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1. | INTRODUCAO

-

i Micorriza  vesiculo-arbuscular (MVA) é uma | simbiose
mu%ualista biotrofica resultante da associagdo entre fungos da
ordem Glomales e a maioria das plantas vasculares. Esta
as ociaéao é de ocorréncia bastante generalizada, apresentando
grjnde importancia nos diversos agro e ecossistemas. Os efeitos
benéficos da associacdao para o crescimento das plantas resulta
principalmente do aumento na absorcdo e utilizag¢do de nutrientes
minerais, em especial do fosforo, sob condigdes de baixa
fe#tilidade. O processo de colonizagdao das raizes pelos fungos
enVolve uma série de eventos morfo-fisioldogicos e bioquimicos,
regulados pelo genoma do fungo e da planta, bem como por fatores
ambientais. No entanto, as bases moleculares do processo de
colonizacao sao ainda desconhecidas.

Compostos fendélicos do tipo flavondides tém sido
considerados dentre os fatores da planta ativos sobre os fungos

MVA. Esses compostos constituem importante classe de metabdlitos




sgcundérios das plantas, sendo comumente encontrados nos
ecossistemas vegetais, onde atuam como reguladores natuiais de
varios processos do sistema solo-planta, conforme revisado por
SIQUEIRA et al. (199la).

vVarios estudos recentes evidenciam a atividade dos
flavonéides na germinagdo, crescimento micelial de esporos e

calonizacao das raizes pelos fungos MVA, podendo esses compostos

atuarem como estimulantes ou inibidores (CHABOT et al., 199Z;
GIANINAZZI-PERSON et al., 1989; MORANDI et al.,1992 ; NAIR et
al., 1990; SIQUEIRA et al., 1991 b,c; e TSAI & PHILLIPS, 1992 ).

Dentre os flavondides estudados, destaca-se o isoflavondide

h

rmononetina, primeiro composto a ser identificado como
egstimulante da micorrizacao (SIQUEIRA et al., 1991b). A
formononetina acelera a colonizacao micorrizica em solos com
baixa densidade de propagulo e exerce efeitos favoraveis ao
cyxescimento da planta, apresentando grande potencial para
aglicacéo comercial como bioestimulante do solo (SIQUEIRA et al.,
1492). A aplicagao deste composto podera contribuir para
aumentar a produg¢ao agricola e reduzir o impacto da agricultura
ng meio ambiente. No entanto, para viabilizar o uso comercial
desse composto na agricultura como regulador da simbiose é
necessario melhor entendimento do seu modo de agdo. No presente
trabalho avaliaram-se os efeitos da aplicacao de formononetina ao
s0lo na colonizacgdo micorrizica, crescimento e nutricao da soja e

milho.




2, REVISAO DE LITERATURA

2.1. As Micorrizas Vesiculo-Arbusculares (MVA)

Micorrizas s3o associacdes simbidticas mutualistas sem
estagio patogénico, formadas por determinados fungos e as raizes
da maioria das plantas vasculares. Essas associac¢des foram
classificadas por LEWIS (1975) de acordo com suas caracteristicas
mqrfo-anatémicas em: ectomicorrizas, micorrizas arbutaceas,
micorrizas ericdceas, micorrizas orquidiceas e micorrizas vesi-
culo arbusculares (MVA). As ectomicorrizas caracterizam-se pelo

i

désenvolvimento intercelular do fungo no cortex, com formacdo da
ride de Hartig e manto de micélio externo. Ja as micorrizas arbu-
t3ceas apresentam caracteristicas semelhantes s ectomicorrizas
diferindo destas por terem crescimento do fungo intracelular. As
micorrizas ericaceas e orquidaceas possuem como caracteristica

morfoldégica a penetragdo intercelular e intracelular, diferindo

entre si principalmente pelos simbiontes envolvidos.



As MVA ocorrem nas raizes da maioria das espécies vegetais
e sio formadas por fungos da familia Glomales, pertencentes a
sub-divisdo Zigomycotina (MORTON & BENNY, 1990). Nesse tipo de
micorriza as hifas fiingicas crescem no parénquima cortical, com
penetracdo inter e intracelular, bem como extraradicularmente,

namificando~se no solo. Na fase de crescimento intraradicular os

fungos formam estruturas denominadas pelotdes, arblisculos e em

alguns casos vesiculas. Os pelotdes s3ao resultantes do
gnovelamento das hifas no interior das células corticais. Os
arbiisculos originam-se da intensa ramificagdo dicotdmica das

ifas intracelulares, sendo envolvidas por invaginagdes da
jembrana plasmatica das células hospedeiras. Na interface formada
Jcorre a troca de nutrientes e metabolitos entre os simbiontes.
%s vesiculas sao estruturas geralmente terminais de hifas,
ﬁodendo ser esféricas ou ovais. Elas podem ser inter ou
#ntracelular, dependendo da espécie hospedeira, sendo
éaracterizada como oOrgdo de reserva ou em alguns casos COMO
estruturas reprodutivas (GEDERMAN, 1968).

O estabelecimento do fungo simbionte na raiz da planta
lospedeira resulta de uma série de eventos fisiolbgicos e
ioquimicos, controlados pelo genoma do fungo e da planta
ospedeira (SIQUEIRA, 1991). O inicio desses eventos se da a
iartir do crescimento da hifa originada de esporos presentes no

olo ou a partir de raizes proximas jd colonizadas (SMITH &

GIANIMAZZI-PEARSON, 1988). Em funcao da origem da hifa infectiva,




a ‘colonizacdo pode ser considerada primdria ou secundaria. A
colonizagdo primdria tem inicio diretamente do esporo, enquanto
que a secundaria desenvolve-se do micélio externo proveniente da
co@onizacao primaria (HARLEY & SMITH, 1983 e TOMMERUP, 1984). Na
coloniza¢do primadria verifica-se o crescimento de um ou viarios
tuLos germinativos, sendo produzido um micélio simples, cujo
co!primento total de hifa é de poucos centimetros (HARLEY &
SMiTH, 1983). A hifa quando atinge a superficie da epiderme
radicular forma apressdrios que permitem a penetracdo no cértex
da, raiz. Os pontos de entrada derivados de uma Gnica hifa
infectiva e associados ao micélio interno formam a unidade de
colonizacao. A unidade de colonizagdo desenvolve-se para dentro
do|coOrtex da raiz com as hifas crescendo inter e intracelular em
sentido 1longitudinal (SMITH & GIANINAZZI-PEARSON, 1988). Nessa
exIanséo da hifa no tecido cortical ha a formagdo de pelotdes,
arpﬁsculos e vesiculas respectivamente, a medida que o fungo
av%nca para o interior do tecido (SANDERS & SHEIKH, 1983).

| O processo de desenvolvimento de arbiisculos no interior de
células do hospedeiro foi estudado por TOTH & MILLER (1984) na
simbiose Zea mays X Glomus fasciculatum. Segundo os autores, o
fungo penetra a parede celular do hospedeiro e o protoplasto
deste invagina-se para acomodar o tecido flngico. As invaginagdes
se| ramificam continuamente até o arbisculo atingir a sua
maturidade, quando chega a ocupar grande parte do volume celular,

provocando mais divisao do sistema vacuolar da célula. A segquir,




ot arbisculos sofrem uma degeneracdo que & marcada pelo rapido
cdlapso das ramificacoes mais finas em toda a célula. Esse
p@ocesso continua até permanecer apenas o tronco ou a base do
ar asculo, O gqual eventualmente entra em colapso. Com a
cqntinuidade da degeneracao do arbiusculo e expansdo do vaciiolo, a
c41u1a do hospedeiro pode retornar ao estado de pré-invasao. O
periodo de duracdo de processo de desenvolvimento e degeneracao
dgs arbiisculos foi estimado pelos autores entre 10 e 12 dias.

O desenvolvimento da colonizagdao micorrizica segue uma
dinamica prdopria que apresenta trés etapas bem definidas: 18 fase
ou fase "lag", durante a qual a percentagem de raizes

micorrizadas permanece pequena; 22 fase, caracterizada por um

rapido crescimento da colonizagdo e a 32 fase, na qual a
cdlonizacdo tende a atingir um valor constante (BUWALDA et al.,
1984). BRUNDRETT et al. (1985) estudando o desenvolvimento dos
eJtégios iniciais da formacao de micorrizas por Glomus vesiforme
Kgrsten em alho-porrd verificaram que a quantidade de hifa
externa presa a raiz aumentou rapidamente entre o segundo e sexto
dja, com os pontos de entrada sendo poucos no segundo dia. Os
ajtores sugerem que ha uma fase "lag" de pelo menos um dia entre
o contato da hifa com a raiz e a posterior penstragao. A
cponologia dos varios eventos gue compoe o processo de
cdlonizagéo micorrizica tem sido bastante estudada em condigdes
controladas. BRUNDRETT et al. (1985) observaram penetragao com

cerca de 2 dias; formacao de arbiusculos entre segundo e quarto




d%a e formacdo de vesicula depois do quarto ou quinto dia. Ja
BECARD & FORTIN (1988) verificaram que o inicio da colonizacio da
epiderme e cortex aparece no terceiro dia apds o contato inicial,
formando arbiisculo no quinto dia. ALEXANDER et al. (1988),
constataram estagios iniciais de desenvolvimento de arbiisculos no
segundo dia apds ocorrer o inicio da colonizacio.

O estabelecimento do fungo MVA na raiz da planta hospedeira
rgsulta geralmente em aumento do crescimento da planta. A
résposta em crescimento ao estabelecimento, conforme revisado por

SMITH (1980), & determinada pelo balanco entre os efeitos

estimulante e detrimental, causado pelo dreno de fotossintato

o)

ra fungo. De acordo com revisdo de LOPES et al. (1993) o efeito
estimulante da simbiose pode resultar de um ou mais mecanismos,
entre os quais destacam-se: aumento na absorcdo e conservacio de
nutrientes; aumento na nodulacdo e fixacdo de N, atmosférico;
alteracéo na relacdo planta-patdgeno; alterag¢do na relagdo &gua-
sélo-planta; aumento na producao de fitohormdnios; modificacgdes
aﬁatémicas e fisioldgicas; melhor adaptabilidade das plantas as
condicdes adversas.

Respostas em crescimento da planta hospedeira a formacdo de

MVA relacionam-se, principalmente a melhoria do seu estado

nutricional em condig¢des de baixa fertilidade. O P @ o nutriente

cujo aumento de absorcio é mais expressivo da resposta a

micorrizacdo (LOPES et al., 1983; O'KEEFE & SYLVIA, 1991 e SMITH,

1980). A cronologia dos eventos que levam a resposta em




cgescimento segundo O'KEEFE & SYLVIA (1991) pode ser a seguinte:
cdlonizacéo e proliferacdo de hifas externas, elevacgdo dos niveis

dq P nos tecidos; e aumento no crescimento. Nesse sentido, uma
répida colonizagao contribui para a efetividade da associagao
mﬂcorrizica (WILSON, 1984), sendo isto de importancia primordial
en culturas anuais. PAULA et al. (1990) verificaram correlacgoes
Pgsitivas entre colonizacdo e P na planta aos 60 dias, bem como
eqtre colonizag¢do e produgcao de grios de soja. Os autores
observaram que as populacdes fingicas mais infectivas na soja
levaram a uma maior absorcdo de P e producdo de gr3os. Nas
papulagoes mais infectivas havia a predominancia de Glomus
etunicatum. Isto corrobora o estudo de PEREIRA (1986) em soja, o
qual verificou que espécies de Glomus foram mais eficientes que
a de Gigaspora, Entrophospora e Acaulospora. Tais resultados

levam a crer que a aceleracao da colonizacdo micorrizica

aumentaria a importadncia da MVA nos primeiros estadios de
désenvolvimento da soja.

E Embora o aumento da absorc¢io do P pela acdo da MVA seja
confirmado em inlmeros trabalhos, a acdo dessa associagido sobre a
cinética de absorcdo do P & ainda discutida. O'KEEFE & SYLVIA
(1991) sugerem que a alteracio da cinética de absorgao de P nas
MVA resulta do aumento dos sitios de absorcao, implicando num
major Vmax (taxa maxima de absorg¢do), ou pelo aumento da absorgido

por unidade de superficie absortiva, com redugdao do Knm

(concentragdo de P na qual a taxa de absorcio & metade da taxa
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maxima). Contudo, alta efetividade de fungo MVA pode advir ndo so
do aumento da absor¢do de P, mas também da melhoria na utilizacao
e distribuigdo desse nutriente na planta (PAULA et al., 1990).
ﬁAULA et al.(1988) verificaram que a colonizacio da soja por
lomus macrocarpun reduziu o requerimento externo de P e aumentou
eficiéncia de wuso do P absorvido. Plantas micorrizadas e
ubadas com apenas 30 ppm de P205 atingiram a producdo que foi
obtida com 240 ppm de P,0g5. Isto evidencia a importdncia da
micorrizacao com espécies efetivas de fungos MVA no aumento da
eficiéncia da aduba¢ao fosfatada. Em leguminosas a interacao
sinergistica entre rizébio e fungos MVA eleva a atividade da
nitrogenase (PAULINO et al., 1986), podendo propiciar uma
nutricdo mais equilibrada de P e N favorecendo a producao (PAULA
& SIQUEIRA, 1990). Ainda em relacdo a nutrigdo, FABER et al.

