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RESUMO GERAL

Avaliou-se deteccdo, transmissdo e controle de Sclerotinia sclerotiorum associados a
sementes de soja. Os experimentos foram conduzidos no laboratdrio de Fitopatologia da
UFGD em Dourados-MS. Com o objetivo de avaliar a transmissdo semente-plantula do
patdgeno, sementes de soja inoculadas artificialmente com o patégeno foram misturadas
a sementes sadias, estabelecendo-se cinco niveis de incidéncia (0, 2, 4, 8 e 10%). As
sementes foram semeadas em solo + areia, em caixas plasticas, marcando-se a posicao
das sementes inoculadas. Avaliou-se a porcentagem de emergéncia aos 7 e 15 dias apds
a semeadura. O fungo foi observado em todas as plantulas oriundas de sementes
inoculadas, mesmo naquelas que ndo apresentavam sintomas da doenca. Nas plantas
imediatamente ao lado das inoculadas, detectou-se a presenca do patdgeno em cerca e
39% delas a temperatura de 22° C, e 16,4% a 27° C. Nas plantas em segunda posicéo, a
porcentagem média de presenca do fungo foi de 23,35% e 8,75%, para 22 e 27° C,
respectivamente. Lotes de sementes de soja produzidas e comercializadas no Mato
Grosso do Sul nas safras 2008/09 e 2009/10 foram analisados quanto a sanidade pelo
método do rolo de papel. A frequéncia de S. sclerotiorum variou de 1,2% a 11,1% na
safra 2008/09 e 1% a 9,1% na safra 2009/10, enquanto que a incidéncia na safra
2008/09 ficou entre 0,25% e 0,75% e na safra 2009/10 foi de 0,25% a 1,5%. Estudando
a sensibilidade in vitro de S. sclerotiorum aos fungicidas: cloreto de benzalconio,
captana, fluazinam, fluopiram, iprodiona, procimidona e tiofanato metilico em seis
concentraces (0,1; 0,5; 1; 2,5; 5 e 10 ug.mL™) e cinco repeticdes, observou-se menor
taxa de crescimento com o uso do fungicida procimidone a 0,1 ug.mL™. A partir de 1
ng.mL™ os fungicidas fluazinam e procimidone inibiram por completo o crescimento
micelial e por consequéncia a producdo de esclerédios do fungo. Em doses superiores,
os fungicidas captana, fluopiram, iprodiona e tiofanato metilico, mostraram-se eficientes
em inibir o desenvolvimento de S. sclerotiorum alcancando 100% de inibigdo na
germinacdo miceliogénica, enquanto o fungicida cloreto de benzalc6nio inibiu em
apenas 16% o desenvolvimento do fitopatdgeno, ndo afetando a producdo de

esclerédios.

Palavras-chave: Sclerotinia sclerotiorum, transmisséo, deteccdo, controle quimico



GENERAL ABSTRACT

The detection, transmission and control of Sclerotinia sclerotiorum associated with
soybean seeds were as studied under laboratory conditions. The experiments were
conducted in the laboratory of Phytopathology UFGD in the Dourados - MS. Aiming to
evaluate the seed - seedling transmission of the pathogen, soybean seed artificially
inoculated with the pathogen were mixed with healthy seeds, establishing five levels of
incidence (0, 2,4, 8 and 10% ). The seeds were sown in soil + sand in plastic boxes ,
marking the position of the inoculated seeds. We evaluated the percentage of emergence
at 7 and 15 days after sowing. The fungus was observed in all inoculated seedlings
derived from seeds, even those who had no symptoms of disease. On the inoculated
plants immediately adjacent to, the presence of the pathogen was about 39 % of them at
22 ° C and 16.4% at 27 ° C. In the second position, the average percentage of presence
of the fungus was 23.35% and 8.75% to 22 to 27 ° C, respectively. Lots of seeds
produced and marketed in Mato Grosso do Sul in 2008/2009 and 2009/2010 harvests in
were analyzed for sanity by the method of the paper roll. The frequency of S.
sclerotiorum ranged from 1.2% to 11.1% in 2008/2009 and 1% to 9.1% in the 2009/
2010 harvest, whereas the incidence in 2008/2009 was between 0.25% and 0.75% in the
2009/2010 crop was 0.25%. to 1.5% Studying the in vitro susceptibility of S.
sclerotiorum to fungicides: benzalkonium chloride, captan, fluazinam, fluopiram,
iprodione, procymidone and thiophanate methyl in six concentrations (0.1, 0.5, 1, 2.5, 5
and 10 mg. mL™) and five replicates, we observed lower growth rate with the use of the
fungicide procymidone 0.1 pg.mL™. From 1 pug.mL™ the fluazinam and procymidone
completely inhibited the mycelial growth and consequently the production of sclerotia
of the fungus. At higher doses, the fungicides captan, fluopiram, iprodione and
thiophanate methyl were effective in inhibiting the growth of S. sclerotiorum reaching
100% inhibition in miceliogénica germination, while the fungicide benzalkonium
chloride inhibited only 16 % of the pathogen development without affecting the
production of sclerotia.

Keywords: Sclerotinia sclerotiorum, transmission, detection, chemical control



INTRODUCAO GERAL

O Brasil ocupa lugar de destaque na producdo mundial de gréos,
principalmente da cultura da soja (Glycine max L. Merrill). O pais é o segundo maior
produtor da oleaginosa e na safra 2011/12 alcancou indices de producdo de 66,38
milhdes de toneladas em uma area de 25 milhdes de hectares. Mato Grosso do Sul se
destaca em 5° lugar na producdo nacional, com 4,62 milhdes de toneladas e
produtividade média de 2.550 kg.ha™, segundo dados da CONAB (2012).

Diversos fatores podem interferir na maxima produtividade da cultura e
como principal limitante pode-se citar a ocorréncia de doengas (GOULART, 2005).
Patdgenos podem acometer a cultura em todas as fases do desenvolvimento, e os danos
decorrentes da associacdo patdgeno-semente resultam na diminuicdo da emergéncia de
plantulas e da produtividade, podendo causar prejuizos para todo o sistema agricola com
a disseminacao de doencas, tornando regides improprias para o cultivo de determinada
espécie. Desta forma, no controle de qualidade é cada vez mais importante a sanidade
das sementes, pois a presenca de certos patégenos nas sementes pode resultar em efeitos
diretos, como reducdo do potencial germinativo, do vigor, da emergéncia, do periodo de
armazenamento e até do rendimento (ITO e TANAKA, 1993).

A qualidade das sementes pode ser definida como sendo o somatério de
todos os atributos genéticos, fisicos, fisioldgicos e sanitarios que afetam sua capacidade
de desempenhar fungbes vitais, caracterizada pela sua germinacdo, vigor e
produtividade (MARCOS FILHO, 2005).

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

O agente causal do mofo-branco (Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary)),
esta entre os patdgenos de maior destaque na cultura da soja. A doenca vem recebendo
atencdo nos Gltimos anos pelo aumento de areas contaminadas em varios estados do pais
como Parana, Mato Grosso do Sul, Goids e Minas Gerais, com perdas da ordem de
30%, podendo atingir até 100% em periodos chuvosos, caso medidas preventivas ndo
sejam adotadas (CARREGAL et al., 2005; JACCOUD FILHO, et al., 2010; JULIATTI
e JULIATTI, 2010; LEITE, 2005).



O fungo pode se associar as sementes como micelio dormente em seu
interior ou acompanhando as sementes, na forma de esclerédios (DHINGRA, 2005). A
associacdo deste patdgeno com a semente constitui uma das vias mais efetivas de
introducao e disseminacao de indculo em novas regides.

Em 27 de fevereiro de 2009 foi colocada em consulta publica a Portaria N°
47 do MAPA, que estabelece niveis de tolerdncia de pragas para Pragas N&o
Quarentenarias Regulamentadas (PQNR). No caso da soja, foi proposto nivel de
tolerancia O (zero) para a presenca de esclerddios de S. sclerotiorum, em 500 gramas de
sementes secas, inspecionadas com lente de aumento. Todavia, vale ressaltar que o
fungo pode também ser disseminado via micélio dormente, infectando a semente. Yang
et al. (1998) comprovaram a transmissdo de S. sclerotiorum pela semente de soja
internamente infectada, demonstrando que a mesma é um agente de disseminacdo do
patdgeno para novas areas.

Hoffman et al. (1998), estudando a qualidade de sementes de soja
produzidas em campos infestados pelo patdégeno S. sclerotiorum, constataram a
presenca do fungo em um indice 0,3 a 0,7% nas sementes, representando um potencial
significativo de propagacdo do patdgeno e da doenca. Mesmo sendo considerada baixa a
taxa de transmissdo, existe a necessidade de se detectar S. sclerotiorum em sementes
naturalmente contaminadas, que serdo comercializadas pelas regides produtoras de soja
do pais, pois cada semente contaminada pode produzir mais de um esclerddio e este, por
si sO, pode produzir até 20 apotécios com a capacidade individual de liberar 2.000.000
ascosporos em 10 dias (STEADMAN, 1983).

O estabelecimento de niveis de tolerdncia em programas de certificacdo de
sementes € uma alternativa que pode auxiliar no controle e introducdo do mofo-branco
para novas regides. Existem véarios métodos para deteccdo de S. sclerotiorum na
semente, com variacdes na sensibilidade, reprodutibilidade, economicidade e rapidez de
resultados (MACHADO, 2002; BRASIL, 2009). As Regras para Analise de Sementes
(BRASIL, 2009) recomendam o teste de papel de filtro (blotter test); incubagéo no rolo
de papel; método incubacdo em meio agar-bromofenol (NEON) para soja além da
inspecdo visual das sementes. Apesar das técnicas recomendadas, diversos trabalhos
tém sido desenvolvidos e/ou ajustados a fim de minimizar alguns problemas nos testes
ja estabelecidos como padrdo, como por exemplo, reducdo do tempo de avaliacdo de

amostras e custos das anélises, diminuicdo de riscos aos operadores e necessidade de



garantir viabilidade na amostragem de lotes em laboratérios de rotina (BARROCAS,
2011).

Juntamente com a necessidade de identificar a presenca do patégeno em
lotes de semente, outra grande questdo sdo as formas de controle do patdgeno. O
controle de S. sclerotiorum ¢é dificultado principalmente pela formagéo de estruturas de
resisténcia, os esclerddios, que podem sobreviver varios anos na auséncia do hospedeiro
e pela falta de eficiéncia dos fungicidas normalmente utilizados. Assim, as
recomendacdes para o controle da doenca baseiam-se no sistema integrado de medidas,
como rotacdo de culturas, espacamento entrelinhas, uso de fungicidas, controle
bioldgico e utilizagdo de sementes isentas do patogeno (JUNIOR e ABREU, 2000;
VIEIRA et al., 2001; LEITE, 2005; EMBRAPA, 2008).

Em funcdo da expansdo da ocorréncia de mofo-branco e o consequente
aumento de danos causados por esta doenca a cultura da soja nas Ultimas safras, em
2008 foram iniciadas as atividades que deram origem ao ensaio cooperativo de controle
quimico de mofo-branco em soja, fruto de discussdes da XXX Reunido de Pesquisa de
Soja da Regido Central do Brasil (MEYER e CAMPOS, 2011). Até o inicio de 2012
ndo havia produtos registrados pelo MAPA para controle de S. sclerotiorum na cultura
da soja. A partir de meados de 2012, alguns produtos ja utilizados para controle do
patdgeno em outras culturas foram alterados e ou incluidos para o controle de S.
sclerotiorum na cultura da soja e hoje 16 produtos estdo registrados pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (AGROFIT, 2012).

Neste sentido, a presente pesquisa objetivou: avaliar a taxa de transmisséo
de S. sclerotiorum via semente-plantula; comparar os métodos de incubagdo utilizados
para deteccdo de S. sclerotiorum em sementes de soja, visando avaliar sua eficiéncia
para analise em rotina de laboratérios; analisar os lotes de sementes de soja recebidos
pelo Laboratdrio de Anélise de Sementes Oficial da lagro de Dourados/MS, produzidos
e comercializados no estado do Mato Grosso do Sul quanto a presenca deste fungo; e

testar diferentes grupos quimicos de fungicidas no controle do patdgeno in vitro.
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TRANSMISSAO SEMENTE — PLANTULA DE Sclerotinia sclerotiorum EM
SOJA

RESUMO: Sclerotinia sclerotiorum tem nas sementes um potencial veiculo de
disseminacéo, podendo estar internamente na forma de micélio dormente. Buscando
avaliar o potencial de transmissdo do patdgeno, dois ensaios foram conduzidos na
Universidade Federal da Grande Dourados. Foi adotado o delineamento experimental
em blocos casualizados, com cinco tratamentos e quatro repeti¢des, sendo utilizadas 50
sementes por parcela. Sementes de soja inoculadas artificialmente com o patégeno
foram misturadas a sementes sadias, estabelecendo-se cinco niveis de incidéncia (0, 2,
4, 8 e 10%). As sementes foram semeadas em solo + areia, em caixas plasticas,
marcando-se a posicdo das sementes inoculadas. Avaliou-se a porcentagem de
emergéncia aos 7 e 15 dias ap6s a semeadura. As plantulas oriundas das sementes
inoculadas, bem como suas vizinhas até a segunda posicdo, foram desinfetadas
superficialmente e colocadas sobre meio Neon, para observar a presenca do patdgeno. O
experimento foi conduzido em duas temperaturas (22 e 27° C). Néo foi detectado efeito
dos niveis de incidéncia de S. sclerotiorum testados sobre a emergéncia da soja. O
fungo foi observado em todas as pléantulas oriundas de sementes inoculadas, mesmo
naquelas que ndo apresentavam sintomas da doenca. Nas plantas imediatamente ao lado
das inoculadas, o fungo foi detectado em cerca e 39% delas a temperatura de 22° C, e
16,4% a 27° C. Nas plantas em segunda posic¢do, a porcentagem média de presenca do

fungo foi de 23,35% e 8,75%, para 22 e 27° C, respectivamente.

