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RESUMO

Conduziu-se este trabalho com o objetivo de avaliar a qualidade fisiol dgica das sementes recobertas com diferentes misturas
e armazenadas, assim como a sobrevivéncia das células bacterianas no recobrimento destas. Utilizou-se neste estudo a estirpe H.
seropedicae Z67 BR 11175. O recobrimento das sementes de milho ‘UENF 506-8' foi realizado com a mistura de calcério, meio de
cultura semi-sdlido, &gua e cimentante. As sementes foram acondi cionadas durante trés meses, em sacos de papel multifoliado e
armazenadas em duas condi¢des: ambiente de laboratorio (temperatura média de 26,2 °C e UR médiade 61,5%) e cmaraBOD. A cada
30 dias de armazenamento, foram efetuadas determinaces do teor de agua, contagem de bactérias e avaliages da qualidade fisioldgica
das sementes. O recobrimento das sementes ndo altera a perda natural da qualidade fisiol dgica das sementes durante o armazenamento.
Dentre as condicdes de armazenamento estudadas, a mais adequada para a manutencéo das sementes foi atemperatura média de 26,4
°C e UR médiade 61,5 %. As células bacterianas foram observadas nas raizes das plantulas oriundas de sementes revestidas com
bactéria, armazenadas por até 60 dias independente da condicdo de armazenamento.

Termos paraindexacdo: Germinagdo, recobrimento, bactérias diazotroficas, acidos himicos.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the physiological quality of stored seeds covered with different mixtures and the period
of surviva of the bacteria cells in the seed coatings. H. seropedicae Z67 BR 11175 was used in this study. The ‘UENF 506-8' corn
seeds were coated with a mixture preparation consisting of lime, INFb semi-solid medium, water and cement. The seeds were
conditioned for three months in paper bags and stored under two conditions: laboratory (at a temperature of 26.2 °C and 61.5%
relative humidity) and BOD chamber. Every 30 days of storage determinations of the water content, counting of bacteria, and
evaluations of the physiologic quality of the seeds were performed. The coating of the seeds did not modify the natural loss of
physiological quality of the seeds during the storage. Among the storage conditions studied, the most appropriate for the maintenance
of the seeds was the 26.2 °C and 61.5% of relative humidity. Bacteria cells were detected in the roots of plants originated from coated
seeds inoculated with bacterial and stored up to 60 days independently the of storage conditions.

Index terms: Germination, coating, diazotrophic bacteria, humic acid.
(Recebido em 22 de abril de 2008 e aprovado em 22 de setembr o de 2008)

INTRODUCAO microbiana no solo ndo é grande ou as estirpes ndo sdo
eficientes, torna-se necessario recorrer amétodos artificiais
de introducéo de estirpes selecionadas. A prética de
inoculacdo é muito divulgada e adotada, principa mente,

O aumento do custo dos adubos nitrogenados e a
preocupacdo cada vez maior com possiveis efeitos
negativos do excesso de hitrato nos mananciais sdo fatores em leguminosas (Coelho, 2001).
que devem ser levados em consideracdo para o incentivo Em poécess, as Bactérias fixadoras de nitrogénio
a0 estudo do processo natural de fixac&o biolégica do que colonizam as plantas podem ser agrupadas em trés
nitrogénio (FBN) (Cantarella& Duarte, 2004). Esseprocesso  careqorias; organismos de rizosfera, que incluem todas as
é realizado por microrganismos chamados diazotroficos  egpécies que colonizam a superficie radicular, tais como,
(bactérias e cianobactérias fixadoras de nitrogénio). Azotobacter paspali e Beijerinckia spp.; endofiticos

