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RESUMO - Estudaram-se os efeitos da aplicação do isoflavonóide formononetina (7-hidroxi, 4'-metoxi 
isoflavona) sintética ao solo na colonização micorrízica, crescimento e teores de nutrientes da soja 
(Gycine max L Mcrril) submetida à inoçulwão de diferentes espécies dc fungos micorrízicos arbusculares 
(FMAs) O estudo foi conduzido cm casa dc vegetação, cm vasos com 1,6 kg de Latossolo Vermelho-
-Amarelo, fumigado, contendo 2 mg/kg de P (Mehlich 1). As plantas receberam inoculação dos FMAs 
(Acaulospora morrowiae Spain & Schenck, Gigaspora margarita Becker & Hall, Glomus clarum 
Nicol. & Schenck, Glomus etunicatum Becker & Gcrdemann e Scutellospora heterogama Nicol. & 
Gerdemann Waiker & Sanders) e aplicação ou não ao solo, por ocasião da semeadura, dc solução de 
formononetina contendo 5 jg/mL. Todos os fungos foram estimulados pela aplicação de fonnononetina, 
porém esse efeito foi diferenciado quanto a época e paràmctro considerado. O crescimento, a nodulação 
e os teores de nutrientes da soja foram favorecidos pela inoculação dos FMÀs, mas não pela aplicação 
de formononetina. G. etunicatum foi a espécie mais eficiente para a soja, independentemente da presen-
ça de formononetina. 

Termos para indexação: micorrizas arbusculares, metabólitos vegetais, flavonóides, bioestimulantes, 
Gtycine max, simbioses radiculares. 

MYCORRHIZAL COLONIZATION AND (IROWTH OF SOYBEAN INFLUENCED 
BY DIFFER.ENT FUNGAL SPECIES AND APPLICATION OF THE ISOFLAVONOID FORMONONETIN 

ABSTRACT - The efTects ofsoil-applied synthetic formononetin (7-hydroxy 4'methoxi-isoflavonc) 
on arbuscular mycorrhizal colonization, piam growth and nutrient content ofsoybean (Glycine max L. 
Merril) inoculated or not with different mycorrhizal fungi were studied. The experiment was conducted 
in plastic pots containing 1.6kg of a Dusk-Ycllow Latossol (Oxisol) with 2 mg/kg ofP. Planis were 
submitted lo inoculation withAcaulospora morrowiae Spain & Schenck, Gigaspora margarita Becker 
& Hall, Giomus clarum Nicol. & Schenck, Glomus etunicalum Becker & Gerdemann and Scutellospora 
heterogama Nicol. & Gerdemann Waiker & Sanders) in the presence and absence of formononetin 
(5igfmL) applied as solution form at the sowing time. Formononetin enhanccd mycorrhizal formation 
by ali fungal spccies. However, such effccts were influenced by the growth period and parameter of 
colonization. Plant growth, nodulation and leaf nutrient content were stimulated by inoculation, but 
not by application of formononetin. G. etunicatum was the most effective species for soybean, jade-
pcndent of formononetin application. 

Index terms: arbuscutar mycorrhizae, plant metabolites, flavonoids, biostimutant, Glycine max, rool 
symbiosis. 
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INTRODUÇÃO 

Os flavonóides são compostos fenólicos que 
representam importante classe de metabólitos se-
cundários das plantas, estando envolvidos no es-
tabelecimento e funcionamento de relaçÕes 
patognicas e mutualistas, onde atuam no meca-
nismo de defesa contra invasores ou como sinais 
moleculares (Lynn & Chang. 1990; Siqueira etal., 
199 la; Hungria, 1994). 
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Asmicorzasarbusculares(MAS)SãOSliflbiOSeS O delineamento experimental foi o inteiramente 
radiculares com fungos da ordem G lomates casualizado, num esquema fatorial 7x2, com 8 repetições. 

(Zigomicetos), por meio de uma sequencia de even- Na testemunha sem inoculação com adição de P (NI+P) 

tos regulados pelo genoma do fungo e da planta e aplicaram-se 120 mglkg de P 205  na forma de superfosfato 

modulados por fatores ambientais (Siqueira, 1994). 
simples, o que correspondeu a 34 mg/kg de P extraível pelo 
Mehlich 1 no solo. Nos outros tratamentos foram aplica. 

