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RESUMO

O complexo soja (gréo, farelo e 6leo) contribui significativamente para as exportagdes do
agronegdcio brasileiro. Dentre os principais fatores que limitam o rendimento da soja, as
doengas sdo as mais importantes e de mais dificil controle. A maioria dos patégenos de soja é
transportada pela semente, merecendo destaque o fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de
Bary, agente causal da doenca conhecida como Mofo Branco, a qual vem apresentando niveis
preocupantes de incidéncia nos estados produtores de soja. Existem diferentes métodos para
deteccédo de S. sclerotiorum em sementes de soja, que necessitam ser aprimorados para uso
em analise de rotina de laboratorios. A pesquisa objetivou estudar a eficiéncia dos principais
métodos descritos na literatura para deteccdo do fungo S. sclerotiorum em sementes de soja,
comparando sensibilidade, repetibilidade e o efeito de fungos indesejaveis, bem como
verificar a influéncia do nivel de infeccdo do patdgeno na semente na sensibilidade dos
métodos. Foram realizados experimentos durante trés safras agricolas (entre os anos 2008 e
2011), sendo utilizadas amostras de sementes de soja com diferentes niveis de infeccdo: a)
naturalmente infectadas (oriundas de &reas com o histérico da doenca; ou de areas com a
incidéncia conhecida da doenga no campo; ou colhidas diretamente de plantas infectadas); b)
artificialmente inoculadas (com incidéncia conhecida do patdgeno). Compararam-se 0S
seguintes métodos de deteccdo recomendados pela literatura: “Blotter test” a 7 °C, 14 °C e 20
°C; Rolo de Papel e Neon-S. Pelos resultados obtidos, verificou-se que a sensibilidade dos
métodos ndo possibilitou a detec¢do do patdgeno nas sementes provenientes de areas com
incidéncia da doenca e nem a repetibilidade dos resultados; porém, os métodos foram
eficientes para a detecgdo em sementes inoculadas artificialmente. No método de incubagéo
em “Blotter test” a 7 °C, observou-se menor incidéncia de outros fungos considerados
indesejaveis durante as andlises de sementes realizadas. Os niveis de incidéncia do patégeno
S. sclerotiorum em sementes de soja interferiram na sensibilidade dos métodos de deteccéo,
ndo se observando relagdo entre a incidéncia no campo do patdgeno S. sclerotiorum e a
verificada na semente de soja colhida. Pelos métodos utilizados constatou-se que as sementes
provenientes de plantas de soja infectadas por S. sclerotiorum no campo, ndo necessariamente
podem estar transportando o patdgeno.

Palavras-chave: Glycine max. mofo branco. patologia de sementes.



ABSTRACT

The soybean complex (grain, meal and oil) contributes significantly to the Brazilian
agribusiness exports. Among the main factors limiting the soybean yield, diseases are the
most important and most difficult to control. Many of soybean pathogens are transported by
seed, earning featured the fungus Sclerotinia sclerotiorum, which causes the disease known as
white mold, that is presenting worrying incidence levels at soybeans producers states. There
are different methods to S. sclerotiorum detection in soybean seeds that need to be enhanced
for use on routine analysis at laboratories. The present research aimed to verify the efficiency
of different methods described in the literature to S. sclerotiorum detection on soybean seeds,
comparing sensitivity, repeatability, undesirable fungi effect and to verify the seed pathogen
infection level influence on methods sensibitity. The experiments were performed during
three crop seasons (between 2008 and 2011), using soybean seeds samples with different
infection levels: a) naturally infected (from areas with disease history, or from areas with
known field disease incidence or harvested directly from infected plants); b) artificially
contaminated (with known pathogen incidence). The following methods recommended by the
literature were compared: Filter Paper (“Blotter test”) at 7°C, 14°C and 20°C; Paper Roll and
Neon-S. The results obtained showed that the sensitivity of the methods did not allow
detection of the pathogen in seed from areas with disease incidence nor the repeatability of
results, but were effective for the detection of artificially inoculated seeds; but were effective
to pathogen detection on artificially inoculated seeds. On Filter Paper at 7°C incubation
method, a lower incidence of other fungi that are considered undesirable during the seeds
analysis was observed. The S. sclerotiorum incidence levels on soybean seeds had influenced
on detection methods sensitivity, and no significant relationship was observed between the
field pathogen incidence and the harvested soybean seed incidence. Through the used
methods was verified that the seeds from soybean infected plants by S. sclerotiorum in the
field, may not necessarily be transported by the pathogen.

Key words: Glycine max. white mold. seed quality.
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1- INTRODUCAO GERAL

O Brasil é o segundo maior produtor de soja (Glycine max L. Merrill), respondendo
por cerca de 20 % da producdo mundial. A expansdo do cultivo dessa oleaginosa nos ultimos
anos é crescente, sendo estimado um incremento de 611 mil hectares para safra 2011/12. O
Parani ocupa a segunda posicdo nacional, correspondendo a 19 % da producéo de gréos
(EMBRAPA, 2010; CONAB, 2011).

O complexo soja (gréo, farelo e 6leo) é um dos principais setores que contribuem
significativamente para as exportagbes do agronegocio brasileiro, colaborando com o
acréscimo do superdvit do pais, tanto pelo aumento de precos no mercado externo quanto pelo
incremento da quantidade exportada (PAULA e FAVERET FILHO, 2009; BRASIL, 2011).

A semente é considerada o mais importante insumo agricola, tendo duas fungdes
principais: multiplicacdo de plantas e material utilizado para comercializagédo de gréos
(consumo humano e animal). As sementes se diferenciam dos gréos pela sua qualidade,
determinada por um conjunto de atributos de natureza genética, fisica, fisioldgica e sanitaria
(MARCOS FILHO, 2005). O aumento da qualidade da semente é responsavel pelo aumento
significativo da produtividade.

O fator sanitério, por meio do controle de doengas transmissiveis pela semente, é
relevante na producdo agricola, uma vez que ndo se refere somente ao dano causado na
semente, mas também a propria expressdo econdmica de cada doenca (MENTEN, 1995).
Neste sentido, Jaccoud-Filho et al. (2002) observaram perda econbmica significativa na
cultura de soja causada por fungos de solo provenientes da semente.

Os danos decorrentes da associagdo patdgeno/semente resultam na diminuicdo da
emergéncia de plantulas e da produtividade, podendo causar prejuizos para todo o sistema
agricola com a disseminacdo de doencas, tornando regides improprias para o cultivo de
determinada espécie.

Vérias doencas de importancia econdmica estdo associadas a transmissdo via
semente. O patdgeno pode ser carregado internamente e/ou transportado por fragdes impuras
do lote, que podem conter micélios, corpos de frutificacdo e esporos de fungos; cistos ou
galhas de nematdides, células e particulas bacterianas (MACHADO, 1988, 2000;
BALARDIN et al., 2005).

Na cultura da soja, merece destaque a doenga conhecida como Mofo Branco, causada
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pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, a qual desde 1999 vem apresentando
niveis preocupantes de incidéncia nos Estados do Parana, Mato Grosso do Sul, Goias e Minas
Gerais, com perdas da ordem de 30%, podendo atingir até 100% em periodos chuvosos, caso
medidas preventivas ndo forem tomadas (FERREIRA et al., 1979; HARTMAN et al., 1999;
CARREGAL et al., 2005; LEITE, 2005; EMBRAPA, 2010; JULIATTI e JULIATTI, 2010;
JACCOUD-FILHO et al., 2010).

A disseminagdo do fungo S. sclerotiorum normalmente tem sido considerada
somente pela presenca de esclerodios. De acordo com a Portaria n® 47, de 26 de fevereiro de
2009, da Secretaria de Defesa Agropecuéaria do Ministério da Agricultura, Pecuédria e
Abastecimento, o nivel de tolerncia do fungo em lotes de sementes est& baseado na presenca
de esclerddios. Porém, estes sdo estruturas de resisténcia que podem permanecer Viaveis por
até 11 anos e serem transportados entre as sementes (contaminagdo concomitante) ou serem
formados por sementes infectadas interna ou externamente pelo patégeno (Neergaad, 1979).
Em trabalho realizado por Yang et al. (1998) constatou-se que o patdgeno pode ser
transmitido pela semente internamente infectada, sendo que Steadmam (1983) observou que
uma semente é capaz de formar mais de um esclerddio e este, por sua vez, formar até 20
apotécios, os quais tém a capacidade individual de liberar 2.000.000 de ascGsporos no
ambiente. Assim, a semente pode ser considerada um grande potencial de indculo e a detecgéo
do patdgeno S. sclerotiorum em lotes de sementes de soja pode evitar a disseminagdo da
doenga para novas areas.

Existem véarios procedimentos para deteccdo do fungo S. sclerotiorum na semente.
Dentre os métodos mais utilizados para soja, podem ser citados a incubagdo em “Blotter Test”
e em Rolo de Papel, os quais tem como principio de deteccdo a formacédo de esclerddios pela
semente. H4 algumas variacbes de metodologias empregando periodos de incubagdo que
podem variar de 7 a 30 dias e temperaturas de 7 a 20 °C; além da recomendag&o da utilizac&o
de herbicida &cido diclorofenoxiacético (2,4 D) ou restricdo hidrica (manitol ou cloreto de
sodio) com o objetivo de retardar a germinacdo das sementes durante a incubacdo, a qual
dificulta a deteccdo de esclerodios nas sementes (MENTEN, 1985; PERES, 1996;
MACHADO et al., 2002; PARASI et al., 2006; APASSUL, 2008; BRASIL, 2009).

Outro método oficial amplamente empregado é a incubacdo em Meio Agar-
Bromofenol - Neon, baseado na mudanca de coloragdo do meio que ocorre na presenca de
substancias acidas (4cido oxalico) liberadas pelo patdgeno S. sclerotiorum durante o seu

crescimento, que em contato com o meio azul torna-o amarelo. Porém, outros fungos liberam
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acidos dificultando a identificagdo das sementes infectadas pelo patdgeno (NASSER, 1995;
PERES, 1996; MACHADO et al., 2002; BRASIL, 2009).

Baseado no fato de que a doenca Mofo Branco tem causado perdas expressivas na
producéo de soja (LEITE, 2005; JACCOUD-FILHO et al., 2010) e que o principal meio de
disseminacdo é por meio de sementes contaminadas (NEERGARD, 1979; STEADMAN,
1983; RICHARDSON, 1990; BOLTON, 2006), a eficiéncia dos testes de sanidade para
detectar o patdgeno S. sclerotiorum torna-se relevante no controle do avango da doenca para
novas regides.

Neste sentido, a presente pesquisa objetivou comparar os métodos de incubacéo em
“Blotter Test”, Rolo de Papel e Meio Neon-S, amplamente utilizados para detecgdo de S.
sclerotiorum em sementes de soja, visando avaliar sua eficiéncia para andlise de rotina de
laboratdrios, levando-se em consideracdo a sensibilidade, repetibilidade e o efeito do nivel de

incidéncia do patdgeno na sensibilidade dos métodos.

2 - REVISAO DE LITERATURA

Dentre os principais fatores que limitam o rendimento da soja, as doengas s&o as
mais importantes e de dificil controle, pois a medida que as plantacBes se expandem,
multiplicam-se as doengas que infestam a cultura, diminuindo a produtividade agricola. De
acordo com Yorinori e Feksa (2001), a ocorréncia de doencas é o fator limitante para obtencéo
de alto rendimento na producéo de sementes de soja.

