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RESUMO

Reis, G.F. dos; Bacchi, L.M.A.; Gavassoni, W.L.; Hirata, L.M.; Pontim, B.C.A. Viabilidade de armazenamento de sementes de soja inoculadas
com Sclerotinia sclerotiorum em meio com restricio hidrica. Summa Phytopathologica, v.40,n.2, p.168-173, 2014.

O trabalho objetivou avaliar o efeito da restri¢cdo hidrica, em meio de
cultura agarizado, sobre a germinacdo de sementes de soja inoculadas com
Sclerotinia sclerotiorum nos potenciais osmoticos de 0, -0,3, -0,6 ¢ -0,9
MPa promovido pelo uso dos solutos manitol, MgCl e NaCl, em diferentes
tempos de exposicdo das sementes ao patogeno (6, 12, 18, 24 ¢ 30 horas)
e a possibilidade de armazenamento das sementes inoculadas. Avaliaram-
se o crescimento micelial de S. sclerotiorum nos meios modificados
osmoticamente, a germinagdo das sementes submetidas a inoculacao e,
apds o armazenamento das sementes inoculadas, a emergéncia em solo

e transmissdo do patogeno. Pelos resultados obtidos a adi¢cdo de manitol
ao meio de cultura BDA, nos potenciais osméticos -0,3, -0,6 e -0,9 MPa,
e de NaCl, -0,3 e -0,6 MPa, ndo restringe o crescimento micelial de S.
sclerotiorum; os solutos utilizados até o potencial osmoético -0,9 MPa
ndo interferiram na germinagdo de sementes de soja. Niveis de infecgdo
satisfatorios foram obtidos com 24 horas de incubagido em meio de cultura
com restri¢do hidrica. Tanto a viabilidade das sementes como a do patégeno
sdo mantidas apds o armazenamento das sementes inoculadas em meio com
restri¢do hidrica.

Palavras-chave adicionais: mofo branco, transmissdo, patologia de sementes

ABSTRACT

Reis, G.F. dos; Bacchi, L.M.A.; Gavassoni, W.L.; Hirata, L.M.; Pontim, B.C.A. Viability of storage of soybean seeds inoculated with Sclerotinia
sclerotiorum in medium with water restriction. Summa Phytopathologica, v.40,n.2, p.168-173, 2014.

This study aimed to evaluate the effect of water restriction, in agar medium,
on the germination of soybean seeds inoculated with Sclerotinia sclerotiorum
at the osmotic potentials 0, -0.3, -0.6 and -0.9 MPa promoted by the use of the
solutes mannitol, MgCl and NaCl, at different times of seed exposure to the
pathogen (6, 12, 18, 24 and 30 hours), as well as the possibility of storing the
inoculated seeds. The mycelial growth of S. sclerotiorum in the osmotically
modified media, the germination of seeds subjected to inoculation and, after
the storage of inoculated seeds, the emergence on the soil and the pathogen

Additional keywords: white mold, transmission, seed pathology

transmission were evaluated. According to the obtained results, the addition
of mannitol to the PDA medium, at the osmotic potentials -0.3, -0.6 and -0.9
MPa, as well as NaCl, -0.3 and -0.6 MPa, does not limit the mycelial growth of
S. sclerotiorum; the solutes used until the osmotic potential -0.9 MPa did not
interfere in the germination of soybean seeds. Satisfactory infection levels were
obtained with 24 hours of incubation in culture medium with water restriction.
The viability of both the seeds and the pathogen is maintained after the storage
of seeds inoculated in medium with water restriction.

O Brasil ocupa lugar de destaque na produgdo mundial de grios,
principalmente da cultura da soja. O pais ¢ o segundo maior produtor
da oleaginosa e, na safra 11/12, alcangou indices de producao de 66,67
milhdes de toneladas em uma area de 25 milhdes de hectares, segundo
dados da CONAB (4).

As doengas podem ser consideradas o principal fator limitante de
producdo (7). Entre os patogenos de maior destaque na cultura da soja
encontra-se o fungo Sclerotinia sclerotiorum, agente causal do mofo
branco. A doenga vem recebendo atencdo, nos ultimos anos, pelo
aumento de areas contaminadas em varios estados do pais, como Parana,
Mato Grosso do Sul, Goias e Minas Gerais, com perdas da ordem de
30%, podendo atingir até 100% em periodos chuvosos, caso medidas
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preventivas ndo sejam adotadas (2, 8, 9, 10).