Palavras-chave: Taxa de transmisséo, mofo branco, semente-plantula.



SEED -SEEDLING TRANSMISSION OF Sclerotinia sclerotiorum IN SOYBEAN

ABSTRACT: Sclerotinia sclerotiorum has in seeds a potential vehicle for
dissemination and may be internally in the seed as dormant mycelium. To assess the
potential of pathogen transmission, two trials were conducted at the Universidade
Federal da Grande Dourados. The experimental design used was a randomized blocks
with five treatments and four replications, with 50 seeds per plot. Soybean seed
artificially inoculated with the pathogen were mixed with healthy seeds establishing five
levels of incidence (0, 2, 4, 8 and 10%). The seeds were sown in soil + experimental
ground, plastic boxes, marking the position of the inoculated seeds. We evaluated the
percentage of emergence at 7 and 15 days after sowing. The seedlings from inoculated
seeds as well as their neighbors to the second position were superficially disinfected and
placed on Neon media, to observe the presence of the pathogen. The experiment was
conducted at two temperatures (22 and 27 ° C). No effects were detected of the levels of
incidence on soybean emergence. The fungus was observed in all seedlings from
inoculated seeds, even those that had no symptoms of disease. In plants immediately
adjacent to the inoculated, fungus has been detected in approximately 39% of them at a
temperature of 22 ° C, and 16.4% at 27 ° C. In plants in second position, the mean
percentage of presence of the fungus was 23.35% and 8.75%, for 22 and 27 ° C,

respectively.

Key-words: transmission rate, incidence, seed-seedling.



INTRODUCAO

A importancia do aspecto sanitario no controle da qualidade de sementes
vem sendo reconhecida de forma crescente. A transmissdo de patdgenos por sementes é
um mecanismo eficiente pelo qual os fitopatdgenos sdo introduzidos em novas areas de
cultivo, disseminados a longas distancias e distribuidos atraves da populacdo de plantas
como focos de in6culo (TANAKA e MACHADO, 1985).

A patologia de sementes, com o auxilio da epidemiologia, pode contribuir
com importantes ferramentas para o estudo da transmiss@o de patdgenos por sementes e
comparar epidemias a partir de sementes com diferentes niveis de indculo. A patologia
de sementes estuda os problemas diretamente relacionados as sementes como a
porcentagem de sementes infectadas em determinado lote e a taxa de transmissao
semente-plantula. A epidemiologia ocupa-se com a dinamica de crescimento da doenca
e os danos causados pelo patdgeno. Dessa associacdo pode-se inferir a importancia
relativa da presenca do in6culo nos danos causados pela doenga (BERGAMIN FILHO,
2005).

Além dos aspectos de transmissdo e suas consequéncias epidemiolodgicas, a
presenca de certos patdgenos nas sementes pode resultar em efeitos diretos, como
reducdo do potencial germinativo, do vigor, da emergéncia, do periodo de
armazenamento e até do rendimento (ITO e TANAKA, 1993).

O fungo Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo-branco, é considerado
na atualidade um dos principais patdégenos na cultura da soja. Niveis de tolerancia para
0 patégeno vém sendo amplamente estudados. O MAPA pela Portaria n° 47, de 26 de
fevereiro de 2009, propés nivel zero para presencga de esclerodios em uma amostra de
1000 gramas de feijdo, e 500 gramas de soja e girassol, entretanto, os niveis de
tolerdncia para o patdgeno ndo contemplam padrdes para a presenca do patdgeno na
forma de micélio dormente nas sementes, sendo esta uma forma de infecgdo com
potencial para transmisséo da doenca.

Em areas livres do patdgeno, quando o indculo ndo estad presente no solo,
uma epidemia da doenga pode ser iniciada por meio de sementes contaminadas
internamente pelo micélio dormente do fungo, ou por meio de esclerodios associados ao
lote de sementes (TU, 1988). A transmissao 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).



A taxa de transmissdo corresponde a relacdo matematica entre o nivel de
ocorréncia do patégeno presente na amostra em laboratério, determinado por teste de
sanidade e a doenca no campo. A simples presenca de um patdégeno em um lote de
sementes ou no campo de producdo ndo é suficiente para assegurar a sua transmissao as
geracOes subsequentes (MACHADO e POZZA, 2005).

No entanto, para S. sclerotiorum, a determinagéo de sua taxa de transmisséao
constitui importante subsidio para o estabelecimento do padrdo de tolerancia deste
patdgeno, dentro do processo de certificacdo de sementes (BOTELHO et al., 2010).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo avaliar a porcentagem de
emergéncia de plantulas e sanidade de plantas originadas de sementes com diferentes

niveis de Sclerotinia sclerotiorum, sob duas condi¢des de temperatura.



MATERIAL E METODOS

Sementes de soja, cultivar Dom Mario 7.0i (BMx Magma RR), foram
inoculadas com um isolado de Sclerotinia sclerotiorum, mantido na micoteca do
Laboratorio de Fitopatologia da UFGD. Esclerddios do fungo, armazenados no
refrigerador, foram transferidos para meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar),
colocando-se um esclerddio na posigdo central da superficie do meio contido em placas-
de-petri. As placas foram mantidas em camaras incubadoras a 25° C, por 5 dias. Apds
esse periodo, sementes foram colocadas sobre as col6nias do fungo, sendo incubadas
por 30 horas a 20° C, no escuro, segundo Peres et al. (1998).

As sementes inoculadas foram misturadas a sementes sadias a fim de se
obter cinco niveis de incidéncia de S. sclerotiorum nas sementes (0; 2; 4; 8 e 10%). Para
todos os niveis utilizou-se 200 sementes, sendo que para se obter o nivel de incidéncia
de 2% misturou-se quatro sementes inoculadas em 196 sementes sadias, e assim por
diante até se obter o nivel de 10% de incidéncia.

Duzentas sementes de cada nivel foram semeadas em caixas plasticas,
contendo como substrato uma mistura de solo e areia na proporcdo 2:1. Cingquenta
sementes foram semeadas por caixa e marcou-se com um palito de dente a posi¢édo de
cada semente inoculada na caixa, estas foram mantidas em sala de incubagdo com
fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 22° C. Em um segundo ensaio, a mesma
metodologia foi utilizada, entretanto, o experimento foi mantido em casa de vegetacao
com temperatura de 27° C.

Foi avaliada a porcentagem de emergéncia de plantulas e as plantulas com
sintomas de tombamento aos sete e quinze dias apds a emergéncia. As plantulas
originadas das sementes inoculadas, bem como as suas vizinhas até a segunda posicao,
foram desinfetadas superficialmente com alcool e hipoclorito de sodio, lavadas em agua
esterilizada e colocadas sobre meio Neon (BDA + antibioticos + azul de bromofenol),
para observar o desenvolvimento do patégeno. Sendo um meio de cultura diferencial
com coloragdo azulada, a mudanga de coloragdo para amarelo indica a presenca de S.
sclerotiorum.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com cinco
tratamentos e quatro repeticdes de 50 sementes. Os dados foram submetidos a analise de

variancia e regressdao com auxilio do SANEST.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise de variancia revelaram que ndo houve efeito dos
niveis de incidéncia de S. sclerotiorum nas sementes sobre a emergéncia da soja. Os
tratamentos com diferentes niveis de incidéncia (2, 4, 8 e 10%) ndo diferiram da
testemunha nédo inoculada aos sete e aos quinze dias nas condic¢des de incubacdo de 22°
C (FiguralA) e 27° C (Figura 1B).
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Figura 1. Porcentagem de emergéncia de plantulas de soja oriundas de amostras de
sementes com diferentes niveis de incidéncia de Sclerotinia sclerotiorum. A

(temperatura média 22° C); B (temperatura média 27° C).

Muitas sementes contaminadas podem né@o germinar, mas podem resultar na
producéo de micélio e esclerddios. 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 € que ndo
germinaram, apodreceram €, no seu lugar, formaram de trés a seis esclerddios,
concluindo que a deteccdo de micélios dormentes na semente do patégeno é importante
ndo somente na disseminacdo do fungo, mas também na epidemiologia da doenca.

S. sclerotiorum foi observado em todas as plantulas oriundas de sementes

inoculadas, mesmo naquelas que ndo apresentavam sintomas da doenca. Nas plantas
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imediatamente ao lado das inoculadas, o fungo foi detectado em cerca de 39% delas a
temperatura de 22° C e 16,4% a 27° C. Nas plantas em segunda posic¢do, a porcentagem
média de presenca do patégeno foi de 23,5% e 8,75%, para 22° e 27° C,

respectivamente (Figuras 2A e 2B).
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Figura 2. Porcentagem de plantulas com a presenca do fungo (I- inoculada, 1-
adjacentes de primeira posicdo e 2- adjacentes de segunda posicdo). A- Ensaio em sala
de incubacédo (temperatura média 22° C), B- Ensaio em casa de vegetacao (temperatura
média 27° C).

A detecgdo de S. sclerotiorum em pléntulas oriundas de sementes inoculadas
e em plantulas adjacentes ocorreu independentemente do aparecimento de sintomas, ou
seja, plantulas assintomaticas apresentaram a presenca do fungo. Botelho et al. (2010),
analisando plantas de soja desenvolvidas a partir de sementes inoculadas, observaram
taxa de transmisséo de até 33,5% em plantas sem sintomas.

Henneberg (2011), no entanto, ressalta que a transmissdo de S. sclerotiorum
pelas sementes ndo depende apenas da constatacdo de sua presenca, mas também de
fatores externos como os ambientais e bioticos, 0s inerentes ao patdogeno como
patogenicidade, agressividade e potencial de inéculo e ao hospedeiro como a
suscetibilidade/resisténcia, mecanismos de resisténcia.

Workneh e Yang (2000) observaram maior incidéncia de S. sclerotiorum

nas regides de Minesota e lowa (Estados Unidos) em funcao das condi¢cBes ambientais
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favoraveis. Manosso Neto et al. (2010), ao estudarem a incidéncia de S. sclerotiorum
em plantas de soja semeadas em oito épocas (safra 2009/10), observaram que a
incidéncia é maior nas semeaduras realizadas entre setembro e outubro, concluindo que
as condicOes ambientais e as epocas de semeadura podem propiciar o desenvolvimento
da doenca, tornando-as areas de risco para producédo de sementes de soja.

Segundo Dhingra (2005), um limite de tolerancia considerado seguro para um
conjunto de condi¢gdes ambientais pode ser desastroso ou muito rigido para outro.
Assim, a determinacédo do efeito ambiental sobre a transmiss@o deve ser considerada nas
decisbes sobre niveis de tolerdncia em programas de certificacdo de sementes (MC
GEE, 1995).

Neste trabalho, embora tenha sido detectada transmissao semente-plantula de S.
sclerotiorum de 100% nas temperaturas de 22 e 27° C, a disseminacao para as plantulas
vizinhas foi maior na temperatura mais baixa. Leite et al. (2000) destacam que a
temperatura 6tima para o desenvolvimento do micélio situa-se entre 18 e 25° C. A
melhor temperatura para a germinacdo dos esclerédios do fungo e desenvolvimento de
apotécio esta entre 10 a 21° C (ALMEIDA et al., 2005).

Embora constatada uma alta taxa de transmissdo nos ensaios desenvolvidos
neste trabalho, é importante salientar que em condicBGes experimentais, tudo leva ao
desenvolvimento do patdgeno. A transmissdo de S. sclerotiorum de sementes inoculadas
para vizinhas de até segunda posicdo, pode ter grande relacdo ao fato das sementes
serem semeadas em bandejas onde ndo se consegue estabelecer 0 mesmo padrdo de
distancia entre sementes que se tem no campo.

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 patégeno em um indice 0,3 a 0,7% nas sementes,
considerando que o risco de transmissdo pela semente é baixo. Ainda que a taxa de
transmissdo por micélio dormente seja bastante baixa em um lote de sementes, a sua
importancia reside na possibilidade da introdugdo do indculo em novas areas de cultivo
(HENNING, 2004).