Para que a fixacéo bioldgica sejaexploradaem seu  facultativos, todas as bactérias diazotréficas que podem
maximo potencial, € necessario que estirpes eficientes  colonizar a superficie e interior das raizes, representadas
estabelecam-se nas raizes das plantas. Quando apopulacdo  basicamente pelas espécies de Azospirillum, exceto A.
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halopraeferens; e endofiticos obrigatorios, constituidos,
principalmente, pelas espécies isoladas mais recentemente
como Gluconacetobacter diazotrophicus, Herbaspirillum
spp. e Azoarcus, que sdo capazes de colonizar o interior
das raizes e tecidos aéreos das plantas (Baldani et a., 1997).
A eficiéncia da producdo de inoculantes para
poéceas, assim como em leguminosas, depende, entre
outros fatores, da manutencdo do niimero minimo de
células viaveis da bactéria no inoculante, desde a sua
fabricagdo até o uso pelo agricultor (Ferreiraet al., 2003).

O recobrimento de sementes pode ser uma forma
de inoculacdo das bactérias diazotroficas endofiticas em
poéceas, no entanto, ndo existem pesquisas avaliando o
periodo de sobrevivéncia das células bacterianas no
recobrimento, durante o armazenamento.

Apesar do acentuado incremento no uso de sementes
recobertas, verificado nos Ultimos anos, sd0 poucas as
informages que tém sido publicadas sobre a resposta destas
sementes durante o periodo de armazenamento (Mendonga,
2003; Oliveira et d., 2003). Entretanto, acredita-se que 0s
principios fundamentais para a correta conservacdo das
sementes recobertas s80 0s mesmos reconhecidos para as
sementes nuas. Segundo Carvalho & Nakagawa (2000), as
melhores condicdes para preservacdo da qualidade de
sementes ortodoxas sao agquelas que mantém o embrido em
baixa atividade metabdlica, em geral, em condi¢des de baixa
umidade relativa do ar e baixa temperatura.

A presenca de acidos himicos (AH) no
recobrimento pode aumentar a eficiéncia dainfeccéo das
bactérias nas plantas. Segundo Marques Janior (2006), os
AH estimulam o aumento de raizes |aterais e sitios mit6ticos,
aumentando os pontos de infecgdo para as bactérias
diazotroficas endofiticas.

Neste estudo, objetivou-se avaliar a qualidade
fisiol 6gica de sementes recobertas com acidos himicos e
bactérias diazotroficas armazenadas e o periodo de
sobrevivéncia das células bacterianas no recobrimento.

MATERIAL E METODOS

As avaliagOes foram realizadas na Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) em
Campos dos Goytacazes - RJ. Utilizou-se, neste estudo, a
estirpe H. seropedicae Z67 Br 11175, isolada de raizes de
arroz (Baldani et a., 1986), proveniente da colecdo de
bactérias diazotréficas da Embrapa Agrobiologia,
municipio de Seropédica, RJ.

Para preparacéo da bactéria para o recobrimento, uma
colénia da egtirpe foi inoculada em meio DY GS liquido
(Rodrigues Neto et al., 1986), permanecendo sob agitacéo a
150 rpm por 24h a 30 °C. Umaaliquota de 30 pL dacultura

bacteriana (2x10° células por mL) foi transferida para frascos
de vidro (volume 12 mL) contendo 5 mL de meio INFb semi-
solido (Baldani et al., 1992). Os frascos foram incubados por
72h a 30 °C paraa multiplicacdo bacteriana e formacdo da
pelicula. Em parte dos frascos de vidro, houve adi¢do de AH
isolado de vermicomposto, na concentragdo de 40 mgL*

O recobrimento das sementes de milho (' UENF 506-
8') foi realizado com amistura de 70% de calcério, 10% de
meio de cultura semi-sdlido INFb e 20% de &gua destilada.
Foi adicionado a essa mistura 2 % de agente cimentante
(cola a base de acetato de polivinila). As sementes foram
recobertas uma a uma com auxilio de uma pinca e, em seguida,
postas a secar a0 ar livre, durante um periodo de 24 horas.
Em seguida, as sementes foram acondicionadas em sacos
de papel multifoliado e armazenadas por trés meses em dois
ambientes: ambiente de laboratdrio, no qual atemperaturae
umidade relativa (UR) foram monitoradas a cada trés dias
com termohigrografo, e cdmaraBOD a20°C e 70+ 5 % UR.

