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RESUMO - A formononetina pode aumentar a colonizagcdo das raizes por fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e a sua esporulacéo. O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de um
estimulante a micorrizagdo (formononetina) associado & adubacdo fosfatada na taxa de
colonizacdo em milho hibrido DKB YG 390 por FMA e sua esporulagdo. O experimento foi
realizado num Latossolo Vermelho Distroférrico, em condi¢Bes de campo, em Dourados-MS.
O delineamento experimenta foi em blocos casualizados, em parcelas subdivididas, com cinco
repeticdes, sendo quatro doses de fésforo nas parcelas (0; 17,5; 35 e 70 kg P.Os ha?)

fornecido com superfosfato triplo, e quatro doses de formononetina nas sub-parcelas (0, 25; 50
e 100 g ha') fornecidas com produto comercial PHC 506, aplicado na semente. No est&dio
fenolégico R3 redizou a determinacéo da taxa de colonizagdo das raizes por FMAs. Apds a
colheita, foram coletadas amostras de solo, para avaliacéo da densidade de esporos de FMAs
presentes no solo. Conclui-se que a formononetina nd0 promoveu aumento na taxa de

colonizacdo por FMA no estadio R3 de milho e promoveu aumento na esporulacdo desses
fungos, sendo esse resultado dependente da dose de fosforo.

Palavras-chave: Zea mays L., micorriza, estimulante da micorrizag&o, isoflavondide.

Introducéo

Micorriza é a associagdo simbidtica e mutualistica entre plantas e fungos micorrizicos,
destacando-se as micorrizas arbusculares (MAS), formados pelos fungos micorrizicos
arbusculares (FMAS) e plantas (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). O fésforo tem funcdes
importantes na planta, sendo congtituinte de compostos de energia, fosfolipidios e outros
compostos (MALAVOLTA et a., 2006). Varios fatores podem dterar a resposta da planta a
micorrizagdo, dentre eles o teor de fosforo no solo. O fosforo interfere na simbiose entre o
fungo e a planta. Em geral, para o milho ocorre reducéo na colonizagdo quando aplicado
fosforo (CARRENHO et al., 2010).

A formononetina foi descoberta em 1991, isolada de plantas de trevo (Trifolium

repens) estressadas por deficiéncia de fosforo. Esse isoflavondide é ativo em propégulos de

fungos micorrizicos arbusculares. Acredita-se que o efeito estimulante da formononetina pode
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ser devido amaior germinagao e crescimento micelial de FMA (NAIR et al., 1991).

Siqueira et a. (1999) verificaram que a aplicagdo de formononetina aumentou em
quase 50% a colonizacdo das raizes. Por estimular a micorrizagdo a aplicagdo de
formononetina pode proporcionar aumento na producéo de matéria seca da parte aérea e do
sstemaradicular de milho (CAMPOS et a ., 2010) e produgéo de gréos (ROMERO, 1999).

Pode ocorrer aumento na esporulacdo de fungos micorrizicos arbusculares pela
formononetina. Pereira et al. (2011) encontraram aumento de 30% na esporulacdo da espécie
Glomus clarum, quando foi aplicado formononetina em solo contaminado por arsénio. Davies
et a. (2005) observaram aumento de mais de trés vezes no nimero de esporos de fungos
micorrizicos arbusculares em solos cultivados com batata e aplicado formononetina.

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de um estimulante a micorrizacéo
(formononetina) associado a adubacdo fosfatada na taxa de colonizagcdo em milho por FMA e

Sua esporul agéo.

Material e M étodos

O experimento foi realizado no ano agricola de 2010/11, em uma &rea sob Latossolo
Vermelho Distroférrico, de textura muito argilosa, na Fazenda Experimental da UFGD,
municipio de Dourados - M S, situada nas coordenadas geograficas S 22° 13’ 56” e O 54° 59’
25", a400 m de dtitude.