(1990) em experimento conduzido com milho observaram que oOs

sintomas de deficiéncia em Zn foram parcialmente reduzidos pela
micorrizacéo, porém nao foi encontrada correlacdo entre os teores
de Zn nas plantas e percentagem de colonizacdo. Segundo os
antores, a formacao de MVA pode aumentar a absorcdo de 2Zn em
splos onde este nutriente encontra-se em nivel muito baixo. A
micorrizacdo pode ainda reduzir a concentracio de alguns
niitrientes na planta, sendo creditada tal reducdo ao efeito
de diluigdo desses nutrientes no tecido vegetal (PAULA et al.,

198sg).
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Apesar dos beneficios das MVAs em culturas anuais, sua
utilizagdo a nivel de campo apresenta sérias dificuldades. Os
solos agricolas apresentam geralmente baixas densidades de
eéporos e diversidade de espécies (JOHNSON & PFLEGER, 1992).
Além disso, had diferencas inter e intraespecificas nos fungos MVA
em relacao a efetividade simbidtica (MAHMUD, 1983; PAULA et al.,
1987 e PEREIRA, 1986). A inoculacdo com diferentes espécies pode
levar a aumentos da colonizagdo e da produgdo das culturas, como
observado por MIRANDA (1982) em sorgo e soja em solo de cerrado.
Contudo a adocdo desta pratica é invidvel em culturas anuais em
funcado da grande quantidade de inéculo exigida (BAGYARAJ, 1991).
A| adogao de praticas de manejo com a finalidade de maximizar os
efeitos de espécies nativas parece ser a fnica estratégia

existente com o nivel atual de conhecimento sobre a simbiose MVA.
2.2. Fatores que Controlam a Micorrizacao

O estabelecimento e funcionamento das MVA s3o afetados ou
controlados pela interacdo entre fungo, planta e pelos fatores
ambientais (clima e solo). Além dos genes da planta envolvidos
no estabelecimento da simbiose MVA (DUC et al., 1989), aspectos
de natureza morfoldgica e metabdlica das raizes exercem grande
influéncia sobre a colonizagdo micorrizica. A taxa de
crescimento, distribuicao espacial e duracao da fase de

susceptibilidade, sdo aspectos morfoldgicos da raiz que
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detérminam o contato fungo-raiz, e consequentemente a colonizagao
(BRUNDRETT, 1991). GRAHAM et al. (1981) estudando o mecanismo de
controle da simbiose MVA pela planta via P, verificaram que a
alt:racéc da exsudacac radicular ocasionada pelo aumento da
permeabilidade da membrana é um importante fator no controle da
atiyidade do fungo e consequetemente na formacac de MVA. Por
outro lado, a produgcdo de metabSlicos secundarios deve ser
considerada como parte das caracteristicas diferenciais
importantes entre espécies micorrizicas e nd3o micorrizicas.
Exsﬁdatos de plantas hospedeiras estimulam a germinacac e
crescimento de hifa (ELIAS & SAFIR, 1987; BECARD & PICHE, 1989;
TOMMERUP, 1984), exercendo efeito subsequente no processo de
colonizagdo. J& os exsudatos de plantas nao hospedeiras nao
apresentam esse estimulo (BECARD & PICHE, 1989 e TOMMERUP, 1984).
A  influéncia exercida por raizes, células vegetais,

exsydatos e extratos radiculares e celulares sobre a germinacac

de |esporos e crescimento micelial evidencia a producao e
libéracﬁc de fatores que estimulam a atividade do fungos MvVA
(BEGARD & PICHE, 1989; ELIAS & SAFIR, 1987 e PAULA & SIQUEIRA,
1990). ELIAS & SAFIR (1987) verificaram que exsudatos de raizes
de | pléntulas de trevo deficientes em P possuiam fatores
estimulantes, enquanto que nos exsudatos de plantulas bem
nutyidas em P isto ndo foi observado. Isso reforg¢a os indicics
de |que as plantas produzem compostos capazes de estimular os

fungos MVA. De fato, células de Pueraria phaseoloides Benth
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pProduzem fatores estimulantes ao crescimento micelial in vitro
(PAULA & SIQUEIRA, 1990). BECARD & PICHE (1989) sugeriram dois
mecanismos distintos para o estimulo das raizes ao crescimento
micelial: um nutricional e outro indutivo. A raiz pode induzir o

fungo a utilizar melhor suas proprias reservas através de sinal

quimico que atua diretamente no crescimento ou elimina a auto-

inibicao.

A colonizacdo depende muito da densidade de propagulo
vidveis. WILSON (1984) trabalhando com 3 espécies de fungos
(éigaspora decipiens, Glomus fasciculatum e Glomus tenue) ,
observou que a colonizagdo era mais rapida em alto nivel de
indéculo. SANDERS & SHEIKH (1983) observaram que a redugdaoc na
densidade de esporo de 2,5 esporos/g para 0,25 esporo, ocasionou
um atraso no desenvolvimento da colonizac3o micorrizica no milho.
CTntudo, a0 considerarem amplitude maior de diluicao (100 a 10-5

X 25 esporos/g) verificaram aos 14 dias inexisténcia de

!
colonizacdo nas diluicdes mais baixas, enquanto que a colonizacao

na densidade de 25 esporos/g foi semelhante a observada em 2,5

!
|

ejporos/g. Segundo os autores, isto indica uma saturacdo das

N

cqlonizacéo micorrizica & funcdo também da taxa de formacao de

1zes nas densidades mais elevadas. A taxa e extensao da

unidades de colonizacao por hifas extraradiculares e da
I

velocidade de crescimento do fungo dentro da raiz (HARLEY &

SMITH, 1983). WILSON (1984) verificou que a maior infectividade

del Glomus fasciculatum Gederman & Trappe quando comparado com
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Gigaspora decipiens Hall & Abott e Glomus tenue Greenall (Hall)
ocorreu em decorréncia do seu maior crescimento no interior da
raiz. Maiores taxas de colonizacio podem advir ainda da maior

cépacidade de germinar em determinadas condig¢des (VAN NUFFELEN &

|
SCHENCK, 1984).

| Além de fatores inerentes aos simbiontes, fatores ambientais
tem influéncia marcante sobre a micorrizacdo. A redugao da
fotoradiacio tem efeito depressivo sobre a colonizagao
micorrizica e pontos de entrada (TESTER et al, 1986). Fatores
e&éficos podem atuar em diferentes fases da associacgido e
diferentemente nos dois simbiontes. A alta disponibilidade de
nutrientes no solo acarreta reducoes significativas na
o¢orréncia e intensidade da simbiose MVA (JENSEN & JAKOBSEN,
1980). O P caracteriza-se como o fator edafico de maior
importa@ncia no controle do nivel de colonizacao e dos beneficios
d?s MVA (SMITH, 1980). Altos niveis de P no solo, reduzem a
colonizagdo micorrizica (COOPER, 1975; FERNANDES et al., 1987 e
SIQUEIRA & COLOZZI-FILHO, 1986). O nivel critico de P para o
disenvolvimento da simbiose é func¢do da quantidade e difusio de P
n solo, da espécie vegetal e do nivel de outros fatores de
crescimento da planta (COOPER, 1975). O N também afeta a
colonizagdo das raizes por fungos MVA (SYLVIA & NEAL, 1990).
Outros fatores edaficos, tais como umidade, aeracao, temperatura
€| pH, podem afetar a colonizacdo das raizes por fungos MVA de

acordo com o revisado por LOPES et al. (1983). Em solos &cidos o
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PH ndo & o Gnico fator que controla a colonizacdo visto que Al,
Mn e metais pesados podem atuar como agentes fungistaticos
(SIQUEIRA et al., 1984). A calagem reduz a acio fungistatica
désses metais, favorecendo a micorrizacio.

Outro aspecto de manejo a ser considerado em agrossistemas &
a| utilizagdo de defensivos, que afeta os fungos MVA e a

micorrizacdo (TRAPPE et al., 1984), sendo seu efeito variavel em

funcdo do modo de agdo, seletividade e sitio de aplicacao.

2.4. Compostos FenOlicos na Simbiose MVA

Os compostos fendlicos de origem vegetal s3o metabdlitos

secundarios, sintetizados a partir das rotas metabdlitas dos

fenilpropandides e flavondides/chalcona. Os acidos fendlicos, os
flavondoides e seus derivados destacam-se entre os composto
fendlicos no que se refere a produgio e ocorréncia em
ecossistemas (SIQUEIRA et al., 199la). Os flavondides constituem
uma das classes de compostos mais caracteristicas que ocorrem em
vegetais superiores. Muitos s3o pigmentos de flores, porém
geralmente estao presentes em todas as partes da planta. Os
flavondides sado subdivididos em chalconas, flavononas, flavonas,
flavonois e isoflavondides de acordo com a disposicdo dos
aneis e grau de oxidacdo (HAHLBROCK, 1981).

Os compostos fendlicos presentes no solo exercem grande

influéncia sobre os varios processos bioldgicos do sistema solo-
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pianta, refletindo sobre a produtividade dos agrossistemas e
equilibrio dos ecossistemas. RICE (1984) destaca a acao
a}elopética dos compostos fendlicos, incluindo entre
a#eloquimicos os fendis, taninos, &acidos fendlicos, coumarinas,
flavondides e isoflavondides dentre outros. Além da acao
alelopatica sobre as plantas e microorganismos no solo, os
compostos fendlicos estdo envolvidos no estabelecimento e
f&ncionamento de relagoes simbidticas patogénicas e mutualistas
(iYNN & CHANG, 1990). Em simbioses patogénicas, esses compostos
pidem atuar no mecanismo de defesa das plantas (DIXON & LAMB,
1990 e LAMB et al., 1989) ou como sinal molecular necessirio ao
riconhecimento e expressdo de gens de viruléncia, como nas
sTmbioses patogénicas entre Angiosperma parasiticas do género
Striga com Gramineas e nas bactérias do género Agrobacterium
(IIXON & LAMB, 1990; HALVERSON & STACEY, 1986 e LINN & CHANG,
1490).

E Na simbiose entre rizobio e as leguminosas ocorrem relacdes
bem especificas, as quais s3o controladas por diversos gens.
Egses gens sao agrupados em gens nod ou fix de acordo com a
categoria funcional, sendo que os gens nod s3o necessarios para
03 eventos iniciais da nodulacdo (SPRENT, 1989). Os gens nodD
eXxpressam-se constitutivamente e uma série de outros gens nod,
como nodABC, requerem o nodD e fatores da planta para sua
expressio (LINN & CHANG, 1990). Componentes de exsudatos

radiculares e de sementes identificados como indutores da
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|
tfanscricéo dos gens nod, sido fendlicos do tipo flavondides
(HARTWIG et al., 1989). VAarios flavandoides foram identificados
como indutores e inibidores da nodulacdo, destacando~se entre
04 indutores varias flavonas, flavononas e isoflavonas (FIRMIN
et al., 1986); chalconas (MAXWELL et al.,1989); antocianidinas e
flavonois (HUNGRIA et al., 1991). HA porém, uma variacdo grande

dg acdo de diferentes flavondides sobre as diversas espécies de

rizébio. Os gens nod em Rhizobium trifolii sio induzidos por mais

20 diferentes flavondides, enquanto que os de Rhizobium meliloti
540 induzido por apenas 8 compostos. Bradyrhizobium japonicum e

izobium leguminosarum biovar phaseolli sao induzidos pelas
isoflavonas genisteina, daidzina e pPela coumarina kaempferol, que
apresenta acao inibitdéria em outras espécies de rizébio, tais
como Rhizobium trifolli (SIQUEIRA et al., 1991a). A formononetina
pPossui atividade diversa em diferentes espécies de rizébio.

Enguanto induz gens nod em R. fredii, nao possui atividade em

B

japonicum (KOSSLAK et al.,1987) e R. trifolii (REDMOND et
al.,1986). Em fungdo da presenca de indutores e inibidores na
riLosfera, a intensidade de nodulagao poderia ser determinada
pela concentragdo relativa desses compostos (FIRMIN et al.,
1986).

