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Figura 10: Desinfestacdo das sementes do hibrido SHS 50-50 (com e sem fungicida) e do

cultivar BRS 4150 pré-germinadas em meio batata no método de emisséo do raio
ultravioleta por uma hora
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método de imersdo em H,O, foi mais eficiente para as sementes
tratadas com fungicida desinfestando superficialmente as
sementes dos cultivares BR 4150, BR106 e do hibrido SHS 50-
50 (com fungicida).

A emissdo do raio ultravioleta desinfestou as sementes do
hibrido SHS 50-50 (com e sem fungicida) e as do cultivar BRS
4150.

método de imersdo em hipoclorito acidificado foi mais eficiente
para as sementes sem fungicida, desinfestando sem prejudicar a
germinagéo das sementes do cultivar BR 473 e Eldorad.

N&o houve nenhum método que tivesse obtido resultados
satisfatorios na desinfestacdo das sementes do cultivar Sol da
manha e Saracura.

Os demais métodos inibiram a germinagéo das sementes.
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Figura 8: Verificagdo de desinfesta¢do na germinagéo das sementes em meio batata no
método de tratamento térmico.

A exposicdo das sementes ao raio ultravioleta durante 1 hora
desinfestaram as sementes do hibrido SHS 50-50 (com e sem
fungicida e o cultivar BRS 4150 (Figuras 9 e 10). Entretanto esses
resultados ndo foram observados nas cultivares BR106, BR473,
Eldorado, Sol da Manha e Saracura (figura 9).

Figura 9: Verificacdo de desinfestacdo na germinacdo das sementes em meio batata no
método de emissdo do raio ultravioleta por uma hora.
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Figura 6: Verificacdo de desinfestacdo na germinagdo das sementes em meio batata no
método de calor seco a 100°C durante 24 horas.
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Figura 7: Verificacdo de desinfestacdo na germinacdo das sementes em meio batata no
método de calor seco a 100°C durante 72 horas
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térmico (figura 8) inibiram completamente a germinacdo das
sementes. Conforme os dados apresentados nos resultados, pode-
se verificar que a eficiéncia de cada método varia conforme a

Figura 4; Efeito da desinfestacdo na germinagdo das sementes em meio batata no método
de etanol durante 30 minutos.

hinglcaia
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Figura 5; Efeito da desinfestacdo na Germinagdo das sementes em meio batata no método
de etanol durante 1 hora.
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Apresentacao

A preocupacdo crescente da sociedade com a preservagédo e a
conservagdo ambiental tem resultado na busca pelo setor produtivo
de tecnologias para a implantacéo de sistemas de producao agricola
com enfoques ecoldgicos, rentaveis e socialmente justos. O enfoque
agroecoldgico do empreendimento agricola se orienta para o uso
responsavel dos recursos naturais (solo, agua, fauna, flora, energia
e minerais).

Dentro desse cenario, a Embrapa Agrobiologia orienta sua
programacdo de P&D para o avanco de conhecimento e
desenvolvimento de solugbes tecnoldgicas para uma agricultura
sustentavel.

O documento 212/2006 aborda a avaliacdo de métodos de
desinfestacdo superficial de sementes de milho visando a obtencéo
de sementes livres de microrganismos. Sementes livres de
microganismos sao importantes em  estudos conduzidos em
laboratérios onde se pretende avaliar o efeito de bactérias
benéficas, como por exemplo as diazotréficas, no desenvolvimento
das plantas. Neste estudo foram avaliados 6 métodos de
desinsfestacdo em diferentes variedades de milho cujos resultados
mostraram que a eficiéncia do método varia com a variedade de
milho e com a presencga de fungicida nas sementes. Alguns métodos
promoveram inclusive a inibicdo da germinacdo das sementes.
Portanto, deve-se realizar experimentos prévios para determinar o
melhor método de desinfestacdo de sementes de milho.

José Ivo Baldani
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Figura 2: Efeito da desinfestagdo na germinagdo em meio batata das sementes dos
cultivares BRS4150, BR 106 e SHS 5050 com fungicida) no método de perdxido de
hidrogénio

Com o uso do método de imersdo em hipoclorito acidificado houve a
desinfestacdo de pelo menos 90% das sementes dos cultivares BR
473 e Eldorado, sem fungicida (Figura 3).