A caracterizac8o quimica do solo é apresentada pelos seguintes resultados: pH (CaCly):
5,0; P: 13 mg dm3; K: 0,18 cmlcdm®; Al: 0,12 cml.dm; Ca: 6,1 cmlcdm®; Mg: 2,2 cmlc dm®;
H+AIl: 6,2 cml.dm3; SB: 8,48 cml. dnv®; CTC: 14,8 cml. dm® e saturacdo por bases: 57%. Da
andlise de textura obteve-se resultados de 243,9 g kg™ de areia; 140,6 g kg de silte e 613,4 g
kg* de argila. O nimero de esporos presente no solo antes do cultivo foi 173 esporos em 50
cm de solo. A caracterizagdo quimica e fisica foi realizada segundo metodologia proposta por
Claessen et a. (1997) e o nimero de esporos de FMAs de acordo com Gerdemann &
Nicholson (1963). Com base nos teores de nutrientes presentes na andlise de solo fez-se a
adubacéo do solo seguindo as recomendagdes de Coelho et al. (2010) para a cultura do milho.

O milho foi semeado manuamente, e em area submetida a plantio direto, utilizando-se
o hibrido DKB YG 390, no dia 17/12/2010. A adubacdo NPK também foi redizada
manual mente, aplicando-se 60 kg KO ha! (tendo como fonte o cloreto de potéssio), 20 kg N
ha® no plantio (tendo como fonte o sulfato de amdnio) e 80 kg N ha'! em cobertura (tendo

como fonte a uréia), aplicado no estadio V6. Para o fésforo utilizou-se as doses de acordo
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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 fosforo nas parcelas (0; 17,5; 35 e 70 kg P.Os ha), tendo como fonte o superfosfato
triplo, e nas sub-parcelas quatro doses de formononetina (0, 25, 50 e 100 g formononetina ha
1), tendo como fonte o produto comercial PHC 506. Cada unidade experimental tinha seis
linhas de 7 m de comprimento, com espacamento entre-linhas de 0,8 m, sendo considerada
como area Util apenas as quatro linhas centrais, eliminando-se 0,5 m de cada extremidade.

O PHC-506 é produzido pela Plant Health Care (PHC), INC-Pittsburg, EUA. O
produto é formulado como um pé amarelo claro, sal de potéassio de 4'- metoxi, 7-hidroxi
isoflavona, peso molecular 306, solivel em &gua (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. As sementes foram tratadas manual mente, colocando-as em saco pléstico
aplicando-se o produto e agitando-se vigorosamente para distribuicdo homogénea.

Para avaliagdo da taxa de colonizagdo das raizes por fungos micorrizicos arbusculares,
coletou-se ao acaso, raizes de cinco plantas por unidade experimental no estadio R3. As raizes
foram lavadas com égua e armazenadas em frascos plasticos contendo solugcdo com 5% de
formaldeido, 90% de dcool etilico e 5% de acido acético. Posteriormente, 1 g de raizes foi
clarificado usando-se solucéo de KOH 5% p/v por 30 minutos. Em seguida foram lavadas em
&gua deixadas por 4 minutos em HCl 1%. As raizes foram coradas com azul de tripan em
lactoglicerol 0,05% (&gua: glicerol:&cido l&tico, 1:1:1), por 10 minutos. Para estimar a
porcentagem de raiz colonizada utilizou-se 0 método de intersecéo, descrito por Giovanetti &
Mosse (1980).

ApoOs a colheita, foram coletadas, ao acaso, cinco amostras simples de solo, que foram
homogeneizadas e formaram uma amostra composta por cada unidade experimental, na
profundidade de O - 20 cm, para avaliagdo da densidade de esporos de fungos micorrizicos
arbusculares presentes em 50 cm® de solo a0 final do experimento, de acordo com a
metodologia descrita por Gerdemann & Nicholson (1963).

Os dados coletados foram submetidos a andlise de regressdo, utilizando-se o programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000). A significancia das equagdes foi avaliada pelo teste
F, a 10% de probabilidade. A significancia dos coeficientes das equacdes 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
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dados referentes a taxa de colonizacdo micorrizica foram transformados pelo arco seno
(x/100)°%,

Resultados e Discussdo

Na tabela 1 observa-se que o nimero de esporos no solo foi afetado pelas doses de
P.Os e formononetina (p<0,01), pelo teste F. Ocorreu interacdo para nimero de esporos no
solo (P<0,05), pelo teste F. A taxa de colonizagdo das raizes de milho por fungos micorrizicos
arbusculares ndo foi afetada pelos tratamentos. A fdta de resposta da aplicacéo de
formononeting, na taxa de colonizagdo, pode ser devido as gramineas, como € o0 caso do
milho, serem consideradas plantas com elevada capacidade para estabelecimento da micorriza,
pois seu sistema radicular € bastante denso e a planta tem elevada capacidade fotossintética
(CORDEIRO et a., 2005). O estadio fenoldgico também pode afetar a taxa de colonizagdo
(CARRENHO et al., 2010). Outro fator é o genétipo da planta, Oliveira et a. (2009)
observaram que os diferentes gendtipos de milho tém diferencas na absor¢do de fésforo e
verificaram que o gen6tipo da planta tem maior influéncia na comunidade micorrizica que o
nivel de fésforo no solo.