A associagdo deste patdgeno com a semente constitui uma das vias
mais efetivas de introduc@o e disseminacao de indculo em novas regides.
O fungo pode se associar as sementes como micélio dormente em seu
interior ou acompanhando as sementes, na forma de esclerddios (6).
Yang et al. (20) comprovaram a transmissao de S. sclerotiorum pela
semente de soja internamente infectada, demonstrando que a mesma é
um agente de disseminagdo do patdogeno para novas areas.

A implementacdo de padrdes de tolerancia em programas de
certificacdo de sementes ¢ uma alternativa que pode auxiliar no controle
do mofo-branco, mas, para isso, sdo necessarios testes de diagnose
precisos e eficientes e o conhecimento das taxas de transmissao
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do patdgeno via sementes. A quantificagdo dos danos reais desta
associagdo fungo-semente vem sendo estudada em diversas pesquisas,
entretanto existe a necessidade de se trabalhar com sementes inoculadas
artificialmente em laboratorio. Neste sentido, Peres (14, 15) verificou
que a inoculag@o de sementes de soja, pelo contato destas com colonias
de Sclerotinia sclerotiorum, em meio BDA por 30 horas de exposi¢ao,
apresentou uma contaminacdo entre 35% a 100%. Entretanto, este
periodo de incubagao das sementes pode desencadear o inicio das fases
de germinag@o, o que o torna um tanto insatisfatorio quando se pretende
submeter estas sementes a outros testes, como o de germinagao.

A restrigdo hidrica baseia-se em modificar o potencial osmotico
de meios de cultura ou substratos utilizando solutos osmoticos. O
uso da restricdo hidrica se mostra promissor em varios trabalhos
(11, 12, 13, 17), e essa técnica vem sendo testada como método de
evitar a germinagdo de sementes em testes de sanidade sem afetar a
deteccdo de fungos. Neste trabalho, o objetivo foi avaliar o efeito da
restri¢@o hidrica, em meio de cultura agarizado, sobre a germinagao de
sementes de soja inoculadas com Sclerotinia sclerotiorum em diferentes
potenciais osmoticos e tempos de inoculagdo, buscando condi¢des
de inoculagdo satisfatorias e a possibilidade de armazenamento das
sementes apds a inoculagdo, quanto a manutencdo da viabilidade do
patdgeno e da semente.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratoério de Fitopatologia da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), no periodo de
novembro de 2011 a junho de 2012.

As sementes de soja utilizadas, da cultivar BRS 245, foram
submetidas aos testes de germinagao e sanidade para avaliacdo de sua
qualidade, apresentando baixos indices de patogenos contaminantes e
germinagdo em torno de 90%.

Testes preliminares foram realizados a fim de ajustar os tratamentos
conforme descrito abaixo:

Crescimento micelial em meio de cultura osmoticamente
modificado: avaliaram-se os efeitos da restri¢ao hidrica em relagdo
ao crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum utilizando-se meio
BDA (extrato de batata - dextrose - 4gar) osmoticamente modificado. Os
niveis de potencial osmoético desejados foram obtidos adicionando-se
manitol, MgCl e NaCl ao meio BDA nos potenciais hidricos de -0,3.-
0,6 e -0,9 MPa para cada soluto utilizado.

As concentragdes para o preparo dos meios, em cada potencial
hidrico foram obtidas por meio da formula proposta por Van’t Hoff
(18), Wos = - RTC.

em que:

Yos = potencial osmotico (atm);

R = constante geral dos gases perfeitos (0,082 atm mol L-1 K-1);

T = temperatura (K);

C = concentrag@o (mol L-1); mol L-1 x massa molar de C6H1406
=glL-1

As quantidades dos solutos utilizados, em gramas/litro de meio
BDA, para obter cada nivel de potencial osmoético avaliado, estdo
apresentadas na Tabelal.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado
com 10 tratamentos e cinco repetigdes. Os tratamentos foram os
seguintes: BDA + Man -0,3 MPa, BDA + Man -0,6 MPa, BDA + Man
-0,9 MPa, BDA + MgCl -0,3 MPa, BDA + MgCl -0,6 MPa, BDA +
MgCl1-0,9 MPa, BDA + NaCl -0,3 MPa, BDA + NaCl -0,6 MPa, BDA
+ NaCl -0,9 MPa, BDA — testemunha.