I
Cille
P

BR 473 e Eldorado (sem fungicida) no método de hipoclorito acidificado

Ja as sementes testadas pelos métodos de imersao em etanol 30
minutos e 1 hora (figuras 4 e 5, respectivamente) e o de calor seco
(24 e 72 horas) (figuras 6 e 7 respectivamente) e o tratamento
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objetivo de se observar o efeito dos métodos sobre seu indice de
germinacdo e seu grau de contaminacgdo, sendo incubadas por 5
dias a temperatura de 30°C. As sementes que ndo apresentaram
contaminagdo, tiveram seus métodos repetidos, contendo 10
sementes de cada cultivar por placa de meio batata.

A avaliacdo do tratamento controle (sementes que ndo sofreram o
processo de desinfestagdo mostrou a reducédo da germinacdo em
25% no cultivar Eldorado e em 20% no cultivar Sol da manha. Tal
reducédo pode ser devido ao fato destas sementes apresentarem
maior quantidade de fungos quando germinada do que as outras
cultivares, podendo estes fungos terem causado a diminuicdo do
indice de germinag&o. No hibrido SHS 50-50 (com fungicida) houve
reducdo de 20% da germinagdo e nas demais variedades a
germinacao foi de 100% (Gréfico 1). Verificou-se que o milho hibrido
foi 0 mais resistente em relacdo a eliminacdo a quantidade de
microrganismos presentes em suas sementes do que os cultivares.
A eficacia dos métodos de desinfestacdo variam de acordo com a
variedade de milho e seu respectivo método de desinfestacédo
(concentracdo e o tempo de imerséo). A imersao em peroxido de
hidrogénio (H,O,) durante 20 e 30 minutos, desinfestou as sementes
do cultivar BRS 4150; sendo que em 30 minutos também houve a
desinfestagéo do hibrido SHS 50-50 (com fungicida) e do cultivar BR
106 (Figura 1 e 2).

Percentual de germinagdo das sementes

100% -
80% -
60% 1
40% -
20% -
0% -

) o P

P 0T E

FEFCR S < 5

Figura 1 : Percentual de germinacao das sementes de diversos cultivares de milho em
placas contendo o0 meio batata (10 sementes por placa).
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Métodos de Desinfestacdo Superficial
para Obtencédo de Sementes de Milho
Livres de Microrganismos

Marcela Motta Drechsel
Vera LUcia Divan Baldani

1. Introducéo

O milho, (Zea mays), é o terceiro cereal mais utilizado na
alimentacdo humana, apenas perdendo para o arroz e o trigo. Esta
elevada producdo em massa reflete sua importancia socio-
econdmica porque é utilizado para diversas finalidades, tanto na
alimentacdo humana e de animais, quanto nos seus produtos
industrializados, gerando, conseqientemente, milhares de
empregos (ABIMILHO, 2004)

O nitrogénio, um dos principais nutrientes de vérias plantas e
também do milho pode ser adquirido pelo solo, fixacdo biolégica de
nitrogénio (FBN) e fontes quimicas como fertilizantes nitrogenados.
Este elemento tdo importante pode ser perdido por processos de
lixiviacao, desnitrificacéo e etc. Atualmente, uma forma de se obter a
fertilizacao nitrogenada é através da FBN (BALDANI, 1980)

Para estudar e observar o comportamento das bactérias
dizotroficas, seria preciso a retirada das demais bactérias néo
fixadoras das sementes do milho, para que ndo haja nenhuma
interferéncia na interacdo das bactérias fixadoras. Como até hoje
nenhum estudo sobre este processo obteve resultados satisfatorios,
a finalidade deste trabalho foi conseguir um método de
desinfestagcdo realmente eficiente para facilitar os estudos do
processo de colonizacao e infecgdo dessas bactérias diazotréficas,
nas raizes de milho e para producéo futura de um veiculo eficaz de
inoculagcdo com essas bactérias. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a eficiéncia de diversas técnicas de desinfestacdo superficial para a
obtencéo de sementes de milho livres de microrganismos.
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2. Resultados de Pesquisa

