo teste t. Para a dose O e
17,5 kg ha' de P,Os ndo houve efeito significativo (Figura 21). De acordo com
Malavolta et al. (2006) teores de magnésio entre de 2,1 e 4,0 g kg™ sdo considerados
adequados. Com isso, 0s teores de magnésio observados em todas as doses de
formononetina sdo considerados altos. Nesse sentido a reducdo no teor com as doses de

formononetina ndo proporcionou prejuizos a na absorcao de magnésio.

3,50

3,30

3,10

2,90

2,70

i —

2,30

2,10

Magnésio na folha (g kg*)

g
NN

N
N

0

1,90

WNP
RNE

5 61 - 0,0063**x + 0,000058%* *x? R? = 0,71°°°
84 - 0,0016**x R? = 0,48°°°

1,70

s & K

<
I
o NN

’

1,50 | ‘ ‘
o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Dose formononetina (g ha?)
—— @ Y1l - Dose O kg/ha de P205
--------- m y2 - Dose 17,5kg/ha de P20O5
————— A Y3 - Dose 35 kg/ha de P20O5
--- ® y4 - Dose 70 kg/ha de P20O5

FIGURA 21. Teor de magnésio na folha de milho no estadio Vt, em funcéo da aplicacao
de formononetina, para cada dose de P,Os. (**: Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste t. °°°: Significativo a 1% de probabilidade pelo
teste F)

Normalmente, ocorre diminuicdo no teor de magnésio em plantas
micorrizadas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Provavelmente, o efeito da diluicdo do
magnésio na folha foi o responsavel por essa reducdo, pois ocorreu aumento na altura
das plantas quando se aplicou formononetina. A maior altura de plantas pode indicar
que elas acumularam mais biomassa, fato esse responsavel pelo efeito da diluicéo.
Bressan et al. (2001) verificaram para o sorgo reducdo no teor de magnésio na folha,
segundo os autores devido ao efeito da dilui¢do.

Para as doses 0; 17,5 e 35 kg ha™ de P,Os ndo houve resposta no teor de
enxofre na folha, quando aplicado formononetina. Para a dose 70 kg ha™ de P,Os houve

aumento no teor de enxofre na folha com aplicacdo de formononetina. O modelo que
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melhor se ajustou aos dados foi o quadratico (p<0,01), pelo teste F. Os coeficientes
foram significativos (p<0,01), pelo teste t (Figura 22). Na dose 70 kg ha™ ocorreu
aumento no teor de enxofre na folha de milho até a dose 38,75 g ha™ de formononetina.
De acordo com Malavolta et al. (2006) teores de enxofre entre de 1,0 e 2,4 g kg™ é

adequado, com isso, 0s teores apresentados no trabalha séo considerados baixos.
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FIGURA 22. Teor de enxofre na folha de milho no estadio Vt, em funcdo da aplicacao
de formononetina, para cada dose de P,Os. (**: Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste t. °°°: Significativo a 1% de probabilidade pelo
teste F).

Normalmente ocorre aumento no teor de enxofre em plantas micorrizadas
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006), mas as respostas podem variar. Santos et al. (2002)
ndo encontram efeito da micorrizacdo no acumulo de enxofre. Carneiro et al. (1996)
observaram aumento nos teores enxofre em espécies arboreas micorrizadas. Silva Junior
e Siqueira (1997) observaram que a aplicagdo de formononetina para o milho
proporcionou aumento no teor de enxofre. Parte da explicagio do aumento na
concentracdo de enxofre com aplicacdo da formononetina deve-se ao provavel
sinergismo com aumento de absorcdo de fosforo e, segundo Malavolta et al. (2006) o
teor de fdsforo nas proteinas, provavelmente, é o responsavel pelo sinergismo.