Vérias doencas causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus afetam a cultura da
soja no Brasil, sendo que os fungos sdo os fitopatdgenos mais importantes, pois causam a
maioria das doencas de plantas. Roese et al. (2001), em levantamento de patdgenos
associados a cultivares de soja produzidas na regido Oeste do Parand, identificaram 21
patdgenos infectando a cultura, sendo que 71% deles eram representados pelos fungos.

A disseminacdo dos fungos pode ser feita pelo vento, agua, inseto e animais, mas
nenhuma forma é téo eficiente quanto a semente, uma vez que o patdgeno veiculado tem
maior chance de provocar doenca nas plantas oriundas da mesma e se espalhar para outras
plantas sadias, iniciando uma epidemia. Ha doencas em que a semente é o Unico meio de
sobrevivéncia de uma safra para outra (YORINORI et al., 1979; RICHARDSON, 1990;
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CARMONA et al., 2004; DHINGRA, 2005; TORRES et al., 2009).

A maioria dos patégenos da soja é transmitida pela semente e 0 uso de sementes
portadoras destes, provenientes de diferentes areas de producéo, tém sido importante causa de
introducdo e aumento de novas doengas ou de racas fisiologicas de patdgenos. O uso de
sementes sadias, ou 0 seu tratamento quimico, evitaria a disseminagdo (NEERGARD, 1979;
CHOUDHURY, 1985; MACHADO, 1988; ZAMBOLIM, 2005; SOMDA, 2008)

Os fungos fitopatogénicos normalmente associados as sementes de soja séo:
Phomopsis spp., Colletotrichum truncatum, Cercospora Kkikuchii, Cercospora sojina,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Fusarium semitectum e S. sclerotiorum
(SINCLAIR, 1979; FERREIRA et al.,, 1979; RICHARDSON, 1990; ROESE, 2001;
HENNING, 2005).

Menten (1995) relatou que a partir da safra 1976/77 foi detectada em lavouras de
soja, no centro-sul do Parand, a doenga conhecida como Mofo Branco, causada pelo fungo S.
sclerotiorum, sem verificar inicialmente problemas com a produtividade, uma vez que ocorreu
em pequenas reboleiras, infectando poucas plantas por hectare. Porém, em funcdo de uma
série de fatores tais como: monocultivo, sucessdo de culturas com espécies suscetiveis
(girassol, canola, feijéo e algoddo), semeadura de sementes infectadas e condigdes ambientais
favoréveis, a doenga tornou-se um dos principais problemas no Estado do Parana.

Yorinori e Feksa (2001), na safra 2000/01, verificaram perdas de 11,5% a 61,0% na
regido sul do Parana, em decorréncia de S. sclerotiorum. Mais recentemente, Carregal et al.
(2008) observaram perdas de até 60 % na produtividade de soja, em éareas experimentais de
agricultores. Jaccoud-Filho et al. (2010), estudando a suscetibilidade de cultivares de soja a S.
sclerotiorum em area naturalmente infectada, observaram niveis de incidéncia que variaram
de 14 a 96% da doenca.

2.1. MOFO BRANCO

A doenga conhecida como Mofo Branco ou Podriddo Branca, causada pelo fungo S.
sclerotiorum, recebe essas denominagdes em func¢do dos sintomas e sinais externos causados
na planta, a saber: presenga de lesdes encharcadas nos 6rgéos afetados, de coloragdo parda e
consisténcia mole, com micélio branco, de aspecto cotonoso, cobrindo porc¢des dos tecidos

(FIGURA 1a). Na soja, os sintomas ocorrem geralmente no ter¢co médio das plantas (FIGURA
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1b), atingindo a haste principal, peciolos, folhas e vagens. O patégeno também atinge
internamente a haste principal da planta, formando micélios e esclerdédios (FIGURA 1c)
(FERREIRA et al.,, 1979; STEADMAN, 1983; HARTMAN et al., 1999; LEITE, 2005;
BOLTON et al., 2006; SAHARA, METHA,; 2008, JULIATTI e JULIATTI, 2010).

« \! d
HENNEBERG (2010

Figura 1. Sintomas e sinais do fungo S. sclerotiorum em planta de soja: a) Encharcamento do
limbo foliar na folha; (b) lesGes e formacdo de micélio branco na haste; (c) Formacgdo de

micélio branco e esclerédios em haste e vagens.

2.1.1 Etiologia

S. sclerotiorum é um fungo que apresenta as fases reprodutivas anamorfica e
teleomorfica, pertencente ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe Discomycetes, ordem
Helotiales, familia Sclerotiniaceae. E um fungo polifago, tendo como hospedeiras plantas de
mais de 75 familias, 278 géneros e 408 espécies, dentro das quais incluem alfafa, feijoes,
trevos, ervilha, batata, fumo, horteld, soja, girassol, tomate, canola, sendo as trés Gltimas
consideradas altamente suscetiveis. O milho e o sorgo ndo sdo culturas hospedeiras,
considerando opgdes para a rotacdo de cultura (FERREIRA et al., 1979; STEADMAN, 1983;



18

HARTMAN et al., 1999; BOLTON et al., 2006, SAHARA e METHA; 2008; JULIATTI e
JULLIATI, 2010).

A disseminacdo pode ser feita por micélios dormentes, que podem sobreviver em
residuos de plantas infectadas e internamente na semente, ou pode ser transportado por
fracbes impuras do lote de sementes que contém esclerédios. Em condicBes climaticas
favordveis (alta umidade e temperaturas noturnas amenas), 0s escler6dios germinam
carpogénicamente (forma teleomérfica), formando apotécios, onde sdo produzidos milhares
de esporos denominados ascosporos. Estes liberam esporos no florescimento da soja,
iniciando o desenvolvimento da doenca na planta; os esporos sdo facilmente disseminados
para as plantas da mesma lavoura. Pode ocorrer, mas raramente, a infeccdo miceliogénica
(forma anamorfica) que consiste no desenvolvimento de hifas pelos esclerddios, as quais
infectam a planta de soja na sua base (FERREIRA et al., 1979; STEADMAN, 1983;
HARTMAN et al., 1999; YANG et al., 1998; BOLTON et al., 2006; SAHARA e METHA,
2008; JULIATTI e JULIATTI, 2010)

Os esclerodios sdo estruturas de resisténcia, que podem permanecer vidveis por até
11 anos, além de serem altamente resistentes a substancias quimicas, temperatura de 60 °C e
ao congelamento. Tém sido verificadas, em algumas areas de cultivo da soja, altas infestacfes
do solo por esclerédios do fungo, sendo comum encontrar até 258 esclerédios m™
(MANOSSO et al., 2010a). Desta forma, essas areas estardo improprias para a rotacdo ou
sucessdo de culturas com feijdo, algoddo, girassol e canola, antes que esse indculo inicial seja
reduzido, o que limita a elaboracdo de um programa efetivo de rotacdo de culturas
(CARDOSO et al., 2005; CARREGAL et al., 2005).

O controle de S. sclerotiorum é dificultado principalmente pela formagdo dos
esclerédios que podem sobreviver varios anos na auséncia do hospedeiro e ndo se tem
verificado eficiéncia dos fungicidas normalmente utilizados. Assim, as recomendagdes para o
controle do Mofo Branco baseiam-se no sistema integrado de medidas, como rotagdo de
culturas, espacamento entrelinhas, época de semeadura, uso de fungicidas, controle bioldgico,
e 0 uso de sementes isentas do patégeno (FERREIRA et al., 1979; HARTMAN et al., 1999;
NASSER, 1999; JUNIOR e ABREU, 2000; VIEIRA et al., 2001; FONTANA et al., 2006;
REMUSKA e DALLA PRIA, 2007; DALLA PRIA e SILVA, 2010; EMBRAPA, 2010;
GRABICOSKI et al., 2010; JACCOUD FILHO et al., 2010; JULIATTI e JULLIATI, 2010;
MANOSSO NETO et al., 2010b; VRISMAN et al., 2010).

Yang et al. (1998) comprovaram a transmissdo de S. sclerotiorum pela semente de soja
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internamente infectada, demonstrando que a mesma é um agente de disseminacdo do
patdgeno para novas areas. Neste sentido, o uso de sementes isentas do fungo tem sido um
dos principais meios de controle de in6culo da doenca na fase inicial.

Considerando a semente como fonte inicial de in6culo de S. sclerotiorum, Hartman et
al. (1998) fizeram levantamento da detecgdo do patégeno em lotes de sementes obtidas da
Association Improvement Crop Illinois e concluiram a necessidade do levantamento da
incidéncia do fungo na semente para determinar o potencial de disseminagédo de S.

sclerotiorum para novas areas.

2.1.2. Transmissibilidade de S. sclerotiorum pela semente

O patogeno S. sclerotiorum pode ser transportado por esclerddios presentes no lote de
sementes, sendo um dos critérios de qualidade do mesmo, que de acordo com a Portaria n® 47,
de 26 de fevereiro de 2009, da Secretaria de Defesa Agropecudria do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, considera o nivel de tolerancia desse fungo em lotes
de sementes baseado na presenca de esclerddios.

A transmissdo do fungo via semente também pode ocorrer por este estar aderido a
superficie da semente ou no interior da mesma (camadas externas ou no embrido). Tu (1988),
estudando a capacidade da sobrevivéncia de S. sclerotiorum em sementes infectadas, por meio
de micélios dormentes nos cotilédones, observou que sementes infectadas semeadas em
terra/areia e que ndo germinaram, apodreceram e no seu lugar formaram de trés a seis
esclerddios, concluindo que a detec¢do de micélios dormentes na semente do patbgeno é
importante ndo somente na disseminagdo do fungo, mas também na epidemiologia da doenga.

Mueller et al. (1999) comprovaram a formacéo de escler6dios com o desenvolvimento
de apotécios em sementes de soja infectadas pelo patdgeno S. sclerotiorum quando semeadas
em campo, concluindo que a semente portadora ird infectar plantas e aumentar a quantidade
de esclerddios presentes no solo para as posteriores estaces do ano.

A transmissibilidade de S. sclerotiorum pelas sementes ndo depende apenas da
constatacdo de sua presenca, mas também de fatores externos (ambientais e bidticos) e
inerentes ao patdégeno (patogenicidade, agressividade, potencial de indculo, etc.) e ao

hospedeiro (suscetibilidade/resisténcia, mecanismos de resisténcia, etc.). Workneh e Yang
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(2000) observaram maior incidéncia de S. sclerotiorum nas regibes de Minesota e lowa
(Estados Unidos) em funcéo das condi¢Bes ambientais favoraveis. Recentemente, Manosso et
al. (2010 b), ao estudarem a incidéncia de S. sclerotiorum em plantas de soja semeadas em
oito épocas (safra 2009/10), observaram que a incidéncia € maior nas semeaduras realizadas
entre setembro e outubro, concluindo que as condi¢cbes ambientais e as épocas de semeadura
podem propiciar o desenvolvimento da doenga, tornando-as &reas de risco para producéo de
sementes de soja.

Né&o existem muitos trabalhos na literatura sobre transmissibilidade do patégeno da
planta-mé&e para a semente de soja. Neste sentido, Hoffman et al. (1998), estudando a
qualidade de sementes de soja produzidas em campos infestados pelo patdgeno S.
sclerotiorum, observaram a incidéncia de 0 a 95% no campo e constataram a presenca do
patdgeno em um indice 0,3 a 0,7% nas sementes, podendo-se considerar que hi uma baixa
taxa de transmisséo pela semente.