Yang et al. (1998) comprovaram a transmissdo de S. sclerotiorum pela semente
de soja internamente infectada, demonstrando que a mesma € um agente de
disseminagéo do patdgeno para novas areas. Neste sentido, 0 uso de sementes isentas do

fungo se torna um dos principais meios de controle de indculo da doenca na fase inicial.



CONCLUSAO

Todas as plantulas oriundas de sementes infectadas com Sclerotinia
sclerotiorum apresentaram o fungo, independente da presenca de sintomas.

A transmissdo entre plantulas é maior a 22° C.
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METODOS PARA DETECCAO DE Sclerotinia sclerotiorum EM SEMENTES
DE SOJA

RESUMO: Pela grande importancia das sementes na disseminagéo de S. sclerotiorum e
devido ao aumento de areas produtoras de soja contaminadas nos ultimos anos pelo
patdgeno, objetivou-se avaliar a sensibilidade dos testes de deteccdo de S. sclerotiorum
em sementes incubacdo em papel de filtro por 14 e 30 dias, rolo de papel e meio Neon.
Sementes de soja inoculadas artificialmente foram misturadas a sementes sadias,
estabelecendo assim quatro niveis de incidéncia do patdégeno (0%, 2%, 4% e 8%).
Duzentas sementes, divididas em amostras de 50 sementes foram incubadas seguindo as
metodologias. Todos os métodos utilizados foram capazes de identificar S. sclerotiorum
nas amostras testadas. Os métodos de deteccdo em papel de filtro por 30 dias e rolo de
papel superestimaram os resultados, o0 método de papel de filtro por 14 dias e meio
Neon apresentaram alta acurdcia, entretanto, no meio Neon houve alto indice de

contaminagéo.

Palavras-chave: Deteccdo, metodologias, patologia de sementes.



METHODS FOR DETECTION OF Sclerotinia sclerotiorum IN SOYBEAN
SEEDS

ABSTRACT: For the great importance of seed in the spread of S. sclerotiorum and due
to increasing of soybean regions contaminated by the pathogen in recent years, we
aimed to evaluate the sensitivity of testing for S. sclerotiorum: incubation on filter paper
for 14 and 30 days, paper roll and Neon methods already reported in the literature.
Seeds of soybean were inoculated and mixed to healthy seeds, thereby establishing four
levels of pathogen incidence (0%, 2%, 4% and 8%). Two hundred seeds were divided
into samples of 50 seeds and incubated following the methodologies. All methods were
able to identify S. sclerotiorum in the samples tested. The methods of detection on filter
paper for 30 days and paper roll overestimated the results, the method of filter paper for
14 days and Neon method showed high accuracy, however in the Neon method was a

high rate of contamination.

Key-words: Detection, methodologies, seed pathology.



INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma cultura que esta sujeita ao ataque de
varios microrganismos. Muitos desses microrganismos sao agentes causais de doencas
que podem ser transmitidas pelas sementes, destacando-se as causadas por fungos, ndo
somente por aparecerem em maior nimero, como pelos prejuizos causados em termos
de rendimento e qualidade das sementes (FRANCA NETO e HENNING, 1984). A
associacdo de fitopatdgenos e sementes tem sido responsavel por prejuizos em
diferentes niveis na cadeia produtiva (GOULART, 2005).

O mofo-branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary,
tem sido uma doenca de destaque nas principais regides produtoras de soja do Brasil,
com perdas de producdo da ordem de 30%, podendo atingir até 100% em periodos
chuvosos, caso medidas preventivas ndo sejam adotadas (CARREGAL et al., 2005;
JACCOUD FILHO etal., 2010; LEITE, 2005).

A disseminacdo do fungo pode ocorrer pelos ascdsporos que sdo liberados
das ascas e ejetados no ar, pelos esclerodios transportados na agua de irrigacdo e/ou
associados as sementes, e por meio das sementes infectadas, que tém um importante
papel na infestacdo de areas indenes e no estabelecimento da doenca no inicio do ciclo
da cultura (BIANCHINI et al. 1997; TU, 1988).

O fungo pode se associar as sementes como micelio dormente em seu
interior ou acompanhando as sementes, na forma de esclerodios. As sementes
funcionam como fonte de in6culo, sendo responsaveis pela introducdo de patdgenos em
novas areas ou a reintroducdo em areas onde ja existe. De acordo com a literatura, uma
semente infectada corresponde a 2.000.000 de focos de infeccdo, considerando a
formacdo de um esclerddio por semente (STEADMAN, 1983).

A infestacdo de novas areas € um sério problema, pois os esclerddios podem
permanecer viaveis por mais de 11 anos no solo (BOLTON et al., 2006). Além de ser
uma doenca altamente destrutiva, o controle é extremamente dificil, pois é praticamente
impossivel a erradicacdo do patdgeno depois de introduzido na &rea (LOBO JUNIOR,
2010).

Uma das mais importantes estratégias de manejo de doencas € o diagnostico
preciso de patdgenos, nas sementes, evitando a entrada do organismo na area. A Portaria
n° 47, de 26 de fevereiro de 2009, da Secretaria de Defesa Agropecuéaria do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2009) propde que sejam recusados
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lotes de sementes de soja que apresentam um esclerodio em uma amostra de 500
gramas.

Entretanto, medidas obrigatdrias sobre a presenca do patdgeno em semente
na forma de micélio ainda ndo foram adotadas. Yang et al. (1998) comprovaram a
transmissdo de S. sclerotiorum pela semente de soja infectada demonstrando que a
mesma é um agente de disseminagdo do patdgeno para novas areas. Silva et al. (2008)
observaram a formacdo de esclerédios em sementes de feijao submetidas a teste de
patologia, recomendando a ndo utilizacdo dessas sementes.

Para o fungo S. sclerotiorum, a observacao visual da presenca de esclerddios
no lote de sementes deve ser aliada a outras técnicas. E recomendado pelas Regras para
Anélise de Sementes (BRASIL, 2009), o teste de papel de filtro (blotter test) para
culturas como soja, girassol, algodéo, feijao e ervilha; incubacdo no rolo de papel e/ou o
método incubacdo em meio agar-bromofenol (NEON) para soja e feijdo e inspecao
visual utilizando lupa para soja, algoddo e feijdo. Apesar das técnicas recomendadas,
diversos trabalhos tém sido desenvolvidos e/ou ajustados a fim de minimizar alguns
problemas nos testes ja estabelecidos como padrdo, como por exemplo, reducdo do
tempo de avaliacdo de amostras e custos das andlises e diminuicdo de riscos aos
operadores (BARROCAS, 2011).

O objetivo do trabalho, foi comparar metodologias existentes para detecgdo
de Sclerotinia sclerotiorum e avaliar a precisdo e acuracia dos testes, a fim de se
estabelecer qual teste seria 0 mais indicado para avaliacdo de lotes de sementes em

laboratérios de rotina.



MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no periodo de junho a setembro de 2009 no
Laboratorio de Fitopatologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal da Grande Dourados — UFGD.

Primeiramente, esclerédios de um isolado de Sclerotinia sclerotiorum,
mantidos na micoteca do laboratério de Fitopatologia da UFGD, foram transferidos para
placas de Petri contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar), colocando-se um
esclerodio na posicdo central do meio solidificado. As placas foram mantidas em
camaras incubadoras a 25° C, durante 7 dias. Apds o crescimento micelial por completo
nas placas, discos de micélio de 3 mm foram retirados e novamente incubados em
placas de Petri a fim de se obter coldnias puras, em condi¢des de incubacdo descritas
anteriormente. Apos 5 dias, quando as col6nias de S. sclerotirum ja haviam tomado toda
a placa, procedeu-se a inoculacdo das sementes. Assim, 50 sementes de soja foram
colocadas nas placas de Petri (9cm) contendo S. sclerotiorum, ficando em contato com o
micélio do fungo por um periodo de 30 horas, incubados a 20° C, sob escuro continuo,
de acordo com Peres et al. (1998).

Ap6s o periodo de incubagdo, as sementes inoculadas foram misturadas com
sementes sadias de modo a obter quatro niveis de incidéncia de S. sclerotiorum nas
sementes (0, 2, 4 e 8% de sementes inoculadas). Com esses diferentes niveis de
incidéncia, avaliou-se a precisdao e acuracia dos métodos em detectar o fungo S.

sclerotiorum. Ccomparou-se 0s seguintes testes de sanidade de sementes:

1) Método do papel de filtro - “Blotter test” a 7 °C (BRASIL, 2009) :
foram utilizadas caixas “gerbox” (11 x 11 x 3,5 cm), previamente higienizadas com
hipoclorito de sddio a 5%, contendo como substrato duas folhas de papel de filtro,
esterilizadas em autoclave e umedecidas com agua esterilizada na proporcao 2,5 vezes a
massa do papel seco e sobre estas foram dispostas sementes escolhidas aleatoriamente,
utilizando 20 sementes por “gerbox”, totalizando-se 200 sementes.

Em seguida, as sementes foram incubadas a 7 °C durante 30 dias em escuro
continuo. As avaliagcdes foram realizadas a cada seis dias, por meio da observagédo

visual da formacdo de esclerodios;
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2) Método do papel de filtro - “Blotter Test” a 15 °C (KOCH E
MENTEN, 2000): desenvolvido conforme descrito no item (1), porém com incubag&o a

15° C por 14 dias, em escuro continuo.

3) Método de Incubacéo de Rolo de Papel (PARISI et al. 2006): consistiu
na utilizagdo do rolo de papel de germinacdo (Germitest ®), 28 x 37,5 cm, previamente
esterilizado em autoclave e umedecido com agua esterilizada na proporcdo de 2,5 vezes
a massa do papel seco. Cinquenta sementes foram distribuidas sobre duas folhas de
papel de germinacdo sendo cobertas por outra do mesmo papel. Foi realizado o exame
laboratorial de 200 sementes, distribuidas em quatro rolos, que posteriormente foram
incubadas na vertical por 7 dias em camara a 20° C dentro de sacos plasticos, para
manter a umidade durante a incubacdo. As avaliacdes foram realizadas por meio da
observacdo visual da formacdo de esclerddios. Quando ndo foi possivel a sua
observacdo, plantulas infectadas e sementes mortas (circundadas por micélio
caracteristico de Sclerotinia sclerotiorum) foram transferidas para caixas gerbox,
contendo duas folhas de papel de filtro previamente umedecido com agua, e em seguida,
incubadas sob regime de 12 horas de luz por 12 horas de escuro continuo, a 20° C, por 3

dias, para observacao da formacao de esclerodios nas sementes e plantulas;

4) Método de Incubacdo em Meio Agar-bromofenol (Neon) (PERES et
al. 2002) : utilizou-se 0 meio de cultura constituido de Batata- Dextrose- Agar (BDA) +
150 mg.L™ de sulfato de estreptomicina, + 150 mg.L™ de penicilina G + 150 mg.L™ de
azul de bromofenol,sendo que vinte mililitros do meio foram vertidos em placas de Petri
de 9 cm. Apo6s solidificacdo do meio, 10 sementes foram incubadas por placa,
totalizando 20 placas, a 18 + 2 °C, por sete dias, no escuro. As avaliacbes foram
realizadas a partir de cinco dias de incubacgéo, observando a formacao do halo amarelo

em torno da semente.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Independentemente do método utilizado, observou-se sensibilidade dos
testes para deteccdo do patdbgeno em amostras de sementes de soja inoculadas
artificialmente, entretanto, a porcentagem de incidéncia na amostra e a detectada nas
sementes foi superestimada pelas metodologias utilizadas, com o aumento do nivel de
incidéncia proposto na amostra, verificou-se acréscimo no ndmero de sementes
infectadas com S. sclerotiorum, confirmando relatos existentes na literatura, onde se
utilizou a inoculacao artificial para se avaliar a sensibilidade de métodos de deteccdo do
fungo (PERES et al., 2002; NAPOLEAO et al., 2006; HENNEBERG et al., 2012).

Nota-se na Figura 1, que no método de incubacdo em papel de filtro a 7 °C
por 30 dias (BRASIL, 2009), a porcentagem de sementes contaminadas identificadas foi

maior do gque 0s niveis propostos na amostra.
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FIGURA 1. Deteccdo de S. sclerotiorum em amostras de sementes de soja com
diferentes niveis de inoculacdo pelo método de incubacdo em papel filtro por 30 dias.
Dourados, MS/ 2010.

Essa diferenca entre os niveis propostos e 0s niveis encontrados, demonstra
baixa acurécia do teste. Isto pode ser devido a dois fatores, sendo o primeiro o fato das
sementes serem inoculadas artificialmente, neste tipo de inoculagéo ndo é possivel se
estabelecer com precisdo a carga de inoculo que esta acompanhando a semente. Souza
et al (2008) ressaltaram que em inoculagdes artificiais o potencial de infeccdo do
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patdgeno € maior, 0 que facilita o seu desenvolvimento em condicdes de incubacao
utilizadas nos testes de sanidade, pois o fungo depende somente do ambiente favoravel
para se desenvolver. Outro fator importante a ser considerado é o periodo de incubacao
das sementes. Os dados observados demonstram que 30 dias de incubacdo € tempo
suficiente para o fungo se desenvolver ao ponto de contaminar sementes vizinhas as
inoculadas, interferindo no resultado final. Este fato pode ser afirmado, comparando o
teste do papel de filtro com incubacdo de 30 dias a0 mesmo teste com periodo de

incubacdo de 14 dias (Figura 2).
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FIGURA 2. Detecgdo de S. sclerotiorum em amostras de sementes de soja com
diferentes niveis de inoculacdo pelo método de incubacdo em papel filtro por 14 dias.
Dourados, MS/ 2010.