Embora não seja observada especificidade nas MAS, dos apenas 60 mg/kg de P205, nessa mesma forma, 
verificam-se diferenças interespecificas dos fungos 'correspondendo aS mg/kg de P extraível (Mehtich 1) no 
quanto à efetividade da associação da planta hospe-. solo. O experimento foi avaliado cm duas épocas, analisa- 
deira (Poweli & Bagyaraj, 1984). das separadamente e não consideradas como fatores expe- 

Diversos estudos demonstram a atividade de di- rimentais. - 
versos flavonóldes sobre a germinação e crescimen- Os fungos empregados foram obtidos de vasos de cul- 

to assimbiótico de fungos MAs (Gianinazzi-Pearson tivo com Brachiaria decumbens Stapf. Para a inoculação, 

et ai., 1989; Tsai & Philips, 1991; Chabot et ai., 1992; preparou-se uma suspensão de esporos, obtidos pela ex- 
tração por peneiramento via úmida (Gerdemann & 

Morandi et ai., 1992; Baptista & Siqueira, 1994). En- . Nicolson, 1963) dos esporos de vasos de cultivo. Após a 
tre os compostos estudados, destaca-se o padronização da densidade de esporos aplicaram-se 150 
isoflavonóide, formononetina, identificado como fa- esporos por vaso, colocando-os logo abaixo de sementes 
tor estimulante desses fungos em exsudados. pré-germinadas, no ato da semeadura. Visando equilibrar a 
radiculares de plantas de trevo branco, deficientes microbiota nos vários tratamentos adicionaram-se a todos 
em fósforo (Nair et ai., 1991), cujaaplicaçao dasubs- eles 10 mL/vaso de filtrado, obtido da suspensão de 

tância sintética estimula a colonização micorrlzica 50cm3  de substrato dos vasos de cultivo, em 15 litros de 

(Siqueira et ai., 1991 b), e patenteado como água, e tamisação em peneiras com malhas de 0,053 mmc 

bioestimulante de solo (United States Patent Office, 
filtragem em papel de filtro, para completa eliminação dos 

1991). Entretanto, mesmo Já com resultados positi- 
propágulos e fungos MAs. 

'A preparação e aplicação da solução de formononetina 
vos, no Brasil (Siqueira et ai., 1992), pouco se conhe- foram realizadas de acordo com Siqueira et ai. (1991 b). O 
cc sobre o efeito dessa substância na co1onizaço volume da solução aplicada foi dc 150 mLf vaso, fomecen- 
micorrizica por diferentes espécies de fungos MAs, do 468 sg/kg de solo de formononetina. Foi realizada a 
objeto do presente estudo. 	 . inoculação nas sementes pré-germinadas do inóculo de 

Bradyrhizobium japonicum fornecido pela Embrapa- 

MATERIAL E MÉTODos 
-CNPAB, Seropédica, RJ, deixando-se apenas uma planta 
por vaso. O experimento foi conduzido por 50 dias, man- 

O experimento foi conduzido em vaso de plástico COO- 
tendo-se a umidade do solo cm 65% do volume total de 
poros (Vi?). Aos 30 e 50 dias foram realizadas avaliações 

tendo 1,6kg de material de Latossolo Vermelho-Amarelo, dos parâmetros de crescimento, número de nódulos e da 
que após a calagem e incubação apresentou as seguintes. micorrização, sendo a última avaliada pela percentagem de 
camcterLsticas p11 em água (1 :2,5)= 6,1; Ca = 3,3 mol/kg; colonização; comprimento de raiz colonizada, densidade 
Mg = 1,0 mollkg; AI = 0,1 moL'kg, extrai dos com KCI 1H de arbúsculos, vesiculas e pontos de entradas primários e 
e determinado por titulometria P = 2 mg/kg; K = 62 mg/kg, secundários, conforme definidos em Wilson (1984). Para a 
extraídos com Mehtich 1 e determinados por colorimetria C avaliação dos parâmetros de colonização, as raízes foram 
fotometria de chama, respectivamente. O solo foi fumiga- clarificadas e coloridas de acordo com Kormanik McGraw 
do com Bromex (brometo de metila 98% e cloropicrina (1982). 
20/o) em caixa de alvenaria vedada, totalizando 393 cm 3  de A percentagem de colonização foi estimada pelo méto- 
Bromex por m3  de solo. do de placa quadriculada (Giovannetti & Mosse, 1980). 