Os tratamentos avaliados foram: T1: sementes nuas
(controle); T2: sementes recobertas com meio de cultura INFb
semi-solido; T3: sementes recobertas com meio de cultura INFb
semi-solido + AH; T4: sementes recobertas com meio de cultura
JINFb semi-solido + bactérias e T5: sementes recobertas com
meio de cultura INFb semi-sélido + AH + bactérias.

No inicio e a cada 30 dias de armazenamento, foram
realizadas as seguintes avaliagfes: teor de agua das
sementes - expresso em base Umida determinado pelo
método de estufaa 105 + 3 °C por 24 horas, utilizando duas
amostras de quatro a cinco gramas de sementes por
tratamento. O teste de germinacdo (TG) e a primeira
contagem do TG foram realizados de acordo com as
recomendages apresentadas nas Regras para Anélises
de Sementes (Brasil, 1992), com modificagBes, utilizando
guatro repeticdes de 25 sementes por tratamento; primeira
contagem do TG - realizada conforme metodol ogia prescrita
parao TG, sendo o resultado expresso pela porcentagem
das pléntulas normais avaliadas no quarto dia apds o inicio
do teste; teste de frio sem solo - quatro repeticbes de 25
sementes por tratamento foram distribuidas em papel
germiteste umedecido com &gua destilada equivalente a
2,5 vezes 0 peso do papel. Apds a semeadura, os rolos
foram colocados no interior de sacos plésticos e estes
foram mantidos em cdmara tipo BOD regulado a 10 °C,
durante sete dias. Em seguida, os rolos no interior dos
sacos plésticos foram transferidos para um germinador
regulado & temperatura alternada de 20-30 °C, onde
permaneceram por mais sete dias. A avaliacdo da
germinacdo foi realizada de acordo com as prescricdes das
Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992); células
bactérias presentes no tecido radicular — foi estimado pela
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multiplicag8o de bactérias fixadoras de nitrogénio em meio
de cultura INFb semi-sdlido. A combinag&o entre presenca
e/ou auséncia de formagao de pelicula observada para trés
repeticBes por diluicdo foi utilizada para determinar o NMP
natabela de McCrady (Dobereiner et al., 1995).

O experimento foi instalado seguindo o
delineamento inteiramente casualizado. Utilizou-se um
esquema fatorial 5 x 2 x 4, correspondente a cinco
tratamentos, dois ambientes de armazenamento e quatro
periodos de armazenamento. Os dados foram submetidos
aandise de variancia (F a 5% de probabilidade). Os graus
de liberdade dos fatores isolados, assim como dainteracdo
entre os fatores foram desdobrados via teste de
comparacdo de médias (fatores qualitativos) e andise de
regressdo (fatores quantitativos). Os resultados da
contagem de bactérias pela técnica do NMP para os
tratamentos sementes nuas, meio e meio + AH foram
apresentados por meio das médias obtidas durante o
armazenamento das sementes, pois nenhum modelo de
regressdo descreveu o comportamento dos dados.

RESULTADOSE DISCUSSAO

NaFigura 1, encontra-se a variacdo da temperatura
e UR do ar (média, maxima e minima) do ambiente de
laboratério, durante o periodo de armazenamento. A
temperatura média no periodo de armazenamento foi de
26,4 °C, com meédia maximade 27,2 °C e médiaminimade
25,2 °C. Observa-se que a temperatura do laboratorio foi,
durante todo o periodo de armazenamento, superior a
temperatura da cdmara BOD (20 °C). A UR médiado ar no
laboratorio foi de 61,5 %, com média maximade 65,7 % e
médiaminimade 54,1 %. A umidade relativa do ar médiano
laboratdrio foi inferior a UR da cAmaraBOD (70 + 5 %).