O meio BDA ajustado aos niveis de potenciais osmoticos
desejados, apos esterilizagao, foi distribuido em placas de Petri de 9
cm de didmetro, utilizando 20 ml por placa. No centro de cada placa,
foi colocado um disco de meio de cultura de 0,5cm com micélio de
Sclerotinia sclerotiorum. As placas foram mantidas em camara do tipo
BOD em escuro continuo a temperatura de 20 + 2°C (16). O didmetro
médio das colonias foi mensurado, em centimetros, utilizando-se régua
transparente comum, medindo-se no verso de cada placa o crescimento
micelial do fungo, a cada 24 horas, até que a colonia ocupasse toda placa
num total de trés avaliagdes. Para avaliagdo do crescimento micelial das
colonias fingicas, foram realizadas medi¢des do crescimento radial da
colonia em dois eixos ortogonais, descartando-se o disco repicado da
colonia pura, sendo posteriormente calculada uma média.

Os dados foram submetidos a analise de variancia com auxilio do
SANEST e as médias comparadas pelo teste de Tukey.

Tempo de inoculacio e germinacio em rolo de papel: as sementes
de soja foram incubadas pelos periodos de 6, 12, 18 ¢ 24 horas em placas
de Petri nos seguintes meios: BDA + Man -0,3 MPa, BDA + Man -0,6
MPa, BDA + Man -0,9 MPa, BDA + MgCl -0,3 MPa, BDA + MgCl
-0,6 MPa, BDA + MgCl -0,9 MPa, BDA + NaCl -0,3 MPa, BDA +
NaCl -0,6 MPa, BDA + NaCl -0,9 MPa e BDA. Apos cada periodo de
incubacdo, as sementes permaneceram em temperatura ambiente por
24 horas, em seguida foram submetidas ao teste de germinagdo em rolo
de papel, umedecidos com agua destilada 2,5 vezes o peso do papel.
Os rolos foram levados para um germinador regulado a 25°C por oito
dias (1). Na avaliagdo, foram computadas as porcentagens de plantulas
normais, anormais e sementes mortas (1). Utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x10,
sendo quatro tempos de incubagdo e dez meios, com quatro repetigdes
de 50 sementes por tratamento. Os dados foram submetidos a analise
de variancia, teste de médias (Tukey) para o fator meio de cultura e
regressdo polinomial para o fator tempo de exposicdo das sementes
ao meio.

Emergéncia em solo e transmissido semente — plantula — Para
obtengdo das sementes utilizadas neste ensaio, placas de Petri contendo
os meios de cultura BDA e BDA + Man -0,3 MPa receberam um disco de
meio de cultura de 0,3 cm de didmetro com micélio de S. sclerotiorum.
Quando a placa estava completamente tomada pelo micélio do fungo,
sementes de soja foram colocadas nas placas onde permaneceram
pelos tempos de 18, 24 ¢ 30 horas. Os tratamentos constaram da

Tabela 1. Quantidade de manitol, MgCl e NaCl utilizada para ajustar o meio BDA em diferentes niveis de potencial osmotico.

Potencial osmético ajustado do meio

g.L"' de meio BDA

BDA (MPa) Manitol Mg Cl NaCl
-0,3 22,29 6,85 4,20
-0,6 44,58 13,71 8,40
-0,9 66,87 20,56 12,60
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combinagdo meios x tempos, BDA 18, 24 e 30 horas, BDA+ Man -0,3
MPa 18, 24 e 30 horas, além da incubag@o das sementes pelos mesmos
tempos em placas contendo apenas agar-agua. As sementes inoculadas
foram submetidas ao teste aos 20 e 94 dias de armazenamento apos a
inoculagdo.