No entanto, pela relevancia da transmissibilidade da doenga Mofo Branco por
sementes, uma vez que a detec¢do de uma semente é considerada um expressivo potencial de
indculo (STEADMAN, 1983; MUELLER et al., 1999) e, diante da importancia da doencga,
que em condicbes ambientais favordveis para seu desenvolvimento pode diminuir
drasticamente a producgdo agricola de sementes de soja (JACCOUD-FILHO et al. 2010), a
deteccdo do patdgeno na semente torna-se um parametro para tomada de decisdo do controle

da disseminacdo da doenca para novas areas.

2.2. METODOS PARA DETECCAO DE S. sclerotiorum

Desde 1984, o Comité de Patologia de Sementes (COPASEM) da Associagéo
Brasileira de Tecnologia de Sementes (ABRATES), juntamente com o Plant Disease
Committee (PDC) da International Seed Testing Association (ISTA), tém se preocupado com
a afericdo de testes de sanidade de sementes. O objetivo é a padronizagdo de protocolos de
deteccéo especificos para cada patdgeno associado a semente (SOAVE e WETZEL, 1987;
SHEPPARD, 1993; ISTA, 2007).

O teste de sanidade tem como objetivos estimar as condi¢des sanitarias de um lote
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para semeadura, orientar no tratamento de sementes, auxiliar no conhecimento da causa da
baixa percentagem de germinag&o e vigor da semente, e estimar o risco de contaminacdo de
novas areas agricolas (DHINGRA e SINCLAIR, 1995; SOAVE e WETZEL, 1987;
MENTEN, 1995; NASSER, 1999; MACHADO, 2002; GOULART, 2005; HENNING, 2005).

A diagnose do fungo S. sclerotiorum em sementes tornou-se necessaria ao se
observar quedas da producdo agricola (CARREGAL et al., 2005; LEITE, 2005; SAHARA e
METHA ,2008; JACCOUD-FILHO et al., 2010). A deteccdo da presenca deste patbgeno em
uma semente infectada na amostra é preocupante, pois cada semente produz mais que um
esclerodio e que este, por si s, pode produzir 20 apotécios com a capacidade individual de
liberar 2.000.000 ascosporos, em 10 dias (STEADMAN, 1983). Neste sentido, uma semente
tem a possibilidade de produzir, no minimo, 2.000.000 de focos de infeccéo.

Existem diferentes métodos para detecgdo de S. sclerotiorum na semente, com
variagdes na sensibilidade, repetibilidade, economicidade e rapidez de resultados
(MACHADO, 2002; GOULART, 2005; HENNING, 2005).

2.2.1 Incubacdo em Substrato de Papel ou método do Papel de Filtro (“Blotter Test”)

O método do Papel de Filtro, mais conhecido como “Blotter Test”, tem por principio
a incubagdo das sementes sobre papel de filtro ou mata borréo, em caixa plastica transparente
(11,0x11,0x3,5cm). Trata-se da combinacdo da cdmara Umida (utilizada em patologia vegetal)
com o teste de germinagdo (tecnologia de sementes), com o objetivo de prover condi¢des
favordveis para o desenvolvimento do patégeno transportado pela semente (SOAVE e
WETZEL, 1987; SHEPPARD, 1993; MACHADO et al., 2002; BRASIL, 2009).

Uma das dificuldades desse método para a deteccdo de S. sclerotiorum é o
aparecimento de fungos fitopatogénicos e saprofitos de crescimento répido, que podem
encobrir o patdgeno e dificultar a andlise, pelo fato do fungo S. sclerotiorum ter
desenvolvimento mais lento (HENNING, 2005). A desinfeccdo superficial poderia ser uma
opc¢éo para diminuir o efeito indesejado; no entanto, o patdgeno em questdo tem seu indculo
externo e internamente & semente e com a desinfecgéo poderia ser removido da superficie das
sementes.

Outras variagBes desse metodo utilizadas sdo: incubacdo em temperatura baixa de 7

°C, que resulta no desenvolvimento mais lento dos patdgenos antagdnicos; e uso da incubagéo
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sob escuro continuo, que ndo afeta o desenvolvimento do fungo S. sclerotiorum e diminui ou
inibe o desenvolvimento dos fungos antagonicos (SOAVE e WETZEL, 1987; HENNEBERG
etal., 2011 (no prelo)).

As Regras para Analise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009) recomendam para
avaliagdo de S. sclerotiorum em sementes de feijdo, girassol, ervilha e soja o uso de
temperaturas de 10 a 15 °C, por periodo de incubacdo de 14 dias. Menezes (1987) e Koch e
Menten (2000) consideram que 10 a 15 dias seriam o periodo de incubagdo necessario para a
formacao dos esclerodios.

Adicionalmente, encontram-se também na literatura sugestBes de temperatura de
incubagdo variando de 7 a 20 °C. Neste sentido, Menten (1985) considerou que 7 °C é a
temperatura adequada para formacdo dos esclerddios; ja a Associagdo dos Produtores e
Comerciantes de Sementes e Mudas do RS - APASSUL (2008) sugeriu a temperatura de 20°C;
por outro lado, as Regras para Analise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009) recomenda de 10
al5°C.

As condices para formacéo de esclerddios s&o muito varidveis, como observaram Sun
e Yang (2000) utilizando-se duas intensidades de luz, cinco niveis de temperatura e trés de
umidade do substrato (areia). Neste trabalho, os autores verificaram que para os tratamentos
de baixa intensidade de luz (89 a 90 mol m?s™) a temperatura 6tima de crescimento do
esclerddio é de 12 a 18 °C, sem influéncia da umidade. Ja os tratamentos com alta intensidade
de luz (120 a 130 mol m?s™), a temperatura 6tima de desenvolvimento é de 20 °C, a um nivel
de 670 a 700 mL de 4gua para 4 kg de areia, correspondendo a formagéo de uma pelicula de
agua sobre a areia.

Além das dificuldades com relacdo ao desenvolvimento do patégeno, no método
“Blotter Test” a semente germina e ocorre o crescimento da plantula, o que dificulta a
avaliacdo e manipulacdo das caixas plasticas. Uma das opcdes para retardar a germinagao é a
utilizacdo do herbicida acido diclorofenoxiacético (2,4-D), umedecendo o substrato; porém,
apresenta como desvantagens a manipulagdo de produto toxico e o fato de ndo se ter um
padrdo de concentragdo, a qual pode variar de 0,02 a 0,50% (GOULART, 2001; FARIAS et
al., 2003; MACHADO et al., 2003). A restri¢do hidrica também tem sido uma alternativa para
0 atraso da germinacdo durante o periodo de incubacdo, tendo por objetivo controlar o
processo de hidratagdo da semente com o0 uso de substancias como o manitol e o cloreto de
sodio (COUTINHO, 2001; MACHADO 2003).
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2.2.2. Incubagdo em Rolo de Papel

Anselme e Champion (1982) adaptaram o Teste de Germinacdo na deteccdo dos
patdgenos Colletotrichum lindemuthianum, Macrophomia phaseolina e Rhizoctonia solani.
em sementes de feijao. Parisi et al. (2006) constataram que 0 método de incubagdo em Rolo
de Papel foi eficiente para detectar S. sclerotiorum em sementes de feijéo.

Na Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009) o método é recomendado para
deteccéo de S. sclerotiorum em sementes de feijdo e de soja, sendo que os rolos devem ser
mantidos em cémara de incubagdo a 20 *2 °C, na auséncia de luz, acondicionados em
recipientes com atmosfera proxima a saturagdo, por 14 dias. Apds este periodo, observa-se
micélio tipicamente branco de S. sclerotiorum com formacdo de esclerddios negros,
irregulares, de forma esférica, com tamanho de 2 a 10 mm ao redor das sementes infectadas.

O método de incubacdo em Rolo de Papel tem principio semelhante ao do Teste de
Germinacdo de sementes, mas com a finalidade de detectar micélio cotonoso nas sementes
analisadas, com a formag&o de esclerddios em incubagdo sob escuro continuo. A desvantagem
desse método € a dificuldade para separar as sementes infectadas das sadias, podendo-se
superestimar a incidéncia do patdgeno S. sclerotiorum (PERES, 1996; PARISI et al., 2006).

Neste método, colocam-se 50 sementes sobre duas folhas de papel toalha umedecidas;
sobre estas, uma terceira folha. Leva-se a incubacdo por 14 dias, a 20 °C, dentro de sacos
plasticos para manutencdo da umidade. Apos a detecgdo do micélio cotonoso, as sementes s&o
colocadas em caixas plasticas transparentes (11,0 x 11,0 x 3,5cm), sobre duas folhas de mata-
borrdo umedecidas, ficando incubadas de trés a sete dias, a 20°C, sob regime de 12 horas de
luz (BRASIL, 2009).

2.2.3. Incubagéo em Meio Agar-Bromofenol (Neon)

O método do Meio Neon foi descrito originalmente por Steadman et al. (1994) e
Nasser et al. (1995) para detec¢do da viabilidade de escler6dios do fungo S. sclerotiorum; em
1999, foi utilizado para deteccdo do patdgeno em sementes de feijdo. Consistia na utilizagdo

de meio de cultura Batata Destroxe Agar (BDA) com azul de bromofenol, um indicador de
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pH, obtendo um meio de coloragdo azul e que devido a liberagdo de &cido oxalico pelo fungo
torna-se amarelo.

O método do Meio Neon foi modificado por Napoledo et al. (2006), denominado
Neon-S, pois era necessario o aperfeicoamento para andlise de rotina. Assim, foram testados
indicadores, inibidores e antibiéticos com ponto de fusdo alto, ndo necessitando acrescenta-
los ap6és o meio BDA autoclavado. Esses autores concluiram também que ndo ha a
necessidade do pH ser ajustado ap6s o meio esterelizado, que era dificultado pela alta
temperatura do meio liquefeito e a rapidez do meio em solidificar-se.

O método do Meio Neon-S possui em sua composi¢do, juntamente com o meio de
cultura BDA, um antibidtico (cloranfenicol), o éacido diclorofenoxiacético (2,4-D) e o
indicador de pH azul de bromofenol. O antibidtico inibe o crescimento de bactérias e o &cido
2,4-D inibe a germinacdo de sementes das dicotileddneas. Sem a presenca do fungo, 0 meio
mantém-se azul e, com a presenca dele, torna-se amarelo. Porém, alguns fungos como
Rhizopus sp. e Aspergillus spp. produzem &cidos; para a distingdo dos mesmos torna-se
necessario o emprego de microscopico estereoscopico (NAPOLEAO et al., 2006).