Durante 0 armazenamento, foi possivel verificar que
as sementes armazenadas no laboratorio, inclusive o
controle, mostraram-se com valores de teor de guamais
baixos em relacdo as sementes armazenadas em camara
BOD, indicando que as embalagens permitiram troca de
umidade entre as sementes e o ambiente. Neste caso, aUR
mais baixa e amaior temperatura no laboratorio propiciaram
maior perda de dgua destas sementes (Tabela 1).

No inicio do armazenamento (tempo 0), as sementes
recobertas continham maior teor de agua do que as nuas. Na
mistura do recobrimento € adicionada agua e com isso haum
aumento do teor de &gua nas sementes, logo apds o
recobrimento. No entanto, durante o armazenamento, as
sementes recobertas mostraram valores de teor de agua
consideravelmente mais baixos do que os verificados para
sementes nuas (Tabela 1), indicando que a &gua presente no

recobrimento € perdida mais rapidamente do que a agua das
sementes, diminuindo o teor de dgua das sementes recobertas.

Para comprovar que o baixo teor de agua nas
sementes recobertas é consequéncia da perda de dgua
pelo recobrimento, foi avaliado o teor de &gua das sementes
nuas, sementes recobertas, sementes descobertas (o0
material do recobrimento foi retirado) e do recobrimento,
todos armazenados por 90 dias em laboratério (Tabela 2).

Os dados mostraram que as sementes descobertas
possuem um teor de &gua semelhante a0 das sementes
nuas, enquanto as sementes recobertas contém um menor
valor. O recobrimento propiciou um teor de agua
extremamente baixo, atribuindo-se a0 mesmo o componente
responsavel pelo menor teor de agua das sementes
recobertas. Portanto, pode-se considerar que o calcério
constitui um recobrimento com baixa retencéo de umidade,
0 que também foi observado por Silva & Nakagawa (1998).

Analisando os dados da primeira contagem do TG
e do teste de germinacdo (Tabela 3), constatou-se efeito
significativo do ambiente de armazenamento, sendo os
valores obtidos para as sementes armazenadas no
laboratério superiores aos obtidos para sementes
armazenadas em cdmara BOD. Possivelmente, a maior
umidade relativano interior da cBmara BOD causou maior
deterioracdo das sementes, sendo este ambiente menos
eficiente na preservagéo do vigor das sementes.

A maior umidade relativano interior dacAmara BOD,
em relacdo a umidade relativa média do laboratério, e a
embalagem permeavel onde estavam acondicionadas as
sementes provocaram maior deterioragdo das sementes
como relatam Freitas et al. (1992).

As curvas da Figura 2, mostram que a germinacao
das sementes nuas foi maislenta, quando comparadas as
sementes recobertas, independente da ‘ mistura’ aplicada.
Possivelmente, o recobrimento das sementes, ao ser
umedecido, ndo formou uma barreira fisica a germinacéo
das sementes. Além disso, o pH menos &cido em torno das
sementes recobertas, pela presenca do calcario, pode ter
beneficiado a germinag&o.

N&o houve diferenca significativa entre os
tratamentos durante o teste de germinag&o. Na Figura 3,
podemos observar uma reducdo significativa na germinagéo
das sementes ao longo do armazenamento. O decréscimo
observado na porcentagem de germinacdo das sementes
nuas ou recobertas pode ser atribuido ao processo natural
de deteriorac@o das sementes. Esses resultados estdo de
acordo com Oliveiraet a. (2003), os quais também verificaram
reducdo da quaidade das sementes nuas e recobertas de
piment&o ao longo do armazenamento quando estas foram
armazenadas em embalagem permedvel.
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Figura 1l — Variacdo datemperatura (°C) e da umidade relativa (%) méxima, minima e média no laboratério durante o
armazenamento das sementes de milho ‘UENF 506-8'.