Na figura 1 observa-se que para as doses 17,5 e 70 kg P,Os ha' ocorreu aumento no
nimero de esporos com aplicacdo de formononeting, 0 modelo que melhor se gustou aos
dados foi 0 quadratico para ambas as equactes (p<0,01 e p<0,05, respectivamente), pelo teste
F. Os coeficientes das equactes 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 P,Os ha' ndo houve efeito da aplicacdo de
formononetina na esporulacdo. Na dose 17,5 kg ha® ocorreu aumento na esporulagéo até a
dose 42,8 g ha' de formononetina. Na dose 70 kg ha' ocorreu aumento na esporulagéo até a
dose 57 g ha' de formononetina.

Apesar da dose 35 kg P.Os ha® ndo ter ocorrido efeito significativo da formononetina
pela andise de regressdo, pode-se dizer que existe, para esporulacéo de FMAS, a necessidade
de aplicagcdo de fésforo, pois na auséncia deste nutriente ndo houve efeito da formononetina.
Os fungos micorrizicos arbusculares sdo biotréficos obrigatorios (MAIA et a., 2010), aém
disso, a eficiéncia smbidtica esta relacionada o potencia de indculo no solo, sendo o nimero
de esporos no solo um dos fatores que influenciam essa caracteristica (CARRENHO et al.,
2010). Com isso, 0 aumento na esporulacéo pode indicar uma colonizacdo mais eficiente das

raizes. Davies et a. (2005) e Novais & Siqueira (2009) também verificaram que a aplicacdo de
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formononetina promoveu aumentos no nimero de esporos de fungos micorrizicos.
Conclui-se que a formononetina ndo promoveu aumento na taxa de colonizagdo no
estadio R3 e promoveu aumento na esporulacdo desses fungos, sendo esse resultado

dependente da dose de fosforo.

Conclusdo
A formononetina ndo promoveu aumento na taxa de colonizagdo por fungos
micorrizicos arbusculares no estédio R3 de milho hibrido DKB Y G 390 e promoveu aumento

na esporulacdo desses fungos, sendo esse resultado dependente da dose de fosforo.

Agradecimentos
Agradecimentos a0 CNPq pelo apoio financeiro no desenvolvimento da pesquisa,
através do projeto multi-ingtitucional “Biofertilizante formononetina (isoflavondide) como
estimulante de micorrizacdo em soja e milho para aumento de produtividade associada a

eficiéncia do uso de fertilizantes minerais’.

Literatura Citada
CAMPOS, D.T.S,; ANDRADE, JA.C.; CASSIOLATO, A.M.R. Crescimento e micorrizacéo
de gendtipos de milho em casa de vegetacdo. Bragantia, v.69, p.555-562, 2010.

CARRENHO, R.; COSTA, SM.G.; BALOTA, E.L., COLOZZI FILHO, A. Fungos
micorrizicos arbusculares em agroecossistemas brasileiros In: SIQUEIRA, J.O.; SOUZA, F.A.;
CARDOSO, E.JB.N.; TSAI, SM., (Ed.). Micorrizas: 30 anos de pesquisa no Brasil. Lavras,
EditoraUFLA, 2010. p. 215-250.

CLAESSEN, M.E.C.; BARRETO, W.O.; PAULA, JL.; DUARTE, M.N. Manua de métodos
de andlise de solo. 2. ed. Rio de Janeiro, Centro Nacional de Pesquisa de Solos, 1997.

COELHO, A.M.; FRANCA, G.E.; PITTA, G.V.E.; ALVES, V.M.C. Fertilidade do solo. In:
Sistema de produgdo: Cultivo do milho. 6 ed. Sete Lagoas. Embrapa Milho e Sorgo. 2010.
Disponivel  em:  <http://www.cnpms.embrapa.br/publicacoes/milho_6_ed/economia.htm>.
Acesso em: 10 Jan. 2012.