Devido a ocorréncia generalizada dos compostos fendlicos
como metabdlito secundario nas plantas, e a atividade reguladora
destes compostos em outros sistemas simbioticos, espera-se que

esses sejam também ativos na simbiose MVA. GIANINAZZI-PEARSON et
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al. (1989) verificaram que os flavondides narigenina, hesperetina
e§ apigenina, indutores ativos de gens nod em rizdbio, também
eétimularam a germinagdo e crescimento do fungo MVA Gigaspora

rgarita, podendo atuar como sinais moleculares no processo de
colonizacdo micorrizica. De fato NAIR et al. (1991) isolaram de
raizes de trevo os isoflavondéides formononetina (7-hidroxi, 4'-
metoxi isoflavona) e biochanina A (5,7-dihidroxi, 4'metoxi
i%oflavona) que mostraram-se estimulantes ao crescimento
assimbidtico de fungo MVA. Esses compostos quando aplicados no
solo na concentra¢ido de 5 ppm estimularam a colonizagao
micorrizica em raizes de trevo, milho e sorgo, aumentando também

Oo| crescimento das plantas (SIQUEIRA et al. 1991b, <c¢). Quando

esses compostos foram aplicados na auséncia de propagulos de
fungos MVA na3o houve resposta no crescimento das plantas,
indicando que seus efeitos sdo via estimulo na micorrizacgao

(SIQUEIRA et al., 1991c). Ao testarem no trevo outros flavonodides

_—

Ehrysina, Juteolina, genesteina, naringenina, 7,8-
dihidroxiflavona e hesperetina) os autores verificaram que apenas
a chrysina teve efeito semelhante aos isoflavondides
formononetina e biochanina A, porém em concentracoes mais
elevadas. A densidade de esporo no solo interfere no efeito
estimulante da formononetina. SIQUEIRA et al. (1991c)
verificaram que houve maximizacido dos efeitos benéficos da
aplica¢ao da formononetina quando a densidade de esporo no solo

era em torno de 2 esporos/g solo. Em outro estudo, verificou-se
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a micorrizagdo reduziu as injirias causadas por herbicida e
aumentou o© crescimento do milho em solo com problemas de
"carryover" ocasionado pelo acimulo do herbicida imazaquin
#ScepterR). A aplicagao de formononetina nessas condicgdes
Jeduziu as injarias a um nivel minimo quando havia a presenga de
ropagulos de fungos MVA (SIQUEIRA et al., 1991b). Em experimento
onduzido em condig¢des de campo, SIQUEIRA et al. (1992) observaram
que a aplicagao de formononetina ao solo aumentou os teores de
¢a, Mg e S na parte aérea da soja, e a produtividade da soja e
]o milho. Mais recentemente, BECARD et al. (1992) verificaram que
)s flavondides apigenina e biochanina A, ja descritos por
IANINAZZI-PEARSON et al. (1989) e NAIR et al. (1991) como
stimulantes do crescimento assimbidtico de fungos MVA,
ostraram-se inibitdrios para Gigaspora margarita. Neste ensaio
penas os flavonois quercetina, miricetina e kaempferol
istimularam o crescimento assimbidtico  fingico. Atividade
inibitéria da formononetina sobre a germinacdo de fungo MVA foi
observada por TSAI & PHILLIPS (1992). Baseados em resultados
gbtidos com flavonas, flavononas flavonois e isoflavondides,
CHABOT et al. (1992) sugeriram a existéncia de especificidade de
@strutura quimica dos compostos dos flavondides no estimulo ao
grescimento assimbiotico de fungos MVA,
Tem sido verificado efeito diferencial de um mesmo

composto sobre a germinacao e o crescimento assimbidtico dos

fungos MVA. BAPTISTA (1993) observou que a quercetina teve efeito
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iﬁibidor sobre a germina¢do e estimulante sobre o crescimento,
enquanto a formononetina embora ndo tenha mostrado efeito sobre a
germinagdo, estimulou o crescimento assimbiético.

Em adicdo ao efeito estimulante, compostos fendlicos também
podem apresentar efeito detrimental sobre as MVA. Solo cultivado

com aspargo durante 20 anos possui alta concentracido de compostos

f?nélicos, como os acidos cafeico, ferilico e
métilenodioxicinamico, Os quais reduzem a coloniza¢do micorrizica
d6 aspargo (PERDERSEN et al., 1991). Acido feriillico também
apresentou um efeito inibitdério sobre a colonizacdo micorrizica
de aspargo e crescimento micelial do fungo Glomus fasciculatum in
vitro (WACKER et al., 1990). A produgdo de fendlicos pelo aspargo
reduz a colonizagdo trazendo consequéncias negativas ao
crescimento do aspargo, agravando assim seu potencial auto-
alelopatico e o declinio desta cultura (PEDERSEN et al., 1991).

! Desse modo, verifica-se que o0s compostos fendlicos, e mais
p#ecisamente, os flavondoides desempenham uma importante funcido
nds simbioses mutualistas, sendo inclusive a acdo estimulante do
igoflavonbide formononetina patenteada nos EUA para uso como
aditivo de solo ou sementes (US patent, 1991). Em vista disso,
egpera-se que a racionalizacao do uso comercial da formononetina
camo aditivo de solo possa maximizar os beneficios dos fungos MVA
para a agricultrua. O fato de que a maioria dos solos agricolas
PQdssuem baixa densidade de esporos, e a dificuldade para inocular

egonomicamente culturas anuais, s3o evidéncias do grande
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pétencial ﬁara © uso dessa substdncia especialmente nas culturas
aﬁuais como o milho e soja. Estas espécies vegetais s3o muito
dependente da micorrizacdo nos solos tropicais (FERNANDES et al.,
1987) e ocupam vastas Areas de cultivo no Brasil. Uma
riducéo no requerimento externo de P, ocasionada pela
manipulacdo da atividade dos fungos MVA nativos, representaria
uﬂa consideravel reducdo do consumo de fertilizantes nessas
cdlturas, com consequente queda dos custos de producdao. Em vista
dgste potencial, estudos visando avaliar os efeitos da
f&rmononetina sobre as espécies vegetais micorrizo-dependentes,

sdo cruciais para o desenvolvimento do uso deste composto na

agricultura.




3. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em casa de vegetagdo do Departamento
d Ciéncia do Solo (DCS) da Escola Superior de Agricﬁltura de
Lavras (ESAL), constando de trés experimentos visando avaliar a
atividade da formononetina na simbiose micorrizica em soja e
milho, separadamente. No primeiro experimento avaliou-se a a
resposta & formononetina em diferentes épocas, no segundo
avaliou-se a concentracdo da solugido de formononetina e no
terceiro avaliaram-se os efeitos da aplicacdo de formononetina na

spja inoculada com diferentes espécies fiingicas.
3.1. Avaliagao da Resposta a Formononetina em Diferentes Epocas

O experimento foi conduzido em vasos plasticos contendo 4,5
Kg de material de solo. Utilizou-se material de Latossolo
Vermelho Amarelo fase cerrado coletado na estacdo experimental
da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gefais (EPAMIG),
1

pcalizada no municipio de Patrocinio-MG. O’ material dé‘solo foi

3
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peneirado em malha de 4mm, seco ao ar e armazenado até ser usado.
Antes de ser usado o material de solo recebeu calagem com
calcario dolomitico (PRNT=92%) na base de 3,6 ton/ha, sendo em
seguida umedecido e incubado por 30 dias, quando apresentou as
seguintes caracteristicas quimicas: pH em agung (1 : 2,5)= 6,; ©Ca

3 r Mg = 1,2 meq/cm3, Al = 0,1 meqfcmB, extraidos

= 3,2 meq/100 cm
com KCl 1N e determinado por titulometria; P =1 ppm, K = 50
ppm, extraidos com Mehlich I e determinados P por colorimetria e
K por fotometria de chama. Apdos a calagem o solo foi adubado com
P na base de 120 e 80 ppm de 9205 para a soja e milho
respectivamente, tendo como fonte o superfosfato simples. A
aplicacao de superfosfato simples elevou o nivel de P no solo
para 22 e 15 ppm, respectivamente.

O solo nao foi fumigado e apresentava 0,30 esporo/ml, tendo
como espécies nativas predominantes Gigaspora margarita Becker &
Hall, Glomus ocultum Walker e Acaulospora scrobiculata Trappe.
Para elevar a densidade de esporo do solo, adicionou-se indculo
de Glomus etunicatum Becker & Gederman obtido de vaso de cultivo
com Brachiaria decumbens Stapf. A densidade de esporo no inoculo
era de 80 esporo/g determinada através da extragdo por
peneiramento umido (GEDERMAN & NICOLSON, 1963) e centrifugacodes
em agua e sacarose 50%, seguida da contagem em microscopio
esteroscopio (20x). ApSs a inoculagdo o solo apresentou a
densidade média de 1,85 esporo/ml.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado num

esquema fatorial 2 x 4 com 5 repeticoes, sendo dois niveis de
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fofmononetina (contole e 5 ppm) e guatro épocas de avaliacio
para cada cultura separadamente. Cada vaso correspondeu' a uma
paﬁcela experimental. O milho foi avaliado aos 18, 30, 36 e 42
di?s enquanto a soja foi avaliada aos 18, 30, 36 e 51 dias do
pléntio de sementes pré-germinadas. Utilizou-se em todos os
experimentos formononetina (7-hidroxi, 4'-metoxi isoflavona)
siqtética, fornecida pela Rhizotech,Inc. (Hopewell, New Jersey,
Usé). Para obter-se a solugdo, a formononetina foi dissolvida em
pe?ueno volume de metanol (menos de 1% do volume final), e
deﬁois diluida em agua destilada até a obtengdo da concentragio
deLejada (SIQUEIRA et al.,1991c). Nas testemunhas foi aplicado
agha destilada com igual volume de metanol. O volume de solucao

aplicado foi de 400ml/vaso, equivalente a 444 ug de formononetina

Por Kg de solo e correspondendo a 50% do volume total de poros

(VIP). A aplicacdo foi realizada através perfuracdes feitas na
suberficie do solo.

‘ Apos aplicacdo das solugdes, sementes de soja (variedade
Doio) e milho(variedade IAC-106) pré-germinadas em estufa de
germinacao foram plantadas no solo. As sementes de soja foram
inoculadas com indculo de Bradyrhizobium japonicum em turfa
proviniente do CNPAB-EMBRAPA (Seropédica-RJ). Plantou-se trés

sementes por vaso e apds sete dias fez-se o debaste, deixando-se

duas plantas por vaso. O periodo de conducdo do experimento foi
dﬁ 42 e 51 dias para o milho e soja respectivamente. Durante o

pPeriodo experimental a umidade dos vasos foi controlada através
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da pesagem diaria dos mesmos a fim de manter 65% do VTP.
Semanalmente realizava-se o rodizio dos vasos com finalidade de
eliminar possiveis diferencas ambientais na casa de vegetacgdo.
Nas diferentes épocas de avaliacoes foram.determinados parametros
de crescimento, numero de nodulos na soja, estado nutricional das
plantas e colonizagdo micorrizica. A descricao dos parametros e

determinacoes desse experimento, bem como dos demais encontra-se

no item 3.4.

3.2. Efeito da Concentracao da Solucido de Formononetina

Neste experimento utilizou-se o mesmo material de solo e
igual procedimento pré-plantio do primeiro experimento. O tipo de
vaso e quantidade de material de solo também foram idénticos. Os
tratamentos constaram da aplicacdo de solugoes de formononetina
com 5, 10 e 15 ug/ml, equivalente a 444, 888 e 1322 ug de
formononetina por Kg de solo, além do tratamento controle sem
formononetina. O delineamento estatistico wutilizado foi
inteiramente casualizado com cinco repetigoes, com cada vaso
correspondendo a uma parcela experimental. O milho e a soja foram
analisados separadamente. A instalacao e conducao foram
realizadas aos 51 e 42 dias do plantio na soja e no milho,
respectivamente. Nas avaliacdes foram determinados parametros de
crescimento, nimero de nddulos da soja, estado nutricional das

plantas e colonizacao micorrizica.
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3.3. Aplicacao de Formononetina em Soja Inoculada com

Diferentes Espécies de Fungos MVA

O experimento foi conduzido em vaso plastico contendo 1,6 kg
de material de Latossolo Vermelho Amarelo obtido e preparado como
no primeiro experimento. Apbés a calagem e incubacdo o solo
apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH em agua (1 :
2,5)= 6,1 ; Ca = 3,3 meq/100 cm® , Mg = 1,0 meq/cm>, Al = 0,1
meq/cmB, extraidos com KCl 1IN e determinado por titulometria; P
= 2 ppm, K = 62 ppm, extraidos com Mehlich I e determinados P
por colorimetria e K por fotometria de chama. O solo foi fumigado
com Bromex (brometo de metila 98% e cloropicrina 2%) em caixa de

alvenaria vedada, sendo aplicado 393 cm3 de Bromex por m3 de

solo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado num
esquema fatorial 7 X 2 (7 tratamentos de inoculacao e 2 niveis de
formononetina) com 8 repetigdes. Cada repetigao foi constituida
de um vaso. Os tratamentos constaram da inoculacdao com cinco
espécies de fungo MVA, sendo Acaulospora morrowae Spain e
Schenck, Gisgaspora margarita Becker & Hall, Glomus clarum
Nicolson & Schenck,Glomus etunicatum Becker & Gederman,
Scutellospora heterogama (Nicolson & Gederman) Walker & Sanders;
e duas testemunhas nao inoculadas (NI e NI+P), combinadas a
presenca (5 ppm) e ausencia de formononetina. Na testemunha NI +

P foi aplicado 120 ppm de P205 na forma de superfosfato
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simples, ©0 gque correspondeu a 34 ppm de P no solo. Nos outros
tratamentos foi aplicado 60 ppm de P205 na mesma forma
an#eriormente citada, correspondendo a 8 ppm de P no solo.