Tabela 1 — Teor de agua (%) de sementes de milho (‘UENF 506-8') nuas e recobertas determinado durante o
armazenamento.

CondigBes de Periodo de Armazenamento (Dias)*
armazenamento Tratamentos
0 30 60 90
Sementes Nuas (Control€) 11,12 11,95 12,40 12,34
Meio 14,29 8,85 7,66 8,27
CamaraBOD Meio + AH 12,61 7,53 8,70 8,54
Meio + Bactérias 16,20 7,38 9,23 7,99
Meio + AH + Bactérias 16,35 8,44 7,53 7,88
Sementes Nuas (Controle) 11,12 10,04 10,39 8,95
Meio 14,29 7,04 7,27 6,39
Laboratdrio Meio + AH 12,61 7,23 8,92 5,65
Meio + Bactérias 16,20 6,00 7,77 6,06
Meio + AH + Bactérias 16,35 6,16 6,70 4,82

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 33, n. 3, p. 765-772, maio/jun., 2009



Germinacdo e vigor de sementes de milho...

769

Tabela2 — Teor de agua (%) em sementes nuas, recobertas
ou descobertas de milho ‘ UENF 506-8', apds 90 dias de
armazenamento em condi¢cfes ndo controladas de
temperatura e umidade (Iaborat6rio).

Tratamentos Teor de agua (%)
Sementes nuas 9,95
Sementes recobertas 6,03
Sementes descobertas 9,93
recobrimento 0,47

100

80

Primeira contagem do teste de
germinagao (%)

Tabela3 - Influénciado local e condicdo de armazenamento
sobre a porcentagem de germinag&o e a primeira contagem
do TG de sementes de milho *UENF 506-8'.

Loca Primeira Germinagdo
contagem do (%)
TG (%)
Laboratdrio 83,84 a 98,0a
CémaraBOD 80,74 b 96,3 b

As médias dentro de cada coluna seguidas da mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a5 % de probabilidade.

0 30

60 90

Periodo de armazenamento (dias)

— — Sementes nuas (controle) Y=80,27 — 1,28 x+0,0129x2 R2=0,80

Meio Y=9597—-0,32x+0,002x2 R2=0,83

—a—Meio+ AHY=9360-0,28x+0,0016 2 R2=0,96
—a— Meio + Bactérias Y=96,97—-0,42x+ 0,0029x2 R2=0,99
—¥¢—Meio + AH + Bactéiras Y=9592—0,50x+0,0043x2 R2=0,84

Figura 2 — Influéncia do tempo de armazenamento na primeira contagem do TG de sementes de milho ‘ UENF 506-8' nuas

ou recobertas.

Na avaliacdo do teste de frio ndo foi observada
diferenca significativa entre as sementes nuas e recobertas,
independente das condi¢des de armazenamento (Tabela
4). Esses resultados est@o de acordo com Coraspe et d.
(1993), que ndo observaram diferenca significativa na
avaliagdo do teste de frio entre sementes nuas e recobertas
de alface. No entanto, ao longo do armazenamento
observou-se reducdo, significativa, no vigor das sementes
avaliadas pelo teste frio (Figura 4).

A adicdo das bactérias e dos AH n&o influenciou
negativamente a qualidade fisiol6gica das sementes
avaliadas pela primeira contagem do TG, teste de
germinacdo eteste defrio (Figura2, 3 e Tabela4).