O estudo constou da inoculação de cinco espécies de Para a estimativa do comprimento de raiz colonizada, do 
fungo na soja: Acaulospora morrowiae Spain & Schenck, número de arbúsculos, veslculas e pontos entradas primá- 
Gigaspora margarita Becker & Hall, Glomus clarum rios e secundários, montou-se uma lâmina por amostra, 
Nicolson & Schcnck, Glomus etunicalum Becker & Gerd., com 30 segmentos de raiz de 1 cm de comprimento, retira- 
Seuteilospora heterogarna Nicolson & Gerd. Walker & ' dos ao acaso na amostra. As lâminas foram avaliadas em 
Sanders; e duas testemunhas sem inoculação (não-inocula- microscópio de luz, com aumento de 1 OOx a 200x das es- 
da-NI, e não-inoculada com dose suplementar de P-N1+P), truturas fúngicas nas raízes. Os resultados médios da con- 
combinadas à presença e ausência de formononetina sin. tagem por segmento foram expressos em número/cm de 
tática (5 tg/mL). raiz. 
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A parte aérea das plantas foi seca em estufa de circula. 
ção forçada até peso constante, depois pesada e moída 
para análise dos teores de nutrientes. Os dados foram sub-
metidos à análise de variáncia e testes de médias (Tukey 
58/9) pelo programa estatístico SA}EST, conforme znode-
lo de delineamento experimental adotado. A fim de se ob-
ter homocedasticidade, os dados de comprimento dc raiz 
colonizada e de densidades de arbúsculos, vesículas,pon-
tos de entradas primários, secundários e número de nódu-
los foram transformada em f(X+0,5); a_percentagem de 
colonização transformada em arc sen 'I(X/lOO); e o peso 
de matéria seca de raiz da soja, em Iog (X + 0,5). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A aplicação de formononetina exerceu efeitos sig-
nificativos (P <0,05) sobre todos os parâmetros da 
colonização avaliados aos 30 dias, exceto nos pon-
tos de entrada (Fig. 1). Os parâmetros de colonização 
diferiram entre os fungos e também nos efeitos da 
formononetina. Plantas com G. clarum e 
G. etunicatum apresentaram colonização mais ele-
vada que as demais espécies, sendo aquelas com 
O. ciarum apenas superior às demais quando na 
presença de fonnononetina. A formononetina tam-
bém aumentou a percentagem de colónização nas 
plantas com A. morrowiae eS. heterogama. O com-
primento de raiz colonizada também diferiu entre as 
espécies fúngicas, sendo superior nas plantas com 
A. morrowiae, G. clarum em 47 e 28%, respectiva-
mente, devido à aplicação de formononetina. Aden-
sidade de arbúsculos variou marcadaniente entre as 
espécies, observando-se efeito da aplicação de 
formononetina nas plantas com A. morrowiae, S. 
heterogama e G. etunicatum. Nas plantas com G. 
etunicatum esse parâmetro atingiu os maiores valo-
res e máxima resposta à aplicação de formononetina 
(60% sobre o controle sem formononetina). Os pon-
tos de entradas primários variaram pouco entre as 
espécies, apresetando-se maiores nas plantas com 
G. clarum e G. etunicatum. Vesículas foram encon-
tradas apenas nessas duas espécies, embora menos 
que uma por cm de raiz, mas aumentada em 100% no 
G. clarum pela aplicação de formononetina. 

Na segunda época de avaliação, observou-se ele-
vação nos valores da maioria dos parâmetros avalia-
dos e efeitos significativos da formononetina 
(Fig. 1). Apesar das diferenças significativas entre  

fungos e formononetina, todos os valores de coloni-
zação e comprimento de raiz  colonizada foram muito 
altos. A densidade de arbúsculos e pontos de entra-
das foram superiores em todos os tratamentos 
fúngicos com formononetina. Os parâmetros de co-
lonização não foram alterados pela formononetina 
nas plantas com G. margarita. Entretanto, a aplica-
ção de formononetina estimulou a densidade de 
arbúsculos e pontos de entradas, indicando respos-
ta positiva desse fungo em termos funcionais, con-
siderando que os arbúsculos constituem o órgão de 
troca e regulação da simbiose. 

Aumento na densidade de pontos de entradas 
indica que as plantas com fonnononetina deverão 
manter altos níveis de colonização e atividade 
simbiótica, mesmo quando o sistema radicular atin-
gir crescimento máximo, ao contrário daquelas sem 
formononetina, cujo potencial de recolonização, via 
infecção secundária, será menor (Wilson, 1984). As 

- vesículas, estruturas mais tardias do processo de 
colonização e que só ocorrem no gênero Glomus, 
variaram de 1,33 a 5,03 e não diferiram entre as duas 
espécies fúngicas. O estímulo da fonnononetina nes-
se parâmetro foi de 278% e 109% no G. ciarum e G. 
etunicatum, respectivamente. 