E Todos os fungos utilizados foram multiplicados em vasos de
cultivo com B. decumbens Stapf. A inoculacao com suspensao de
esporos foi feita por ocasido do plantio de sementes pré-
germinadas. As suspensoes de esporos foram preparadas por meio da
extracao dos esporos dos vasos de cultivos atraves do
peneiramento via @mida, seguida da padronizacio da densidade.
Fgram aplicados aproximadamente 150 esporos por vaso. Com
objetivo de equilibrar a microbiota nos varios tratamentos,
foi adicionado em todos os tratamentos 10 ml/vaso de filtrado,
obtido da suspensao de 50 cm3 de substrato dos vasos de
cultivo em 15 litros de agua, e tamisacao em peneiras com malhas
de 0,710 e 0,053 mm e filtragem em papel de filtro.

A preparagao e aplicacao da solugao de formononetina
foram realizadas de forma semelhante aos experimentos anteriores.
0l volume da solugdo aplicada foi de 150 ml/vaso, fornecendo 468
ug de formononetina por Kg de solo. A inoculag¢@o com rizdébio e o

plantio seguiram o mesmo procedimento adotado para a soja no

primeiro experimento. No entanto, em cada vaso foi deixada

apenas uma planta. O experimento foi conduzido ao longo de 50
ias a partir do plantio. Durante esse periodo manteve-se a
idade dos vasos em 65% do VIP, fazendo a reposicdo da A&gua

gtravés de regas com pesagens diarias. Foram realizadas duas
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avaliacoes, aos 30 e 50 dias, sendo colhida 4 repeticdes em cada

avaliacdo. Os parametros avaliados e suas determinagdes foram

idénticos aos dos experimentos anteriores, e encontram-se
]

déscritos no item 3.4.

3.4. Parametros e Determinacgoes

Nos trés experimentos foram avaliados parametros de
c;escimento e estado nutricional das plantas de nutrientes,
nﬁmero de ndédulos na soja e micorrizacdo. A micorrizagdo foi
avaliada através da percentagem de colonizagdo, comprimento de
raiz colonizada, densidade de arbisculos, vesiculas e pontos de
entradas primarios e secundarios.

Nas avaliagOes as plantas foram coletadas e lavadas, em

seguida foi feita a separacdo da raiz e parte aérea. Esta {ltima
fbi pesada para a determinacdo do peso de matéria fresca.
Posteriormente a parte aérea e a raiz foram secas em estufa de
dirculacéo forcada até peso constante para obtengdo do peso de
téria seca da parte aérea e raiz. A parte aérea foi moida em
ﬂoinho tipo Willey e encaminhada a andlise de tecido para a
ieterminacao dos teores foliares dos nutrientes.
’ 0 estado nutricional das plantas foi avaliado através dos
teores de N, P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe, Mn, 2n e B. Os extratos
dos tecidos foram preparados por digestdo sulfiirica com sais e

catalizadores para o N; digestdo nitrico-percldérica para P, K,
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Ca, Mg, S, Cu, Zn, Fe, Mn e digestdo via seca para o B (HUNTER,
1974). Os teores de P foram determinados por colorimetria (azul-
defmolibidénio); K por fotometria de chama; Ca, Mg, Cu, Zn, Fe e
Mn por espectrofotometria de absorcdo atdmica (SARRUGE & HAAG,

i
1974); N pelo método de Kjeldahl modificado; B por colorimetria

(curcumina) e S por turbidimetria de sulfato de bario (TABATABAI

& |BREMNER, 1970).

Os conteiddos de nutrientes foram calculados a partir dos

teores conforme equacgdes a seguir:

i M= P.mf.10 e m= p.mf
¢

oide:
M

= conteiido do macronutriente (mg)

Pl teor foliar do macronutiente (%)

mf= matéria seca foliar (g)
m= conteido do micronutriente (ug)
p= teor foliar do micronutriente (ppm)

Para a determinagao dos parametros referentes a colonizagao

micorrizica as raizes foram clarificadas e coloridas de acordo

com metodologia descrita por KORMANIK & McGRAW (1982). A
percentagem de colonizacao foi estimada pelo método de placa
qtadriculada (GIOVANNETTI & MOSSE, 1980). Para a estimativa do
comprimento de raiz colonizada, do numero de arbusculos,

vesiculas e pontos entradas primidrios e secundarios, montaram-se

laminas, com trinta segmentos de raiz de 1lcm de comprimento
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cada. Os segmentos foram escolhidos ao acasc entre as raizes
clarificadas e coloridas. Como fixador foi wutlizado glicerina.
qua cada repetigdo montou-se uma lamina. Em seguida as laminas
féram avaliadas através da observacao das estruturas em
m%croscépio de luz com aumento de 100x a 200x. Os resultados
médios da contagem por segmento foram expressos em n2/cm de raiz.

3.5. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a anilise de variancia,
c$rrelacoes lineares e testes de médias (Tukey 5%) pelo programa
e§tat stico SANEST (Instituto Agrondmico de Campinas) conforme

Ldelo de delineamento experimental adotado. A fim de se obter
homocedasticidade, os dados de comprimento de raiz colonizada e
dé densidades de arbiisculos, vesiculas, pontos de entradas
pfimérios, secundarios e nimero de nddulos foram transformados em

‘(x + 0,5); a percentagem de colonizacgado transformados em
arcsen (X/100) e o peso de matéria seca de raiz da soja

transformados em log(X + 0,5).




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacao da Resposta a Formononetina em Diferentes

; Epocas

Todos os parametros de avaliacdo do processo de colonizacdo

micorrizica da soja e do milho foram significativamente afetados

pela aplicacdo de formononetina no solo (Quadros A-1 e A-2).

Na soja o efeito estimulante da formononetina sobre a
colonizag¢do foi dependente da época de avaliacdo nos parametros
pe:centagem de colonizacdo, comprimento de raiz colonizada,
densidades de arbiisculos e vgsiculas (Figura 1). Enquanto nas
densidades de pontos de entradas primidrios e secundérios o efeito
esitimulante da formononetina ocorreu independente da época de
avgliacao (Figura 2). Os parametros onde o estimulo da
formononetina ocorreu em funcdo da época de avaliagdo (Figura 1),

verificou-se aos 18 dias verificou-se que a presenca de

formononetina teve efeito estimulante significativo apenas
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percentagem de colonizacao. Aos 30 dias aumento do efeito
estimulante da formononetina quando comparado com o observado aos
185 dias. Aos 30 dias atingiu-se o efeito estimulante maximo da
fo}mononetina nos parametros percentagem de colonizacdo,
comprimento de raiz colonizada e densidades de arbiisculos. Na
densidade de vesiculas o mesmo sd foi observado aos 36 dias.

! A aplicac@o de formononetina no solo teve pouca influéncia
sobre o crescimento da soja. Aumento significativo, porém
pequeno, s& foi verificado para matéria seca de parte aérea
(Quadro 1). N&ao houve efeito da formononetina sobre o teor ou
canteido de nenhum nutriente avaliado, nem tampouco sobre

nadulacdo. Alteracdes significativas do nimero de nddulos, dos

tgores e contelidos da maioria dos nutrientes s6 foram observadas
el fungao do periodo de desenvolvimento das plantas (Quadro 1).
038 teores de 2n e Cu nao se modificaram ao longo do periodo
experimental.

No milho o efeito estimulante da formononetina foi
dépendente da época de avaliacdo em todos os pardmetros da
colonizacdo avaliados, excetuando-se os pontos de entradas

s?cundérios onde tal efeito ocorreu independente da época

avaliada. O valores médios de pontos entrada secundarios por

cTntimetro de raiz nas avaliagOes realizadas foram 1,26 e 0,67

unidade na presenca e auséncia de formononetina,
respectivamente, com aumento médio da ordem de 88%. BAos 18

dias apenas na percentagem de colonizacdo houve efeito
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QUADRO 1. Médias nas diferentes épocas de avaliacido e dados da
andlise de regressdo de alguns parametrcs da soja com
e sem efeito da aplicagdo de formononetina ao solo.

| Epoca (dias) Regressao
Parametros 3 cv
18 30 36 51 Ajuste R P (%)

Mat.Fr.P.Aérea(g) 3,61 9,32 21,65 44,69 L 0,94 0,0000L 16,50
Mat.| Seca Raiz (g) 0,21 0,48 1,00 3,45 Q 0,99 0,00001 3,13
Mat.| Seca

P.Aérea(g) S/F 0,43 1,57 3,08 9,84 Q 1,00 0,00001 7,27

C/F 0,45 1,69 3,37 10,20 qQ 1,00 0,00001

Altura (cm) 30,22 49,65 63,25 85,10 L 0,99 0,00001 5,29
NO Rﬁduloa/planta - 15 24 26 Q 0,99 0,00001 10,14
N(Z)i 6,20 5,32 4,08 3,08 L 0,96 0,00001 6,51
P(%) 0,18 0,23 0,25 0,20 L 0,93 0,002 8,05
Ca (%) 1,58 1,57 1,83 1,86 L 0,94 0,0001 7,89
Mg(2) 0.58 0,57 0,66 0,65 L 0,97 0,000l 10,90
S (§> 0,22 0,23 0,24 0,15 Q@ 0,96 0,002 13,04
Fe (ppm) 202 201 169 164 L 0,76 0,01 18,06
Mn (ppm) 96 87 86 77 L 0,97 0,00001 7,67
N(mg) 14,08 46,18 81,35 114,96 L 0,97 0,00001 12,69
P(mg) 0,41 1,96 4,25 7,72 L 0,97 0,00001 14,89
K(mg) 3,26 11,72 25,56 38,15 L 0,98 0,00001 22,58
Ca (mg) 3,70 13,67 30,58 69,70 L 0,94 0,00001 18,57
Mg (mg) 1,37 4,94 11,01 24,25 L 0,95 0,00001 16,71
S (mg) 0,52 1,96 4,02 5,76 L 0,96 0,00001 15,63
Cu (ug) 2 8 16 35 L 0,96 0,00001 32,75
Fe (ug) 47 175 281 613 L 0,97 0,00001 25,49
Zn (ug) 9 34 65 135 L 0,96 0,00001 22,72
Mn (ug) 22 75 144 289 L 0,97 0,00001 22,93

* L, Q -~ Ajuste de regressao Linear e Quadratico respectivamente,
* S/F ~ Sem Formononetina

C/F ~ Com Formononetina
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estimulante do composto (Figura 3). No entanto, aos 30 dias

ob#erva-se estimulo da formononetina em todos os parametros.
Nejsa época, como observado na soja, verificaram-se os maiores
estimulos da formononetina na maioria dos parametros de
co{onizacao. Apenas na densidade de vesiculas este estimulo
maximo ocorreu aos 42 dias.

! Nao houve efeito da formononetina sobre o crescimento do
mi;ho, porém houve aumentos dos teores de K, Ca, S, Zn, Fe e Mn
e ;dos contelldos de Zn e Fe, além da reducdo do conteiido de Cu
(Flgura 4 , Quadro 2). Durante o periodo experimental esse efeito
fol constante nos teores de K , Fe e Ca, ao passo que nos teores
de| S, Zn e Mn, e contelidos de Zn, Fe e Cu houve uma variagdo em
funcdo da época de avaliacao.