A taxa de colonizagdo das raizes de milho por fungos micorrizicos

arbusculares nao foi afetada pelos tratamentos (Quadro 14).
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QUADRO 14. Resumo da analise de variancia da taxa de colonizacdo nas raizes do

milho
Fonte de variacao Taxa de colonizagao
Dose de P,Os (P) 0,352 "™
Dose de formononetina (F) 1,255 "™
PxF 0,509 ™
CV 1 (%) 10,20
CV 2 (%) 6,82

": Néo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

A espécie de planta pode afetar a coloniza¢do. As gramineas, como € 0 caso
do milho, sdo consideradas plantas com elevada capacidade para estabelecimento da
micorriza, pois seu sistema radicular € bastante denso e a planta tem elevada capacidade
fotossintética (CORDEIRO et al., 2005). Além disso, o estadio fenoldgico pode afetar a
taxa de colonizacdo (CARRENHO et al., 2010). Assim, a elevada capacidade que o
milho tem de estabelecer a simbiose com os fungos micorrizicos arbusculares e o
estadio fenoldgico das plantas amostradas podem ter levado a falta de resposta da
aplicacdo de formononetina na taxa de colonizagao.

Para a altura de plantas ocorreu significancia para doses de P,Os, doses de
formononetina e interacdo entre doses de P,Os e doses de formononetina (p<0,01), pelo
teste F (Quadro 15).

QUADRO 15. Resumo da andlise de variancia dos valores de altura de plantas de milho

Fonte de variagdo Altura de plantas
Dose de P,0s (P) 30,007 **
Dose de formononetina (F) 5,512 **
PxF 3,911 **

CV 1 (%) 1,46

CV 2 (%) 1,26

**: Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.

Para as doses 0; 17,5 e 70 kg ha™ de P,Os ndo houve resposta na altura de
plantas quando se aplicou formononetina. Para a dose 35 kg ha™ de P,Os houve
aumento na altura de plantas com aplicacdo de formononetina. O modelo que melhor
ajustou-se aos dados foi o linear (p<0,1), pelo teste F, e o coeficiente da equacgédo

significativo (p<0,1), pelo teste t (Figura 23).
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FIGURA 23. Altura de plantas de milho em funcdo da aplicacdo de formononetina,
dentro de cada dose de P,Os. (*: Significativo a 10% de probabilidade
pelo teste t. °: Significativo a 10% pelo teste F).

A formononetina acelera a micorrizacdo favorecendo o crescimento da
planta hospedeira. As micorrizas proporcionam aumento no desenvolvimento de
plantas, devido a melhorias na agregacdo do solo, maior absor¢do de nutriente, maior
tolerancia a doencas e estresses ambientais, maior tolerdncia a toxicidade por nutrientes
e metais pesados no solo, e alteragbes bioquimicas e fisiolégicas (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006).

Outro fator que pode favorecer o maior crescimento de plantas de milho,
quando micorrizada, € o0 aumento na assimilacdo de dioxido de carbono e,
conseqlientemente, aumento da fotossintese (GRAHAM e EISSENSTAT, 1994). Costa
et al. (2002) avaliaram o milho micorrizado em solo &cido e verificaram aumento da
matéria seca das raizes quando ocorreu a micorrizagdo. O maior desenvolvimento das
raizes pode proporcionar maior absor¢do de nutrientes e agua pela planta e maior
crescimento.

O numero de espigas por planta de milho ndo foi afetado pelas doses de
P,0Os, mas foi afetado pelas doses formononetina e pela interacdo entre doses de P,Os e
doses de formononetina p(<0,01), pelo teste F. A massa de 100 gréos foi afetada pelas
doses de P,0s, doses de formononetina e pela interagéo entre doses de P,Os e doses de
formononetina (p<0,01), pelo teste F. A produtividade ndo foi afetada pelos tratamentos
(Quadro 16).
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QUADRO 16. Resumo da analise de variancia de nimero espigas por planta, massa de
100 graos e produtividade de milho

Fonte de variagdo Numero de Massa de 100  Produtividade
espigas/planta graos

Dose de P,0Os (P) 0,912"™ 15,801 ** 2,154 ™

Dose de formononetina (F) 21,821 ** 9,795 ** 0,366 "