Embora tenha se verificado variações no efeito 
da formononetina nas espécies estudadas, as res-
postas diferenciadas são resultantes da velocidade 
e do nível final de colonização alcançado por dife-
rentes fungos (Miranda, 1982; Pereira, 1986; Paula 
et ai., 1988). O efeito generalizado da fonnononetina 
na colonização micorrizica da soja indica ausência 
de especificidade na atividade desse composto so-
bre esses fungos. Tal comportamento da 
formononetina sobre os fungos MAs difere, portan-
to, da ação dos fiavonóides sobre o rizóbio, onde 
existe elevada especificidade (Siqueira et al., 1991a 
Hungria, 1994). 

Tanto a inoculação quanto a adição de P estimu-
lou o crescimento e nodulação da soja (Fig. 2). Entre-
tanto, nenhuma dessas variáveis foi influenciada sig-
nificativamente (P s 0,05) pela aplicação de 
formononetina, apesar de esta ter estimulado a 
micorrização e do fato de as espécies com maior co-
lonização serem as de maior eficiência em promover 
o crescimento da soja. A espécie G. elunicatum des-
tacou-se como o fungo mais eficiente no crescimen- 
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FIG. 1. Percentagem de colonizaçio, comprimento de raiz colonizada, densidades 
de arbúsculos e de pontos de entradas primirios em soja que recebeu 
Inoculaçio de diferentes espécies de fungos micorrizicos arbuculares, na 
presença e auincia de formononetina (Form). Médias seguidas de mesma 
letra nAo diferem entre si (Tukey, P <5%); as letras maiúsculas comparam 
níveis de formononetina e as minúsculas, espécies fúngicas. AM: A. 
morrowiae; SH: S. heterogama;. CM: G. margarita; CC: G. clarum; 

• 	GE: G. etunicatum. 	 •.• - - 
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FIG. 2. Efeitos da adição de P (Ad. P) e Inoculação 
de fungos inicerrízicos (NI: aio-Inocu- 
lado; GC: G. clarum; AM: A. ,norrowiae; 
GM:G. margarita; 8H: S. heterogama e 
GE: G. etuncatum) na produção de matéria 
seca da parte aérea (a) e nodulaçio (b) da soja 
aos 50 dias após a semeadura. fratamentos se-
guidos de mesma letra nio diferem entre si 
(Tukey 5%) 

toda soja, com aumento da produção de matéria seca 
de 163% em relação à testemunha NT, seguido pelo 
G. clarum, que aumentou a produção de matéria seca 
em 117%. ApenasS. hei erogama não diferiu do con-
trole NT e nenhuma das espécies foi superior ao Ira-
tamento com adição de P. 

Os teores de nutrientes na parte aérea da soja aos 
30 dias da semeadura não foram influenciados pela 
aplicação de formononetina (P ~ 0,05), com diferen-
ças apenas entre os tratamentos de inoculação (Ta-
bela 1). Resultados semelhantes foram obtidos nas 
avaliações realizadas aos 50 dias da semeadura. 

Os teores de P, K, S e Zn foram aumentados pela 
inoculação de G. etunicat um; os teores de P e K 
correlacionaram-se positivamente com a densidade 
de arbúsculos (r= 0,89 e r 0,74, respectivamen-
te, P < 0,001) aos 30 dias, sem, entretanto, 
correlacionaram-se com a produção de matéria seca. 
Tal comportamento poderia refletir na produção de 
grãos de soja, como observado por Paula et ai. (1990) 
ao trabalharem com esse fungo em solo semelhante. 
A percentagem de P nas plantas colonizadas com 
G. etunicatum foi aumentada em 130% em relação às 
plantas sem inoculação, e em 60% sobre aquelas adu-
badas com P. A quantidade de N acumulado na parte 
aérea da soja variou de 49 mgfplanta de N na teste-
munha sem inoculação a 76 mg/planta de N nas colo-
nizadas por G. clarum, não diferindo daquelas adu-
badas com P, que acumularam 65 mgfplanta de N. A 
produção de matéria seca e a nodulação não foram 
influenciadas pela aplicação de formononetina, lia-
vendo apenas efeito dos tratamentos de inoculação 
e adição de P. O sinergismo entre micorrização e 
nodulação pode ter contribuído para maior eficiên-
cia do G. etunicatum no crescimento da soja (Fig. 2), 
fato este, também observado em outros estudos com 
a soja (Asimi et ai., 1980; Paula etal., 1990). Apesar 
da cónhecida relação sinergista entre a micorrização 
e a nodulação, e do efeito da foz -mononetina na 
micorrização da soja, a nodulação não foi influencia-
da pela aplicação do isoflavonóide ao solo. Como 
esse composto não é um indutor de genes nod no 
rizóbio da soja (Hungria, 1994), ele só pode estimular 
a nodulação indiretamente via estimulo na 
micorrização da soja ou nutrição fosfática. 

