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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia dos métodos de deteccao de Sclerotinia sclerotiorum
em sementes de soja. Foram realizados experimentos durante trés safras, tendo-se utilizado amostras de sementes
de soja contaminadas artificial e naturalmente, com incidéncia conhecida da doenca nas amostras e no campo.
Os métodos de incubacao utilizados foram: papel de filtro, rolo de papel e meio Neon-S. Observou-se aumento
da deteccdo do patoégeno nas sementes infectadas artificialmente, a proporcdo que aumentou a incidéncia
na amostra. Os métodos podem ndo detectar o patdgeno S. sclerotiorum em sementes de soja naturalmente
contaminadas. Os niveis de incidéncia do patégeno em sementes de soja interferem na sensibilidade dos
métodos de detecgao, e nao ha relagao entre a incidéncia no campo e na semente colhida.

Termos para indexacdo: meio Neon-S, método do papel de filtro, método do rolo de papel, mofo-branco.

Incidence of Sclerotinia sclerotiorum on soybean seeds and sensitivity
of detection tests

Abstract — The objective of this work was to evaluate the efficiency of detection methods of Sclerotinia
sclerotiorum on soybean seeds. Experiments were carried out during three crop years, using samples of soybean
seeds artificially and naturally contaminated, with known pathogen incidence on samples and on the field. The
incubation methods used were: filter paper, paper roll, and Neon-S medium. An increase in pathogen detection
on artificially contaminated seeds was observed, as the incidence in the sample increased. The methods may
not detect the pathogen S. sclerotiorum on naturally contaminated soybean seeds. The levels of pathogen
incidence on soybean seeds interfere in the sensitivity of the detection methods, and there is no relationship
between the incidence on the field and on the harvested seed.

Index terms: Neon-S medium, filter paper method, paper roll method, white mold.

Introduciao

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um
patégeno de importincia mundial, por ocorrer tanto
em regides temperadas quanto subtropicais e tropicais,
além de ser um fungo polifago, que infecta 408 espécies
e 278 géneros de plantas hospedeiras (Bolton et al.,
2006). Epidemias causadas pelo patdégeno, na cultura
da soja, tém sido responsaveis pela diminui¢do da
produgdo em varios paises, com perdas que chegam
a 100%, em condigoes favoraveis (Saharan & Mehta,
2007; Silva et al., 2008).

A doenca causada por este fungo ¢é conhecida
como mofo-branco, ¢ a sua disseminagdo ocorre
principalmente pela semente (Yang et al., 1998).
O fungo ¢ de dificil erradicagdo apods introduzido

na area de cultivo. Assim, a deteccdo preventiva
nas sementes constitui-se uma das medidas mais
econdmicas e importantes para se evitar a introducao
da doenca em novos locais ¢ a sua disseminagdo em
lavouras comerciais (Gomes et al., 2008).

Ha diferentes métodos para a detec¢do do patdogeno
na semente de soja, entre os quais se destaca a
incubagdo em substrato de papel ou método do papel
de filtro (“blotter test”); em rolo de papel; e em meio
agar-bromofenol Neon (Nasser et al., 1999; Machado,
2002; Peres et al., 2002; Taylor et al., 2006; Manual de
analise sanitaria de sementes, 2009).

A deteccao de S. sclerotiorum pode depender do
nivel de infeccdo do patogeno na semente. Quando a
semente € infectada artificialmente em laboratério, o
fungo ¢ facilmente detectado por testes de sanidade.
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No entanto, Henneberg et al. (2012), ao avaliar
sementes de soja inoculadas com S. sclerotiorum,
verificaram a formagao de esclerdédios em poucos dias
e que os métodos recomendados nao foram eficientes
para a detec¢do do patdégeno em sementes comerciais
provenientes de areas infestadas. Resultado semelhante
foi obtido por Koch (1998), que observou a detec¢do
do patégeno em apenas 35,1% das amostras de
sementes de feijdo, provenientes de campos infestados.
Portanto, ha a necessidade de determinar a capacidade
dos métodos em detectar S. sclerotiorum em sementes
naturalmente contaminadas, que serdo comercializadas
pelas regides produtoras de soja do pais.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia dos
métodos de detec¢ao de Sclerotinia sclerotiorum em
sementes de soja.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Patologia
de Sementes, da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, PR. Foram comparados cinco métodos:
método do papel de filtro (“blotter test”), com trés
temperaturas diferentes (7, 14 e 20°C); rolo de papel;
e meio agar-bromofenol (Neon-S), tendo-se utilizado
amostras de sementes de soja com diferentes niveis de
incidéncia de S. sclerotiorum.