PxF 7,549 ** 4,647 ** 1,655 "™

CV 1 (%) 1,62 1,68 7,66

CV 2 (%) 1,50 1,92 6,53

**: Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F: ": Ndo significativo a 5% de probabilidade
pelo teste F.

O nudmero de espigas por planta de milho aumentou com aplicacdo de
formononetina via semente, nas doses 0 e 35 kg ha™ de P,Os. Em ambas as doses o
modelo que melhor ajustou-se aos dados foi o quadratico (p<0,01), pelo teste F. Os
coeficientes foram significativos em ambas as equacdes (p<0,01), pelo teste t. Nas doses
17,5 e 70 kg ha™* de P,Os ndo houve efeito da formononetina no nimero de espigas de
milho (Figura 24). Na dose 0 kg ha™* ocorreu aumento no niimero de espigas de milho
por planta até a dose 40 g ha™* de formononetina. Na dose 35 kg ha™ ocorreu aumento

no nimero de espigas de milho por planta até a dose 43,18 g ha™ de formononetina.
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FIGURA 24. Numero de espigas de milho por planta em funcdo da aplicacdo de
formononetina, dentro de cada dose de P,Os. (**: Significativo a 1% de
probabilidade pelo teste t. °°°: Significativo a 1% de probabilidade pelo
teste F).
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O numero de espigas por planta é considerado uma caracteristicas genética
da planta e pouco afetada por fatores externos (SOUZA et al., 2001). Mas, alguns
trabalhos mostram que ela pode ser afetada pela nutricdo da planta. Sangoi e Almeida
(1994) verificaram aumento no numero de espigas por planta, com a aplicacdo de até 50
kg ha™ de nitrogénio. A formononetina é um estimulante a micorrizagéo e, dentre 0s
diversos beneficios das micorrizas, tem-se 0 aumento na absorcdo de nutrientes, como
por exemplo, o fésforo e o nitrogénio, e uma adequada nutricdo pode ter aumentado o
namero de espigas por planta.

A massa de 100 grédos aumentou com aplicagdo de formononetina via
semente de soja, nas doses 0 e 35 kg ha™ de P,Os. Para ambas a doses o modelo que
melhor ajustou-se aos dados foi o quadratico (p<0,01), pelo teste F. Na dose 0 kg ha™ os
coeficientes foram significativos (p<0,01), pelo teste t. Na dose 35 kg ha™ os
coeficientes foram significativos (p<0,05 e p<0,01), pelo teste t. Nas doses 17,5 e 70 kg
ha’ de P,Os ndo houve efeito significativo (Figura 25). Na dose 0 kg ha™ ocorreu
aumento na massa de 100 gréos até a dose 47,75 g ha™ de formononetina.
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»»»»»»»»» m y2 - Dose 17,5kg/ha de P205
----- A y3 - Dose 35 kg/ha de P205
--- ® y4 - Dose 70 kg/ha de P205

FIGURA 25. Massa de 100 gréos de milho, em funcéo da aplicacdo de formononetina,
dentro de cada dose de P,Os. (*: Significativo a 5% de probabilidade pelo
teste t. **: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. °°°:
Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F).
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Bressan et al. (2002) estudaram o sorgo inoculado com Glomus etunicatum,
doses acima de 150 mg kg™ reduziram a massa de gréos, evidenciando a importancia do
fosforo na resposta dos fungos micorrizicos nas duas espécies estudadas. No presente
trabalho ndo ficou evidente o efeito de doses elevadas de fosforo na reducdo da massa
de grdos, provavelmente as doses ndo foram suficientemente elevadas para causar essa
reducgdo. O fosforo é um nutriente essencial ao desenvolvimento da planta e dos gréos,
pois faz parte de compostos de energia (ATP), fosfolipidios e outros ésteres
(MALAVOLTA et al., 2006), necessario ao adequado desenvolvimento do sistema
radicular e consequentemente absor¢do de nutriente (CRUSCIOL et al., 2005). Com
isso, 0s beneficios da micorrizacdo podem ter melhorado absorcdo de nutrientes,
principalmente do fosforo.

A formononetina ndo proporcionou aumentos significativos na producao do
milho, sendo que as producdes médias foram 9443, 9645, 9524 e 9512 kg h&™* para as
dose 0, 25, 50 e 100 g ha™ de formononetina, respectivamente. Com isso, apesar de ndo
haver ganhos, é possivel afirmar que a aplicacdo do produto pode ser vantajosa
economicamente, dependendo do preco da adubacdo fosfatada e do produto, pois nédo
houve perdas de producéo.

O numero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares no solo apds o
cultivo do milho foi afetado significativamente para doses de P,Os e doses de
formononetina (p<0,01), pelo teste F, e pela interacdo entre doses de P,Os e doses de

formononetina (p<0,05), pelo teste F (Quadro 17).