A aplicacao da solucdo de formononetina no solo estimulou o

processo de colonizagdo, acelerando a maioria dos parametros
avaliados nas duas espécies de plantas (Figuras 1 e 3). No milho,
a | aplicacao de formononetina além de acelerar micorrizacio,
elevou o nivel do platd atingido pela colonizacdo e densidade
das estruturas dela decorrente. Embora a formononetina tenha
acelerado a formacdo de MVA na soja, a dindmica das etapas do
prbcesso de colonizacd@o foi menos alterada do que no milho.Na
soja, a resposta a aplicagdo de formononetina foi menor do que
ng milho em todos os par@metros de colonizacdo, a excegdo dos

pantos de entradas secundarios.
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QUADRO 2. Médias nas diferentes épocas de avaliagdo e dados da
analise de regressdo de alguns pardmetros do milho com
e sem efeito da aplicagao de formononetina no solo.

' Epocas (dias) Regressao
Parametros 3 cv
18 30 36 42 Ajuste R P (2)
Mat. Fresca
P{ Aerea (g) 9,50 24,30 38,48 64,97 Q 0,99 0,00001 13,38
Mat., Seca Raiz (g) 0,87 1,49 2,81 4,50 Q 0,99 0,00001 18,32
Mat, Seca
P. Aerea (g) 0,64 2,00 4,49 7,02 Q 0,99 0,0001 16,89
Altura (cm) 59,50 99,00 128,00 144,40 L 0,99 0,00001 6,93
P(Z%) 0,16 0,17 0,12 0,12 Q 0,77 0,02 13,54
* Cu (ppm) S/F 14 10 17 13 S.A - - 10,44
| C/F 13 16 13 13 S.A - -
Fe (ppm) S/F 172 150 154 121 - L 0,84 0,01 16,50
! C/F 219 156 182 168 S.A - -
B(pbm) - §/F 62 52 33 40 L 0,79 0,00001 13,75
. C/F 53 58 42 41 S.A - -
N(mg) 13,42 39,64 80,73 114,36 Q 0,99 0,00001 19,42
P(mg) 0,67 2,11 3,09 4,50 L 0,97 0,00001 22,88
K (mg) 12,95 28,51 37,09 48,61 L 0,99 0,00001 18,22
Ca {(mg) 3,79 9,62 16,24 23,54 Q 0,99 0,001 21,34
Mg ng) 2,68 9,02 15,75 24,09 Q 0,99 0,0004 21,94
S (mg) 0,82 2,01 3,54 5,29 Q 0,99 0,0006 23,89
Cu (ug) S/F 6 15 44 50 L 0,87 0,00001 25,32
; C/F 6 18 27 48 Q 0,99 0,02
Fe (ug) S/F 61 175 396 464 L 0,93 0,00001 26,26
C/F 95 187 424 669 Q 0,98 0,001
Zn (ug) S/F 9 24 43 69 Q 0,99 0,0001 20,12
C/F 15 30 43 78 Q 0,99 0,001
Mn |(ug) 36 87 144 210 Q 0,99 0,001 22,90
B (ug) 24 69 92 149 Q 0,99 0,006 24,41

* ﬂ,Q - Ajuste de regressao Linear e Quadratico respectivamente
g.A - Sem ajuste de regressac

% 8/F - Sem Formononetina
C/F - Com Formononetina
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As diferencas observadas no nivel de resposta do processo
de colonizagao da soja e do milho & formononetina podem estar
relacionados a natureza dos exsudatos da soja. Entre oS
isbflavonéides exsudados pela soja, D'ARCY-LAMETA (1986)
identificou comestrol. MORANDI et al. (1992) observou efeito
estimulante do comestrol sobre o crescimento micelial de
Gigaspora margarita. E possivel que a presenca de um estimulante
do fungo MVA no exsudato da soja tenha reduzido o efeito
estimulante da formononetina na soja.

O efeito estimulante da formononetina na micorrizacao
observado neste estudo corrobora os resultados obtidos por
SIQUEIRA et al. (1991b e c) com milho e trevo. No entanto, o
nivel de resposta difere um pouco do obtido por esses autores,

principalmente no trevo, quando obtiveram aumento na percentagem

dq colonizagdo da ordem de 200%. No presente experimento os
vglores de aumento na percentagem de coloniza¢do nao
hltrapassaram 36% no milho e 34% na soja. Possivelmente tal
comportamento tenha. ocorrido, em conseqliéncia da densidade de
esporo (1,85 esporo/g solo) ter sido alta para as condigdes do
experimento, visto que esse fator tem grande influéncia no nivel
dé resposta a formononetina (SIQUEIRA et al., 1991c). A densidade
de esporo elevada pode ser comprovada pelo alto nivel de
colonizagcao que as duas espécies vegetais apresentaram mesmo na
apséncia de formononetina. Os valores de percentagem de

cplonizacdao verificados na soja assemelham-se aqueles observados
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por PAULA et al. (1987) em solo nao fumigado e inoculado, e
aos mais elevados resultados obtidos por PEREIRA (1986). No
milho, a colonizacdo esteve em nivel mais alto do que o observado
por FERNANDES et al. (1987) e semelhantes aos melhores resultados
obfidos por FABER et al. (1990).

0 modo de agao da formononetina sobre a micorrizacdo nio
po;e ser precisado aqui. Contudo, alguns aspectos podem ser
discutidos. A diferenciac¢do da hifa em apressdrio e arbiisculo foi
citada por BECARD & PICHE (1989) como mecanismo para a inducdo de
crescimento em fungos MVA. Baseado na atuacdo dos flavondides e
prpdutos de sua degradagao no processo de reconhecimento do
ho%pedeiro por plantas parasiticas, que infectam raiz, a
fo%mononetina poderia atuar como indutores da formacdo de
a%ressério (pontos de entradas) e arbisculo em fungos MVA
(QIQUEIRA et al., 1991c). Considerando que a formononetina
eétimulasse a colonizagdo micorrizica através da indugdo da
formagao de arbiisculos, teria-se nas primeiras avaliagdes
estimulo da formononetina apenas ou principalmente sobre este
pﬁrametro. Porém isto ndo ocorreu neste estudo, sendo que na
p%imeira avaliacao a aplicac@o de formononetina praticamente nao
téve efeito sobre a densidade de arbiisculos. O efeito estimulante
dé formononetina sobre os pontos de entradas primarios e

|
secundarios na soja, e os secunddrios no milho independente da

- l ¢ Cnd - I'] - -~ haed
epoca de avaliagdo indica que o estimulo sobre & formacdo de MVA

poderia estar ocorrendo através da indugdo a formagdao de
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apressorios. Contudo, estudos em condig¢Ses mais controladas s&o
necessarios para comprovar isto.

Entre os fatores que regulam a intensidade da micorrizacao
BR?NDRETT (1991) coloca aqueles que influenciam o contato fungo-
raiz. 0 estimulo do crescimento assimbidtico na fase de pré-
co}onizacéo possibilitaria wum aumento do contato fungo-raiz,
ac%lerando a micorrizacgao. A redugdo do estimulo da formononetina
na:colonizacao micorrizica em densidades de esporos mais elevados
(SIQUEIRA et al, 1991c) endossa essa hipdtese. O aumento da
densidade esporo 1leva a uma elevacdo do contato fungo-raiz e
ac#lera a velocidade de colonizacaoc (WILSON, 1984). Nessas
co%dicées o aumento do crescimento fingico na fase de pré-
cohonizacio perderia sua importancia como determinante do contato
qugo-raiz, reduzindo conseqglientemente seu efeito estimulante na
mi?orrizacao.

O crescimento assimbidtico de fungos MVA é estimulado pela
formononetina (NAIR et al., 1991 e BAPTISTA, 1993), além de
outros compostos flavondoides (GIANINAZZI-PEARSON et al., 1983;
BECARD et al., 1992; CHABOT et al., 1992; MORANDI et al., 1992).
Isto indica o possivel envolvimento dos flavondides como sinais
dai planta na simbiose MVA. O estimulo ao crescimento assimbidtico
da fungo MVA na fase de pré-colonizagcdo poderia levar a
a&eleracio do processo de colonizacdo pela aplicagao de
formononetina. Esse efeito na fase de pré-colonizacdao pode

eXplicar a generalizagao do estimulo da aplicacdo do composto
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em todas as fases da colonizacdo, bem como o fato do efeito da
formononetina sobre os pontos de entradas primadrios e secundarios
na soja, e secundarios no milho ocorrer independente da época de
avaliacido. Embora esse mecanismo deva ser considerado, é
necessario lembrar que todos esses resultados de crescimento
a%simbiético tém sido obtidos em condigdes axénicas. Portanto,
d%ferindo bastante das condi¢des nas guais realizou-se este
eﬁperimento, onde a presenga da microbiota do solo e da prdpria
planta dificulta sobremaneira comparacdes com os resultados
o?tidos in vitro. Ja foi demonstrado que bactérias isoladas da
rizosfera de Cicer arietinum sao capazes de degradar
formononetina (BARZ, 1970). Embora ndo se tenha esse tipo de
informagdo no milho ou na soja, nao se pode descartar a hipdtese
dé que os resultados obtidos sejam decorrentes da acdo de

p#odutos da degradagao da formononetina pela microbiota
rizosférica. Além disso, pouco se sabe a respeito da acgdo da
formononetina ou de produtos de sua degradagdo sobre a soja e o
milho. Flavondides tem sido reportados como reguladores de
aﬁxinas, estimulando ou inibindo crescimento radicular dependendo
df tipo e concentragdo do composto (RAO, 1990). Porém, a
fgrmononetina nao teve efeito sobre o crescimento da raiz da soja
oh do milho, indicando que o composto n3o estaria atuando dessa
forma.

A  fomononetina nado teve efeito sobre a nodulagao da soja

por Bradyrhizobium Jjaponicum corroborando os resultados obtidos
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por KOSSLAK et al. (1987) que n3ao observaram efeito desse
composto na indugdo de gens nod de Bradyrhizobium japonicum.
Embora tenha havido aumento da colonizag¢do pela aplicacao da
formononetina, a magnitude desse efeito na soja parece ter sido
suficiente apenas para afetar o seu crescimento, porém ndo os
teores de conteidos dos nutrientes. Apesar do principal mecanismo
de, resposta das plantas a micorrizagio ser via aumento da
ab?orcéo de nutrientes, outros mecanismos, como alteracdao da
relacdo adgua-solo-planta e aumento da producgdo de fitohormdnios,
podem levar a resposta em crescimento da planta (LOPES et
al,,1983). No milho, onde o nivel de estimulo a colonizacéo‘ foi
ma;or, observou-se aumento nos teores e conteiidos de alguns
nuFrientes, no entanto isto nao se reverteu em maior crescimento.
Isio indica que o aumento dos teores de nutrientes observado era
de‘necessério para o crescimento do milho, evidenciando a menor
de%endéncia micorrizica do milho em relagdo a soja nas condigdes
ex%erimentais. Diferencas na dependéncia micorrizica entre as
duas espécies foram observadas por FERNANDES et al. (1987), gquando
verificaram gque a soja apresentava maior dependécia micorrizica

|
quando comparado ao milho.

|

| 0 nivel de P no solo (22 ppm na soja e 15 ppm no milho)

pﬂEece estar envolvido nas respostas de crescimento da soja e do

milho a formononetina. O P & o nutriente cujo aumento da absorgio

-

é mais expressivo da resposta a micorrizacdo (SMITH, 1980; LOPES

et al., 1983; OKEEFE & SILVIA, 1991). Apesar disso, mesmo no
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milho, onde se verificou alteragao nos teores de alguns
nutrientes, o teor de P ndo foi afetado pela aplicacdo de
formononetina, nem pelo consequente aumento da micorrizacdo. Tal
fato leva crer que a magnitude do aumento da micorrizacdo foi
insuficiente para aumentar a absorcdo de P pelo milho nas
céndicées experimentais. No caso da soja, a constatagdo de que o
n%vel de P encontrava-se alto se dd pelo fato de que os teores

de P aqui obtidos sdo semelhantes ao apresentado em plantas de

soja bem supridas de P (FERNANDES et al., 1987; PEREIRA, 1986 e
PAULA et al., 1990).

l A formononetina foi isolada como estimulante de MVA a partir
dé raizes de trevo deficientes em P (NAIR et al., 1991). Em

virtude disso, possivelmente sua agdo constitui um mecanismo da
i
planta para adquirir nutrientes nessas condigdes. Logo, respostas
em crescimento s6 serdao obtidas numa faixa de P no solo na qual a
pianta necegsite do estabelecimento da MVA e num nivel de
potencial de indculo onde o fungo MVA ndo seja capaz de colonizar
a planta de forma eficiente. Como nas condigdes experimentais o P
parece nao ter sido limitante e a infectividade foi alta, n3o

houve efeito da formononetina sobre o crescimento do milho,

enquanto na soja esse efeito foi negligivel.
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4.2. Efeito da Concentracao da Solucao de Formononetina

Os efeitos da aplicacao de solucoes de formononetina com
diﬁerentes concentragdes sobre os vaArios parametros avaliados na
soja e milho encontram-se no Quadro 3 e 4 e Figuras 5,6,7 e 8.