O teste de emergéncia foi realizado em bandejas plasticas de
47x27x08cm, contendo solo de barranco esterilizado, utilizando-
se quatro repeti¢des de 50 sementes por tratamento, semeadas na
profundidade aproximada de 1,5cm. As bandejas foram distribuidas
ao acaso numa sala de crescimento vegetal, a temperatura de 22°C
¢ fotoperiodo alternado de 12 horas. As avaliagdes foram realizadas
aos cinco e sete dias apos a semeadura, computando-se o numero de
plantulas emergidas, plantulas com sintomas e mortas e ndo germinadas.
Entre sementes ndo germinadas, foi possivel observar um crescimento
micelial caracteristico de S. sclerotiorum na superficie da bandeja; esses
dados foram computados como sinais do patogeno e foi calculada a
porcentagem de sementes ndo germinadas com sinais.

Aos nove dias, as plantulas assintomaticas foram retiradas,
lavadas em agua corrente ¢ incubadas para verificagdo da possivel
transmissao semente- plantula de Sclerotinia sclerotiorum. Estas foram
acondicionadas em gerbox, contendo trés folhas de papel de germinagdo
e incubadas em camara tipo BOD a temperatura de 20 +2° C em escuro
continuo por 10 a 15 dias. Calculou-se a porcentagem de transmissdo
semente — plantula relacionando-se o numero de plantulas incubadas e
o numero de plantulas que apos o periodo de incubagdo apresentaram
formag@o de esclerodios.

Os dados de porcentagem de emergéncia aos 5 e 7 dias, porcentagem
de sementes mortas e porcentagem de sementes mortas com sinais foram
submetidos a analise de variancia e, as médias, comparadas pelo teste
de Tukey com auxilio do SANEST.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Crescimento micelial em meio de cultura osmoticamente
modificado

O crescimento micelial de S. sclerotiorum se mostrou diferenciado
com adi¢@o de solutos no meio de cultura, tanto em relagdo ao soluto

como ao nivel de restri¢ao utilizado (Tabela 2). Na avaliagdo do
crescimento micelial de S. sclerotiorum feita com 24 horas, observou-se
que o uso do soluto MgCl, no potencial de -0,6 proporcionou um maior
crescimento micelial de S. sclerotiorum, diferindo estatisticamente
da testemunha. Esse efeito, no entanto, ndo se manteve até 72 horas
de incubacdo do fungo na presencga deste soluto. Machado et al.
(13) observaram um estimulo no crescimento micelial de Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum em meio BDA modificado osmoticamente
com manitol até o nivel de -1,0 MPa.

Na avaliagao realizada com 48 horas de incubag@o, detectou-se um
menor didmetro da colonia do fungo quando na presenga dos solutos
MgCl, nos niveis de restri¢do hidrica de -0,3 e 0,9 MPa, e NaCl -0,9
MPa (Tabela 2). Carvalho et al. (3) observaram que colonias de C.
lindemuthianum apresentam um maior didmetro médio em BDA
modificado osmoticamente com manitol, superior a testemunha, até
o nivel de restri¢do de -0,6 MPa, tendendo ao declinio em potenciais
hidricos mais negativos até a restri¢do de -1,0 MPa, o que evidencia que
algumas associagdes de solutos com potenciais hidricos altos podem
alterar negativamente o crescimento da colonia de alguns fungos.

Com 72 horas de crescimento do fungo, o efeito de redugdo no
crescimento micelial foi observado apenas para o meio com MgCl-0,9
MPa (Tabela 2). Nesta avaliagdo, detectou-se um maior crescimento de
S. sclerotiorum na presenga de manitol, ao nivel -0,9 MPa. Coutinho et
al. (5) relacionaram um maior crescimento micelial de F. oxysporum
f.sp. phaseoli, Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani em
meio de cultura ajustado osmoticamente com manitol, ao nivel de -0,7
¢ -0,8 MPa, a utilizagdo desse agucar como fonte adicional de energia
pelos fungos. Machado et al. (11) também observaram que o manitol
ndo reduziu o crescimento micelial de Colletotrichum truncatum,
Sclerotinia sclerotiorum e Phomopsis sojae em sementes de soja
sob estresse hidrico variando de -0,4 a 1,0 MPa no meio de cultura
BDA, apresentando efeito estimulante quando comparado ao meio
sem restrigao.