Observa-se uma maior acuracia no método de incubagdo em papel de filtro
por 14 dias, onde a porcentagem de sementes detectadas foi mais proxima da esperada.
Ainda é possivel observar contaminacdo de sementes sadias ocasionada por sementes
inoculadas, mas em menor escala. Nos maiores niveis de inoculacéo utilizados (4% e
8%), a possibilidade de mais sementes contaminadas estarem dentro de uma mesma
caixa gerbox facilita o contato do micélio do fungo com sementes sadias, aumentando o
namero de sementes que deveriam ser detectadas.

Nas avaliacdes do método de incubacdo em papel de filtro observa-se com

nitidez o crescimento micelial de S. sclerotiorum sobre o papel utilizado no teste, a
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partir de 20 dias de incubacdo nota-se a contaminacdo de sementes vizinhas e até de
todas as sementes dentro de um mesmo gerbox.

Avaliando o teste de incubagdo em rolo de papel por 14 dias, constatou-se
que os resultados foram semelhantes aos observados para o teste papel filtro por 30 dias
(Figura 3). A incidéncia do patogeno detectada ao final do teste foi maior do que a

esperada para todos os niveis que foram propostos.
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FIGURA 3. Detecgdo de S. sclerotiorum em amostras de sementes de soja com

diferentes niveis de inoculacdo pelo método do rolo de papel. Dourados, MS/ 2010.

A proximidade das sementes e o facil desenvolvimento do patdgeno sobre o
papel utilizado no teste podem ser explicacdo para alta incidéncia observada em todos
0s niveis propostos. Parisi et al. (2006) apresentaram como uma desvantagem do teste
em rolo de papel, a dificuldade de separar as sementes infectadas das sadias, ou seja,
sementes infectadas podem contaminar as sementes vizinhas saudaveis, assim
superestimar a incidéncia do patégeno S. sclerotiorum.

A facilidade de montagem e leitura do teste, aliado ao fato de ser um
método barato e de baixissimo risco, sdo fatores que devem ser considerados para o
emprego da metodologia em analises de rotina.

O método de incubagdo das sementes utilizando o meio Neon obteve

respostas satisfatorias quanto ao fator acuracia (Figura 4).
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FIGURA 4. Deteccdo de S. sclerotiorum em amostras de sementes de soja com
diferentes niveis de inoculacdo pelo método de incubacdo em meio agar bromofenol
(Neon). Dourados, MS/ 2010.

O principio do teste baseia-se na mudanca de cor do meio do azul para o
amarelo, devido ao acido oxalico produzido pelo patdgeno. A presenca de acido altera o
pH do meio, fazendo com que o azul de bromofenol, um indicador &cido-base, mude de
cor quando o pH atinge valores entre 4,6 e 3,0 (NASSER et al., 1995).

O meio Neon apresenta como vantagem a rapidez na obtencdo dos
resultados. A partir do terceiro dia de incubagdo as observacGes comecam a ser
realizadas para verificar a formacdo de halo amarelo ao redor das sementes. A
visualizacdo de miceélio superficial sobre 0 meio na zona do halo amarelado, partindo
das sementes, confirma a presenca do fungo S. sclerotiorum.

Quando existe davida nos resultados, as sementes suspeitas sdo retiradas e
incubadas em caixas gerbox em BOD com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de
20°C de 3 a 4 dias para possivel formacéo de esclerddios. Entretanto, a rapidez com que
se obtém os resultados, esbarra na morosidade do preparo do meio e montagem do teste,
tornando-se um grande inconveniente para 0 emprego da metodologia em analises de
rotina, onde demandaria um emprego maior de méo de obra.

Outro ponto a se destacar, reside no fato do meio apresentar alto indice de
contaminagdo por outros patdgenos, isso pode ser devido ao enriquecimento do
substrato, o que possibilita condi¢fes adequadas para o rdpido desenvolvimento de
fungos antagonicos ou indesejaveis (HENNEBERG, 2011).
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A variacdo da porcentagem de sementes infectadas detectas em relacdo ao
namero de sementes infectadas na amostra, demonstra que os métodos existentes ainda
precisam de ajustes, entretanto todos foram eficientes em identificar a presenca de S.
sclerotiorum, devendo chamar atencdo para a maior acuracia observada nos métodos
onde o periodo de incubacdo das sementes € menor, método de incubacdo em papel de
filtro de filtro por 14 dias e em meio Neon. O tempo pode ser crucial nos resultados dos
testes, ja que dessa maneira a contaminagdo de sementes sadias por sementes infectadas
é menor.

O fato dos métodos de incubacdo em papel de filtro e rolo de papel
superestimarem a incidéncia do fungo na forma de micélio em sementes tem pouca
importancia para S. sclerotiorum, j& que mesmo observando o nivel de toleréncia
sugerido de zero esclerddios em 500 gramas de sementes, sabe-se que a contaminacgéo
por micélio passa despercebida se estas ndo forem submetidas a testes de sanidade
eficazes. O que realmente deve ser considerado é se 0 método apresenta a possibilidade
de deteccdo de S. sclerotiorum por meio de um procedimento simples, sensivel, de
baixo custo e que possa ser facilmente aplicavel em andlises de rotina.

Henneberg (2011), avaliando diferentes métodos de identificacdo de S.
sclerotiorum em amostras de sementes de soja de areas contaminadas naturalmente,
ressalta que nao observou repetibilidade dos resultados, pois quando 0 mesmo método
de deteccdo de S. sclerotiorum foi repetido para a mesma amostra, obteve resultados
diferentes, o que pode possibilitar a interpretacéo de resultados como falso negativo.

As baixas incidéncias relatadas para S. sclerotiorum em sementes de feijéo e
soja, raramente ultrapassando 2% (PERES, 1996), ndo torna menos relevante a detecgéo
do patégeno em sementes, baseado no fato de que o mofo branco tem causado perdas
expressivas na producgdo de soja e devido a importancia das sementes na disseminacao
da doenca.

Ainda que os testes de sanidade ndo sejam obrigatorios, deve haver um
consenso da comunidade cientifica e de 6rgéos publicos responsaveis de que a deteccdo
preventiva de S. sclerotiorum constitui-se uma das medidas mais econémicas e
importantes para se evitar a introducdo do patégeno em novas areas e sua disseminacao

em lavouras comerciais.



CONCLUSOES

Em todos os métodos avaliados foi possivel detectar S. sclerotiorum em
sementes inoculadas artificialmente.

Os métodos de incubacdo em papel de filtro por 14 dias e incubacdo em
meio NEON, tiveram respostas semelhantes quanto a acuracia, ou seja, 0S niveis

encontrados de incidéncia estavam mais proximos dos niveis propostos.
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Sclerotinia sclerotiorum EM SEMENTES DE SOJA PRODUZIDAS NO
MATO GROSSO DO SUL

RESUMO: O aumento de areas contaminadas pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum em
diversas regies produtoras do pais, seu potencial de dano e dificil controle, o colocam,
no momento, como um dos patdgenos de maior importancia para a cultura da soja. S.
sclerotiorum tem nas sementes sua principal via de disseminacao a longas distancias. As
sementes podem estar infectadas com o fungo na forma de micélio dormente ou
contaminadas com esclerddios. A Portaria n. 47, de 26 de fevereiro de 2009, estabelece
nivel de tolerancia para S. sclerotiorum de zero esclerédios em 500 gramas de sementes,
entretanto os esclerédios podem facilmente ser retirados de lotes de sementes, durante o
beneficiamento, porém, aquelas infectadas com micélio dificilmente sdo detectadas sem
um teste mais especifico e ajuda de laboratério especializado. Diante do exposto,
objetivou-se avaliar a ocorréncia de Sclerotinia sclerotiorum em lotes de sementes de
soja produzidas no Mato Grosso do Sul nas safras 2008/09 e 2009/10. Para isso, 365
lotes da safra 2008/09 e 675 lotes da safra 2009/10, de 21 municipios do MS foram
analisados quanto a sanidade pelo o método do rolo de papel. A frequéncia de S.
sclerotiorum variou de 1,2% a 11,1% a na safra 2008/09 e 1% a 9,1% na safra 2009/10,
enquanto que a incidéncia na safra 2008/09 ficou entre 0,25% e 0,75% e na safra
2009/10 foi de 0,25% a 1,5%.

Palavras-chave: Mofo branco, indculo primério, qualidade sanitéria.



Sclerotinia sclerotiorum IN SOYBEAN SEED PRODUCED IN
MATO GROSSO DO SUL

ABSTRACT: The rise of contamination by the fungus Sclerotinia sclerotiorum in
various regions of the country, its potential damage and difficult control, place it at the
moment as one of the pathogens of greatest importance to the soybean crop. S.
sclerotiorum has its seeds as the main mechanism of spread over long distances. The
seeds may be infected with the fungus mycelium or contaminated with sclerotia. The
normative law no. 47 of 26 February 2009 establishing the standard of tolerance for S.
sclerotiorum sclerotia from zero in 500 grams of seeds, but the sclerotia can easily be
removed from seed lots during processing, however, those infected with mycelium are
hardly detected without a test more specific and specialized laboratory to help. Given
the above, aimed to evaluate the occurrence of Sclerotinia sclerotiorum in soybean seed
lots produced in Mato Grosso do Sul in 2008/09 and 2009/10 crops. For this, 365 lots of
the 2008/09 and 675 lots of 2009/10 crop of 21 municipalities in MS were analyzed for
sanity by the method of the paper roll. The frequency of S. sclerotiorum ranged from
1.2% to 11.1% to in 2008/09 and 1% to 9.1% to in 2009/10, whereas the incidence in
the 2008/09 crop was between 0.25 % and 0.75% and in 2009/10 was 0.25%. to 1.5%.

Key-words: White mold, primary inoculum, sanitary quality.



INTRODUCAO

O bom desempenho de uma cultura depende da qualidade das suas
sementes, pois elas contém todo o potencial genético que a planta pode expressar
(MENEZES et al ., 2011). No entanto, esse desempenho pode variar entre lotes de uma
mesma espécie ou cultivar, dependendo dos seus aspectos fisicos, sanitarios, genéticos e
fisiologicos (MARCOS FILHO, 2005).

Entre varios fatores que podem influenciar a qualidade das sementes, esta a
associacdo destas com microrganismos. A presenca de certos patdgenos nas sementes
pode resultar em efeitos diretos na redugcdo do potencial germinativo, do vigor, da
emergéncia, do periodo de armazenamento e até do rendimento (ITO e TANAKA,
1993).

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um patégeno de importancia
mundial por ocorrer tanto em regiGes temperadas quanto subtropicais e tropicais, além
de ser um fungo polifago, abrangendo 408 espécies e 278 géneros de plantas
hospedeiras (BOLTON et al., 2006). O fungo pode estar presente internamente na
semente na forma de micélio dormente ou misturado ao lote através de sua estrutura de
resisténcia, o esclerddio, facilitando a disseminacéo do patdgeno a longas distancias.

A utilizacdo de sementes livres do fungo é uma medida que visa diminuir a
disseminacdo do patogeno. A adocdo de padrdes de tolerancia para o patdégeno vem
sendo amplamente estudada. O MAPA pela Portaria n® 47, de 26 de fevereiro de 2009,
propds nivel zero para presenca S. sclerotiorum em 1000 gramas de sementes de feijdo e
500 gramas de sementes soja e girassol quanto a presenca de esclerédios, entretanto,
ndo existem niveis para a presenca do patdgeno na forma de micélio dormente nas
sementes, sendo esta uma forma de infecgdo com potencial para transmisséo da doenga.

Os métodos de deteccdo do patdégeno em sementes disponiveis hoje séo
satisfatorios (KOCH e MENTEN, 2000; PERES et al, 2002; PARISI et al., 2006;
BRASIL, 2009), mas por ndo serem oficialmente exigidos, dificilmente sdo
empregados, talvez por demandarem certa mao de obra, ou pelos custos. O fato é que o
aumento de areas contaminadas com S. sclerotiorum preocupa e pode ser um alerta para
que novas medidas com relagcdo ao controle da qualidade sanitaria de sementes devam
ser adotadas. Diante do exposto, o objetivo do estudo foi avaliar a ocorréncia de
Sclerotinia sclerotiorum em lotes de sementes de soja produzidas no Mato Grosso do
Sul nas safras 2008/09 e 2009/10.