O método de Incubacdo em Meio Agar-Bromofenol (Neon) é promissor, pois segundo
a literatura (NASSER, 1999; NAPOLEAO et al., 2006) e a recomendacio das Regras para
Andlise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009), o tempo de incubagdo para a deteccdo da
presenca do patdégeno ocorre de cinco a oito dias, semelhantemente ao periodo requerido para

os testes de sanidade utilizados nos laboratorios de analise de rotina.
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CAPITULO |

EFICIENCIA DE METODOS PARA DETECCAO DE Sclerotinia sclerotiorum EM
LOTES DE SEMENTES COMERCIAIS DE SOJA

RESUMO - A maioria dos patdgenos de soja € transmitida pela semente, merecendo destaque
o fungo Sclerotinia sclerotiorum, o qual tem apresentando niveis preocupantes de incidéncia
em campo em varios estados brasileiros. O trabalho teve por finalidade verificar a eficiéncia
de métodos de deteccdo do patdgeno S. sclerotiorum em sementes de soja, infectadas
artificialmente em laboratério e oriundas de areas com o historico da incidéncia da doenga em
campo. Para tanto, foram utilizadas amostras de sementes de sete cultivares, provenientes de
areas infestadas e uma amostra de sementes inoculada artificialmente. Compararam-se 0s
seguintes métodos de deteccdo recomendados pela literatura “Blotter test”, a 7 °C, 14 °C e 20
°C, Rolo de Papel e Meio Neon. Pelos resultados obtidos, verificou-se que a sensibilidade dos
métodos avaliados ndo detectaram e nem possibilitaram repetibilidade dos resultados para
deteccdo de S. sclerotiorum em sementes provenientes de areas com incidéncia da doenga;
porém, foram eficientes para a deteccdo em sementes inoculadas artificialmente. No método
de incubacdo em “Blotter Test” a 7 °C, observou-se menor incidéncia de outros fungos

considerados indesejaveis durante as analises de sementes realizadas.

Temos de indexagdo: Glycine max, sanidade, mofo branco, qualidade sanitéria.
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EFICACY OF METHODS TO DETECT Sclerotinia sclerotiorum SOYBEAN SEEDS

ABSTRACT - Most pathogens are transmitted by soybean seeds, with emphasis on
Sclerotinia sclerotiorum, which has been showing worrying levels of incidence in soybean
crop fields in some Brazilian states. This work was carried out to verify the efficiency of
different methods for the detection of S. sclerotiorum in soybean seeds artificially infected in
laboratory and from field production areas with a historical disease incidence. For this
purpose, seed samples of seven cultivars from a natural infested fields and one seed sample
artificially inoculated were used. The efficacy of the following recommended detection
methods by the literature were compared: Filter Paper (“Blotter test”) at 7 °C, 14 °C and 21
°C, Paper Roll and Neon. The results obtained showed that the sensitivity of the methods
evaluated not detected and not allowed repeatability of results for detection of S. sclerotiorum
on seeds from areas with disease incidence, but were effective for detection in artificially
inoculated seeds. In the “Blotter test” method at 7 °C there was a lower incidence of
undesirable fungi in seed analysis.

Index terms: Glycine max, health, white mold, sanitary quality.
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INTRODUCAO

O complexo soja (gréo, farelo e 6leo) € um dos principais setores que contribuem
significativamente para as exportacdes do agronegdcio brasileiro, colaborando com o aumento
do superdvit do pais, tanto pelo aumento de precos no mercado externo quanto pelo
incremento da quantidade exportada (CONAB, 2011).

O Brasil é o segundo maior produtor dessa oleaginosa. A producdo de soja (Glycine
max L. Merrill) na safra 2009/10 aumentou em 20%, comparativamente a safra anterior, sendo
estimado para safra 2010/11 o incremento de aproximadamente cinco milhGes de toneladas. O
Estado do Parand ocupa a primeira posi¢do nacional, correspondendo a 19% da producéo de
sementes (EMBRAPA, 2008; CONAB, 2011).

O fator sanitério, por meio do controle de doencas transmissiveis pela semente, €
relevante na producdo agricola, uma vez que danos decorrentes da associagdo
patdgeno/semente resultam na reducdo da emergéncia de plantulas e da produtividade
(Jaccoud-Filho et al., 2002).

Na cultura da soja, merece destaque a doenga conhecida popularmente como Mofo
Branco, causada pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, a qual nos Gltimos anos
tem levado a perdas de 11,5 a 96,0% na regido sul do Paranad (Jaccoud-Filho et al., 2010;
Yorinori e Feksa , 2001).

A semente é o principal veiculo de disseminagdo; no entanto, seu transporte
normalmente tem sido considerada somente pela presenca de esclerédios. De acordo com a
Portaria n°® 47, de 26 de fevereiro de 2009, da Secretaria de Defesa Agropecuéria do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, o nivel de tolerdncia desse fungo em
lotes de sementes esta baseado na presenca de esclerédios. No entanto, a semente pode estar
infectada internamente pelo patégeno S. sclerotiorum (Yang et al., 1998) ou infectada
externamente, por meio de hifas localizadas no tegumento (Soave e Wetzel, 1987; Zambolim,
2005). Segundo Steadman (1983), uma semente infectada por este patégeno produz mais do
que um esclerddio e este, por si s, pode produzir 20 apotécios com capacidade individual de
liberar de 2.000.000 ascosporos, em 10 dias. Portanto, uma semente tem a possibilidade de
produzir, no minimo, 2.000.000 de focos de infeccéo.

Neste sentido, a busca de um protocolo adequado para a diagnose do fungo S.

sclerotiorum em sementes tornou-se necessaria por se observarem redugdes da produgdo
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agricola e pelo fato da semente ser o principal veiculo de disseminacdo (EMBRAPA, 2008;
Jaccoud-Filho et al., 2010).

Existem diferentes métodos para detecgdo de S. sclerotiorum na semente, com
variagdes na sensibilidade, repetibilidade, economicidade e rapidez de resultados (Machado,
2000; Henning, 2005).

O método amplamente utilizado entre os laboratorios de patologia de sementes € o do
“Blotter Test” (Brasil, 2009) para a deteccdo de S. sclerotiorum em sementes de feijéo,
girassol, ervilha e soja, sendo recomendado o uso de temperaturas de 10 a 15 °C, por periodo
de incubacdo de 14 dias. Porém, as condicOes para formac8o de esclerddios é muito variavel:
em condicdes de baixa intensidade de luz (89 a 90 mol.m?s™) a temperatura 6tima de
crescimento do esclerddio é de 12 a 18 °C, sem influéncia da umidade; ja com alta intensidade
de luz (120 a 130 mol.m?%s?), a temperatura 6tima de desenvolvimento é de 20 °C, com uma
quantidade de 670 a 700 mL de &gua para 4 kg de areia, correspondendo & formacéo de uma
pelicula de agua sobre a areia (Sun e Yang, 2000). Encontram-se, também, na literatura
sugestdes de temperaturas de incubagdo variando de 7 a 20 °C e recomendacdes de dias para
incubacéo de 10 a 30 dias (Koch e Menten, 2000; APASSUL, 2008).

O método de incubagdo em Rolo de Papel também é descrito na literatura por Peres
(1996) e Parisi et al. (2006), apresentando como desvantagem a dificuldade para separar as
sementes infectadas das sadias, ou seja, sementes infectadas podem contaminar as sementes
ao seu redor podendo superestimar a incidéncia do patdgeno S. sclerotiorum.

O método Meio Neon (Brasil, 2009), por sua vez, consiste na utilizacdo de um
indicador de pH em meio de cultura, tornando o meio amarelado devido a liberagdo de &cido
oxalico pelo fungo S. sclerotiorum. No entanto, alguns fungos como Rhizopus sp. e
Aspergillus spp. sdo também produtores de &cido, tornando-se necessario o emprego de
microscopico estereoscopico para melhor distinguir os mesmos (Napoledo et al., 2006).

Apesar da existéncia de varios métodos recomendados na literatura, como 0s
expostos nos paragrafos anteriores, ndo existem estudos da eficiéncia destes métodos na
deteccéo de S. sclerotiorum em sementes de soja comerciais.

Diante do exposto, o trabalho teve por objetivo verificar a eficiéncia de métodos de
deteccdo do patdgeno S. sclerotiorum em sementes de soja, inoculadas artificialmente em

laboratdrio e provenientes de areas com o historico da incidéncia da doenga em campo.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no periodo de junho de 2009 a setembro de 2010 no
Laboratdrio de Patologia de Sementes do Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade, na
Universidade Estadual de Ponta Grossa — UEPG.

Foram utilizadas amostras de sementes de sete cultivares de soja, provenientes de
areas com histérico da incidéncia de S. sclerotiorum, e uma amostra de sementes sadias a qual
foi inoculada artificialmente.

As seguintes cultivares foram utilizadas:

a) Safra 2008/2009: CD 231RR e BRS 255RR, provenientes da regido de Ponta
Grossa; CD 219RR, da regido de Teixeira Soares e, CD 206, da regido de Carambei;

b) Safra 2009/2010: BRS 255RR da regido de Ipiranga; Spring RR e Don Mario 5.8i
RR da regido de Arapoti.

As amostras de sementes provenientes de regides infestadas com S. sclerotiorium
foram obtidas no momento da colheita.

Para andlise da amostra de sementes sadias a qual foi artificialmente inoculada
utilizou-se a cultivar CD 206, proveniente de area sem histérico da incidéncia de S.
sclerotiorum da Regido de Ponta Grossa (Fazenda Escola da Universidade Estadual de Ponta
Grossa). A inoculagdo foi realizada segundo o método citado por Machado et al. (2001).
Assim, foram colocadas 200 sementes de soja em placas de Petri (9 cm) contendo S.
sclerotiorum desenvolvido em meio de Batata—Dextrose-Agar (BDA) por 14 dias, ficando em
contato com o micélio por um periodo de 48 horas, incubados em B.O.D a 20 °C, sob escuro
continuo. As sementes foram retiradas e deixadas em temperatura ambiente para secar.

Para cada cultivar estudada foram colhidos 10 kg de sementes. Em seguida, as
amostras foram homogeneizadas utilizando-se método mecénico, que consistiu na diviséo da
amostra em duas partes aproximadamente iguais e homogéneas; que foram passadas duas
vezes pelo divisor de solo removendo a metade da porcdo e recompondo-a posteriormente. O
processo de divisdes sucessivas foi repetido até que se obtiveram quatro subamostras de
trabalho com 2,5 kg cada (Brasil, 2009).