Os meios utilizados promoveram o desenvolvimento de S.
sclerotiorum, entretanto, a utilizagdo do soluto MgCl nas concentra¢des
de -0,6 ¢ -0,9 MPa dificultou a solidificagdo do meio, além de causar
uma modificagdo na colora¢ao do BDA. Por estes motivos o uso deste
soluto foi descartado para avaliagdes posteriores.

Tabela 2. Diametro micelial (cm) de Sclerotinia sclerotiorum em meio de cultura BDA modificado osmoticamente por diferentes solutos, as 24, 48 e 72 horas de

incubagao.
Diametro

TRATAMENTOS 24 horas 48 horas 72horas
BDA+MAN-03 MPa 0,52 b 2,65abc 7,38abc
BDA+MAN-06 MPa 0,51 b 2,55abc 7,34abc
BDA+MAN-09 MPa 0,56 b 3,0la 7,94a
BDA+MgCl-03 MPa 0,51 b 2,25 ¢ 6,87 ¢
BDA+MgCl1-06 MPa 0,70a 2,82ab 7,32abc
BDA+MgCl-09 MPa 0,61ab LI9 d 510 d
BDA+NaCl-03 MPa 0,58 b 2,74abc 7,63ab
BDA+NaCl-06 MPa 0,62ab 2,58abc 7,27 be
BDA+NaCl-09 MPa 0,61ab 2,34 be 691 ¢
Testemunha (BDA) 0,55 b 2,97a 7,31 be

CV (%) 67,79 13,14 4,46

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

170

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 40, n. 2, p. 168-173, 2014



Tabela 3. Valores médios de emergéncia em solo (%) aos 5 e 7 dias, de sementes de soja inoculadas com Sclerotinia sclerotiorum em meio de cultura batata-
dextrose-agar com (MAN) e sem (BDA)restri¢ao hidrica por 18, 24 e 30 horas e armazenadas por 20 e 94 dias.

% Emergéncia 5 dias

% Emergéncia 7 dias

20 dias de armazenamento

18 24 30 médias 18 24 30 médias
Test.* 48,5 57,5 34,0 46,7a 78,0a B 90,0a A 83,5aAB 83,8
BDA 22,0 23,0 14,0 19,7b 32,5bA 31,5bA 20,0bA 28,0
MAN -0,3 24,0 9,0 19,5 17,5b 43,0 bA 26 b B 30,0bAB 33,0
médias 31,5A 29,84 A 22,5A 51,17 49,17 44,5
CV% 40,63 12,00

94 dias de armazenamento
Test. 22,5 13,0 10,5 15,33a 72,5a A 79,0a A 75,0a A 75,5
BDA 5,0 4,5 5,0 4,83 b 35,0bAB 21,0 ¢B 35,5 bA 30,5
MAN -0,3 10,0 14,0 12,5 12,17ab 43,0 bA 56,5 bA 49,5 bA 49,67
Médias 12,5A 10,5A 9,33 A 50,17 52,17 53,33
CV% 51,88 11,07

Médias seguidas de mesma letra, mindiscula na coluna e maitiscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%, dentro de cada tempo de armazenamento e para cada data de

avaliag@o.
* agar-dgua sem adig@o de restritor hidrico e sem presenca de S. sclerotiorum

Tempo de inoculaciio e germinacio em rolo de papel

Nao foram detectados efeitos do meio de incubagio e do tempo de
incubagdo das sementes nesses meios sobre a germinagao das mesmas.
Quando as sementes foram deixadas em contato com os meios com
restrigdo hidrica, por até 24 horas, posteriormente retiradas e submetidas
ao teste de germinag@o apresentaram porcentagens de germinagao
proximas a da testemunha 0 MPa. O uso de manitol, MgCl e NacCl,
nos potenciais osmoticos -0,3 MPa, -0,6 MPa e -0,9 MPa nao afetou
a germinagdo das sementes, que ficou em torno de 95% (dados nio
apresentados). Santos (19) relatou que sementes de soja submetidas
ao teste de germinagdo, em rolo de papel umedecido com diferentes
solutos, apresentaram valores acima de 65% de germinag@o com o uso
de manitol a -0,9 MPa.