Naavaliacdo do nimero de bactérias ndo foi observado
efeito do ambiente de armazenamento. Na Figura 5, encontram-
se 0s resultados da avaliacdo da multiplicagdo bacteriana
resultante da avaliagfo por meio datécnicado NMP. A presenca
de bactérias nos tratamentos com sementes nuas, meio e meio
+ AH, no tempo 0 (zero), provavelmente, foi consequéncia da
contaminag&o por bactérias diazotroficas nativas presentes nas
sementes. A deteccdo de bactérias em plantas onde ndo houve
ainoculaggo de bactérias nas andlises de NMP é comum, visto
que 0s meios utilizados durante a técnica e para o recobrimento
das sementes sdo semi-seletivos (Canuto, 2003). No entanto,
a0s 30, 60 e 90 dias ndo foi detectada a presenca das bactérias
pelatécnicado NMP nestes tratamentos.
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Figura 3 —Valores médios de germinacéo de sementes nuas e recobertas de milho ‘ UENF 506-8' durante o armazenamento.

Tabela 4 — Teste frio de sementes de milho ‘UENF 506-8' nuas e recobertas.

Tratamentos Médias
Controle 96,4 a
Meio 96,4 a
Meio + AH 96,6 a
Meio + Bactéria 94,2a
Meio + AH + Bact. 94,1a

As médias dentro da coluna seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a5 % de probabilidade

100
— = .
95 -
g
o %07 y= 97,81 + 0,134 X - 0,0025 2
I R2=0,95
7 &1
'_
80 -
75 T T 1
0 30 60 90

Periodo de armazenamento (dias)
Figura 4 —Valores médios do teste de frio de sementes nuas e recobertas de milho ‘ UENF 506-8' durante o armazenamento.
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Log do n°de células/g de massa fresca
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-
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Periodo de armazenamento (dias)

—— Sementes nuas
—e&—Meio
- -A- = Meo+AH

— — Méo + bactérias y=6,58+0,028x-0,01x2 R2=0,96

Meo + AH + bactérias y=6,92+0,014x-0,001x2 R2=0,97

Figura5 — Numero de bactérias diazotréficas (expresso em log do niimero de células por grama de tecido fresco) em
raizes de plantulas de milho ‘UENF 506-8' oriundas de sementes nuas e recobertas.

Os tratamentos meio+bactérias e meio+bactériastAH,
no tempo 0, mostraram um ndmero superior de bactérias em
relacdo aos demais tratamentos (Figura 5), evidenciando que
ainoculaggo das bactérias pelo recobrimento de sementes foi
eficiente.

Nos tratamentos onde foi realizada ainoculagéo de
bactérias foi detectada a presenca das células bacterianas
nas raizes das plantulas oriundas de sementes armazenadas
por até 60 dias, evidenciando que a técnica do
recobrimento permite a sobrevivéncia das células
bacterianas por um periodo de tempo. Assim, as sementes
inoculadas pela técnica do recobrimento néo precisam ser
semeadas logo apds o recobrimento, podendo ser
armazenadas por um periodo de até 60 dias.

A presencadosAH no recobrimento ndo alterou
0 tempo de sobrevivéncia das bactérias no
recobrimento. Esses dados corroboram com Marques
Janior (2006), o qual avaliou diferentes concentracdes
deAH everificou um mesmo padréo de sobrevivéncia
das bactérias em relacdo ao controle (sem a presenca
de AH).

O recobrimento de sementes mostrou eficécia como
inoculante de bactérias diazotréficas endofiticas da espécie
Herbaspirillum seropedicae (Z67), preservando a

viabilidade das células bacterianas por um periodo de até
60 dias sem que houvesse perda da qualidade.

CONCLUSOES

O recobrimento ndo prejudica a qualidade fisiolégica
das sementes durante 0 armazenamento.

Dentre as condic¢Bes de armazenamento estudadas,
amais adequada para a preservacdo da qualidade fisiol6gica
das sementes foi o laboratério (26,2 °C de temperatura
média e UR média de 61,5%).

Nos tratamentos onde foi realizada a inocul agéo
de bactérias pelo recobrimento de sementes foi detectada
a presenca das células bacterianas nas raizes das
pléntul as oriundas de sementes armazenadas por até 60
dias.

A presencados AH n&o altera a sobrevivéncia das
céulas bacterianas no recobrimento das sementes.
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