§ Na soja em todos os parametros da colonizagdo avaliados
hone resposta a concentracdo da solucdao de formononetina (Figura
Sf. Na percentagem de colonizacao e densidade de arbiisculo a
resposta a concentracdo seguiu modelo quadratico (Figura 5 a,c).
Jé a densidade de vesicula respondeu linearmente a concentracao
(éigura 5 d). No comprimento de raiz colonizada e nas densidades
d4 pontos de entradas primadrios e secunddrios ndo houve ajuste

{
siignificativo apesar da resposta a concentracao (Figura 5 b,
eqf). As concentracdes (ug/ml) de miximo efeito para os varios os
p%rametros foram as seguintes: percentagem de colonizagdo - 6,8;
cémprimento de raiz colonizada - 10,0; densidade de arbisculos -
9,6; densidade de vesiculas - 15,0; densidade de pontos de
entrada primdrios - 9,1 e densidade de pontos de entrada
sécundérios - 8,6.

O aumento da concentra¢ao da solugdao de formononetina teve
péuco efeito sobre o crescimento da soja (Quadro 3 e Figura 6).
Efeito significativo s6 foi observado para matéria seca da parte
aérea, que teve pequena resposta linear positiva ao aumento da
concentracdo (Figura 6). Entre os nutrientes, a variacdo da

concentracao afetou os teores e conteido de Zn e B, além do
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QUADRO 3: Médias e ajustes de regressSo para crescimento, colonizaglo micorrizica, teores e contelidos de
nutrientes por planta de soja em diferentes concentragSes de formononetina splicadas no solo.
(Hédias de 5 repetigSes)

Conc. Form. {(ug/al)

Partostro o s 1 15 o VO)  Regressio R

|

Wat. Fresca P. Adrea (g) 3,90 8,49 5,06 65,0 3,66 3,66 - -
Mat. Seca Raiz (g) 35 338 36 34 0,07 9,53 - -
Alture (e 8,0 &0 &40 8,5 w7 3,87 - -
N Nidulos/planta Zx » 2 2 0,3 9,60 - -
NoD 398 29 321 3,06 0,05 5,75 - -
> () 02 02 02 02 6Tx10°  7,% - -
g () .08 0% 0% 10 0,00 3,2 - -
ta OO 9 1,8 1,8 1,8 0, 5,24 - -
g 066 06 06 06 30x10° 8,67 - -
8 @ 01% 015 0% 0,13 86x 0% M7 - -
O Gpp) 9 9 8 8 2,41 2,7 - -
Fe (ppm) R 1% R 157 125,35 12,48 - -
fih (ppm) 7 ™ e 76 N5 1,4 - -
P (ng) 86 8& 90 87 0,16 6,45 - -
K (ag) M2 WRr B% 8% 2,5 13,68 - -
ta (m 7% 768 80,3% 8,6 nm 7,04 - -
ny (ng) a3 aE T 6% 0,46 10,88 - -
S (m) 63 655 7,00 50 1,62 13,% - -
@ () 38 4“0 % % 13,1 2,52 - -
Fe (u) 68 &9 5% &0 10229 14,38 - -
m () W W, | T3 72 2,62 - -
> (up 153 w7 18 188 160 10,52 L 0,8
P uy 3B %6 3 1] 0B~ 10,62 (L] 0,66

I[" w —> Significativo 8 5 e 1X respectivamente pelo teste F de Snedecor.

L =—> Ajuste de regressiio Linear.
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conteido de N (Quadro 3, Figura 7). O teor de 2n apresentou
resposta crescente a partir da concentracdo de 5 ug/ml. Apesar de
ndo ser possivel concluir que esse efeito da formononetina seja
mediado pelo seu estimulo sobre a micorrizacdo, aumento da
absorcdo de 2Zn tem sido observado como um dos efeitos da
migorrizacéo, e isto @ creditado a baixa mobilidade que este
nuFriente apresenta no solo (FERNANDES et al., 1987; FABER et
ali, 1990). Nac foi encontrado ajuste significativo para o
conteido de N, porém o teste de média revela que apenas na
concentragdo de 10 ug/ml houve aumento significativo em relacido
aoi controle. Esta concentracdo estd préxima daquelas onde se
obteve o maximo de efeito sobre os paradmetros de colonizacio (6,8
- ?10 ug/ml). A formononetina ndo teve efeito sobre a nodulacio
(Q?adro 3). Em vista disso, & possivel que o efeito da
formononetina sobre o contelido de N seja via micorrizacgdo. A
acdo da micorrizacdo sobre o conteido de N em lequminosa
relaciona-se a maior absorgdo de P e ao efeito deste nutriente
sobre o processo de fixagdo de N (ASIMI et al., 1980:; PAULA et
alr, 1987). Porém, devido a auséncia de efeito sobre a absorcao
de} P, & provavel que o aumento no conteiido de N seja decorrente
deiv um aumento da atividade da nitrogenase em resposta a
colonizagdo micorrizica (PAULINO et al., 1986; PAULA et al.,
1@87).

Todos os pardmetros de colonizacdo do milho responderam a

ancentracéo de formononetina, com excecido dos pontos de entrada
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secundarios (Figura 5). A percentagem de colonizagao, comprimento
de raiz colonizada e densidade de arbasculos apresentaram
resposta quadratica a concentragio de formononetina (Figura 5 a,
b,c). A densidade de vesiculas e pontos de entrada primarios
apesar de ter mostrado resposta, ndo apresentou ajuste
significativo (Figura 5 d,e). O efeito estimulante miximo da
fo?mononetina nos varios pardmetros de colonizac3o foi observado
nés seguintes concentrag¢des (ug/ml): percentagem de colonizacao -~
8,3; comprimento de raiz colonizada - 7,9; densidade de vesiculas
= 5,0; densidade de pontos de entrada primarios ~ 8,6.

f No milho, embora nd3oc tenha sido observado aumento do
cﬁescimento (Figura 6), os teores de K e Mn e os contelidos de K e
Fé responderam significativamente ac aumento da concentracio de
férmononetina (Quadro 4, Figura 8). Os efeitos sobre a absorgao
dé K apresenta boa correlacdo com aqueles observados na
colonizagdo micorrizica. A concentragdo de efeito maximo sobre o
teor e conteiido de K ( 8,0 ug/ml) é semelhante ao observado para
os parametros de colonizacdo (5 - 8,6 ug/ml). O milho & uma
espécie que possui alta demanda por K e devido a isso o aumento
d% area de absorc¢io pode ter levado a um consumo de 1luxo numa
c$ndicéo se possuia alto nivel de K no solo (50 ppm). Em
decorréncia disso o aumento na absorgdo de K ndo se reverteu em
aumento de crescimento.

Verificaram-se respostas significativas dos parametros de

colonizacao a alteracao da concentracao da solucao de

!
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QUADRO 4: Médias e ajustes de regressfio para crescimento, colonizagBo micorrizica, teores e conteidos de
nutrientes por planta de milho em diferentes concentragBes de formononetina aplicadas no solo.
(Médias de S repetigBes).

Conc. Form. (ug/ml)

Pardnetros o 5 1 1 o VD Regressio W
§

Hat. Fresca P . Adrea (g) 64,63 63,51 61,0 6544 7.1 8,9%8 - -
Mat. Seca Raiz (g) 45 466 4,38 459 0,05 7,3 - -
Altura (cm) 1%4,30 144,50 142,60 152,60 100,43 4,17 - -
NCD 38 312 3,00 3, 0,@ 10,60 - -
PO on 01 012 01 1,780 7,7 - -
ta &%) 06 08 072 06 0,01 nx - -
g 0 06 06 072 06 0,01 9,63 - -
5 073 0,7% 0% 0,13 8,510 8,& - -
tu (ppm) 3 13 12 n 2,8 10,43 - -
Fe (ppm) 2 1 12 1M 3053+ 3,01 s.a -
2n (pp) 8 2 21 2 12,2 13,8 - -
B (pp) o M 51 3 67, 18,80 - -
N (ng) 114,40 14,38 16,67 115,17 5,9 16,20 - -
P (g 4R 4,68 b4 43 0,15 12,58 - -
<a (ng) B8 B 68 3,5 13,93 1%,70 - -
M () 2,8 248 %8 2,16 18,89 12,18 - -
S (ng) 4% 506 53 4,8 0,15 14,30 - -
 (ug) 50 48 S { €,27 16,5 - -
Fe (ug) 7 . . S B 18,60 Qv 0,55
m (uy) 2 25 20 243 214 16,40 - -
n () ® & 7 7,4 17.00 - -
B (ug) % 150 1% 142 2828+ 18,55 s.a. -

|

E*, ** —> Significativo a 5 e 1 respectivamente pelo teste £ de Snedecor.
i@ ——> Ajuste de regressfio Qmdirético

18.4. —> Sem ajuste de regressio pera os modelos estudados.,
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formononetina nas duas culturas. A faixa de concentracio da
solugcdo de formononetina onde se observou o efeito estimulante
maximo do composto sobre a micorrizagdo nas duas culturas foi de
5 - 10 ug/ml. Embora fora dessa faixa tenha havido reducdo do
esfimulo a& micorrizagao, n3o foi observado efeito inibitério em
concentragOes elevadas. Essa faixa de concentracdo encontra-se
be% proxima dos resultados obtidos em trevo por SIQUEIRA et al.
(1@91c), quando verificaram efeito estimulante da formononetina a
5 e 10 ug/ml, porém ndo a 20 ug/ml. Os autores constataram
também que nd3o houve efeito inibitério desse composto mesmo a 20
ug“:;/ml. Estas concentagdes estimulantes também corroboram os
re;ultados de NAIR et al.(1991) in vitro, que verificaram efeito
es¢imulante da formononetina ao crescimento assimbidtico de fungo
M%A na concentragao de 5 ug/ml.

| Os efeitos relativos ficaram abaixo do observado no
experimento anterior, no entanto, deve ser considerado gque o
efeito maximo naquele experimento ocorreu por volta dos 30 dias,
enquanto que a avaliacdo deste experimento foi realizada aos 42 e
51 dias para o milho e soja respectivamente.

f Dentre os parametros de colonizagdo micorrizica avaliados a
pércentagem de colonizacdo foi o que apresentou menor estimulo.
A avaliagao mais detalhada da colonizacao, através da observacido
de arbisculos e vesiculas, foi plenamente justificada pela maior
sénsibilidade que esses parametros apresentaram ac aumento da
concentracdo de formononetina na época em que o experimento foi

avaliado.
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O aumento da densidade de arbusculos e vesiculas, como
observado neste estudo,reveste-se de grande importancia. Estas
estruturas estao diretamente envolvidas no processo de
transferéncia de nutrientes, principalmente o P, para hospedeiro
(CLARKSON, 1985). Considerando que o gradiente de P entre a hifa
doifungo MVA e o solo atinge 1000:1 (SMITH & GIANINAZZI~PEARSON,
19@8), o aumento da densidades de vesiculas e arbiisculos
possibilitaria uma maior capacidade do fungo MVA para armazenar
e transferir P. Isso seria importante para o aumento do fluxo de
P entre o fungo simbionte e a planta hospedeira, em condicdes de
ba#xa fertilidade.

| Os resultados obtidos demonstraram que o efeito estimulante
fo%mononetina sobre a micorrizacao é influenciado pela
coécentracéo da solugao aplicada. A pequena variacdo nas
coﬁcentracﬁes de efeito maximo da formononetina nos varios
‘parametros avaliados nas duas culturas, indica a viabilidade de
utilizagdo de uma fnica formulagdo da solugcdo de formononetina no

milho e na soja, que estaria entre 5 - 10 ug/ml.
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4.3. Aplicacdo de Formononetina em Soja Inoculada com

Diferentes Espécies de Fungos MVA

Os efeitos da aplicagdo de formononetina na colonizacio
migorrizica da soja por diferentes fungos MVA, avaliados aos 30
e 50 dias encontram-se no Quadro 5 e Figura 9.

A formononetina exerceu efeitos significativos sobre todos

oS! parametros avaliados aos 30 dias, exceto nos pontos de
entrada. Os parametros da colonizagdo diferiram para os
digerentes fungos e também para os efeitos da formononetina, que
n§§ exerceu efeitos significativos em todos os fungos. A
ap}icacéo de formononetina aumentou a percentagem de colonizagao
naé plantas inoculadas com A. morrowae, G. clarum e S.
t

heterogama. Houve aumento do comprimento de raiz colonizada nas
pléntas com A. morrowae e G. clarum. Observou-se também aumento
da densidade de arblisculos naquelas plantas com A. morrowae, S.
heterogama e G. etunicatum. Aumento na densidade de vesiculas foi
observado apenas nas plantas inoculadas com G. clarum, porém a
oc?rréncia de vesiculas s6 foi observado em G. etunicatum e G.
clgrum. A formononetina nido exerceu efeito inibitdrio em nenhum
doé parametros avaliados em nenhuma das espécies estudadas.