Para a obtengdo das amostras de sementes com
diferentes niveis de incidéncia, foram conduzidos
experimentos em trés safras agricolas, na regido
dos Campos Gerais, PR, entre 2008 e 2009. Foram
considerados como niveis de incidéncia: amostras de
semente com incidéncia conhecida da doenca, obtida
da contaminagdo artificial das sementes; ¢ amostras
obtidas a partir de cultivos com incidéncia conhecida da
doenga, no campo, ¢ de sementes colhidas diretamente
de plantas de soja doentes.

As amostras de sementes de soja contaminadas
foram obtidas da cultivar CD 206, safra 2008/2009,
provenientes de area sem histérico de ocorréncia
de S. sclerotiorum, localizada na Fazenda Escola,
da Universidade Estadual de Ponta Grossa, PR.
As sementes foram contaminadas artificialmente por
meio do método de contato direto, para obtengdo de
cinco amostras de sementes com incidéncias conhecidas
da doenga.

O método de contato direto consistiu na incubacao da
semente sobre a cultura do patogeno. Para a obtengao
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da cultura de S. sclerotiorum, utilizaram-se esclerddios
do fungo S. sclerotiorum da colecdo do Laboratdrio de
Fitopatologia, da Universidade Federal de Uberlandia,
MG, desinfestados superficialmente com solucdo de
hipoclorito de sodio 0,5% por 5 min e lavados em
agua destilada esterilizada. Em seguida, os esclerddios
desinfestados foram transferidos para placas de Petri
(90 mm) — um esclerdédio por placa — contendo meio
batata-dextrose-agar (BDA), tendo sido incubados
em BOD, a 20°C, por um periodo de 14 dias.
Posteriormente, foram colocadas 200 sementes de
soja em cada placa, em contato com o micélio, tendo-
se realizado a incubagdo em BOD, a 20°C, por um
periodo de 48 horas, sob escuro continuo. As sementes
foram retiradas, secadas em temperatura ambiente
e misturadas a sementes sadias, tendo-se obtido
cinco amostras de 400 sementes com percentuais de
incidéncia de: 0%, 0,25% (1/400), 0,50% (2/400),
0,75% (3/400) e 1% (4/400) de S. sclerotiorum na
amostra de sementes.

Para a obtencdo de amostras de sementes
naturalmente contaminadas, oriundas de areas
infestadas pelo patdgeno S. sclerotiorum, utilizou-se,
como critério, a incidéncia da doenca determinada
no campo. Escolheram-se seis amostras de sementes
de diferentes cultivares de soja com incidéncia
monitorada da doenca, em area de cultivo da regido
de Arapoti, PR (24°06'15"S e 49°47'26"W), durante
a safra 2009/2010. No momento da colheita, plantas
das duas linhas centrais das parcelas, constituidas por
quatro linhas de 20 m, foram coletadas manualmente.
Em seguida, as vagens de soja foram debulhadas em
batedeira Vencedora B350, (Maquima — Maquinas
e Implementos Agricolas, Cascavel, PR), tendo-
se obtido aproximadamente 10 kg de sementes por
cultivar. As sementes colhidas foram colocadas em
sacos de papel do tipo Kraft e enviadas ao laboratorio.
Posteriormente, com auxilio de calador do tipo simples,
coletaram-se subamostras, até a obtencdo de uma
amostra de trabalho de 500 g para cada cultivar. Essas
amostras foram acondicionadas em sacos de papel
do tipo Kraft e armazenadas por quatro meses a 12 e
48% de umidade relativa do ar, para posterior analise
fitopatologica. Foram obtidas seis amostras com as
seguintes incidéncias em campo: 7,23% (cultivar
BRS 295RR); 5,60% (cultivar FTS Cascavel RR);
3,14% (cultivar Don Mario 5.8i RR); 2,28% (cultivar



Incidéncia de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja 765

BRS 255RR); 0,92% (cultivar BRS 242 RR); ¢ 0,27%
(cultivar NS 4823 RR).