CORDEIRO, M.A.S.; CARNEIRO, M.A.C.; PAULINO, H.B.; SAGGIN JUNIOR, O.J.
Colonizacdo e densidade de esporos de fungos micorrizicos em dois solos do Cerrado sob
diferentes sistemas de manejo. Pesquisa Agropecuéria Tropical, v.35, p.147-153, 2005.

DAVIES, F.T.;. CALDERON, C.M.: HUAMAN, Z.. GOMEZ, R. Influence of a flavonoid

(formononetin) on mycorrhizal activity and potato crop productivity in the higlands of Peru.
Scientia Hoticulturae, v.103, p.318-329, 2005.

0597



FERREIRA, D.F. Sistema de andlises de variancia para dados balanceados. Lavras, UFLA,
2000.

GERDEMANN, JW.; NICHOLSON, T.H. Spores of mycorhizal Endogone species extracted
from soil by wet sieving and decanting. British Mycological Society Transactions, v.446, p.235-
344, 1963.

GIOVANETTI, M.; MOSSE, B. An evaluation of techniques to measure vesicular arbuscular
mycorhizal infection roots. New Phytologist, v.84, p.489-500, 1980.

MAIA, L.C; SILVA, F.SB.; GOTO, B.T. Estrutura, ultraestrutura e germinacéo de
glomoesporos. In: SIQUEIRA, J.O.; SOUZA, F.A.; CARDOSO, EJB.N.; TSAI, SM.
Micorrizas: 30 anos de pesquisa no Brasil. Lavras: Editora UFLA, 2010. p.75-118.

MALAVOLTA, E. Manua de nutricdo mineral de plantas. Sao Paulo, Ceres, 2006. 638 p.

MOREIRA, F.M.S.; SIQUEIRA, J.O. Microbiologia e bioguimica do solo. Lavras: UFLA,
2006. 729p.

NAIR, M.G.; SAFIR, G.N.; SIQUEIRA, J.O. Isolation and identification of vesicular-
arbuscular mycorrhiza stimulatory compounds from clover (Trifolium repens) roots. Applied
and Environmental Microbiology, v.57, p.434-439, 1991.

NOVAIS, C.B.; SIQUEIRA, J.O. Aplicacéo de formononetina na colonizagéo e esporulacdo
de fungos micorrizicos em braguidria. Pesquisa Agropecu&ria Brasileira, v.44, p.496-502,
2009.

OLIVEIRA, F.A.; CAVALCANTE, L.F.; SILVA, |.F.; PEREIRA, W.E.; OLIVEIRA FILHO,
JF.C. Crescimento do milho adubado com nitrogénio e fosforo em um Latossolo Amarelo.
Revista Brasileira de Ciéncias Agrarias, v.4, p.238-244, 2009.

PEREIRA, L.S; PRADO, 1.G.O.; LOPES LEAL, P.L.; SIQUEIRA, JO. Efeto da
formononetina na esporulacdo de fungos micorrizicos arbusculares em solo contaminado com
arsénio. Cadernos de Agroecologia, v.6, p.1-5, 2011.

ROMERO, A.G.F. Avdiacdo agrondmica de formulaces de isoflavondide estimulante da
micorrizagdo no milho (Zea mays L.). Lavras, 1999. 40p. (Mestrado em Solos e Nutri¢cdo de
Plantas - Universidade Federal de Lavras)

SIQUEIRA, J.O.; PEREIRA, M.AM.; SIMAO, JB.P.;, MOREIRA, F.M.S. Efeitos da
formononetina (7-Hidroxi, 4’ metoxi |soflavona) na colonizag&o micorrizica e crescimento do
milho em solo contendo excesso de metais pesados. Revista Brasileira Ciéncia do Solo, V.23,
p.571-577, 1999.

Tabela 1. Resumo da andise de variancia taxa de colonizacdo e nimero de esporos de FMA no solo para a
cultura do milho.

Fonte de variacdo Taxa de colonizagéo NUmero de esporos de FMA
no solo
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Dose de P,Os (P) 0,352 ™ 9,860 **

Dose de formononetina (F) 1,255 10,367 **
PxF 0,509 " 2,323*
CV 1 (%) 10,20 6,77

CV 2 (%) 6,82 6,92

**: Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. *: Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. ™: N&o
significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Figura 1. Nimero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) no solo, apds a colheita do milho,
em funcdo da aplicacdo de formononetina, para cada dose de P,Os. (**: 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).
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