Aos trinta dias as espécies G. clarum e G. etunicatum
apresentaram maior colonizagdo, sendo essas espécies superiores
as| demais na maioria dos par@metros de colonizacdo, independente

da; presenca de formononetina. Por outro lado, A. morrowae e S.
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QUADRO 5. Parametros de colonizagéo micorrizica aos 30 e 50 dias

em soja inoculada com diferentes fungos MVA em solo com

(CF) e sem (SF) aplicagdo de formononetina.

Comp. raiz Vesiculas Pont. Ent, 20
k colonizada (cm/cm) (n®/cm) (n®/cm)
Espé[cies FMVA
; SF CF SF CF SF CF
30 dias
Acaulospora morrovase 0,218 0,31 ab - - 0,01Ab 0,01Ab
Gigaspora margarita 0,32 aab 0,31 ab - - 0,17Aab  0,20Aab
6lagus clarus 0,46 Ba 0,59 Aa 0,20 Ba 0,40 Aa 0,24Aa 0,42Aa
|
|
Glogus etunicatum 0,47 A8 0,55 Aa 0,11 Aa 0,15 As 0,3%Aa 0,392
t
Scutel lospora heterogams 0,25 Ab 0,31 &b - - 0,07ab  0,15ab
: 50 dias
Acsqtospora sorrowae 0,66 Bc 0,78 Ab 5,38 Aa 4,85 Aa 0,298 0,93 b
Gigdspora margarits 0,78 Aa 0,84 Aab - - 0,84 8a 1,67 Aa
Glozus clarum 0,76 Bab 0,90 Aa 1,33 8b 5,03 Aa 1,30 Ba 2,16 Aa
Gloaus etunicatum 0,74 Bab 0,86 Asb 1,82 8> 3,82 Aa 1,04 Ba 1,97 Aa
Scutellospora heterogams 0,68 Bbc 0,80 Aad - - 0,96 Ba 1,74 Aa

Hédiaé seguidas de mesma letra nBo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Letra

maiuscula compara médias na linha e mintiscula na coluna.

i
I
i
1
I
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heterogama foram as espécies que demonstraram menor eficiéncia em
colonizar a soja.

A percentagem de aumento nos parametros de colonizacao
devido ao efeito estimulante da formononetina foi maior nas
espécies que apresentaram colonizagdo mais lenta, enquadrando-se
nessa categoria S. heterogama tratando-se de percentagem de
c#lonizacéo e A. morrowae no que se refere a formacdo de
a;bﬁsculos. Apesar do estimulo da micorrizacdo nas espécies de
colonizagdo mais lenta, o nivel de colonizacdo alcangado por
essas espécies na presenca de formononetina foi inferior aos das
e%pécies de colonizagdo mais rapida na auséncia deste composto.
Néo houve efeito estimulante da formononetina em nenhum parametro
de colonizagao G. margarita nessa época de avaliacdo.

! Na avaliacao realizada aos 50 dias verificaram-se
comportamento diferenciado entre as espécies e efeitos
estimulantes significativos da formononetina (Quadro 5, PFigura
9). O efeito estimulante da formononetina sobre os varios
parametros da colonizacgdo foi mais generalizada do que o
o?servado aos 30 dias. Apenas ndo houve estimulo significativo do
c%mposto na densidade de vesiculas em plantas inoculadas com A.
mbrrowae. Também a percentagem de colonizacido e o comprimento de
raiz colonizada nas plantas inoculadas com G. margarita nao
foram alterados pela formononetina (Quadro 5), comportamento
sémelhante ao observado aos 30 dias. Porém, ao contrario do que

ocorreu aos 30 dias, nessas plantas a formononetina estimulou a
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densidade de arbusculos, vesiculas, pontos de entradas primarios
e secundarios.

As diferencas nos valores dos pardmetros de colonizagao
entre os fungos aos 50 dias foram menores do que aos 30 dias.
Independente da presenca de formononetina, os fungos G.
eii;unicatum, G.clarum e G. margarita apresentaram os maiores
v%lores de percentagem de coloniza¢do, comprimento de raiz
célonizada, densidades de arbiisculos e pontos de entrada
primdrios (Quadro 5, Figura 9).

Aos dias, observa-se que houve pequeno aumento de
célonizacéo em relag¢do a avaliacdo anterior nas espécies mais
eficientes na colonizagao como G. clarum e G. etunicatum. 1Isto
e?idencia que o processo de colonizag¢dao atingiu possivelmente seu
piaté. O efeito estimulante da formononetina nessa época
aésemelha-se ao constatado na tGltima avaliacdo do experimento de
época, visto que o efeito estimulante apresentado foi sempre
menor, gque o apresentado aos 30 dias. Excetua-se o efeito sobre
as vesiculas e os pontos de entrada primarios e secundarios. Em
relagdo a vesicula, por ser uma estrutura mais tardia do processo
d% colonizacdo o maior efeito estimulador da formononetina
t?nderia a ocorrer numa €poca posterior aos demais paradmetros.

A formononetina exerceu efeito estimulante sobre todos os
parametros da colonizacao aos 30 ou 50 dias, a excecdo dos pontos
d% entrada aos 30 dias. Entre os fungos, apenas G. margarita

| . ~ - .
aps 30 dias nao sofreu estimulo da formononetina, com isso sendo




61

verificado apenas aos 50 dias. Esses resultados demonstram a
generalizagdo do efeito da formononetina sobre a colonizacao
miéorrizica, indicando auséncia de especificidade na atividade
desse composto. No entanto existem variacOes na forma como o
ef?ito ocorre entre as diferentes espécies. Diverso portanto dos
fl%vonéides em relacdo a espécies de rizdébio, onde um composto
po%e mudar seu espectro de agdo dependendo da espécie em questao
(SiQUEIRA et al., 199la). No caso do estimulo a micorrizacio,
como observado na percentagem de colonizacio e densidade de
arbisculos, a diferenca principal verificada nas varias espécies
deifungo MVA foi a época em que se deu o estimulo.

0 nivel de colonizacdo dos varios fungos foi bastante
elévado, tanto na presenga como na auséncia de formononetina,
eséando nos niveis observados em outros estudos em soja
(MIRANDA, 1982; PAULA et al., 1988 e PEREIRA, 1986). A elevada
taxa de colonizagao indica que possivelmente o niimero de esporo
utilizado (150 esp./planta) tenha sido alta e inadequada para se
estudar (o) efeito estimulante da formononetina sobre a
migorrizacéo e efetividade das espécies avaliadas neste
exéerimento.

Apesar da formononetina ter estimulado o estabelecimento da
simbiose MVA, esse efeito ndo se manifestou no crescimento e na
nodulacac da soja. Verificou-se no entanto, efeito significativo
da espécies fiingicas ao término do experimento, sendo todos os

fungos considerados efetivos (Quadro 6, Figura 10). G. etunicatum

IR~ N " .
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producao de matéria seca da parte aérea e nodulacao
da soja aos 50 dias. ( NI - ndo inoculado, NI + P =
ndo inoculado e adubado com P, AM - A. morrowae,
GM- G. margarita, GC - G.clarum, GE - G. etunicatum
e SH - S. heterogama)



63

QUADRO 6. Crescimento, producdo de matéria fresca da parte aérea
e matéria seca da raiz aos 50 dias de soja

inoculada com diferentes fungos MVA, (Médias de 8

repeticdes).

N Altura Matéria fresca Materia

Tratamentos de inoculagao parte aerea seca

' (cm) (g) raiz
Acaulospora morrowae 62 ab 18 be 1,17 ab
Gigaspora margarita 65 ab 19 abe 1,26 a
Glomus clarum 70 a 20 ab 1,26 a
Glﬁmua etunicatum 71 a . 24 a 1,56 a
Scutellospora heterograma 60 b 14 ¢ 1,11 ab
Nao inoculado 50 c 9d 0,71 ab
Nao -inoculado + P 62 ab 17 be 1,27 a

Médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% probabilidade.

destacou-se como o mais efetivo, com aumento da producdo de
météria seca de 163% em relacdao 3 testemunha NI. G. clarum também
mostrou boa efetividade simbidtica (117% de aumento na matéria
seca). As espécies que apresentaram maior colonizacdo foram
também dquelas que mostraram-~se mais efetivas no
crescimento. Isso vem a confirmar efetividade elevada para soja
dJ populacées contendo G. etunicatum (PAULA et al., 1988 e

1190). O efeito das espécies de fungos MVA sobre a nodulacgio
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indica a ocorréncia de sinergismo com B. japonicum, como
observado em outros estudos (ASIMI et al, 1980; PAULA et al.,
1990 e PAULINO et al., 1986).

Tal como verificado para crescimento, os teores e conteiidos
de nutrientes na soja ndo foram influenciados pela aplicacdo da
formononetina em nenhuma das épocas de avaliacdo do experimento,
havendo efeito apenas para fungos (Quadro 7 e 8). Aos 30 dias
houve efeito significativo da inoculacdo sobre os teores e
conteildos de P, K, Ca, Mg, S, Cu e %n, bem como nos teores de Fe
e’ Mn (Quadro 7). Nessa época nao houve efeito significativo da
inoculagao sobre o teor e contetdo de N, e conteido de Fe. G.
etunicatum foi a espécie que teve maior efeito sobre os teores e
cénteﬁdos dos nutrientes, aumentando os teores e contetdos de P,
K, Ca, Mg, S, Cue 2n, e reduzindo os teores de Fe e Mn. A
reducdo dos teores desses nutrientes caracteriza-se como efeito
diluicdo, visto que o contefido do mesmo ndo foram alterados.
Efeito das espécies flingicas na absorcdo de nutrientes também
foi observado aos 50 dias. G. etunicatum e G. clarum foram as
espécies mais efetivas, aumentando os teores e conteiidos dos
nutrientes, a excecao de Mn.

Verificaram-se correlacbes significativas (p < 0.01) de
teores de P (r = 0,89) e K (r = 0,74) com densidade de arbiisculos
aos 30 dias. 1Isso corrobora OKEEFE & SILVIA (1992), que
p?opuseram que a sequéncia de resposta em crescimento das

|
plantas a MVA resulta da elevacdo dos teores de P no tecido
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QUADRO 7. Teores (X e ppm) e conteidos (mg e ug) de nutrientes acs 30 dias em soja inoculeds com diferentes

espécies de fungos MVA (Hédias de 8 repetigBes).

Tratamentos de Inoculaglo L4 K Ca Mg -3 Cu Fe In Mn
% ppm
Acaulospora sorrouse 0,10bc 0,90cde 1,76bc 0,51bec  0,21b e 217abe 3b 128a
Gim sargarite 0,10bc 0,84de 1,848bc 0,52bc¢ 0,22b 8ab 274a b 124a
6lomus clorum 0,12bc 1,10bed  1,7bc  0,52b¢c 0,23b 9a 223ab 3b 121ab
Glomsus etinicatim 0,272 1,56a 1,90ab 0,57ab 0,27a 9a  148¢ 468  10%
Scutellospora heterogoss 0,11be 1,14be 2,07a 0,58a 0,28a Sc 185be 32a 117ab
NSo inaculado 0,09¢c 0,80e 1,9ab 0,50¢c 0,20b 6bc 209abc  35b 123a
Ndo inoculado + P 0,13b 1,31eb 1,62¢ 0,49¢ 0,23b 8ab 228ab b 125a
. mg ug

Acaulospors sorrovae 0,43b 3,81bc 7.20b 2,70 0,87 3b 88a 13b 53
Gigaspora ssrgarita 0,400 3,35¢ 7.36b 2,100 0,89 3b 12a 1%4b  50a
6lomys clarum 0,45b 4,15bc 6,56b 2,00b 0,8% 4ab  84a 12b  47a
Glomus etunicatum 1,16a 8,50a 10,33a 3,07a 1,458 Sa 82a 25a 5%9a
Scutel lospora heterogasn 0,45b 4,70bc 8,59ab 2,40ab 1,15ab 2b 88a Bo 47z
N3o indculado 0,37 3,34¢ 6,75b 2,03 0,8b 3b 88a 15b 53a
N8o indculado + P 0,5% 6,05b 8,77ab 2,33asb 1,10ab 3b 101a 14b S48

* Médias seguidas de mesma letra nfio diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%



ey

Wil

y
XS
v Vi
RERTRN

Y

we ot

(et

i [T
Lo I D ?
it I T

5

P SN

ke
3

e




s

66

QUADRO  B. Teores (X e ppm) e conteldos (mg e ug) de nutrientes aos 50 dias em soja inoculada com diferentes

espécies de fungos MVA (Médias de 8 repetigBes).