Para a obtencdo de sementes naturalmente
contaminadas, colhidas diretamente de plantas
doentes, foram marcadas plantas contaminadas por
S. sclerotiorum no estddio fenolégico R6 (Fehr &
Caviness, 1977), em campos de producdo de soja de
duas regides do Estado do Parand. Para a obtengdo
das amostras, no momento da colheita, as vagens de
soja provenientes de plantas doentes foram colhidas
e debulhadas manualmente. As amostras foram
homogenizadas e acondicionadas em sacos de papel
do tipo Kraft e armazenadas por cinco meses a 12°C,
com 48% de umidade relativa do ar, para posterior
analise fitossanitdria das sementes. Foram obtidas
cinco amostras de sementes naturalmente infectadas
das regides de: Arapoti (safra 2009/2010), com as
cultivares Don Mario 5.8 RR (talhdo A), Don Mario
5.81RR (talhdo B) e Spring RR (NK 7054 RR); e Pinhdo
(safra 2010/2011), com as cultivares Nidera A 4725RG
e Don Mario 5.81 RR. Essas amostras de sementes
foram consideradas com 100% de incidéncia.

Para o teste de sanidade em papel de filtro, foram
utilizadas caixas de plastico (11,0x11,0x3,5 cm)
previamente higienizadas com hipoclorito de sodio
a 5%, contendo, como substrato, duas folhas de
papel de filtro 80 g m? (10x10 cm), esterilizado em
autoclave a 1,0 atm (120°C), por 20 min. Em seguida,
foi adicionada agua destilada e esterilizada na
proporcao 2,5 vezes a massa do papel, sobre o qual
foram dispostas sementes escolhidas aleatoriamente,
no formato 5x4, com 20 sementes por caixa, o que
totalizou 400 sementes por amostra. Posteriormente,
as caixas foram incubadas durante 30 dias em escuro
continuo. As avaliagdes foram realizadas a cada seis
dias, por meio da observagdo visual da formagao de
esclerddios na semente, para determina¢ao do numero
de sementes contaminadas na amostra de 400 sementes.
O método foi desenvolvido em trés temperaturas de
incubagdo: 7, 14 ¢ 20°C, que foram consideradas como
trés métodos.

Para a avaliacdo da incidéncia de mofo-branco pelo
método do rolo de papel Germitest, (JProlab, Curitiba,
PR), utilizou-se papel com dimensao 28,0x37,5 cm,
previamenteesterilizadoemautoclavea 1,0 atm (120°C),
por 20 min. Em seguida, foi adicionada agua destilada
e esterilizada na proporgao de 2,5 vezes a massa do
papel. Cada rolo foi constituido de trés folhas de papel

de germinagdo: duas sob e uma sobre as sementes.
Realizou-se exame laboratorial de 400 sementes,
distribuidas em oito rolos com 50 sementes cada um,
incubadas em germinador a 20°C, por um periodo de
14 dias, sob condi¢des de 100% de umidade relativa,
em regime de escuro continuo. As avaliagdes foram
realizadas por meio da observagdo visual da formagao
de esclerédios na semente, para determinacdo do
nimero de sementes contaminadas nas 400 sementes
analisadas.

Para a avaliag¢do das sementes pelo método do meio
agar-bromofenol Neon S, utilizou-se meio de cultura
com a seguinte composi¢cdo: 39 g de BDA, 50 mg de
azul de bromofenol, 50 mg de cloranfenicol ¢ 50 mg
de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), em 1,0 L de
agua destilada. Posteriormente, o meio foi autoclavado
a 1,0 atm (120°C) por 20 min, tendo-se obtido meio
de coloracdo azul, que foi vertido em placas de Petri
(90 mm). Em seguida, foram tomadas, aleatoriamente,
dez sementes da amostra analisada, colocadas em
placa com o meio Neon-S, o que totalizou 40 placas
e 400 sementes. As placas foram, entdo, incubadas a
20°C no escuro, ¢ as leituras foram realizadas de cinco
a oito dias apos a incubagdo. Para determinagdo do
numero de sementes contaminadas na amostra de 400
sementes, avaliaram-se as que apresentaram formagao
de micélio caracteristico e de halo amarelo em torno
da semente.

A sensibilidade dos métodos, ou sua capacidade em
detectaro patdgeno presente naamostra, foi determinada
pela precisdo em quantificar o nimero de sementes
contaminadas nas amostras de 400 sementes analisadas.
Foi realizada, também, a analise da repetibilidade para
as amostras de sementes artificialmente contaminadas
e provenientes de areas infestadas, a qual é considerada
um dos critérios de validagdo dos testes de patologia
de sementes (International Seed Testing Association,
2007). Desse modo, cada método foi repetido quatro
vezes por amostra analisada, para determinar se os
dados obtidos entre as repetigoes do mesmo método
eram semelhantes.