MATERIAL E METODOS

Amostras de lotes de sementes de soja, fornecidas pelo Laboratério de
Analise de Sementes Oficial da lagro de Dourados/MS das safras 2008/09 e 2009/10,
foram submetidos aos testes de inspecdo visual e avaliados quanto a presenca de S.
sclerotiorum pelo método de incubacdo em rolo de papel (PARISI et al., 2006),
recomendados pelas RAS (BRASIL, 2009). Os testes foram realizados nos laboratorios
de Sementes e Fitopatologia, da Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD.
Foram analisadas amostras de 365 lotes da safra 2008/09 e 675 lotes da safra 2009/10,
de diferentes categorias de sementes de soja. O nimero de lotes de sementes analisados
de cada municipio e suas respectivas categorias de semente consta no Quadro 1.

Quadro 1. Relacdo de amostras de sementes de soja fornecidas pela Agéncia Estadual de

Defesa Sanitaria Animal e Vegetal (IAGRO) e suas respectivas categorias.

Safras
o 2008/09 2009/10
Municipios Categoria de Semente
S1 S2 C1 C2 B G T|S1 S2 C1 C2 B G T

Agua Clara L A A 0O 2 0 0 0 0 2
Amambai 2 14 0 0 0 0 16| O 4 0 0 0 O 4
Antbénio Jodo ook ok Kk k% 5 3 0 5 0 0 13
Bandeirantes ook ok x k% 2 0O 1 0 0 O 3
Caarapé 7 0 9| 2 4 0 6 0 0 12
Campo Grande ok Kk k% 3 0 1 12 0 0 16
Chapadéo do Sul 4 26 3 4 0 O 37, 0 12 0 6 0 0 18
Coxim ook Kk k% 0 1 0 0 0 O 1
Costa Rica 7 6 6 6 2 0 27|25 22 4 0 0 0 51
Dourados 5 16 3 4 12 10 50|11 22 4 17 29 6 100
Fatima do Sul o R S 0 0 0 1 0 O 1
Itapora 3 5 1 0 0 12| * *oox *
Jaraguari 11 13 7 0 O O 31, 8 13 1 3 0 0 25
Laguna Caarapa o 0 1 0 0 O 1] 1 3 3 4 0 0 11
Maracaju 3 3 0 1 0 12| 9 0O 2 25 0 1 37
Pedro Gomes ook ok k k ok 0 4 0 0 0 O 4
Ponta Pord 36 41 6 1 0 O 84|78 59 0 10 0 0 147
Rio Brilhante 7 1 8 1 0 0 17| * * ok k k% *
Séo GabrieldoOeste 19 32 4 5 8 0 68|59 102 13 28 0 0 203
Sidrolandia o 1 0 0 o0 O 11|10 2 0 10 0 0 22
Terenos ok 0k *oox0* 2 0 0 2 0 O 4
TOTAL 365 674

* municipio sem amostras na safra
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Inspecdo Visual da Amostra de Sementes: Utilizou -se uma amostra de 500 g de
sementes de soja para avaliagdo da pureza fisica, através da inspecao visual verificando-
se a presenca ou ndo de esclerddios de S. sclerotiorum. Para auxiliar a observacao das

sementes, utilizou-se uma lupa (BRASIL, 2009).

Teste de sanidade: Para avaliacdo da presenga de S. sclerotiorum nos lotes de
sementes, utilizou-se o método de incubacdo em rolo de papel (PARISI et al., 2006).
Para conducédo do ensaio, amostras de 500 gramas de sementes foram acondicionadas
em sacos de papel e armazenadas em sala climatizada com temperatura de 20° C até o
momento de realizacdo do teste de sanidade, que consistiu na incubagdo das sementes
em rolo de papel de germinagdo (Germitest®), 28 x 37,5 cm, previamente esterilizado
em autoclave e umedecido com agua esterilizada na proporc¢édo de 2,5 vezes a massa do
papel seco. Cada rolo foi constituido de trés folhas de papel de germinacdo: duas sob as
sementes e uma cobrindo-as. Foram submetidas ao teste 400 sementes por amostra,
distribuidas em oito subamostras de 50 sementes por rolo.

Os rolos foram colocados na posicdo vertical por 7 dias em camara a 20° C
dentro de sacos plasticos para manter a umidade durante a incubacdo. As avaliacdes
foram realizadas por meio da observacdo visual da formacdo de micélio caracteristico
ou esclerddios. Quando ndo foi possivel o diagnostico, plantulas infectadas e sementes
mortas (circundadas por micélio caracteristico de Sclerotinia sclerotiorum) foram
transferidas para caixas gerbox, contendo duas folhas de papel de filtro previamente
umedecidas com agua, e em seguida, incubadas sob o regime de 12 horas de luz por 12
horas de escuro continuo, a 20° C, por 3 a 4 dias para confirmagio de presenca do fungo
pela observacdo da formacdo de esclerddios nas sementes e plantulas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes de 100 sementes, totalizando 400 sementes (BRASIL, 2009). Fizeram-
se as medias das quatro repeticdes de sementes com fungo encontrado para cada lote
avaliado individualmente. Com esses dados, foram determinadas a frequéncia por
municipio (porcentagem de lotes contaminados com S. sclerotiorum no municipio) e a
incidéncia (porcentagem de sementes contaminadas com S. sclerotiorum na amostra

avaliada) de ocorréncia do fungo.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de inspecdo visual ndo foi detectada a presenca de S.
sclerotiorum em nenhum dos 1039 lotes avaliados nas safras 2008/09 e 2009/10. A
auséncia de esclerodios se deve ao fato que durante o processo de beneficiamento de
sementes de soja, a separacdo de esclerodios pode ser realizada pelo uso do separador
espiral seguido da mesa de gravidade (HENNING, 2004; LEITE, 2005). Teles (2012),
avaliando amostras de cultivares de soja coletadas em diferentes fases em uma unidade
de beneficiamento de sementes (UBS), constatou que a partir da etapa de pré-limpeza,
associada a etapa de limpeza, ndo foram mais encontrados esclerddios, demonstrando
ser 0 beneficiamento uma ferramenta Gtil para o controle de S. sclerotiorum, pois pode
diminuir ou eliminar os esclerodios associados as sementes, mostrando ser eficiente na
eliminacdo do indculo na forma de esclerédios. Com isso, o beneficiamento pode ajudar
a reduzir a quantidade de inéculo que poderia retornar as areas de plantio na forma de
esclerddios. Napoledo (2001) observou que o beneficiamento das sementes de feijao,
além de eliminar esclerddios na pré-limpeza, diminuiu 0 nimero de sementes infectadas
por S. sclerotiorum, pois estas, em geral mais leves, foram separadas das sementes
maiores e de melhor qualidade.

Na avaliacdo sanitaria para identificacdo de S. sclerotiorum, amostras de
lotes de sementes de soja produzidos no Mato Grosso do Sul em diferentes municipios,
nas duas safras avaliadas, apresentaram-se contaminados pelo patdgeno.

Na safra 2008/09 o estado do Mato Grosso do Sul plantou uma area de soja
equivalente a 1.711.468 hectares (IBGE, 2009), os municipios avaliados na safra em
questdo respondem por 70,24% dessa area. Dos 365 lotes avaliados provenientes de 13
municipios, S. sclerotiorum esteve presente em cinco lotes. A maior frequéncia entre 0s
municipios com lotes contaminados foi observada em Caarap0 (11,1%), a menor
frequéncia entre os municipios com lotes contaminados foi de 1,2% verificada no
municipio de Ponta Pord, também observou-se amostras contaminadas em lotes
provenientes de Chapadao do Sul, Maracaju e Sdo Gabriel do Oeste, com as frequéncias
de 5,4%, 8,3% e 1,5% respectivamente (Figura 1A).

Na safra 2009/10, a area plantada da leguminosa, segundo dados do IBGE
(2010), foi de 1.511.818 hectares, os municipios que tiveram amostras de lotes

avaliados, representam 66,88% do total dessa area. Os municipios que apresentaram
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maior frequéncia de lotes contaminados foram Laguna Caarapa (9,1%), Jaraguari (4%),
S&o Gabriel do Oeste (1,5%) e Dourados (1%) (Figura 1B).

A B

2008/09 2009/10
12 1 12 -
10 A 10 -

8 - 8
6 - 6 -
4 4 4
M N m N ol . , i

Caarap6 CZapgdialo Maracaju Ponta Pora S.’:ljo (éab:lel Dourados Jaraguari Laguna Sio Gabriel
osu 0 Oeste Caarapad do Oeste

Figura 1. Frequéncia por municipio de Mato Grosso do Sul de lotes de soja
contaminados por Sclerotinia sclerotiorum nas safras 2008/09 e 2009/10.

Na safra 2008/09, os municipios com lotes contaminados representaram
50,3% do total plantado no estado, ja na safra seguinte 2009/10 esse indice diminuiu
sendo estes municipios representativos de cerca de 28,8% da area plantada com soja no
MS (IBGE, 2009). A presenca do fungo S. sclerotiorum, nas regiGes produtoras de
sementes, serve de alerta para todo sistema produtivo, os danos ocasionados pelo
patdgeno e seu dificil controle, podem afetar o sistema produtor de soja com danos
inestimaveis.

A incidéncia de S. sclerotiorum nos lotes avaliados da safra 2008/09 variou
de 0,25% a 0,75%, ja nos lotes da safra 2009/10 a incidéncia maxima do fungo foi de
1,5%, sendo verificada a presenca do patdgeno em diferentes categorias de sementes e
cultivares (Quadro 2). Peres (1996) verificou que a deteccdo de S. sclerotiorum em
amostras de sementes de feijdo e soja raramente ultrapassa o indice de 2%, estando 0s
indices encontrados neste levantamento de acordo com os descritos na literatura. Nasser
et al. (1999), em levantamento realizado, observaram que 0s testes empregados para a
deteccdo de S. sclerotiorum em sementes comerciais de feijédo apresentam sensibilidade

de 0,25 a 2,30%, ressaltando que apesar da baixa porcentagem (0,25% - 1 em 400
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sementes), esta representa 625 focos primarios da doenca (para uma populacdo de
250.000 plantas.ha™).

Quadro 2. Incidéncia de S. sclerotiorum em lotes contaminados de sementes de soja

produzidos e comercializados em Mato Grosso do Sul, nas safras 2008/09 e 2009/10.

Safra Local Categoria  Cultivar Incidéncia (%)
2008/09 Caarap6 C1 BMX POTENCIA RR 0,25
2008/09 Chapadéo do Sul C2 G 8101 RR 0,75
2008/09 Chapadéo do Sul S2 CD 240 RR 0,5
2008/09 Maracaju B NA 5909 RG 0,25
2008/09 Ponta Poré S1 CD 214 RR 0,5
2008/09 S&o Gabriel do Oeste C1 M 7211 RR 0,25
2009/10 Dourados B BRS 246 RR 0,25
2009/10 Jaraguari S2 BMX POTENCIA RR 0,25
2009/10 Laguna Caarapé C2 NK 7059 RR 0,25
2009/10 S&o Gabriel do Oeste C1 BRS FAVORITARR 1,25
2009/10 S&o Gabriel do Oeste C2 TMG 123 RR 15
2009/10 S&o Gabriel do Oeste S2 M 7211 RR 0,25

O objetivo do teste de sanidade é determinar o estado sanitario de uma

amostra de sementes e, consequentemente, do lote, obtendo-se informacgbes confiaveis

para comparar a qualidade de diferentes lotes, fornecendo informacGes para programas

de certificacdo, servicos de vigilancia vegetal, tratamento de sementes, melhoramento
de plantas e outros (HENNING, 1994; MACHADO, 2000).

A Lei n° 10.711, de 5 de agosto de 2003 (BRASIL, 2003), e seu

regulamento aprovado pelo Decreto no 5.153, de 23 de julho de 2004 (BRASIL, 2004),
objetiva garantir a identidade e a qualidade do material de multiplicacdo e de

reproducdo vegetal produzido, comercializado e utilizado em todo o territério nacional,

através da certificacdo de sementes, que tem por objetivo a producdo de sementes

mediante controle de qualidade em todas as suas etapas, incluindo o conhecimento da

origem genética e o controle de geracoes.
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O Decreto n° 5.153 (BRASIL, 2004) estabelece em seu Art. 35, as
categorias de sementes genética, béasica, certificada de primeira geragdo (C1),
certificada de segunda geracdo (C2), S1 e S2. Nas categorias bésicas, C1, C2,S1e S2, a
qualidade é garantida por padrdes minimos de germinacdo, purezas fisica e varietal e
sanidade, exigidos por normas de producdo e comercializacdo estabelecidos e
controlados pelo governo (EMBRAPA, 2008). As sementes S1 e S2, apesar de néo
serem certificadas, sdo produzidas e comercializadas por produtores registrados pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (RENASEM).

A identificacdo de sementes contaminadas por S. sclerotiorum em lotes de
categoria de sementes certificadas (basicas, C1 e C2), reacende a discussdo sobre a
implantacdo de niveis de toleréncia para o patdgeno. Ao se considerar apenas a presenca
de esclerédios em uma amostra de 500 gramas, S. sclerotiorum transita livremente na
forma de micélio dormente nas sementes. Neste levantamento 66,7% das amostras
contaminadas foram diagnosticadas nas categorias de sementes certificadas, i1Sso néo
quer dizer que o sistema é ineficiente, mas deve-se adotar medidas para deteccdo de S.
sclerotiorum a fim de evitar a introducdo do patdégeno em areas livres. Para tanto, o
estudo mostra que a obrigatoriedade de testes de sanidade pode ser uma medida eficaz
de controle do patégeno.