Apos o procedimento, as amostras foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e
armazenadas a 12 °C e 48% de umidade relativa. Foi realizada a homogeneizacdo das

sementes toda vez que foram retiradas sementes para analise, por meio da agitacdo manual.
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Os seguintes testes de sanidade de sementes foram comparados:

a) Método do “Blotter test” a 7 °C: foram utilizadas caixas pléasticas (11 x 11 x 3,5
cm) - “gerbox”, previamente higienizadas com hipoclorito de sédio a 5%, contendo como
substrato duas folhas de papel de filtro 80 g.m(10 x 10 cm), esterilizado em autoclave a 1
atm (120 °C), por 20 minutos. Em seguida, foi adicionada agua esterilizada na proporgéo 2,5
vezes a massa do papel e sobre este foram dispostas sementes escolhidas aleatoriamente, no
formato 5 x 4, sendo 20 caixas com 20 sementes por “gerbox”, totalizando-se 400 sementes.
Em seguida, foram incubadas a 7 °C durante 30 dias em escuro continuo. As avalia¢fes foram
realizadas a cada seis dias, por meio da observacéo visual da formagao de esclerddios;

b) Método do “Blotter Test” a 14 °C: desenvolvido da mesma maneira descrita no
item (a), porém com incubagdo a 14 °C;

c) Método do “Blotter Test” a 20 °C: desenvolvido da mesma maneira descrita no
item (a), porém com incubag&o a 20 °C;

d) Método de Incubacdo de Rolo de Papel: consistiu na utilizacdo do rolo de papel
de germinacdo (Germitest ®), 28 x 37,5 cm, o qual foi previamente esterilizado em autoclave
a 1 atm (120 °C), por 20 minutos. Em seguida, foi adicionada agua esterilizada na proporgéo
de 2,5 vezes a massa do papel. Cada rolo foi constituido de trés folhas de papel de
germinacgdo: duas sob as sementes e uma cobrindo-as. Foi realizado o exame laboratorial de
400 sementes, distribuidas em oito rolos com 50 sementes para cada rolo, que posteriormente
foram incubadas no germinador a temperatura de 20 °C, sob condi¢fes de 100% de umidade
relativa e regime de escuro continuo. As avaliagbes foram realizadas apos 14 dias de
incubagdo por meio da observagdo visual da formagdo de escler6dios. Quando ndo foi
possivel a sua observagdo, plantulas infectadas e sementes mortas (circundadas por micélio
caracteristico de Sclerotinia sclerotiorum) foram transferidas para caixas plasticas (11 x 11 x
3,5 cm), contendo duas folhas de papel de filtro previamente umedecido com &gua na
proporgdo de 2,5 vezes a massa do substrato. Apds trés dias de incubacgdo a 20 °C e, sob
regime de 12 horas de luz por 12 horas de escuro continuo, foi observada a formacéo de
esclerddios nas sementes e plantulas;

e) Método Neon-S: empregado o procedimento descrito por Nasser et al. (1995),
utilizando-se meio de cultura contendo as seguintes substéncias por litro: 39 g Batata-
Dextrose-Agar (BDA), 50 mg de azul de bromofenol, 50 mg de cloranfenicol e 50 mg de
acido livre 2,4-D. Posteriormente, o0 mesmo foi autoclavado a 1 atm (120 °C) por 20 minutos,

obtendo-se um meio de coloragéo azul que foi vertido em placas de Petri. Em seguida, foram
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tomadas aleatoriamente 10 sementes colocadas em placa com o meio Neon-S, totalizando 40
placas e 400 sementes. Em sequéncia, as placas foram incubadas a 20 °C no escuro e as
leituras foram realizadas por um periodo de cinco a oito dias, observando a formagdo do halo
amarelo em torno da semente.

Os metodos foram comparados quanto: a sensibilidade na deteccdo de S.
sclerotiorum; a repetibilidade dos resultados e a incidéncia de fungos considerados
indesejaveis durante as analises.

Para a avaliacdo da sensibilidade dos métodos na deteccdo de S. sclerotiorum foi
determinada a porcentagem de sementes com a presenca deste fungo. Para verificar a
repetibilidade dos resultados de cada método avaliado, o ensaio foi repetido quatro vezes
sendo analisadas quatrocentas sementes por repeticdo. Os resultados dos quatro ensaios foram
comparados entre si. Na avaliacdo da incidéncia de outros fungos considerados indesejaveis
durante as analises, determinou-se 0 nimero de sementes com a presenca destes fungos.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste t e Tukey por meio do programa estatistico SASM-
Agri (Canteri, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados sobre a sensibilidade dos métodos estudados para detec¢do de S.
sclerotiorum em sementes de soja encontram-se na Tabela 1. Apesar de ndo terem sido
verificadas diferencas estatisticas entre os métodos, os dados obtidos revelaram que nas
sementes inoculadas artificialmente em laboratério (cultivar CD 206), o fungo S. sclerotiorum
foi detectado em 100% das sementes pelos testes de sanidade utilizados rotineiramente em
patologia de sementes. Entretanto, foi de dificil deteccdo nas sementes infectadas
naturalmente, ou seja, sementes de lotes provenientes de areas infestadas.

Nasser et al. (1999), em levantamento realizado, observaram que o0s testes
empregados para a detecgdo de S. sclerotiorum em sementes comerciais de feijdo apresentam

sensibilidade de 0,25 a 2,30%, ressaltando que apesar da baixa porcentagem (0,25% - 1 em
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400 sementes), esta representa 625 focos priméarios da doenga (para uma populacdo de
250.000 plantas.ha™). Por sua vez, Peres (1996) verificou que a deteccdo de S. sclerotiorum
em amostras de sementes de feijao e soja raramente ultrapassa o indice de 2%.

Hoffman et al. (1998), estudando a qualidade de sementes de soja produzidas em
campos infestados, observaram a incidéncia de 0 a 95% no campo e constataram a presenga
do patdégeno em um indice de 0,3 a 0,7% nas sementes.

Essa literatura confirma os dados obtidos nesta pesquisa pelos métodos: “Blotter
test” a 7 °C, que detectou a presenca de S. sclerotiorum nas cultivares Spring RR (1,5%) e
Don Mario 5.8iRR (0,50%); “Blotter Test” a 14 °C, nas cultivares BRS 255RR da safra
2008/09 (0,25%) e CD 219RR (1,00%); Rolo de Papel, que constatou a presenca de
esclerddios na cultivar CD 206 (0,25%); e Neon, o qual detectou na cultivar BRS 255RR da
safra 2009/10 (0,50%).

Na Tabela 1 encontram-se os dados referentes aos dias de incubacdo para cada
método estudado. As sementes inoculadas artificialmente em laboratério (cultivar CD 206)
foram detectadas pelos testes de sanidade de sementes em sete dias, com excec¢do do método
“Blotter test” a 7 °C, em que a detecgdo ocorreu em 14 dias. Entretanto, nas sementes
provenientes de &reas infestadas naturalmente, a presenca de esclerddios foi detectada entre
sete a 30 dias de incubacdo. Esses resultados estdo de acordo com Napoledo et al. (2006) que,
inoculando sementes de soja com S. sclerotiorum, constataram a presenca de esclerédios em
cinco dias.

Os resultados obtidos podem ter sido consequéncia da amostragem, pois foi utilizado
0 mesmo procedimento empregado para a obtengdo de amostras de trabalho indicado pelas
Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009), o que talvez possa ndo ser representativo
para a deteccdo de patdgenos presentes em um lote de sementes com baixo indice de infeccéo,
que ocorre quando as mesmas sdo provenientes de plantas infectadas naturalmente, conforme
relatado por diversos autores (Peres, 1996; Nasser et al., 1999; Morrison, 1999; Henning et
al., 2009).

Indiretamente, isso poderia afetar os resultados da andlise sanitaria da semente
resultando em falsos negativos, ou seja, considerar que o lote ndo contenha S. sclerotiorum na
semente, sendo que o patdgeno estd presente no lote. Henning et al. (2009) verificaram que
em 10.400 sementes de soja, incubadas pelo método “Blotter Test”, foram observadas apenas
oito sementes inoculadas por S. sclerotiorum. Assim, ha possibilidade que analisando somente

400 sementes ndo se detecte a presenca do patdgeno na semente, resultando num falso



33

negativo. Portanto, estudos de amostragem devem ser uma das abordagens pesquisadas para
novos parametros de representatividade do teste de deteccdo deste patogeno em sementes.

Na Tabela 2 s&o apresentados os dados obtidos para repetibilidade dos resultados de
cada método. Os valores obtidos ndo diferiram estatisticamente entre si, mas ressalta-se que
quando o0 mesmo método de deteccdo de S. sclerotiorum foi repetido, para a mesma amostra,
obtiveram-se resultados diferentes, possibilitando a interpretacdo de resultados como falso
negativo. Segundo Sheppard (1993), o nivel de tolerancia da obtencdo de um resultado falso
negativo depende da importancia epidemioldgica e do controle da doenga.

Pela relevancia da transmissibilidade por sementes da doenga Mofo Branco, uma vez
que a deteccdo de uma semente € considerada um grande potencial de indculo (Steadman,
1983; Mueller et al., 1999) e, diante da importancia da doenca, que em condi¢des ambientais
favordveis para seu desenvolvimento pode diminuir drasticamente a produgdo agricola de
sementes de soja, o resultado falso negativo ndo pode ser tolerado, pois ha a possibilidade de
que, com a repeticdo do teste de sanidade, a detecgdo da doenga na semente seja verificado.

Outro aspecto a ser observado é que ndo ha um pardmetro de dias de incubagéo
necessarios para a detec¢do do patdgeno S. sclerotiorum em sementes de soja, o qual pode
variar de sete a 30 dias (Tabela 1).

Na comparagdo da presenca de outros fungos considerados indesejaveis durante as
analises, observa-se na Figura 1 que na temperatura mais baixa (7 °C), o desenvolvimento
destes fungos, representados por Fusarium sp., Rhizopus sp., Aspergillus spp. e Penicillium
sp., foi mais lento, demorando em média 14 dias de incubagdo. A quantificacdo dos
géneros ndo foram realizadas, uma vez que ndo poderia manipular as sementes incubadas

nos “gerbox”.

Observa-se, nas sementes inoculadas artificialmente em laboratério (cultivar CD
206), que ndo houve a presenca de fungos considerados indesejaveis, uma vez que o

crescimento do S. sclerotiorum foi mais rapido, infectando toda a semente (Figura 1).

Constatou-se que, & medida que a temperatura de incubagdo aumentou, 0s
patdgenos indesejaveis se desenvolveram mais rapidamente e, dependendo do nivel de
contaminagdo das sementes, em sete dias aproximadamente 300 sementes a serem
analisadas ja estavam infectadas (Figuras 2 e 3). Além da temperatura, observou-se que
com a utilizacdo de meio de cultura, como no método Neon (Figura 4), hd o
enriquecimento do substrato, possibilitando condi¢cbes adequadas para o répido

desenvolvimento de fungos antagdnicos ou indesejaveis.
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Pelos resultados obtidos, o método “Blotter test” a 7 °C foi o que mostrou os
menores niveis de fungos indesejaveis nas primeiras semanas de incubagdo, possibilitando
a observacdo da formacdo de esclerddios nas sementes infectadas. Tal fato seria
dificultado, ou ndo observado, em temperaturas mais altas, as quais possibilitam o
desenvolvimento de fungos indesejaveis com maior rapidez, podendo até encobrir 0s
esclerodios formados, possibilitando conforme os niveis de crescimento desses fungos nas

sementes, resultado falso negativo na deteccéo de S. sclerotiorum na semente.

Pela disseminagdo, a qual vem ocorrendo no Brasil da doenga causada pelo
patdgeno S. sclerotiorum, provavelmente via semente, ha a necessidade de aprimoramento
dos métodos de deteccdo em sementes, relacionando-os com a realidade da incidéncia da

doenga no campo.

CONCLUSOES

1. Verificou-se que a sensibilidade dos métodos avaliados ndo detectaram e nem
possibilitaram repetibilidade dos resultados para deteccdo de S. sclerotiorum em

sementes provenientes de areas com historico da doenga Mofo Branco;

2. Para amostras de sementes de soja inoculadas artificialmente, com elevado nivel de
incidéncia do fungo, todos os métodos testados foram sensiveis e possibilitaram a

repetibilidade dos resultados para deteccédo de S. sclerotiorum;

3. O método de “Blotter Test” a 7 °C possibilitou a melhor inibicdo do desenvolvimento

de outros fungos.
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TABELA 1. Comparacdo da sensibilidade de métodos utilizados para deteccdo de S.

sclerotiorum em amostras de sementes de sete cultivares de soja naturalmente infectada e de

uma amostra artificialmente inoculada.