Visualmente os tempos de 6 horas e 12 horas ndo promoveram
uma boa cobertura das sementes com o inoculo, apenas uma pequena
quantidade de micélio ficou aderida a superficie das sementes, o que
os torna insuficientes para promover a inoculagdo das sementes.

Sementes incubadas no meio osmoticamente modificado pelo soluto
MgCl nos potenciais de -0,6 MPa e -0,9 MPa apresentaram plantulas
com radicula escurecida, sugerindo algum tipo de toxidez, o que poderia
comprometer um teste de emergéncia em solo e uma posterior avaliagdo
sanitaria desta plantula.

Emergéncia em solo

Na avaliagdo de emergéncia em solo, para sementes armazenadas
pelo periodo de 20 dias, observou-se que nas sementes inoculadas
com S. sclerotiorum, os estandes aos cinco dias apds a semeadura
foram reduzidos, ndo havendo diferenca estatistica entre o meio com
restritor manitol e apenas BDA (Tabela 3). Na avaliagdo aos sete dias de
emergéncia, houve interacdo significativa entre os meios utilizados e o
tempo de inoculagdo. Um maior percentual de emergéncia foi observado
na testemunha sem inoculagdo. Nao houve diferenca estatistica entre o
meio manitol -0,3 MPa e BDA, para todos os periodos de inoculagao
das sementes. Comparando-se os periodos de inoculacdo, nao houve
diferenga entre eles quando o meio utilizado, para a inoculagao de S.
sclerotiorum em sementes de soja, foi o BDA (sem restri¢ao hidrica). No
meio de cultura com restri¢ao hidrica (MAN -0,3), menor porcentagem
de emergéncia foi detectada em sementes inoculadas por 24 horas. As
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porcentagens de emergéncia, quando as sementes foram inoculadas
com o fungo, foram entre 20% e 43%, sendo que Machado et al. (11),
avaliando a inoculac@o artificial de sementes de soja por S. sclerotiorum
pelo tempo de 48 horas, observaram indices de emergéncia em torno
de 20%, em meio sem restricdo hidrica. No entanto, esses autores
detectaram diferenca estatistica entre a porcentagem de emergéncia
para sementes inoculadas em meios com e sem restri¢do hidrica, o que
ndo foi observado neste trabalho, no caso de sementes armazenadas
por 20 dias ap6s a inoculagao.

Para sementes armazenadas por 94 dias, houve diferenca estatistica
entre os meios para avaliacdo de emergéncia aos cinco dias (Tabela 3).
As sementes inoculadas no meio sem restrigdo hidrica apresentaram a
menor porcentagem de emergéncia, no entanto, sem diferir daquelas
inoculadas no meio com adi¢do de manitol. Ja aos sete dias, os
resultados obtidos evidenciaram interagdo entre os meios € 0 tempo
de exposi¢do da semente ao patégeno. Os maiores valores foram
observados para testemunha sem inocula¢ao, nao havendo diferenca
estatistica para emergéncia entre sementes incubadas em meio sem e
com restri¢ao hidrica, exceto para o tempo de 24 horas, onde sementes
incubadas em meio sem restri¢ao hidrica apresentaram menores indices
de emergéncia.

Nao houve diferenga entre porcentagens de sementes mortas com
sinais do patdgeno observadas para inoculacdo em BDA sem e com
restricao hidrica, independente do tempo de exposigéo ao patégeno, para
sementes armazenadas pelo periodo de 20 dias (Tabela 4). Para o mesmo
critério de avaliagdo, em sementes armazenadas por 94 dias houve
interacdo significativa entre meio e tempo de exposi¢do da semente ao
patogeno, sendo que para 24 horas de exposicdo, observou-se maior
percentual de sinais do patdogeno para BDA sem restri¢do hidrica.