N&o existe um historico sobre a presenca de S. sclerotiorum nas areas onde
as sementes foram produzidas, mas sabe-se que na soja, a frequéncia e a incidéncia de
fungos nas sementes sdo variaveis em funcdo de inimeros fatores, principalmente das
condigdes de clima durante o ciclo da cultura. Maiores niveis de infec¢fes normalmente
ocorrem em condi¢Oes de abundante precipitacdo durante a maturacdo das sementes,
agravando-se quando a colheita € retardada devido ao excesso de umidade (YORINORI,
1988).

N&o se encontram dados na literatura sobre a suscetibilidade das cultivares
de soja infectadas por S. sclerotiorum neste levantamento, para que se possa relacionar
com a deteccdo na semente. Existe a hipOtese de que o ciclo da cultivar poderia
influenciar a incidéncia do patdgeno na semente, em funcdo do maior periodo de
floragdo. Yang et al. (1999) verificaram que a incidéncia de S. sclerotiorum em
cultivares de soja esta relacionada com grupos de maturacdo. Segundo 0s autores,
cultivares de ciclo longo sdo mais suscetiveis devido o periodo de florescimento ser
maior, periodo no qual se observa bastante infeccdo, em funcdo da liberacdo dos

ascosporos.
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Essa hipdtese, entretanto, ndo pdde ser comprovada, uma vez que neste
levantamento, o grupo de maturagéo das cultivares identificadas com a presenca de S.
sclerotiorum varia de 6,1 a 7,9, sendo consideradas de ciclo precoce e superprecoce para
0 Mato Grosso do Sul (Quadro 3). Henneberg, (2011), também nédo observou relagédo
entre o ciclo da cultivar e a incidéncia de S. sclerotiorum, avaliando amostras de
sementes de soja de regides naturalmente infectadas, o autor identificou a presenca do
patégeno na cultivar Don Mario 5,8i considerada de ciclo superprecoce.

Neste levantamento, 58% das cultivares contaminadas por S. sclerotiorum
possuiam flores brancas (Quadro 3), podendo ter alguma relacédo entre a cor da flor e a
incidéncia de S. sclerotiorum como sugerido por Grau et al. (1982, que verificaram que
cultivares de soja de flores roxas foram menos suscetiveis & S. sclerotiorum do que as
de flores brancas. Garcia e Juliatti (2012) ndo encontraram relacdo entre a resisténcia a
doenca com a cor da flor, observando comportamento resistente a moderadamente

resistente independente da cor da flor da cultivar.

Quadro 3. Grupo de maturacéo, ciclo e cor da flor de cultivares de soja contaminadas

por Sclerotinia sclerotiorum nas safras 2008/09 e 2009/10 no Mato Grosso do Sul.

Cultivar Grupo de Maturagédo Ciclo Cor da Flor
BMX POTENCIA RR 6.7 Semi Precoce Branca
G 8101 RR 6.7 Semi Precoce Roxa
CD 240 RR 6.9 Semi Precoce Branca
NA 5909 RG 5.8 Precoce Roxa
CD 214 RR 6.7 Semi Precoce Branca
M 7211 RR 7.2 Semi Precoce Roxa
BRS 246 RR 7.2 Semi Precoce Branca
NK 7059 RR 6.1 Precoce Branca
BRS FAVORITA RR 7.9 Semi Precoce Roxa
TMG 123 RR 7.4 Semi Precoce Branca

A identificacdo de S. sclerotiorum em areas produtoras de semente no Mato

Grosso do Sul é de grande importancia, principalmente pelo potencial de disseminagéo
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do patogeno e seu dificil controle, demonstrando assim que novas normas de producéo e
comercializacdo devem ser estabelecidas. Medidas que impecam o avanco do patdgeno
devem ser tomadas, e neste sentido a obrigatoriedade dos testes de identificacdo de S.
sclerotiorum em lotes de sementes é relevante para manutencdo do sistema produtor de

soja.



CONCLUSOES

A inspecéo visual de uma amostra de 500 gramas de sementes de soja, ndo é
o suficiente para determinar a qualidade sanitaria do lote quanto a presenca de
Sclerotinia sclerotiorum.

Com o uso do método de incubacdo em rolo de papel a 20° C por sete dias,
foi possivel identificar o fungo Sclerotinia sclerotiorum em lotes de sementes de soja.

A frequéncia de Sclerotinia sclerotiorum em amostras de lotes de sementes
de soja produzidos no Mato Grosso do Sul variou de 1,2% a 11,1% na safra 2008/09 e
9,1% a 1% na safra 2009/10.

A incidéncia de Sclerotinia sclerotiorum na safra 2008/09 ficou entre 0,25%
e 0,75%, ja na safra 2009/10 foi de 0,25% a 1,5%.

Os dados obtidos neste levantamento servem de alerta para o
aprimoramento do sistema de controle de qualidade sanitaria de sementes no pais, e
ressaltam a necessidade de se implementar niveis de tolerancia para o fungo Sclerotinia

sclerotiorum.
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ACAO DE FUNGICIDAS SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL, PRODUCAO
E GERMINACAO DE ESCLERODIOS DE Sclerotinia sclerotiorum

RESUMO: Neste estudo avaliou-se a sensibilidade in vitro de S. sclerotiorum aos
fungicidas: cloreto de benzalconio, captana, fluazinam, fluopiram, iprodiona,
procimidona e tiofanato metilico em seis concentra¢des (0,1; 0,5; 1; 2,5; 5 e 10 pg.mL"
1) e cinco repeticdes. Foi analisado o crescimento micelial da colénia fingica, a
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial, a producéo e massa de esclerodios.
Os resultados revelaram que o efeito dos fungicidas sobre o desenvolvimento de S.
sclerotiorum foi dependente das concentragdes utilizadas. Constatou-se maior atividade
antifungica conforme se aumentou a concentracdo dos fungicidas. Com excecdo do
cloreto de benzalcénio, todos os fungicidas foram eficazes em reduzir o crescimento
micelial de S. sclerotiorum. A menor taxa de crescimento foi verificada, com o uso do
fungicida procimidone a 0,1 pg.mL™. A partir de 1 pg.mL™ os fungicidas fluazinam e
procimidone inibiram por completo o crescimento micelial e por consequéncia a
producdo de esclerédios do fungo. Em doses superiores, os fungicidas captana,
fluopiram, iprodiona e tiofanato metilico, mostraram-se eficientes em inibir o
desenvolvimento de S. sclerotiorum alcancando 100% de inibicdo na germinacdo
miceliogénica, enquanto o fungicida cloreto de benzalconio inibiu em apenas 16% o

desenvolvimento do fitopatdgeno, ndo afetando a producéo de esclerddios.

Palavras-chave: Mofo branco, fungicidas, controle quimico.



FUNGICIDE ACTIONON MYCELIAL GROWTH, GERMINATION OF
SCLEROTIA AND PRODUCTION OF Sclerotinia sclerotiorum

ABSTRACT: This study evaluated in vitro susceptibility of S. sclerotiorum with
fungicides: benzalkonium chloride, captan, fluazinam, fluopiram, iprodione,
procymidone and methyl thiophanate in six concentrations (0.1, 0.5, 1, 2.5, 5 and 10
microg.mL-1) and five replicates. We analyzed the mycelial growth of fungal colony,
the percentage of mycelial growth inhibition, and mass production of sclerotia. The
results showed that the effect of fungicides on the development of S. sclerotiorum was
dependent on the concentrations used. Antifungal activity was increased as the
concentration of fungicides. Except as benzalkonium chloride, all fungicides were
effective in reducing mycelial growth of S. sclerotiorum. The lowest growth rate was
observed with the use of the fungicide procymidone at 0.1 microg.mL-1. From 1
microg.mL-1, procymidone and fluazinam completely inhibited mycelial growth and
consequently the production of sclerotia of the fungus. In higher doses, the fungicide
captan, fluopiram, iprodione and thiophanate methyl were effective in inhibiting the
growth of S. sclerotiorum, reaching 100% inhibition in germination while the fungicide
benzalkonium chloride inhibited in only 16% of pathogen development, not affecting
the production of sclerotia.

Key-words: White mold, fungicides, chemical control.



INTRODUCAO

A soja (Glycine max L. Merrill) €, atualmente, uma das culturas de maior
importancia no Brasil e no mundo. Na safra 2011/2012, os EUA foi 0 maior produtor
mundial do grdo com 84,2 milhdes de toneladas, seguidos pelo Brasil, com producéo de
66,5 milhdes de toneladas e a previsdo para a proxima safra € que o pais se torne o
maior produtor mundial da oleaginosa (USDA, 2012).

Dentre os principais fatores que limitam o rendimento da soja, as doengas
sdo as mais importantes. De acordo com Yorinori e Feksa (2001), a ocorréncia de
doencas é o fator limitante para obtencdo de alto rendimento na produgdo de sementes
de soja. Vérias sdo as doencas que podem acometer a cultura, merecendo destaque as
ocasionadas pelos fungos. A disseminacdo dos fungos pode ser feita pelo vento, agua,
inseto e animais, e através das sementes, a forma mais eficiente de disseminacdo dos
fitopatdgenos, que uma vez veiculados & semente tém maior chance de provocar doencga
nas plantas oriundas da mesma e se espalhar para outras plantas sadias, iniciando uma
epidemia. (CARMONA et al., 2004; DHINGRA, 2005; TORRES e JUNIOR (2009)).

A maioria dos patégenos da soja € transmitida pela semente e o uso de
sementes portadoras destes, provenientes de diferentes areas de producdo, tem sido
importante causa de introducdo e aumento de novas doencas ou de racas fisioldgicas de
patdgenos. O uso de sementes sadias ou O seu tratamento quimico, evitaria a
disseminacdo (NEERGARD, 1979; MACHADO, 1988; ZAMBOLIM, 2005; SOMDA
et al., 2008).

Um dos grandes problemas na cultura refere-se ao mofo-branco (Sclerotinia
sclerotiorum (Lib) de Bary), também conhecido como podridao de esclerotinia. Além
de atacar mais de 400 espécies hospedeiras, o patdgeno pode sobreviver no solo por
varios anos na auséncia de hospedeiros, por meio de suas estruturas de resisténcia, 0s
esclerodios (BOLTON et al., 2006). Estes podem ser disseminados pelo transporte de
solo contaminado, agua de irrigacdo, misturados as fezes de animais que se alimentaram
de plantas contaminadas e, ainda, misturados as sementes (TU, 1998).

O controle do mofo-branco é considerado dificil devido a auséncia de
cultivares resistentes, e algumas caracteristicas do patdogeno como producdo de
estruturas de resisténcia, sobrevivéncia no solo por varios anos na auséncia de
hospedeiros ou sob condigdes desfavordveis, a sua ampla gama de hospedeiros, ao
elevado numero de ascésporos produzidos por apotécio e sua rapida e longa
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disseminacéo a partir da fonte produtora, a sua sobrevivéncia em sementes sob a forma
de micélio dormente ou esclerodios aderidos as mesmas e também devido a dificuldade
de se atingir os sitios de infeccdo através do controle quimico. Desta forma, o controle
mais efetivo baseia-se em um programa integrado com diversas praticas culturais
(LEITE, 2005).

Esta doenca vem, comprovadamente, trazendo prejuizos significativos aos
sojicultores de vérios estados produtores, como Minas Gerais, Goias, Sdo Paulo, Parand,
Mato Grosso do Sul e Bahia (FURLAN, 2008). Além das perdas diretas, existem
também aquelas indiretas, como a condenacao de areas para a producdo de sementes, 0
aumento do custo de producdo e os custos ambientais decorrentes do controle quimico
(PAULA JUNIOR et al., 2008).

O uso de sementes certificadas, de procedéncia conhecida e com sanidade
comprovada é fundamental para evitar a introducédo do patégeno na area (LEITE, 2005).
O tratamento das sementes com fungicidas pode ser adotado como medida de seguranga
para reduzir a possibilidade de transmissdo do fungo por meio de micélio dormente
(LEITE, 2005; ZAMBOLIM, 2005). Steadman (1979) relata ainda que a importancia da
infeccdo na flor e de um microclima favoravel fornecem a base para o controle do
mofo-branco. A utilizacdo do controle quimico, integrado a outras praticas culturais,
pode prevenir o aparecimento da doenca, visando proteger as flores da infeccdo pelos
ascosporos produzidos em apotécios.

Segundo Furlan (2008), o fungicida a ser aplicado, deve ser posicionado no
alvo no momento correto e de forma adequada para se obter controle econémico e
racional da doenca. As pulverizacBes devem ser realizadas uniformemente, com boa
distribuicdo nos tecidos da planta e, se possivel, alcangando a superficie do solo, onde
surgem 0s apotécios e desenvolvem-se os micélios. A primeira pulverizagdo deve ser
feita preventivamente na abertura das primeiras flores.