O experimento consistiu em um teste prévio para verificar a
germinacdo das sementes antes e apds o0s tratamentos de
desinfestagdo. O poder germinativo e a presenca de contaminantes
nas sementes foram testados em placas, contendo meio rico
(batata), incubadas por 5 dias a temperatura de 30°C. Foram
testadas sementes de milho dos hibridos SHS 50-50 (com e sem
fungicida Captan e Vetran) oriundos da fazenda Sta Helena, e das
variedades produzidas pela Embrapa: BR473, Eldorado, Saracura e
Sol da manha (sem fungicida), BR 106 e BRS4150 (com fungicida).
Os tratamentos de desinfestacdo utilizados foram: imersdo em
peroxido de hidrogénio (H,O,) durante 10, 20 e 30 minutos; em
hipoclorito acidificado; etanol absoluto em 30 minutos e em 1 hora;
calor seco a 100° C durante 24 e 72 horas; tratamento térmico em
agua e emissado de raios ultravioletas durante 1 hora. Em todos os
métodos utilizados (ap6s a desinfestacdo) as sementes foram
lavadas por 10 vezes em &gua estérii por 3 minutos cada,
permanecendo na ultima agua de lavagem por 4 horas para facilitar
a germinagao.

21.Método 1 - Peréxido de Hidrogénio (H:0,)
(MONTARROYOS, 2000)

Imerséo das sementes em HO, (H,O, — 30% O, 100 vol.) durante
10, 20 e 30 minutos sob agitacéo de 100 rpm.

2.2. Método 2 — Hipoclorito Acidificado (PINHEIRO, 1992)

Imersdo das sementes em etanol (95%) por 90 segundos sob
agitacdo de 100 rpm, imergindo posteriormente durante 15 minutos
em hipoclorito acidificado*; fazendo 4 lavagens sucessivas de 3
minutos cada com agua destilada estéril, mais uma vez postas em
hipoclorito acidificado, fazendo 3 lavagens de 3 minutos cada em
agua destilada estéril. Logo apos, as sementes foram imersas em
peroxido de hidrogénio (H,O, — 30% O, 100 vol.) durante 15
minutos.
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Hipoclorito Acidificado (solucao):

Solucdo A: 5% NaOCI (4gua sanitaria)

Solugéo B: 160 ml de KH,PO,; 40 ml de HCL concentrado; 250 ml
de agua destilada

Solugéo C: 1% V/V tween 80

Solugéo Final: 20 ml da solugéo A + 2 ml da solugdo C + 4 ml da
solucdo B + 174 ml de 4gua destilada estéril.

2.3. Método 3 — Etanol Absoluto

Imersdo em etanol absoluto durante 30 e 60 minutos sob agitacao
de 100 rpm.

2.4. Método 4 — Calor Seco

As sementes foram submetidas a temperatura de 100°C na estuda
durante 24 e 72 horas, lavadas e postas para pré-germinar a 30°C.

2.5. Método 5 — Tratamento térmico

Imersédo das sementes em agua por 1 hora a 55°C, acrescido de 6
minutos a 70°C, 4 minutos a 75°C e 3 minutos a 80°C.

2.6. Método 6 — Exposicao aradiacao ultravioleta

As sementes nas placas contendo meio solido rico (batata) foram
expostas a radiacdo ultravioleta durante 1 hora na capela de fluxo
laminar.

Os métodos testados consistiram na imersdo das sementes em
peréxido de hidrogénio (H,O,) durante 10, 20 e 30 minutos; em
hipoclorito acidificado durante 30 minutos; em etanol absoluto,
durante 30 minutos e 1 hora; calor seco a 100°C durante 24 e 72
horas; tratamento térmico em agua € exposicdo aos raios
ultravioleta durante 1 hora. Ap6s serem submetidas aos diversos
métodos de desinfestacdo, 4 sementes de cada cultivar foram
postas para pré-germinar em placas contendo meio batata, com o
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