QUADRO 17. Resumo da andlise de variancia do nimero de esporos no solo para a
cultura do milho

Fonte de variagao NuUmero de esporos no solo apds cultivo
Dose de P,0s (P) 9,860 **

Dose de formononetina (F) 10,367 **

PxF 2,323 *

CV 1 (%) 6,77

CV 2 (%) 6,92

**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. *: Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
": Néo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

Para as doses 17,5 e 70 kg ha® de P,Os ocorreu aumento no nimero de

esporos com aplicacdo de formononetina, 0 modelo que melhor se ajustou aos dados foi
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0 quadrético para ambas as equagdes (p<0,01 e p<0,05, respectivamente), pelo teste F.
Os coeficientes das equacdes foram significativos na dose 17,5 kg ha™* (p<0,01) e 70 kg
ha? (p<0,05), pelo teste t. Para as doses 0 e 35 kg ha™ de P,Os ndo houve efeito da
aplicacdo de formononetina na esporulacéo (Figura 26). Na dose 17,5 kg ha™ ocorreu
aumento na esporulacdo até a dose 42,8 g ha™ de formononetina. Na dose 70 kg ha™

ocorreu aumento na esporulaco até a dose 57 g ha™* de formononetina.
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FIGURA 26. Numero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) no solo,
apos a colheita do milho, em funcédo da aplicacdo de formononetina, para
cada dose de P,0s. (**: Significativo a 1% pelo teste t. *: Significativo a
5% pelo teste t. °°°: Significativo a 1% pelo teste F. °°: Significativo a
5% pelo teste F)

Os fungos micorrizicos arbusculares sdo biotréficos obrigatérios, ou seja,
completam o ciclo apenas em um hospedeiro vivo, além disso, é grande a importancia
do aumento na esporulagédo, pois 0s glomoesporos sdo as principais estruturas de
sobrevivéncia dos fungos micorrizicos arbusculares (MAIA et al., 2010). Nesse
contexto, a eficiéncia simbiotica estd relacionada com a capacidade de infeccdo,
disseminagdo das micorrizas e o potencial de indculo no solo, sendo o nimero de
esporos no solo um dos fatores que influenciam o potencial de inéculo (CARRENHO et
al., 2010). Com isso, 0 aumento na esporulacdo pode indicar uma colonizagdo mais
eficiente nas raizes das plantas.

Aumento no numero de glomoesporos pela formononetina é relatado por

outros autores. Davies et al. (2005), também, verificaram que a aplicacdo de
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formononetina em seis cultivares de batatas em solos do planalto peruano promoveu
aumento em mais de trés vezes no nimero de esporos de fungos micorrizicos indigenas.
Novais e Siqueira (2009) encontraram aumento na esporulacdo e correlacdo entre
colonizacdo e esporulacdo quando se aplicou formononetina no solo com Brachiaria

decumbens.
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CONCLUSOES

- A aplicagdo de formononetina promove melhorias na esporulagdo de
fungos micorrizicos arbusculares;

- A aplicacdo de formononetina aumenta o teor de nitrogénio, fosforo, e
enxofre na folha de milho no estadio Vt;

- Aplicacdo de formononetina aumenta a massa de gréos de milho e a altura
de plantas;

- Com aplicacdo de formononetina existe a possibilidade de reducdo na

adubacdo fosfatada em milho.
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CONCLUSOES GERAIS

- A aplicagdo de formononetina promove melhorias na esporulagdo de
fungos micorrizicos arbusculares em soja e milho e da taxa de colonizagdo por fungos
micorrizicos arbusculares em raizes de soja;

- A aplicacdo de formononetina aumenta o teor de enxofre na folha de soja
no estadio R2;

- A aplicagdo de formononetina aumenta o teor de nitrogénio, fésforo e
enxofre na folha de milho no estadio Vt;

- Aplicacdo de formononetina aumenta o nimero e massa seca de nodulos
nas raizes de soja no estadio R2;

- Aplicacéo de formononetina aumenta a massa de gréos de milho e a altura
de plantas;

- Aplicacdo de formononetina aumenta a produtividade de grdos de soja,
indicando a possibilidade de reducédo na adubacéo fosfatada;

- Com a aplicagdo de formononetina existe a possibilidade de redugédo na
adubacdo fosfatada em milho.