Em funcdo da expanséo da ocorréncia de mofo branco e o consequente
aumento de danos causados por esta doenca a cultura da soja nas ultimas safras, em
2008 foram iniciadas as atividades que deram origem ao ensaio cooperativo de controle
quimico de mofo branco em soja, fruto de discussGes da XXX Reunido de Pesquisa de
Soja da Regido Central do Brasil (MEYER e CAMPOS, 2011). Até o inicio de 2012
ndo havia produtos registrados pelo Ministério da Agricultura para controle de S.
sclerotiorum na cultura da soja. A partir de meados de 2012, alguns produtos ja

utilizados para controle do patégeno em outras culturas foram alterados e ou incluidos
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para o controle de S. sclerotiorum na cultura da soja e hoje 16 produtos estdo
registrados pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (AGROFIT,
2012).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar diferentes fungicidas em

diferentes doses quanto ao controle de Sclerotinia sclerotiorum.



MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).

Para a obtencdo do indculo, um esclerddio foi colocado no centro de placas
de Petri (6 cm de didmetro) contendo meio BDA (Batata-dextrose-agar), estas foram
fechadas com filme PVC e levadas a cdmara de incubacdo a temperatura de 20° £ 2 °C,
e fotoperiodo de 12 h, por 7 dias. Apds este periodo, retiraram-se, com auxilio de um
perfurador de 0,6 cm de diametro, os discos de micélio da margem das coldnias e
transferiu-os para placas de Petri (9 cm de diametro) contendo meio BDA para obtengéo
de coldnias puras. As colbnias do isolado, em cultura pura, com 7 dias de idade
constituiu a fonte de in6culo para a montagem deste ensaio.

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente casualizado, com
cinco repeticdes, envolvendo sete fungicidas: cloreto de benzalconio (Fegatex®),
captana (Captan®750 TS), fluazinam (Frowncide®), fluopiram (Verango® 500 SC),
iprodiona (Rovral®), procimidona (Sumilex®) e tiofanato metilico (Cercobim® 700
PM) em seis concentragdes (0,1, 0,5; 1; 2,5; 5; 10 pg.ml™) e uma testemunha,
totalizando 43 tratamentos.

A mistura de produto com o meio de cultura BDA foi realizada quando este
ainda se encontrava em fase liquida, temperatura préxima de 45°C, apds autoclavagem.
O meio homogeneizado foi vertido em placas de Petri, 20 mL por placa, e depois de sua
solidificacéo, efetuou-se a repicagem de um disco micelial de 0,4 cm de didmetro de S.
sclerotiorum, retirado das col6nias puras com sete dias de idade, no centro da superficie
do meio de cultura com os respectivos tratamentos. Posteriormente as placas de Petri
foram vedadas com filme plastico e incubadas em camara BOD a uma temperatura de
20° = 2 °C com fotoperiodo de 12 horas. As avaliagbes foram realizadas a cada 12
horas, perdurando até 0 momento que as colonias atingiram % da superficie do meio de
cultura (STANGARLIN et al., 1999).

Para avaliagcéo dos tratamentos foram analisados o crescimento micelial e a
porcentagem de inibicdo do crescimento. Para obtencdo do crescimento micelial, as
placas foram riscadas em sentido perpendicular, no intuito de mensurar o crescimento
radial da colonia em dois eixos ortogonais, sendo posteriormente calculada uma média

por placa.



51

A porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC) da col6nia fldngica foi
calculada com a férmula: PIC = [(didmetro da testemunha - didmetro do
tratamento)/didmetro da testemunha] x 100, para cada fungicida em relacdo a
testemunha (CELOTO et al., 2008). A taxa de crescimento foi mensurada conforme
Benicio et al. (2003), onde os dados foram plotados para obtencdo de uma equacao de
regressdo linear simples (y = a + bx), sendo (x) os dias de incubacgéo, (y) o didametro
final da colonia, (a) o didmetro inicial da col6nia e (b) a taxa de crescimento micelial,
determinada pelo coeficiente de regressao.

Os dados obtidos de porcentagem de inibicdo foram transformados em arco
seno da raiz de x/100, e submetidos a analise de variancia com auxilio do programa
SANEST. As médias dos fungicidas foram comparadas por meio do teste de Tukey a
1% de probabilidade, e as concentracdes submetidas a analise de regresséo.

Sete dias ap6s o término das avaliacbes do crescimento micelial, os
esclerddios produzidos em cada placa foram recolhidos e computou-se o nimero de
esclerddios formados e massa total por parcela. Em seguida, procedeu-se a desinfeccao
superficial dos esclerddios com agua estéril e uma solucdo de hipoclorito a concentracdo
de 1%. Os esclerdodios foram mergulhados por 30 segundos na solugdo e 30 segundos
em agua estéril, repetindo-se o processo por trés vezes. Apds esse procedimento 0s
esclerddios foram incubados em caixas gerbox contendo meio agar-agua, e mantidos a
temperatura de 20° + 2 °C e fotoperiodo de 12 h, por um periodo de 60 dias, para
verificar o poder germinativo. Foram considerados esclerddios germinados aqueles que
apresentaram formacdo de estipes e apotécios. O delineamento experimental utilizado
para a producdo de esclerédios foi inteiramente casualizado, e os dados foram

submetidos a analise de variancia com auxilio do programa SANEST.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise de variancia revelaram interacdo significativa entre
os fatores fungicidas x doses, sendo observado que o efeito dos fungicidas sobre o
desenvolvimento de S. sclerotiorum foi dependente das doses utilizadas.

Nota- se na Figura 1 que o fungicida cloreto de benzalc6nio promoveu uma
reducéo linear sobre a taxa de crescimento micelial de S. sclerotiorum, verificando-se
maior atividade antifungica nas maiores concentracdes, entretanto até a maior dose
utilizada 10 pg.mL™, o fungicida ndo foi capaz de anular o crescimento micelial do
patdgeno (Figura 1). Possivelmente, com doses superiores as avaliadas neste estudo o
fungicida cloreto de benzalcénio poderia apresentar melhores resultados, conforme
relatado por Garcia et al. (2010), que verificaram uma diminui¢cdo no crescimento

micelial de S. sclerotiorum utilizando 100 pg.mL™ do fungicida.
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Figura 1. Taxa de crescimento micelial (cm/dia) in vitro de Sclerotinia sclerotiorum

sob influéncia de fungicidas em diferentes doses. Dourados, MS, 2011.

Os fungicidas procimidone e fluazinam se destacaram a partir da
concentracéo de 0,1 ug.mL™, apresentando uma elevada reducdo na taxa de crescimento

micelial de S. sclerotiorum. Garcia et al. (2010) obtiveram respostas semelhantes com a
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mesma concentracdo para o fungicida fluazinam, ja para o fungicida procimidone a
melhor resposta foi com a concentragéo de 1 ug.mL™.

Constatou-se com a utilizacdo de doses superiores a 0,5 pg.mL™ para os
fungicidas procimidone e fluazinam, a total supressdo do crescimento micelial do
patogeno. Ferreira et al. (2009) também relataram o bom desempenho dos fungicidas
procimidone e fluazinam em reduzir o crescimento micelial de S. sclerotiorum com
concentracdes de 1,0 mg.L™ e 0,1 mg.L™, respectivamente.

O efeito na taxa de crescimento micelial de S. sclerotiorum submetido ao
meio de cultura com adicdo do fungicida captana foi mais expressivo a partir da dose 5
ng.mL™, sendo observado na maior dose crescimento quase nulo do patégeno.

O fungicida fluopiram apresentou respostas satisfatdrias sobre a reducdo da
taxa de crescimento micelial de S. sclerotiorum, notando-se um efeito dose dependente,
ou seja, menor taxa de crescimento micelial nas maiores doses testadas (Figura 1).
Ferreira et al. (2009) observaram completa inibicdo do desenvolvimento vegetativo de
S. sclerotiorum in vitro com 0,1 mg.L™ de fluopiram.

Os fungicidas iprodiona e tiofanato metilico tiveram comportamento
semelhante na reducdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum com o uso de 1
pg.mL™ (Quadro 1), igualando-se ao efeito de procimidone e fluazinam. A partir da
concentracdo 2,5 pg.mL™ os fungicidas iprodiona e tiofanato metilico inibiram
totalmente o crescimento micelial. Ferreira et al. (2009) concluiram que a dose de 10
mg.L™" de tiofanato metilico foi mais eficiente em inibir o desenvolvimento de S.
sclerotiorum in vitro. Figueiredo et al. (2010) relataram a eficiéncia do tiofanato
metilico na inibicdo do crescimento micelial de quatro isolados de S. sclerotiorum na
concentracdo de 1 ppm.

No Quadro 1 sdo apresentados os resultados do desdobramento para os
fungicidas, dentro de cada concentragdo utilizada, para a taxa de crescimento micelial
de S. sclerotiorum. Foi observado maior crescimento micelial de S. sclerotiorum, em
todas as concentragOes testadas, quando submetido ao tratamento com cloreto de
benzalcdnio, evidenciando o menor potencial deste fungicida no controle do

fitopatégeno.
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Quadro 1. Média da taxa de crescimento micelial (cm/dia) de Sclerotinia sclerotiorum

sob influéncia de fungicidas em diferentes doses. Dourados, MS, 2011.

Fungicidas Doses
0,1 0,5 1 2,5 5 10

Captana 2,37 AB 1,75 A 1,97 A 1,15 B 0,078 BC 0,004 B
Cloreto de Benzalconico 2,28 AB 2,15A 2,26 A 2,26 A 2,15A 1,88 A
Fluazinam 059 ¢C 005 Cc O D 0 D O C 0,00 B
Fluopiram 2,07 B 1,15 B 0,89 B 062 C 047 B 0,39 B
Iprodiona 2,38 AB 1,87 A 072 D O D O C 0,00 B
Procimidona 0,10 D 0014 Cc O D O D 0 C 0,00 B
Tiofanato Metilico 2,53 A 0,098 Cc 0014 D O D 0 C 0,00 B
CV% 0,41

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1 % de probabilidade.

Sclerotinia sclerotiorum foi sensivel a todos os fungicidas utilizados a partir
da concentracéo 0,5 pg.ml™, exceto para cloreto de benzalconio, no entanto, reducdes
significativas sobre o didametro da coldnia fangica foram constatadas apenas quando se
empregou as maiores concentracdes. A taxa de crescimento micelial na testemunha foi
de 2,21 cm.dia™.

Nota-se, no Quadro 1, o efeito fungicida de fluazinam e procimidona na
concentracdo de 1 ug.mL™, enquanto que em concentracdo maior, de 2,5 pg.mL™, o
mesmo efeito pode ser observado para os fungicidas iprodiona e tiofanato metilico.
Estes fungicidas foram considerados altamente eficientes, pois limitaram o crescimento
micelial de S. sclerotiorum mesmo nas menores concentragdes.

Analisando o efeito das diferentes concentraces dos fungicidas em relacao
a porcentagem de inibicdo de S. sclerotiorum (Figura 2), foram considerados altamente
eficientes os fungicidas que inibiram acima de 50% o crescimento micelial de S.
sclerotiorum, foram estes, fluazinam e procimidona em 0,1 pg.mL™, tiofanato metilico
em 0,5 pg.mL™?, fluopiram e iprodiona em 1 ug.mL™ e captana em 2,5 pg.mL™.

Os fungicidas proporcionaram, a partir da concentracdo de 2,5 pg.mL™,
altas porcentagens de inibigdo sobre S. sclerotiorum, exceto o fungicida cloreto de
benzalconio. Observa-se incremento na porcentagem de inibicdo até a maior
concentragdo com a utilizagdo do fungicida captana. Verificaram-se altas inibigoes,
50,41, 96,71 e 99,97%, sobre o crescimento do fungo, na presenca das concentracGes de
2,5, 5 e 10 pg.mL™, respectivamente. O mesmo pode ser observado para o fungicida

fluopiram, que proporcionou alta porcentagem de inibicdo, 60,91%, a partir da
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concentracdo 1 pg.mL™’. Embora seja relatada alta atividade antif(ngica destes
fungicidas, as maiores porcentagens de inibicdo foram constatadas com o fungicida
procimidone e fluazinam, que alcangaram 100% de inibigdo nas concentragdes de 1
ng.mL™ | evidenciando desta forma, maior atividade antifingica destes fungicidas.

O fungicida procimidone inibiu em 95% o desenvolvimento do fungo ja na
menor concentracdo (0,1 pg.ml™), sendo responsavel pela total inibicdo da germinacéo
miceliogénica a partir 1 pug.ml™. Garcia et al. (2012), avaliando atividade antiftingica de
Oleos e extratos vegetais sobre S. sclerotiorum, observaram inibicdo no crescimento
micelial do fungo em 63% com o uso do 6leo de Karanja e 43% com o extrato vegetal
de pimenta longa, entretanto 0 uso do fungicida procimidone na dose de 10 pg.mL™
inibiu 100% do crescimento micelial.
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Figura 2. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum

submetido a fungicidas em diferentes doses. Dourados, MS, 2011.