Amostras de sementes

Naturalmente infectadas Artificialmente
Inoculada
Safra 2008/09 Safra 2009/10 Safra 2008/09
Métodos
ad o @ a4 i) o
e |F |¢ |z |x | B | & S
N 0 ™ pdt > S - 0 N
a) N N — |
O |& |a o |5 | 53|82 O
m O O (7p] [a) m
Incidéncia (%) de sementes infectadas
7°C " o™ 0™ o™ 150™ o050™ 0™ 100™
- (30)  (30) (14)
ﬁ 14 °C 0 025 O 1,00 0 0 0 100
5 (30) (30) (7)
S
o0 20°C 0 0 0 0 0 0 0 100
) (7
Rolo de Papel 0,25 0 0 0 0 0 0 100
20°C (14) @)
Neon 20 °C 0 0 0 0 0 0 0,50 100
) )

™ Néo significativo (p>0,05)

) Dias de incubaco para a detecgdo da S. sclerotiorum
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TABELA 2. Comparacdo da repetibilidade de métodos utilizados na deteccdo de S.
sclerotiorum em amostras de sementes de sete cultivares de soja naturalmente infectada e de

uma amostra artificialmente inoculada.

Amostras de sementes
i Naturalmente infectada Ar_t|ﬁ0|almente
< inoculada
2 Safra 2008/09 Safra 2009/10 Safra 2008/09
Métodos o o
D 9 o o x| o S o ©
§|5 Eg|0E 88|tk 228 S
o) © o)
o |PK & NI s |0y )
o)
Incidéncia (%) de sementes infectadas
Rl* Ons O ns O ns O ns O ns O 50[’13 O ns 100 ns
Blotter Test Ro o o0 0 0 15 0 0 100
R3 0 0 0 0 0 0 0 100
R4 0 0 0 0 0 0 0 100
R1 0 0 0 1,00 0 0 0 100
Blotter Test R2 0 0 0 0 0 0 0 100
14°C R3 0 0 0 0 0 0 0 100
R4 0 0,25 0 0 0 0 0 100
R1 0 0 0 0 0 0 0 100
Blotter Test R2 0 0 0 0 0 0 0 100
20°C R3 0 0 0 0 0 0 0 100
R4 0 0 0 0 0 0 0 100
R1 0,25 0 0 0 0 0 0 100
Rolo de Papel R2 0 0 0 0 0 0 0 100
20°C R3 0 0 0 0 0 0 0 100
R4 0 0 0 0 0 0 0 100
R1 0 0 0 0 0 0 0 100
Neon R2 0 0 0 0 0 0 0 100
20°C R3 0 0 0 0 0 0 0,50 100
R4 0 0 0 0 0 0 0 100

" Ndo significativo (p>0,05)
*Repetibilidade: cada método repetido quatro vezes (R1, R2 ,R3 e R4), sendo analisadas
400 sementes por repetigéo.
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FIGURA 1. Numero de sementes (incidéncia) com a presenca de outros fungos observada no

FIGURA 2.

método “Blotter Test” a 7 °C, em relagdo aos dias de incubagdo em amostras de
sementes de soja, oriundas de areas naturalmente infestadas e em uma amostra

inoculada artificialmente por S. sclerotiorum.
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método “Blotter Test” a 20 °C, em relagéo aos dias de incubagdo em amostras de
sementes de soja, oriundas de areas naturalmente infestadas e em uma amostra

inoculada artificialmente por S. sclerotiorum.
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inoculada artificialmente por S. sclerotiorum.
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CAPITULO Il

NIVEL DE INCIDENCIA DE S. sclerotiorum L. Bary EM SEMENTES DE SOJAE
SUA INFLUENCIA NA SENSIBILIDADE DOS TESTES DE DETECCAO

Resumo - Os prejuizos causados pelo patégeno Sclerotinia sclerotiorum em soja tém sido
objetivo de estudo de varios trabalhos, sendo que pesquisas envolvendo a detecgdo do
patdgeno na semente constituem fator fundamental para a reducdo da disseminacdo da
doencga. Existem diferentes métodos para deteccdo de S. sclerotiorum na semente, que
necessitam ser aprimorados para uso em anélise de rotina dos laboratérios. Este trabalho
objetivou determinar a influéncia do nivel de incidéncia do patdgeno em sementes de soja na
sensibilidade de detecgdo. Foram realizados experimentos entre os anos 2008 e 2011, sendo
utilizadas amostras de sementes de soja artificial e naturalmente infectadas, com a incidéncia
conhecida da doencga nas amostras e no campo. Os métodos de incubagdo empregados foram
em: “Blotter Test”; Rolo de Papel e Meio Neon-S. Observou-se a detec¢cdo nas sementes
inoculadas artificialmente na proporgdo que se aumentou a incidéncia na amostra e, nas
sementes infectadas naturalmente, as porcentagens variaram 0,25 a 3,0 %. Nas amostras de
sementes de plantas infectadas, o0 método “Blotter test” detectou maior incidéncia, porém,
independente do método ndo observou deteccdo uma das amostras. Pode-se concluir que os
niveis de incidéncia do patdgeno em sementes de soja interferiram na sensibilidade dos
métodos de deteccdo, ndo sendo observada a relacdo entre a incidéncia no campo e na
semente colhida. Pelos métodos estudados as sementes provenientes de plantas de soja

infectadas ndo necessariamente podem estar contaminadas pelo patgeno.

Termos para indexacao: Mofo Branco,“Blotter Test”, Rolo de Papel, Neon
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INFECTION LEVEL OF S. sclerotiorum L. Bary ON SOYBEAN SEEDS AND ITS
INFLUENCE ON DETECTION TESTS SENSIBILITY

ABSTRACT - The damage caused by the pathogen Sclerotinia sclerotiorum in soybean have
been studied by several studies, and research involving the detection of the pathogen in the
seed is a key factor in reducing the spread of disease. There are different methods for
detection of S. sclerotiorum in the seeds, which need to be improved for use in routine
analytical laboratories. The aim of this study was determine the influence of incidence level
of S. sclerotiorum on soybean seeds, in detection tests sensibility. Experiments were
performed during three agricultural years (between 2008 and 2011), using samples of soybean
seeds: a) artificially contaminated, with known pathogen incidence; b) coming from areas
with known pathogen incidence at field; c) visually healthy, harvested directly from infected
plants. The incubation methods used were: on Filter Paper; Paper Roll and medium Neon-S.
Was possible conclude that the incidence levels of the pathogen S. sclerotiorum in soybean
seeds interfered in the detection methods sensibility, and no relationship was observed
between the incidence at field and the incidence verified on harvested seeds. The seeds from

infected soybean plants will not be necessarily infected by the pathogen.

Index terms: White Mold, Blotter Test, Paper Roll, Neon
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INTRODUCAO

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um patégeno de importancia mundial por
ocorrer tanto em regibes temperadas quanto subtropicais e tropicais, além de ser um fungo
polifago, abrangendo 408 espécies e 278 géneros de plantas hospedeiras (Bolton et al., 2006).
Epidemias causadas pelo patdgeno, na cultura da soja, tém sido responsaveis pela diminui¢do
da producdo agricola em varios paises, chegando a perdas de 100 % em condi¢des favoraveis
(Steadman, 1983; Yang et al., 1998; Sahara & Mehta, 2007; Silva et al., 2008; Jaccoud-Filho
etal., 2010).

A doenca causada por este fungo é conhecida como Mofo Branco, sendo que sua
disseminagdo ocorre principalmente pela semente, conforme relatado por Yang et al. (1998)
em estudo que comprovou a transmissao de S. sclerotiorum pela semente de soja internamente
infectada, revelando que a mesma é um agente de disseminacéo do patdgeno para novas areas.
De acordo com a literatura, uma semente infectada corresponde a 2.000.000 de focos de
infeccéo, considerando a formac&do de um esclerddio por semente (Steadman, 1983).

O fungo € de dificil erradicacdo depois de introduzido na area (Lobo Junior, 2010).
Assim, a deteccdo preventiva nas sementes constitui-se em uma das medidas mais
econdmicas e importantes para se evitar a introdugdo da doenga em novos locais e a sua
disseminagdo em lavouras comerciais (Bilsen, 1999).

A deteccdo de S. sclerotiorum na semente torna-se uma ferramenta fundamental para
tomada de decisdo de controle da doenga em novas areas. Neste sentido, existem diferentes
métodos para deteccdo do patdgeno na semente de soja, podendo ser citados, especialmente, a
incubagdo em Substrato de Papel ou método do Papel de Filtro (“Blotter Test”), em Rolo de
Papel e em Meio Agar-Bromofenol Neon (Sheppard, 1993; Peres, 1996; Nasser, 1999;
Machado, 2002; Taylor et al., 2006; BRASIL, 2009).

O método do “Blotter Test” consiste na incubacdo das sementes em temperaturas que
variam de 7 a 20 °C, durante 10 a 30 dias (Koch et al., 1995; Peres, 1996; Koch & Menten,
2000; Machado et.al., 2002; Brasil, 2009). Ja a incubacdo em Rolo de Papel é conduzida de
forma semelhante a do teste de germinacéo, sendo as sementes mantidas a 20 °C, por 14 dias
(BRASIL, 2009).
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Outro procedimento considerado promissor € a Incubacdo em Meio Agar-Bromofenol
Neon, no qual as sementes séo incubadas por sete dias, com recomendagéo de temperaturas de
14 e 20 °C, no escuro, sendo o patégeno detectado pela mudanga de coloragdo do meio, que
ocorre na presenca de substancias &cidas (acido oxalico) liberadas durante o seu crescimento
(Steadman et al., 1994; Peres, 1996; Nasser et al., 1999; Peres et al., 2002).

O método Neon foi modificado por Napoledo et al. (2006), denominando-o Neon-S,
visando facilitar a sua preparagdo. Assim, testaram se reagentes com ponto de fusdo alto,
usando-se como indicador o azul de bromofenol, como inibidor de germinacdo o acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e como antibidtico o cloranfenicol, que s&o adicionados antes do
meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) ser autoclavado. Estes autores verificaram, também, que
ndo ha necessidade do pH ser ajustado apds o meio ser esterilizado, o que era dificultado pela
alta temperatura do meio liquefeito e a sua rapidez em solidificar-se. Entretanto, na literatura
alguns autores sugerem a necessidade do reajuste do pH (Machado et al., 2002; BRASIL,
2009).

A deteccdo de S. sclerotiorum na semente e a transmissibilidade de doengas por meio
da mesma podem depender do nivel de infeccdo do patdgeno, pois quando a semente €
infectada artificialmente em laboratério, o fungo é facilmente detectado por testes de
sanidade. Em pesquisas onde sementes de soja foram inoculadas com S. sclerotiorum,
constatou-se a presenca de esclerédios em poucos dias (Peres, 1996). Porém, sdo de dificil
deteccdo as sementes infectadas naturalmente, ou seja, provenientes de &reas infestadas,
conforme relatado por Koch (1998), que observou a detecgdo do patdgeno em 35,1 % das
amostras de sementes de feijéo, provenientes de campos infestados.

Diante disso, o trabalho objetivou determinar a influéncia do nivel de incidéncia de S.
sclerotiorum em sementes de soja, na sensibilidade dos principais métodos de detecgdo

(“Blotter Test”, Rolo de Papel e Meio Agar-Bromofenol, Neon-S).

MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos experimentos em trés safras agricolas da Regido dos Campos

Gerais — PR, no Laboratério de Patologia de Sementes (Universidade Estadual de Ponta
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Grossa - UEPG) utilizando-se amostras de sementes de soja com diferentes incidéncias do
patdgeno S. sclerotiorum, discriminadas a seguir.

a) Amostras de sementes de soja inoculadas artificialmente, com incidéncias
conhecidas do patégeno (safra 2008/2009)

Sementes de soja da cultivar CD 206, safra 2008/2009, provenientes de area sem
historico de ocorréncia de S. sclerotiorum, localizada na Fazenda Escola da Universidade
Estadual de Ponta Grossa — PR, foram infectadas artificialmente para obtencdo de cinco
amostras de sementes com incidéncias conhecidas da doenca.

Obteve-se o isolado por meio de esclerédios do fungo S. sclerotiorum (JATAI- Goias)
da colecéo do Laboratdrio de Fitopatologia da Universidade Federal de Uberlandia, que foram
desinfestados superficialmente com solugdo de hipoclorito de sodio 0,5 % por 5 minutos e
lavados em &gua destilada esterilizada. Os esclerddios desinfectados foram entéo transferidos
para placas de Petri (90 mm), um esclerddio por placa, contendo meio Batata—Dextrose-Agar
(BDA), sendo incubados em B.O.D a 20 °C, por um periodo de 14 dias.

Em seguida, as sementes foram inoculadas pelo método de contato direto, sendo
colocadas 200 sementes de soja em cada placa, em contato com o micélio, tendo sido
realizada a incubacdo em B.O.D, a 20 °C, por um periodo de 48 horas, sob escuro continuo.
As sementes foram retiradas, secas em temperatura ambiente e misturadas as sementes sadias,
obtendo-se amostras de 400 sementes com percentuais de incidéncia de: zero; 0,25 % (1/400);
0,50 % (2/400); 0,75 % (3/400) e 1,00 % (4/400).

b) Amostras de sementes de soja oriundas de areas nas quais foi acompanhada a
incidéncia da doenca no campo (safra 2009/2010)

Para obtencdo de amostras de sementes naturalmente infectadas, oriundas de areas
infestadas pelo patdgeno S. sclerotiorum, foi monitorada a incidéncia da doenca em 50
cultivares de soja, na regido de Arapoti, durante a safra 2009/2010. O delineamento
experimental foi o de blocos casualizados, com 50 tratamentos e quatro repeticbes. As
parcelas constituiram-se de quatro linhas de 20 m cada, tendo sido realizado o monitoramento
nas duas linhas centrais. As avaliagdes foram realizadas entre os estadios fenoldgicos V5 e R6
(Fehr & Caviness, 1977), sendo a incidéncia determinada pela média dos resultados das
quatro parcelas. Escolheram-se seis cultivares, tendo como critério a incidéncia e o tempo e
espaco fisico para realizagdo das anélises, sendo obtidas as seguintes incidéncias em campo:
7,23 % (cultivar BRS 295 RR); 5,60% (cultivar FTS CASCAVEL RR); 3,14 % (cultivar Don
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Mario 5.8i RR); 2,28 % (cultivar BRS 255 RR); 0,92 % (cultivar BRS 242 RR) e 0,27 %
(cultivar NS 4823 RR).

No momento da colheita, foram colhidas manualmente as plantas das duas linhas
centrais, as quais foram debulhadas em batedeira Vencedora B350, obtendo-se
aproximadamente 10 kg de sementes por cultivar, que foram colocadas em sacos de papel do
tipo Kraft e enviadas ao laboratério. Em seguida, com auxilio de um calador do Tipo Simples,
coletaram-se subamostras até a obtencdo de uma amostra de trabalho de 500 g para cada
cultivar, que foram acondicionadas em sacos de papel do tipo Kraft e armazenadas por quatro
meses a 12 °C e 48 % de Umidade Relativa do ar, para posterior analise patoldgica.

c) Amostras de sementes de soja, colhidas diretamente de plantas infectadas
(safras: 2009/2010 e 2010/2011)

Para obtencdo de sementes naturalmente infectadas, foram marcadas as plantas
infectadas por S. sclerotiorum no estadio fenoldgico R6 (Fehr & Caviness, 1977), localizadas
em campos de produgdo de soja de duas regibes do Estado do Parana: I) Arapoti (safra
2009/10), utilizando-se as cultivares Don Mario 5.8i RR (talhdo A), Don Mario 5.8i RR
(talhdo B) e SPRING RR (NK 7054 RR); II) Pinhdo( safra 2010/2011), trabalhando-se com as
cultivares Nidera A 4725 RG e Don Mario 5.8i RR.

No momento da colheita, as vagens de soja provenientes de plantas infectadas foram
colhidas e debulhadas manualmente. As amostras foram homogenizadas e acondicionadas em
sacos de papel do tipo Kraft e armazenadas cinco meses a 12 °C, com 48 % de Umidade
Relativa do ar, para posterior anélise patolégica.

Séo descritos, a seguir, 0s testes de sanidade de sementes utilizados para a deteccéo de
S. sclerotiorum nas sementes.

- Método de Incubacéo em “Blotter Test”: foram utilizadas caixas plasticas (11,0 x
11,0 x 3,5 cm) previamente higienizadas com hipoclorito de sodio a 5 %, contendo como
substrato duas folhas de papel de filtro 80 g m? (10 x 10 cm), esterilizado em autoclave a 1
atm (120 °C), por 20 minutos. Em seguida, foi adicionada agua destilada e esterilizada na
proporgdo 2,5 vezes a massa do papel e sobre este foram dispostas sementes escolhidas
aleatoriamente, no formato 5 x 4, com 20 sementes por caixa, totalizando-se 400 sementes.
Em seguida, foram incubadas durante 30 dias em escuro continuo. As avaliagbes foram
realizadas a cada seis dias, por meio da observagdo visual da formacdo de esclerédios. O
método foi desenvolvido em trés temperaturas de incubacéo: 7 °C, 14 °C e 20 °C.

- Método de Incubacdo em Rolo de Papel: consistiu na utilizacéo do rolo de papel
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de germinacdo (Germitest®), dimensdo 28,0 x 37,5 cm, o qual foi previamente esterilizado
em autoclave a 1 atm (120 °C), por 20 minutos. Em seguida, foi adicionada agua destilada e
esterilizada na proporgdo de 2,5 vezes a massa do papel. Cada rolo foi constituido de trés
folhas de papel de germinacdo: duas sob as sementes e uma cobrindo-as. Realizou-se exame
laboratorial de 400 sementes, distribuidas em oito rolos com 50 sementes cada, incubadas em
germinador na temperatura de 20 °C, por um periodo de 14 dias, sob condiges de 100 % de
Umidade Relativa, em regime de escuro continuo. As avalia¢des foram realizadas por meio da
observacdo visual da formag&o de esclerodios.

-Método de Incubacdo em Meio Agar-Bromofenol Neon-S (Napoledo et al.,
2006): utilizou-se meio de cultura contendo as seguintes substancias por litro: 39 g Batata-
Dextrose-Agar (BDA), 50 mg de azul de bromofenol, 50 mg de cloranfenicol e 50 mg de
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Posteriormente, 0 mesmo foi autoclavado a 1 atm
(120°C) por 20 minutos, obtendo-se um meio de coloragdo azul que foi vertido em placas de
Petri (90 mm). Em seguida, foram tomadas aleatoriamente 10 sementes, colocadas em placa
com o meio Neon-S, totalizando 40 placas e 400 sementes. Posteriormente, as placas foram
incubadas a 20 °C no escuro e as leituras realizadas de cinco a oito dias, com a formacéao de
halo amarelo e observagéo do micélio caracteristico.

O delineamento utilizado para o estudo da sensibilidade dos métodos foi o
inteiramente casualizado, sendo cinco tratamentos (métodos) e quatro repeticbes para cada
cultivar. Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia e as médias dos
tratamentos quando significativos foram comparadas pelo teste de Tukey, por meio do
procedimento GLM do software de estatistica SAS® (Canteri et al., 2001). Foram realizadas,
quando necessério, transformagdes de dados usando arcsen da raiz de x/100.

Realizou-se, adicionalmente, a repetibilidade de cada método avaliado para as
amostras de sementes artificialmente infectadas e provenientes de areas infestadas. Assim,
cada método foi repetido quatro vezes por cultivar, tendo sido analisadas 400 sementes por

repeticao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos métodos para detecgcdo de S. sclerotiorum em amostras de sementes

de soja inoculadas artificialmente, com incidéncias conhecidas do patdégeno, ndo diferiram
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entre si (Tabela 1). Porém, observou-se sensibilidade dos testes para detec¢do do patdgeno,
uma vez que houve relagdo entre a porcentagem da incidéncia na amostra e a detectada na
semente, independentemente do meétodo utilizado, sendo que a medida que se aumentou a
incidéncia da amostra, verificou-se acréscimo no nimero de sementes detectadas com S.
sclerotiorum. Estes resultados concordam com dados obtidos em trabalhos da literatura, que
utilizaram a inoculagdo artificial da semente para observar a sensibilidade do método em
detectar o fungo (Peres, 1996; Peres et al., 2002; Napoledo et al., 2006).

Segundo a Associagdo Internacional de Analise de Sementes (ISTA, 2007),
responsavel pela validagdo dos testes de sementes, a repetibilidade é um dos fatores
importantes na aprovagdo de um procedimento, pois indica que na repeticdo do método os
resultados serdo semelhantes ou com variagdo toleravel.

Assim, analisando-se a repetibilidade dos resultados (Tabela 1), baseando-se no
objetivo do teste de patologia de sementes, que é o de estimar o risco de disseminagdo para
novas areas (Machado, 2000), e no fato de que uma semente contaminada por S. sclerotiorum
representa 2.000.000 focos de infec¢do (Steadman, 1983), a detecgdo de uma semente na
amostra avaliada € relevante. Pelos dados obtidos, observou-se que os meétodos foram
eficientes na detecgéo do fungo S. sclerotiorum em sementes infectadas artificialmente.

A eficiéncia da sensibilidade dos métodos pode ser explicada pelo fato que nas
sementes inoculadas artificialmente, o patdégeno localiza-se principalmente no tegumento,
facilitando o seu desenvolvimento nas condi¢fes de incubagdo empregadas nos testes de
sanidade, uma vez que o fungo depende somente do ambiente favoravel para se desenvolver.

Na Tabela 2 encontra-se a sensibilidade dos métodos de deteccdo de S. sclerotiorum
em amostras de sementes de vérias cultivares de soja, oriundas de &reas nas quais foi
monitorada a incidéncia da doenga no campo. Pelos dados obtidos, foi detectada a presenca
do patégeno em porcentagens de: 3,0; 0,25 e 0,50 % (“Blotter Test” a 7 °C) para a amostra
provenientes de area com 0,27 % de incidéncia da doenca no campo; 0,75 % (“Blotter Test” a
20 °C) com incidéncia no campo de 5,6 %; 1,0 % (Rolo de Papel) com incidéncia no campo
de 3,14 % e 0,25% (Neon-S) com incidéncia no campo de 0,27 %.