O fungo provocou a morte das sementes, provavelmente como
consequéncia do maior nivel de potencial de indculo determinado
por essa exposicdo das sementes ao patdgeno, o que se evidencia
pela reducdo na porcentagem de plantulas emergidas e no aumento da
porcentagem de sementes mortas com sinais do patdégeno, comparando-
se os tratamentos com inoculagdo ao tratamento testemunha (sem
inoculagdo) (Tabelas 3 e 4 respectivamente). No entanto, para
porcentagem de plantulas mortas apds a emergéncia, detectou-se efeito
da inoculagdo apenas para sementes, armazenadas por 20 dias, apds
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a inoculagdo em meio sem restri¢do hidrica, independente do tempo
de exposi¢do da semente ao fungo, que diferiu da testemunha sem
inoculagdo, mas foi estatisticamente igual ao resultado obtido em meio
com manitol (Tabela 4).

Foi possivel observar transmissdo semente — plantula, nos
dois periodos de armazenamento (Figura 1). Plantulas oriundas de
sementes de soja, inoculadas em meio BDA e MAN por 24 ¢ 30 horas,
armazenadas por 20 dias, tiveram taxas de transmissdo variando de
5% a 15%. Aos 94 dias de armazenamento para o tratamento BDA,
foi possivel observar transmissdo apenas para o tempo de 24 horas,
onde o nivel de transmissao foi proximo de 12%. Para o meio com
restri¢do hidrica (manitol -0,3MPa), niveis de transmissdo acima de
13% e 15% foram observados para os tempos de 24 e 30 horas de
incubacdo, respectivamente. Para as sementes que permaneceram
18 horas expostas a colonia fungica, as plantulas emergidas ndo
apresentaram o patogeno ap6s 94 dias de armazenamento. Com 20
dias de armazenamento das sementes inoculadas, o patogeno so foi

observado nas sementes que haviam recebido a inoculagdo em meio
com restritor hidrico neste periodo de exposigao.

CONCLUSAO

Periodo minimo de 24 horas de incubagdo de sementes de soja com
Sclerotinia sclerotiorum, em meio de cultura com restrigdo hidrica,
possibilita melhor inoculagdo das sementes.

E possivel o armazenamento por 94 dias, de sementes de soja
inoculadas com Sclerotinia sclerotiorum em meio com restrigao hidrica,
mantendo-se a viabilidade das sementes e do patdgeno .
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Tabela 4. Porcentagem de plantulas mortas e de sementes ndo germinadas com sinais de Sclerotinia sclerotiorum, oriundas de sementes de soja submetidas a
inoculagao artificial em meio batata-dextrose-agar com (MAN) e sem (BDA) restri¢ao hidrica, por 18, 24 e 30 horas, apds o armazenamento por 20 e 94 dias.

% Plantulas Mortas

% Sementes com Sinais

20 dias de armazenamento

18 24 30 médias 18 24 30 médias
Test.* 0,0 0,0 0,0 0,00 b 0,00 0,00 0,00 0,00 b
BDA 3,0 2,5 1,0 2,17a 41,13 39,57 40,88 40,53a
MAN -0,3 0,5 2,5 2,0 1,67ab 45,99 35,83 25,71 35,84a
médias 1,17A 1,67 A 1,0A 29,04 A 25,13 A 222A
CV% 137,7 19,9

94 dias de armazenamento
Test. 0,0 0,0 0,0 0,0a 0,00 bA 0,00 bA 0,00 bA 0,00
BDA 0,5 0,5 2,0 1,0a 32,34a A 28,13a A 21,37a A 27,28
MAN -0,3 0,5 0,5 0,5 0,5a 26,21a A 12,04b B 36,15a A 24,80
Meédias 0,33 A 0,33 A 0,83 A 19,52 20,08 28,76
CV% 212,21 51,23

Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%, dentro de cada periodo de

armazenamento.
* agar-agua sem adigao de restritor hidrico e sem presenga de S. sclerotiorum

20 ~

10

0 T T T I T T

m20dias
H 94 dias

BDA 18 BDA24 BDA30 MANIS8 MAN24 MAN3O0

Figura 1. Porcentagem de transmissdo semente - plantula de Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja armazenadas por 20 e 94 dias apds inoculagao, por 18,
24 e 30 horas, em meio batata-dextrose-agar (BDA) e BDA com manitol -0,3MPa (MAN).
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