O fungicida fluazinam também merece destaque, pois proporcionou alta
porcentagem de inibicdo (73,4%) na dose de 0,1 pg.ml™, enquanto os fungicidas
captana, iprodiona e tifanato metilico ndo afetaram o crescimento micelial de S.
sclerotiorum na mesma dose. (Quadro 2) . Resultados semelhantes foram relatados por
Matheron e Porchas (2004), os autores observaram reducdo do crescimento micelial de
S. sclerotiorum de 78% utilizando 0,01 pg.ml™ de fluazinam e a completa inibicéo do
crescimento micelial com 1,0 ug.ml™ do ingrediente ativo. Zancan et al. (2012)
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verificaram 100% de inibicdo do crescimento micelial de dois isolados de S.
sclerotiorum na presenca dos fungicidas procimidone e fluazinam com concentragéo de

5 ppm.

Quadro 2. Média da porcentagem de inibicdo de Sclerotinia sclerotiorum sob
influéncia de fungicidas em diferentes doses. Dourados, MS, 2012.

Fungicidas Doses (ug.ml™)

0,1 0,5 1 2,5 5 10
Cloreto de Benzalconio 0,88 CD 4,53 D 1,76 C 0,56 C 489 C 16,87 C
Procimidona 95,56 A 99,66 A 100 A 100 A 100 A 100 A
Tiofanato metilico 0 D 96,98A 99,88 A 100 A 100 A 100 A
Captana 0 D 2284C 12,15C 50,41 B 96,71 A 99,97 A
Fluopiram 821 C 49,41 B 60,91 B 72,52 B 79,17 B 83,38 B
Iprodiona 0 D 1728CD 68,59B 100 A 100 A 100 A
Fluazinam 73,96 B 98,39 A 100 A 100 A 100 A 100 A
CV% 14,84

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 1 % de probabilidade.

Com o uso do fungicida tiofanato metilico na dose 0,5 pg.ml™, constatou-se
alta inibicdo do crescimento micelial de S. sclerotiorum, chegando a 100% de inibigédo
do crescimento micelial com o aumento das doses. Estes resultados discordam dos
apresentados por Zancan et al. (2012) que relataram o bom desempenho do fungicida
em inibir o crescimento micelial de dois isolados de S. sclerotiorum, entretanto néo
observaram a inibicdo completa do fitopatbgeno mesmo na concentracao de 500 ppm de
tiofanato metilico. Costa e Costa (2004) observaram 75 % de reducdo no crescimento
micelial de S. sclerotiorum ap6s 15 dias de incubacdo em meio contendo tiofanato
metilico.

Mueller et al. (2002) verificaram a inibi¢cdo do crescimento in vitro de S.
sclerotiorum com uso de 50 pg.ml™t de tiofanato metilico, os autores destacam a
importancia dos testes in vitro para se identificar potenciais ingredientes ativos no
controle do patdégeno, mas ressaltam o fato que pode haver sensibilidade ao fungicida
dependendo do isolado de S. sclerotiorum. Neste mesmo estudo a variagdo na
sensibilidade para tiofanato metilico foi observada em 91 isolados indicando que existe
um potencial de resisténcia a fungicidas em S. sclerotiorum.

Conforme relatado anteriormente, o fungicida cloreto de benzalcénio nédo
obteve boas respostas quanto a inibi¢do do crescimento micelial de S. sclerotiorum, que

chegou a apenas 16% (Quadro 2).
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Analisando o efeito dos fungicidas sobre a producéo e peso de esclerodios
observou-se diferenca significativa entre os tratamentos. A melhor resposta obtida com
o fungicida procimidone, ocorreu na concentracdo 0,1 pg.mL™, apresentou uma média
de producéo de apenas 2 esclerddios, inibindo por completo a producéo de esclerddios a
partir da concentracdo 1 pg.mL™, resultado esperado ja que o fungicida inibiu em 100%

o crescimento micelial do fitopatdgeno (Quadro 3).

Quadro 3. Médias do nimero de esclerodios, massa total (g) e massa por esclerédios
(mg) formados por Sclerotinia sclerotiorum in vitro, sob influéncia de fungicidas em
diferentes doses.

NUmero de Esclerddios

Fungicidas Doses pg.mL™

0,1 0,5 1 2,5 5,0 10,0
Captana 26,2B 24,8B 22,8 A 21,8 A 08B 1B
Cloreto de benzalcénio 25A 24B 294 A 294 A 29,6 A 24,6 A
Fluazinam 14,4 B 1,8C 0B 0,2B 1B 0,6B
Fluopiram 24 A 0C 0B 0B 0B 0B
Iprodiona 28,8 A 392 A 34B 0B 0B 0B
Procimidone 2C 1,2C 0B 0B 0B 0B
Tiofanato Metilico 254 A 0C 0B 0B 0B 0B
CV% 9,12

Massa de Esclerddios (gramas)

Fungicidas Doses pg.mL™

0,1 0,5 1 2,5 5,0 10,0
Captana 0,142 B 0,139A 0,140A 0,117A 0,003B 0,006B
Cloreto de benzalcénio 0,147 A 0,138A 0,144A 0132A 0,129A 0,122A
Fluazinam 0,086 B 0,014B 0B 0,002B 0,007B 0,006 B
Fluopiram 0,136 A 0B 0B 0B 0B 0B
Iprodiona 0,150 A 0,135A 0,018B 0B 0B 0B
Procimidone 0,022 C 0,01B 0B 0B 0B 0B
Tiofanato Metilico 0,152 A 0B 0B 0B 0B 0B
CV% 0,036

Massa/ Esclerddios (mg)

Fungicidas Doses pg.mL™

0,1 0,5 1 2,5 5,0 10,0
Captana 544B 5,61 AB 6,19 A 525A 298AB 590A
Cloreto de benzalcénio 5,93B 579AB 492AB 465AB 441A 4,99 A
Fluazinam 4,86 B 831A 0C 1,72BC 591 A 6,00 A
Fluopiram 570B 0C 0B 0B 0B 0B
Iprodiona 5,20B 3,48B 0,018B 0C ocC ocC
Procimidone 12,14 A 526AB 0C 0C 0B 0B
Tiofanato Metilico 6,09 B 0C 0C 0C 0B 0B
CV% 3,37

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 1 % de probabilidade.
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Zancan et al. (2012) também observaram redugcbes na producdo de
esclerddios de S. sclerotiorum quando da utilizagdo do fungicida procimidone,
entretanto relatam que somente a concentragcdo de 500 ppm do fungicida afetou por
completo a producéo das estruturas de resisténcia.

Destacaram-se também os fungicidas tiofanato metilico e fluopiram que
obtiveram 100% de eficiéncia em inibir a produgdo de esclerédios, a partir da
concentracdo de 0,5 pg.mL™. Bowen et al. (2000) relataram o efeito inibitorio no
crescimento micelial e na germinacdo de esclerddios de S. minor com o uso de tiofanato
metilico a partir da dose de 2 pg.mL™ de ingrediente ativo. Dentre diversos fungicidas
testados em experimento a campo em area infestada por S. sclerotiorum, a producéo de
esclerddios foi significativamente inferior no tratamento com fluopiram (HENNING et
al. 2009).

Borelli et al. (2012) relataram o bom desempenho na inibi¢do da formacéo
de esclerédios dos fungicidas fluazinam, procimidone e tiofanato metilico com
concentragOes variando de 0,1 a 10 ppm.

O uso do fungicida captana inibiu quase por completo a producdo de
escleradios in vitro, ndo diferindo estatisticamente dos fungicidas fluazinam, fluopiram,
iprodiona e procimidone a partir da concentracdo 5 ug.mL™ (Quadro 3).

Mueller et al. (2002) comprovaram controle superior a 98% na redugédo de
esclerodios formados a partir de sementes, em 2 anos de estudo, pelo uso de captan +
pentachloronitrobenzene + thiabendazole. Considerando que 2% de sementes
infectadas, em um hectare, representam mais de 6.000 potenciais pontos de infecgdo em
uma populacdo de 300.000 plantas.ha™, o risco de infestagdo é alto. Nelson (1998)
afirma que 0,5 esclerédios por 800 cm® podem resultar em uma significativa incidéncia
de doenga em um ciclo da cultura.

Com relacdo aos esclerodios formados em cada tratamento, ocorreram duas
situacOes distintas entre os fungicidas utilizados, na primeira, houve formacdo de
esclerddios no tratamento, no entanto, foi verificada a inviabilidade do esclerddio, ja
que apos 60 dias de incubagdo, estes ndo haviam germinado. Em outra situacdo nédo

houve producgéo de esclerddios (Quadro 4).
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Quadro 4. Médias da porcentagem de germinacdo de esclerodios produzidos sob

influéncia de fungicidas em diferentes doses.

% de germinacao de esclerddios

Fungicidas Doses (ug.mL™)
01 0,5 1 25 5 10

Captana 61,4 67,09 49,6 78,81 0 0
Cloreto de Benzalconio 11,75 32,83 34,6 41,45 41,47 21,44
Fluazinam 40,04 0 * 0 37,5 66,67
Fluopiram 74,08 * * * * *
Iprodiona 19,71 0 16,66 * * *
Procimidona 30 0 * * * *
Tiofanato Metilico 6,15 * * * * *

Apotécios por esclerédios

Fungicidas Doses (pg.mL™)
0,1 0,5 1 2,5 5 10

Captana 0,37 0,63 0,44 0,64 * *
Cloreto de benzalconio 0,16 0,34 0 0,48 0,43 0,6
Fluazinam 0,13 * * * 0,4 0,4
Fluopiram 0,35 * * * * *
Iprodiona 0,12 * 0,35 * * *
Procimidona 0 * * * * *
Tiofanato Metilico 0 * * * * *

*ndo houve produgdo de esclerddios

Pode-se observar na concentragdo 0,1 pg.mL™ que houve germinacéo dos
esclerodios formados em todos os fungicidas. As maiores porcentagens de germinacgédo
ocorreram para os esclerddios formados na presenca dos fungicidas fluopiram (74,08%),
captana (61,4%), fluazinam (40,04%) e procimidona (30%). Os esclerddios produzidos
na testemunha, sem fungicida, apresentaram porcentagem média de germinacdo de
3,48%. Nota-se que baixas concentragdes dos fungicidas influenciaram a germinagéo
dos esclerodios.

S. sclerotiorum foi capaz de produzir esclerddios em todas as concentracfes
testadas em meio contendo o fungicida captana (Quadro 3), entretanto os esclerodios
produzidos nas concentracdes de 5 e 10 pg.mL™ ndo germinaram (Quadro 4).

Esclerddios produzidos em meio com cloreto de benzalcdnio em todas as

doses utilizadas foram capazes de germinar e formar apotecios.
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Os fungicidas tiofanato metilico e fluopiram apresentaram os melhores
resultados, ja que S. sclerotiorum ndo foi capaz de produzir esclerédios na presenca dos
dois fungicidas a partir da concentracdo 0,5 pg.mL™. Nesta mesma concentracio, o
fungo produziu esclerdédios em meio contendo procimidona, mas estes ndo germinaram,
a partir da dose 1 pg.mL™ o fungicida inibiu a producdo de esclerédios por S.
sclerotiorum.

Esclerddios produzidos em meio com os fungicidas procimidona e tiofanato
metilico na concentracdo 0,1 pg.mL™, germinaram, mas nio houve formacéo de
apotécios, ficando os esclerddios limitados a emissdo de estipes (Quadro 4).

Os resultados obtidos sobre a germinacdo de esclerédios, ndo séao
conclusivos, ja que a testemunha ao longo do periodo de avaliacdo também apresentou
baixa porcentagem de germinacdo, fatores como luminosidade durante este periodo e
oscilagcbes na temperatura podem influenciar a germinacgéo dos esclerddios.

O uso de fungicidas tem sido 0 método mais usado no controle de doencas
causadas por S. sclerotiorum devido a falta de resisténcia genética em suas hospedeiras
(BARDIN e HUANG, 2001). O efeito de fungicidas sobre a producéo de esclerddios de
S. sclerotiorum é um fator importante a ser analisado, j& que as epidemias ocasionadas
pelo fungo iniciam, na maioria das vezes, com a liberacdo dos ascdsporos por apotécios,
0s quais sdo produzidos através da germinacdo carpogénica de esclerédios do patégeno
(BOLAND e HALL, 1987).



CONCLUSOES

Os fungicidas procimidona e fluazinam apresentaram maior eficacia no
controle de Sclerotinia sclerotiorum, por proporcionarem total inibicdo sobre o
crescimento micelial, além de anularem a producdo de esclerddios do fitopatdgeno a
partir da concentrago de 1 pg.mL™.

Iprodiona, tiofanato metilico, captana e fluopiram também inibiram por
completo o desenvolvimento de S. sclerotiorum em doses superiores a 1 pg.mL™.

Cloreto de benzalconio inibiu em apenas 16% a germinacdo miceliogénica
do fitopatdégeno na maior dose estudada, ndo afetando a producdo de esclerddios in

vitro.
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