Tratamentos de Inoculaglo N P K Ca Mg ) Cu Fe in Mn

% ppm - —
Acaulospora morrowae 3,7ebc  0,13bc 1,06ab 1,74bc 0,47 0,16bc &b 144a 30bc  102b
Gigaspora margarita 3,53bc  0,16b 1,09a  1,81abc 0,49 0,17b 7b 171a 37b 107b
Glomus clarum 4,02bc  0,19a 1,10a 1,98a 0,58a 0,20a 10a 16%a 34bc  107b
Glosus etunicatus 2,9c 0,15b 0,93ab 1,98a 0,56a 0,17b 10a 168a 45a 102b
Scutel lospora heterogama 4,09bc  0,17cd 0,8b 1,88ab 0,58a 0,14c éb 194a 28¢c 111ab
N&o inoculado 5,40a 0,09de 0,66¢c 1,88ab 0,42¢ 0,17b 4e 15%a 34bc  125a
N8o inoculado + P 4,21b 0,07e 0,66¢c 1,62¢c 0,39¢ 0,10d 4e 154a 27¢c 126a

mg ug ey
Acaulospora morrowae 55,85b 2,11cd  16,31bc 28,28bc  7,57cd 2,48bc 12b 231bc  48bed 163bc
Gigaspora margarita 60,13ab 2,71bc  18,69ab 31,86bc  8,63bc 3,02ab 13b 296ab 64bc  185ab
Glosus clarum 76,47a 3,58a 20,69a 37,17ab 11,00ab 3,79a 20a 323ab  65b 201ab
Glosus etunicatums 66,21ab 3,37ab 21,05a 44,88a 12,64a 3,71a 24a 385a 103a 233a
Scutel lospora heterogosa 56,03b 1,63de 12,69cd 27,20bc  6,04cd 1,97cd  9bc 271ab  39d 160be
Ndo inoculado 48,92b 0,79 6,15¢ 17,24d 5,22d 1,48d 3d 145¢ 31d 115¢
Nio inoculado + P 64,67ab 1,11ef 10,37de 25,11cd 6,14cd 1,61d 6cd 246bc  43cd  197ab

* Médias seguidas de mesma letra nfio diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.
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provocado pelo aumento da absorgdo. No entanto, colonizacdo ndo
se correlacionou com producdo de matéria seca, mas essa relacgio
pode ocorrer para producdo de grdos aos 120 dias, como
verificado por PAULA et al. (1990). Em consondncia a isso, G.
etunicatum que esteve entre as espécies de colonizacdo mais
rapida, correspondeu a mais efetiva no que se refere a producao
dei matéria seca da parte aérea e teor de P. No entanto, isto
ocorreu independente da presenca de formononetina.

A atividade da formononetina demonstrou ocorrer em todas as
espécies de fungos MVA, aumentando a micorrizacdo da soja. Porém,
como nos demais experimentos desse estudo o aumento da
micorrizacdo ndo se reverteu em beneficios no crescimento das
plantas. Pelos resultados, o nivel de fésforo no solo
passibilitava a resposta a micorrizagao. Portanto, a auséncia de
resposta em crescimento das plantas com o aumento da
micorrizacao estimulado pela formononetina parece estar
relacionado ao elevado potencial de inéculo. Este pontencial

levou a altos niveis de colonizacdo mesmo na auséncia de

formononetina.

'
'



5. CONCLUSOES

- A formononetina estimulou a micorrizagdo da soja e do
milho, sendo o efeito estimulante dependente da é&poca de
avaliacao e da concentragdo da solugdo aplicada.

~ Ros trinta dias do plantio ocorreu o maior efeito
estimulante da formononetina na maioria dos pardmetros de
colonizacao, nas duas culturas.

- 0 efeito estimulante da formononetina nos diversos
parémetros da colonizacg@io das duas espécies vegetais foi maior
quando aplicada em concentracido de 5 a 10ug/ml.

- A formononetina estimulou a micorrizacido da soja por todas
as espécies flngicas estudadas.

| ~ O efeito da formononetina no crescimento das plantas foi
négligivel na soja e inexistente no milho, porém aplicagdo de

formononetina alterou a nutricio de ambas as culturas.
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- Os efeitos nutricionais foram mais intensos no milho,
variando em funcao da época de avaliacdao e da concentracio da
solugcao aplicada.

- Os teores de P, geralmente implicados nas respostas das
plantas a micorrizacao, nao foram influenciados pela aplicacao de
formononetina, sendo os efeitos mais evidentes para os teores K,

Ca, S e micronutrientes.



6. RESUMO

Estudaram-se os efeitos da aplicagao de formononetina no
solo na colonizacao micorrizica, crescimento e nutricao do
milho e soja. O estudo constou de 3 experimentos conduzidos em
casa de vegetacao, sendo: 1) avaliagao da resposta a
formononetina em diferentes épocas ; 2) efeito da concentragao
da solucao de formononetina aplicada e 3) efeito da aplicacao de
formononetina em soja inoculada, com diferentes espécies fungos
MVA. No primeiro experimento, sementes pré-germinadas de soja e
milho foram plantadas em material de Latossolo Vermelho Amarelo
(LV) nao fumigado e inoculado com Glomus etunicatum Becker &
Gederman, na presenca e auséncia de formononetina (0 e 5 wug/ml),
sendo a soja avaliada aos 18, 30, 36, 51 dias do plantio, e o
milho aos 18, 30, 36, 42 dias. Calagem e adubacao fosfatada foram
realizadas no sélo antes do plantio. Utilizou-se arranjo fatorial
2 X 4 com 5 repeticdes, sendo o primeiro fator nivel de

formononetina e o segundo época de avaliagao. O segundo

-



11

experimento foi conduzido de forma idéntica ao primeiro, com Os
tratamentos constando da aplicagdao de solugao de formononetina a
5, 10, 15ug/ml e um controle. A avaliagao foi realizada aos 42
dias do plantio no milho e 51 dias na soja. No terceiro
experimento, utilizou-se material de LV fumigado e inoculado com
cinco espécies flngicas na presenga e auséncia de formononetina
(5 ug/ml). As espécies testadas foram: Acaulospora morrowae Spain
& Schenck, Gigaspora margarita Becker & Hall, Glomus clarum
Nicolson & Schenck, Glomus etunicatum Becker & Gederman e
Scutellospora heterogama (Nicolson & Gederman) Walker & Sanders.
Teve-se ainda duas testemunhas, sendo uma nao inoculada (NI) e
outra nao inoculada e adubada com 120ppm de P,Og (NI+P).
AvaliacOoes foram realizadas aos 30 e 50 dias do plantio. A
formononetina estimulou a colonizagdo micorrizica na soja e no
milho, sendo o efeito estimulante dependente da época de
avaliacdo e da concentracao da solucdo aplicada. Aos trinta dias
do plantio ocorreu o maior efeito estimulante da formononetina na
maioria dos parametros de colonizagao, nas duas culturas. O
efeito estimulante da formononetina nos diversos parametros da
colonizacdo das duas espécies vegetais foi maior quando aplicados
em concentracido de 5 a 10 ug/ml. A formononetina estimulou a
micorrizacdo da soja por todos as espécies flngicas estudadas. O
efeito da formononetina no crescimento das plantas foi negligivel
na soja e inexistente no milho, porém a aplicagao de

formononetina alterou a nutricdo de ambas as culturas. Os
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efeitos nutricionais foram mais intensos no milho, variando en
funcdo da época de avaliacao e da concentracao da soluciao
aplicada. Os teores de P, geralmente implicados nas respostas das
plantas a micorrizacdo, ndao foram influenciados pela aplicacao de
formononetina, sendo os efeitos mais evidentes para os teores K,
Ca, S e micronutrientes. Conclui-se que a aplicacio de

formononetina no solo estimula a micorrizacao do milho e da soja.



7. SUMMARY

EFFECTS OF FORMONONETIN (7-HYDROXI, 4'-METHOXI ISOFLAVONE) ON

MYCORRHIZATION, GROWTH AND NUTRITION OF CORN AND SOYBEAN.

The effects of formononetin application on mycorrhization,
growth and nutrition of corn and soybean were studied in three
greenhouse experiments. In the first experiment, pre-germinated
corn and soybean seeds were planted in a non-fumigated Oxisol,
infested with Glomus etunicatum Becker Gerdeman, in the presence
and absence of formononetin (0 and 5 ug/ml) application. Before
planting soil received lime and P-fertilization. Soybean plants
were harvested and assessed at 18, 30, 36 and 51 days after
planting, while corn plants were harvested at 18, 30, 36 and 42
days. The experiment was set up in a factorial design 2 x 4, with
five replications, being two formononetin levels and four growth
period. The second experiment was conducted similarly to the

first one and the effects of concentration of the formononetin
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solution (0, 5, 10 and 15 ug/ml) were studied. Plants were
harvested at 42 and 51 days after planting for corn and soybean,
respectively. In the third experiment, it was used fumigated soil
planted with soybean inoculated or not with five differents
mycorrhizal fungi in the presence and absence of formononetin (5
ug/ml). One non-inoculated and one P-fertilized controls were
also included in this experiment. Formononetin effects were
assessed at 30 and 50 days after planting. Formononetin
stimulated mycorrhizal formation in both corn and soybean. Such
effect was depend upon the growth period and concentration of the
formononetin solution applied to soil. At thirty days after
planting, formononetin exhibited its maximum effects on
colonization parameters assessed on both plant species.
Formononetin stimulating effects were maximum at concentration
ranging between 5 to 10 ug/ml. Formononetin effects were detected
for all fungal species tested on soybean. In spite of its
stimulating effects on mycorrhization, formononetin had
negligeble growth effects on soybean and no growth effects on
corn, However, formononetin caused significant effects on
nutrition of both species. Nutritional effects of formononetin
were greater on corn than on soybean plants. These effects also
varied with growth period and formononetin concentration. Leaf
phosphorus concentration, commonly involved in mycorrhizal growth
responses in low-fertility soils, were not significantly affected

&

by formononetin application. Formononetin nutritional effects

-



were more frequently found for leaf concentration of K, Ca, S and
few micronutrients. It is concluded that soil-applied

formononetin stimulates mycorrhizal formation in corn and

soybean.

-
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QUADRO A-1: Resumo das andlises de varidncia dos par8metros avaliados na soja em solo com aplicaclo de formoncnetina,

em diferentes épocas de avaliaglio.

Quadrados Médios

Parametros

: Epoca (E) Formononetina (F) Interaclo ExF Erro
colonizaglio 1112,56%* 108, 15%+ 9,95+ 2,42
Conp. Raiz Colonizada 0,15 0,005* 0,01 0,001
Pontos Entradas 19 0,41* 0,14* 0,01 0,0
Pontos Entradas 22 0,32%% 0, 4% 0,02 0,02
Arbusculos a2,22%n 3,76 2,12+ 0,3
Vesiculas 2,078 0,05* 0,03 0,01
Mat. Fresca Raiz 670,074 0,35 0,10 2,69
Mat. Seca P. Adrea 183,504* 0,39+ 0,06 0,08
Mat. Seca Raiz . 22,064 0,005 0,02 0,06
Altura 5331,94x% 2,63 17,84 ?,1
N (%) 15,684+ 0,28 0,10 0,10
PO 0,014 9,9 x 106 7,0 x 1075 3,0 x 107
K )| 0,284 0,003 0,03 0,01
ca (%) 0,25 2,0 x 107 0,02 0,01
ng 0 0,024+ 8,0 x 107 6,5 x 1074 0,001
s M) 0,01%» 1,6 x 1074 3,7 x 1074 4,0 x 107%
Fe (ppo) 4120,78* 947,05 1655,94 1106, 06
Hn (ppty) 604,41%% 17,22 1,13 44,08
In (ppm) 43,88 5.76 25,51 24,76
v (ppm) 2,04 1,79 0,67 2,06
N (ng) 19027, 94n+ 0,78 159,11 66,28
P (mg) 100, 65+* 0,005 0,34 0,28
K (og) 2245 ,45%* 1,65 32,72 17,7
Ca (mg) 8446,15%% 2,06 34,63 29,84
g (mg) 1011,09%* 0,17 3,09 3,02
S (ng)| 52,98%* 0,12 0,45 0,3
Fo (ug) 587,799,764+ 483,33 2970,70 056,34
#n (ug) 132.844,884% 125,90 9,12 923,85
n (ug) 29.520,24%% 5,20 224,03 192,39
Cu tug) 2065,53+ 4,46 7,32 25,21
* N2 Nodulos/planta 42,230 0,19 0,21 0,%
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