O modelo experimental utilizado para avaliagcdo da
sensibilidade e da repetibilidade dos métodos consistiu
de cinco tratamentos e quatro repeticdes para cada
incidéncia. Os dados obtidos foram submetidos ao
teste de aderéncia e do qui-quadrado (%), com uso do
programa Statistica 8.0 (StatSoft, 2010).
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Resultados e Discussao

Observou-se sensibilidade dos testes paradeteccao do
patégeno em amostras de sementes de soja inoculadas
artificialmente, uma vez que houve relagao entre a
percentagem da incidéncia na amostra e a detectada
na semente, independentemente do método utilizado
(Tabela 1). Além disso, a medida que se aumentou a
incidéncia da amostra, verificou-se acréscimo no
numero de sementes detectadas com S. sclerotiorum.
Esses resultados estdo de acordo com os obtidos na
literatura, em que a inoculagdo artificial da semente
foi utilizada para avaliar a sensibilidade do método em
detectar o fungo (Peres et al., 2002; Napoledo et al.,
2006). Ao se analisar a repetibilidade (variagdo

Tabela 1. Numero de sementes contaminadas detectadas por
cada método em amostras de 400 sementes, de acordo com os
niveis de incidéncia (0, 0,25, 0,5, 0,75 e 1%) de Sclerotinia
sclerotiorum ocasionados por inoculagdo artificial, em
quatro replicatas®.

Método 0% 0,25% 0,50% 0,75% 1%
12341234123412341234

Papel de filtro

7°C 00001 11 1222233334444

14°C 00001 11 1222233334444

20°C 00001 11 1222233334444

Rolo de papel

20°C 00001 11 1222233334444

Neon-S

- 00001 11 1222233334444

(WTeste de aderéncia, GL 76; x*c = 97,55; y?0 = 0,00; p = 1,000.
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observada em quatro replicatas) dos resultados
(Tabela 1), observou-se que os métodos foram eficientes
na detec¢do do fungo S. sclerotiorum em sementes
contaminadas artificialmente. Segundo a Associacdo
Internacional de Analise de Sementes (International
Seed Testing Association, 2007), responsavel pela
validacdo dos testes de sementes, a repetibilidade
¢ um dos fatores importantes na aprovagdo de um
procedimento, pois indica se o método apresenta
variagdo toleravel em suas repeti¢des.

A eficiéncia dos métodos na deteccdo de S.
sclerotiorum, em amostras com inoculagdo artificial,
pode seratribuida ao fato de o patégeno apresentar maior
potencial de infec¢do com esse tipo de inoculagdo, o que
teria facilitado o seu desenvolvimento nas condigdes
de incubagdo utilizadas nos testes de sanidade, pois o
fungo depende somente do ambiente favoravel para se
desenvolver (Sousa et al., 2008).

Os métodos nao diferiram significativamente
quanto a capacidade de detectar S. sclerotiorum
em sementes provenientes de areas no campo com
incidéncia conhecida da doenca (Tabela2). Nao
houve relagdo entre a incidéncia do fungo no campo
e a sua deteccdo na semente, como observado na
amostra da cultivar BRS 295RR, a qual apresentava
o maior nivel de incidéncia no campo (7,23%), ¢
ainda assim ndo propiciou a detec¢do do patégeno na
semente. Portanto, os métodos nao foram capazes de
detectar eficientemente o patdégeno em sementes de
soja naturalmente infectadas, ndo tendo evidenciado a
variagdo na incidéncia da doenca no campo.

Tabela 2. Numero de sementes contaminadas detectadas por cada método em amostras de 400 sementes, de acordo com
os niveis de incidéncia (0,27, 0,97, 2,28, 3,14, 5,60 e 7,23%) de Sclerotinia sclerotiorum em areas com monitoramento da

incidéncia da doenca no campo, em quatro replicatas®.

Meétodo Incidéncia de S. sclerotiorum no campo
0,27% 0,97% 2,28% 3,14% 5,60% 7,23%
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Papel de filtro

7°C 12 1 0 2 0o 0 0 0 0 0

14°C 0 0 0 0 0 0 0

20°C 0 0 0 0 0o 0 0 0 3 0
Rolo de papel

20°C 0 0 0 0 o 0 0 O o 0 0 O 0 4 0 O 0O 0 0 O o 0 0 O
Neon-S

- 0 0 0 1 o 0 0 o0 o 0 0 o0 0 0 0 O o 0 0 O o o0 0 O

(MTeste do qui-quadrado, GL 95; y%c = 118,75; %%0 = 0,00; p = 1,000.
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Neste caso, os métodos apresentaram baixa
repetibilidade, ja que, quando detectaram a presenca do
patdgeno, isso ocorreu em somente uma das repetigoes.
Ns métodos papel de filtro (“blotter test”) a 7°C e
Neon-S, observou-se incidéncia similar a apresentada
no campo em uma das repetigdes, mas esta semelhanga
nao foi observada nas dematis.