Apesar dos dados obtidos ndo diferirem estatisticamente, observou-se que os métodos
aplicados para cada amostra ndo originaram resultados similares. Neste sentido, 0 método
“Blotter Test” a 7 °C destacou-se na deteccdo do fungo para a amostra de sementes da
cultivar NS 4823 RR, podendo ser considerado mais sensivel do que os demais. Entretanto, ao

analisar os resultados das amostras de outras cultivares, essa tendéncia nao se confirmou.
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Outro aspecto verificado foi a falta de repetibilidade dos dados, como revelado nos
métodos de incubacdo “Blotter Test” a 20 °C, Rolo de Papel e Neon-S, que detectaram a
presenca do patdgeno somente em uma das repetigdes. Notou-se, também, que uma das
repeticbes dos métodos “Blotter Test” a 7 °C e Neon-S foram similares a incidéncia
apresentada no campo, mas esta semelhanca ndo foi verificada nas outras repetigdes dos
referidos testes, bem como em nenhum outro método de deteccéo.

Observou-se, também, que ndo houve relacdo entre a incidéncia do fungo no campo e
sua deteccdo na semente, como revelado na amostra da cultivar BR 295 RR, a qual
apresentava maior incidéncia no campo (7,23%) e ndo houve deteccdo na semente. Deste
modo, pode-se inferir que a sensibilidade dos métodos ndo detecta o patdgeno em sementes
de soja naturalmente infectada e ndo apresentam repetibilidade.

Morrison (1999) observando a heterogeneidade dos lotes de sementes de cruciferas,
tomate e pimenta, principalmente quanto a sanidade, recomendou o0 aumento do nimero de
sementes da amostra para o teste de patologia, com a finalidade de elevar a probabilidade de
deteccdo de patdgenos presentes na semente. No entanto, para a obtencdo de uma amostra de
trabalho representativa, é necessario o conhecimento do nivel de infeccdo das sementes a
serem analisadas, ou seja, o potencial de transmissdo de uma planta infectada para a semente e
a relacdo com a sensibilidade dos métodos de detecgdo (Dhingra, 2005; Barrocas & Machado,
2010).

Neste sentido, na Tabela 3 esta apresentada a sensibilidade dos métodos de deteccdo
de S. sclerotiorum em amostras de sementes de soja, colhidas diretamente de plantas
infectadas. Observou-se que, nas amostras da cultivar Don Mario 5.8i RR (talhdo A, regido de
Arapoti) e Don Mario 5.8i RR (regido de Pinh&o), houve diferenca estatistica entre os
métodos de detecgdo, sendo que o “Blotter Test” a 20 °C (safra 2009/10) e “Blotter Test” a 7
°C (safra 2010/11) detectaram a maior incidéncia do patogeno S. sclerotiorum. Analisando-se
os dados obtidos para as outras cultivares, verificou-se que ndo houve consisténcia para
considerar estes métodos mais sensiveis. Vale ressaltar que as sementes provenientes de
plantas naturalmente infectadas, da cultivar A 4725 RR, ndo exibiram a presenca do patdgeno.

Esses dados mostraram que pode existir diferenca na sensibilidade dos testes em
relacdo a cultivar avaliada; porém, ndo se encontram dados na literatura sobre a
suscetibilidade das cultivares de soja estudadas, para que se possa relacionar com a detecgéo
na semente. A hipdtese de que o ciclo da cultivar poderia influenciar a incidéncia do patégeno

na semente, em funcdo do maior periodo de floracdo, ndo péde ser comprovada, uma vez que
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a cultivar A 4725 RR tem ciclo superprecoce, semelhantemente a Don Mario 5,8i RR; porém,
somente nesta Ultima foi detectada a presenga do patdgeno nas sementes.

Pelo teste de Meio Neon-S n&o se detectou a presenca de S. sclerotiorum em sementes
provenientes de plantas naturalmente infectadas, para todas as cultivares. No entanto, seus
resultados podem ter sido prejudicados pelos contaminantes, como os fungos Rhizopus sp.,
Fusarium spp., Penicillum spp., Aspergillus spp., que possivelmente ocultaram a presenca de
S. sclerotiorum.

Assim, a deteccdo do patdgeno S. sclerotiorum em amostras de sementes de soja
depende, dentre outros fatores, do nivel de infeccéo da semente, sendo que nas sementes com
elevado nivel de infecgdo (inoculadas artificialmente) os métodos apresentaram sensibilidade
de deteccdo do patogeno e repetibilidade dos dados. Por outro lado, nas sementes
provenientes de plantas naturalmente infectadas, a sensibilidade do método ndo detecta a
presenca do patdgeno.

Os resultados obtidos podem ter sido consequéncia da infeccdo natural das sementes
(maneira direta), a qual é realizada pelo contato da semente com as hifas do patdgeno
presentes nas vagens contaminadas. As hifas podem permanecer dormentes sobre o
tegumento da semente e assim o patdgeno pode ser detectado pelos métodos recomendados,
uma vez que semelhante as sementes artificialmente inoculadas, as mesmas dependem
também somente da condigdo ambiental para desenvolverem.

Por outro lado, a semente pode ser infectada naturalmente pelo patégeno S.
sclerotiorum, apresentando baixo nivel de infeccdo, ndo expressando assim a realidade do
campo, pois necessita de maior periodo de incubagdo para seu desenvolvimento ou ndo ha
possibilidade de deteccéo pelos métodos estudados.

Considerando que uma semente pode formar mais de um esclerddio, os quais podem
permanecer no solo por mais de 11 anos vidveis e/ou germinarem e infestar uma area de
producdo de sementes (Bolton et al. 2006), h4 necessidade de pesquisas abordando a relacdo
entre o potencial de transmissdo de S. sclerotiorum da planta-mée para as sementes e a
sensibilidade dos métodos, para entdo se empregar a detecgdo do patdgeno nas sementes de

soja como um parametro para a tomada de deciséo do controle da doenga Mofo Branco.
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CONCLUSOES

1. A sensibilidade os métodos ndo detectam os niveis de incidéncia do patgeno S.

sclerotiorum em sementes de soja naturalmente infectadas;

2. Nao se observou relacdo entre a incidéncia no campo do patégeno S. sclerotiorum e a

verificada na semente de soja colhida;

3. Pelos métodos utilizados constatou-se que as sementes provenientes de plantas de soja
infectadas por S. sclerotiorum no campo, ndo necessariamente estar transportando o

patégeno.
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Tabela 1 — Sensibilidade e repetibilidade dos métodos utilizados para detecgdo de Sclerotinia
sclerotiorum em amostras de sementes de soja inoculadas artificialmente, com incidéncias

conhecidas do patdgeno (safra 2008/09).

Niveis de incidéncia em amostras de sementes contaminadas artificialmente

Métodos 0,00% 0,25% 0,50% 0,75% 1,0%
de x Repetilibidade dos resultados de cada método
deteccdo
(il | B |1 B AV (I | I | I AV (I | I | I AV (I | I |1 I AV Fnmiwv

=, 7°C 00 0 0 O ™ 11 1 2 2 2 2 3* 3 3 3 4° 4 4 4
&
2 14°C
° 0 0 0 O 1 11 1 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4
m

200C 0 0 O O 1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4
Rolode

Papel 0 00 O 1 11 1 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4
20°C

Neon-S 0 0 0 O 1 11 1 2 2 2 2 3 3 3 3 4 4 4 4

" ndo significativo (p>0,05)

*Repetibilidade: cada método repetido quatro vezes (I, II, I, 1V), empregando-se 400
sementes por repeticdo.

**Sensibilidade: numero de sementes (incidéncia) com S. sclerotiorum por amostra
contaminada
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Tabela 2 — Sensibilidade e repetibilidade dos métodos de detecgdo de Sclerotinia sclerotiorum
em amostras de sementes de seis cultivares de soja, oriundas de &reas nas quais foi
acompanhada a incidéncia no campo da doenga (safra 2009/10).

Incidéncia (%) no campo de S. sclerotiorum para cada cultivar

o o
x o o L5 o X —~
, 5 ¥ B 2¥% ,L,mg§ &=
Métodos de N~ S~ 9 o 3 < = = o ™
deteccao R xr 2 o el oL %b
Z m m o <
o )

Incidéncia (%) de S. sclerotiorum em sementes de soja

*

" 3,00™ 0" 0" 0" 0" 0"
“Blotter test” 1025 0 0 0 0 0
7°C 11 0 0 0 0 0 0
IV 050 0 0 0 0 0
R | I 0 0 0 0 0 0
“Blotter test” E 0 0 0 0 0 0
14°C P | 1 0 0 0 0 0 0
E | IV 0 0 0 0 0 0
T 1 0 0 0 0 0 0
“Blotter test” ! . 0 0 0 0 0 0
20°C B | 1 0 0 0 0 0 0
(Y 0 0 0 0 0,75 0
L |1 0 0 0 0 0 0
Rolo de Papel | | 1 0 0 0 1,00 0 0
20°C D | 0 0 0 0 0 0
AV 0 0 0 0 0 0
D | 1 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0
Neon-S
11 0 0 0 0 0 0
IV 025 0 0 0 0 0

" ndo significativo (p>0,05)

*Repetibilidade: cada método repetido quatro vezes (I, II, I, 1V), empregando-se 400
sementes por repeticdo.

**Sensibilidade: incidéncia (%) de sementes com S. sclerotiorum por amostra.
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Tabela 3 — Sensibilidade dos métodos de deteccdo de S. sclerotiorum em amostras de

sementes de soja, colhidas diretamente de plantas infectadas (safras 2009/10 e 2010/11).

Incidéncia (%) de sementes com S. sclerotiorum

Regido de Arapoti-PR Regido de Pinhdo-PR
) Safra 2009/10 Safra 2010/11
Métodos de Don Mari A4725RG
detecgéo Don Mario 5.8iRR  SPRING RR on Viario
5.8i RR
Talhdo Talhdo
A B
“Blotter test” 0,0" b o o™ 27"a o
7°C
“Blotter test” 29a 16 6 11 ab 0
14°C
“Blotter test” 50a 11 0 10 b 0
20°C
Rolo de Papel 3,0 b 2 9 0,25 b 0
Neon-S 00 b 0 0 0,00 b 0
CV (%) 4428 51,66

" ndo significativo (p>0,05)
Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 1% de

probabilidade
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3 - CONCLUSOES GERAIS

1. Verificou-se que a sensibilidade dos meétodos avaliados ndo detectaram e nem
possibilitaram a repetibilidade dos resultados para deteccdo de S. sclerotiorum em

sementes de soja provenientes de areas com historico da doenca Mofo Branco;

2. Para amostras de sementes de soja inoculadas artificialmente, com elevado grau de
incidéncia do fungo, todos os métodos testados foram sensiveis e possibilitaram a

repetibilidade dos resultados para deteccéo de S. sclerotiorum;

3. O método de “Blotter Test” a 7 °C possibilitou a melhor inibicdo do desenvolvimento

de outros fungos.

4. Os niveis de incidéncia do patdgeno S. sclerotiorum em sementes de soja interferiram

na sensibilidade dos métodos de deteccao;

5. Néo se observou relagdo entre a incidéncia no campo do patdgeno S. sclerotiorum e a

verificada na semente de soja colhida;

6. Pelos métodos utilizados constatou-se que as sementes provenientes de plantas de soja
infectadas por S. sclerotiorum no campo, ndo necessariamente podem estar

contaminadas pelo patégeno.

7. Os métodos recomendados para a detecgdo de S. sclerotiorum em sementes de soja
necessitam ser adaptados para uso em laboratério de andlise de rotina, salientando a

importancia do nivel de infeccdo da semente e cuidados com a amostragem.
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