Verificou-se que a aplicação de formononetina 
aumenta a micorrização da soja em todas as espécies 
de fungo, sendo a magnitude desse efeito variável 
em função do parâmetro de colonização e época de 
avaliação. Porém, o efeito benéfico da fonnononetina 
não se reverteu em beneficios no Crescimento, 
nodulação e nutrição da soja. Como o nível de fósfo-
ro no solo era insuficiente para as plantas não 
micorrizicas, a ausência de resposta em produção de 
matéria seca, devido ao aumento da micorrização 
estimulado pela formononetina, deve estar relacio-
nada ao elevado potencial de inóculo micorrízico das 
condições experimentais. Isso é confirmado pelos 
altos níveis de colonização radicular observados, 
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TABELA 1. Teores de nutrientes na soja aos 30 dias da semeadura, nos diversos tratamentos de Inoculação na 

presença (+) e ausência (-) de formononetina (F. Médias de 4 repetições'. 

1noculaç8o 	F P S Zn K 

(ppm) (%) 

A. morrowiae 	- 0,10 aB 0,20 sBC 29 aB 0,99 aBC 

1- 0,I0aBC 0,22aB 33aB 0,81 aC 

G. margarita 0,10 aB 0,23 aABC 33 sAB 0,85 aCD 

+ 0,10 aBC 0,21 ali 36 aB 0,82 aC 

G. ciarum 	 - 0.12 aBC 0,24 aAB 33 aAB 1,13 aABC 

+ 0,1IaB 0,22aB 29aB 1,07aBC 

G. efunwalum 	- 0,21 aA 0,26 aA 43 aA 1.51 aA 

+ 0,22aK 0.27aA 49aA 1,60aA 

S. helerogama 0,10 aBC 0,26 aA 35 aAB 1,25 aAB 

+ 0,11 aB 0,29 aA 30 aB 1,03 aBC 

NAo inoculado 	- 0.08 aC 0,19 aC 34 aAB 0,73 aD 

+ 0,09 aB 0,21 aB 37 aB 0,87 aC 

NIo mac. + P 0,12 ali 0.20 aAB 33 aAB 1,31 aAB 
+ 0,13 aB 0,22 aB 30 aB 1,29 aAB 

1 Médias seguidas de mesma letra na coluna n5o diferem entre si pelo teste Tukey a 5%, as letras maiúsculas comparam médias entre os tratamentos de 

inoculaç5o, e as minúsculas entre os nlvcis de formononctina. 

niesmó na ausênàia de formononetina e naquelas 
espécies fúngicas de colonização mais lenta. A efici-
ência do fungo micorrizico em promover o cresci-
mento da planta está relacionada ao nível de coloni-
zação que ele alcança o mais rapidamente no ciclo de 
crescimento do hospedeiro. Como se verifica aqui 
(Fig. 1), G. etunicatum, o fungo mais eficiente para 
soja, apresentou colonização elevada e alta densida-
de de arbúsculos, já aos 30 dias, quando na presen-
ça de formononetina. Tal comportamento pode ter 
influenciado a nodulação e a nutrição da soja, mes-
mo não tendo havido efeito da formononetina nes-
ses parâmetros.. 

CONCLUSÕES 

1.A formononetina estimula a miconização da sqja 
pelos fungos, sendo seu efeito diferenciado quanto 
à espécie e parâmetro considerados. 	- 

2. O efeito estimulante da formononetina na 
micorrização não resulta em beneficios para a 
nodulação, nutrição e crescimento da soja. 

3.A espécie G. etunicatum é a mais eficiente, en-
quanto S. heterogama, é a menos eficiente, no esti-
mulo a produção de matéria seca da soja.' 
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