Em amostras de sementes de soja colhidas
diretamente de plantas doentes, observou-se que,
nas amostras da cultivar Don Mario 5.81 RR (talhdo
A, regido de Arapoti) ¢ Don Mario 5.81 RR (regido
de Pinhdo), houve diferenca significativa entre os
métodos de deteccdo (Tabela 3). Os métodos papel
de filtro (“blotter test”) a 20°C (safra 2009/2010) e a
7°C (safra 2010/2011) detectaram a maior incidéncia
do patogeno S. sclerotiorum. Ao se analisar os dados
obtidos com as outras cultivares, verificou-se que nao
houve consisténcia para considerar estes métodos mais
sensiveis. Cabe ressaltar que as sementes provenientes
de plantas da cultivar A 4725RG, com mofo-branco,
ndo apresentaram a presenca do patdogeno.

Foi observada diferenca na sensibilidade dos
testes de acordo com a cultivar avaliada. No entanto,
ndo foram encontrados dados na literatura sobre a
suscetibilidade das cultivares da soja em estudo,
para relaciona-los a detec¢ao na semente. A hipotese
de que o ciclo da cultivar poderia influenciar a
deteccao da incidéncia do patdégeno na semente, em
razdo do maior periodo de floragdo, ndo pode ser
comprovada, uma vez que a cultivar A 4725RG tem
ciclo superprecoce, semelhantemente a Don Mario

Tabela 3. Niimero de sementes contaminadas por Sclerotinia
sclerotiorum, detectadas por cada método em amostras de
400 sementes, colhidas diretamente de plantas doentes em
diferentes cultivares de soja"

Método Arapoti, PR (2009/2010)  Pinhdo, PR (2010/2011)

Spring RR Don Mario A 4725RG

Don Mario
Talhdo A Talhdo B
Papel de filtro

7°C 0 0 0 108 0

14°C 116 64 24 44 0

20°C 200 44 0 40 0
Rolo de papel

20°C 12 8 36 1 0
Neon-S

- 0 0 0 0 0

(WTeste do qui-quadrado, GL 9; x%c = 26,29; y%0 = 599,65; p = 0,0001.

5,81 RR (Desempenho de cultivares de soja indicadas
para o Rio Grande do Sul, 2011); entretanto, somente
nesta ultima cultivar foi detectada a presenga do
patogeno nas sementes.

O teste do meio Neon-S ndo detectou a presenca de
S. sclerotiorum em sementes provenientes de plantas
doentes em nenhuma das cultivares (Tabela 3). Esse
resultado, no entanto, pode ter sido prejudicado
pela presenga de contaminantes, como os fungos
Rhizopus sp., Fusarium spp., Penicillum spp. e
Aspergillus spp., que possivelmente ocultaram a
ocorréncia de S. sclerotiorum.

Assim, a detec¢do de S. sclerotiorum em amostras de
sementes de soja depende, entre outros fatores, do nivel
deinfec¢do dasemente pelopatdogeno. Em sementes com
maior potencial de indculo (inoculadas artificialmente),
os métodos apresentaram sensibilidade de deteccdo
do patdgeno e repetibilidade dos dados. Contudo, em
sementes provenientes de plantas doentes, os métodos
ndo detectaram de forma consistente a presenca do
patogeno. A semente pode estar infectada naturalmente
pelo patdgeno, mas apresentar baixo nivel de infecgao,
o que dificultaria a detecgdo pelos métodos e faria com
que esses ndo expressassem, portanto, a realidade do
campo.

Ao se considerar que uma semente pode formar
mais de um esclerddio, os quais podem permanecer
viaveis no solo por mais de 11 anos ou germinar e
infestar uma area de producdo de sementes (Bolton
et al., 2006), ainda sdo necessarias pesquisas
sobre a relacdo entre o potencial de transmissdao de
S. sclerotiorum da planta-mae para as sementes e sobre
a sensibilidade dos métodos em detectar a ocorréncia
da doenga, para que estes possam ser utilizados como
parametro na tomada de decisdo quanto ao controle
do mofo-branco.

Conclusoes

1. Os métodos avaliados nao sdo eficientes em
detectar o patogeno Sclerotinia sclerotiorum em
sementes de soja naturalmente contaminadas.

2. Néao ha relagdo entre a incidéncia do patdégeno
S. sclerotiorum no campo e a incidéncia verificada nas
sementes de soja colhidas.

3. Os niveis de incidéncia do patdégeno em sementes
de soja interferem na sensibilidade dos métodos de
deteccao.
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