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Este manual é direcionado aos técnicos que atuam nos laboratdrios de
analise de sanidade de sementes de soja. As fotografias e os desenhos
das estruturas dos principais fungos que ocorrem nas sementes de soja
sao bastante ilustrativos e permitem ao analista fazer a identificacao
dos patdgenos com seguranca. Para facilitar o entendimento, os micror-
ganismos (fungos principalmente) foram classificados em trés grupos:
i) patégenos importantes (fitopatégenos); ii) fungos de armazenamento
e iii) contaminantes e/ou saprofitas.

A analise sanitaria da semente, além de fornecer subsidios para indi-
car o melhor tratamento com fungicidas, juntamente com o teste de
tetrazélio (DIACOM - diagnostico completo da qualidade da semente),
pode fornecer informacdes importantes acerca dos problemas de baixa
qualidade da semente, possibilitando sua identificacao e a tomada de
decisdes para corrigir suas causas.

Ricardo Vilela Abdelnoor
Chefe-Adjunto de Pesquisa e Desenvolvimento
Embrapa Soja
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Fotos: Agnes Izumi Nagashima e Samantha Rigo Segalin

Guia prético para identificagdo de fungos mais frequentes em sementes de soja

1. METODO DO PAPEL DE FILTRO (BLOTTER TEST)

Figura 1. Montagem do método do papel de filtro. A) materiais a serem uti-
lizados; B) desinfestagdo dos gerbox com NaOCl 1,05%; C) dgua destilada
autoclavada para umedecer o papel de filtro esterilizado; D) vinte sementes
por gerbox; E) amostras na camara de incubacdo a 20 + 2 °C por 7 dias; F)
avaliagao dos patdgenos e saprofitas.



- Caixas plasticas (gerbox) com dimensdes 11,5 x 11,5 x 3,5 cm
(Figura 1 A)

- Papel de filtro qualitativo 80 g/m?, quatro folhas 3,5 x 3,5 cm esteri-
lizado em estufa a 160 °C por 20 min (Figuras 1A e 1C)

. [\gua destilada e autoclavada (de preferéncia) ou esterilizada em
micro-ondas (Figuras 1A e 1C)

- Pincas retas, estiletes, vidros conta gotas com agua e com lactofenol
com corante, laminas e laminulas de vidro, lenco de papel ou papel
higiénico fino (Figuras 1D e 1F)

+ Microscopio biolégico com aumento no minimo até (400 x)
(Figura 1F)

- Microscopio estereoscépico com aumento de no minimo até (50 x)
(Figura 1F)

- Agua sanitaria contendo 20% hipoclorito de sédio (NaOCI 1,05%)
para desinfestar gerbox (Figuras 1A e 1B)

+ Luvas (nitrilicas) de borracha, antiderrapantes ou luvas cirlrgicas
(Fig. 1B e 1C)

- Lapis cépia (Figura 1D)
- Avental (guarda-p0) (Figura 1B)

- Camara de incubacdo a 20°C + 2°C com luz branca fluorescente (ou
NUV) (Figura 1E) .
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O principal método utilizado na analise de sementes de soja é o do
papel de filtro (Blotter). A experiéncia tem comprovado que este método
é perfeitamente viavel, sendo o mais eficaz para a cultura (HENNING,
2005). Em casos especificos, 0 método pode ser alterado, variando a
temperatura e o periodo de incubacao, para detectar patégenos impor-
tantes como Sclerotinia sclerotiorum (mofo branco).

Para a execucao do teste, as caixas plasticas (gerbox) podem ser utili-
zadas por muito tempo, bastando que as mesmas sejam lavadas com
detergente, apds cada uso, enxaguadas e secas. Antes da utilizagcao, as
mesmas devem ser desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1,05%
(a4gua sanitaria a 20%). O papel de filtro (80g/m?) deve ser cortado
em folhas de 10,5 cm x 10,5 ¢cm, acondicionado em sacos de papel e
esterilizado em estufa a 160°C, por 20 minutos. Apds esse periodo,
aguardar o resfriamento da estufa antes de abri-la. Para a montagem,
colocar quatro folhas de papel de filtro em cada gerbox previamente
esterilizado e adicionar agua (autoclavada de preferéncia), suficiente
para umedecer o papel, evitando excessos que favorecem a ocorréncia
de bactérias e Alternaria spp. Posteriormente, tomar, aleatoriamente,
20 sementes que sao dispostas no gerbox, na forma de 5 x 4. Montar
20 gerbox (total de 400 sementes) por amostra. Apds a montagem,
0 material deve ser mantido em incubacao por sete dias a 20 + 2°C
(REGRAS..., 2009).

A avaliacao é feita em cada semente, sendo anotada em ficha apropria-
da a ocorréncia dos diversos patdgenos. Aspergillus flavus e Penicillium
spp., apesar de serem considerados saprofitas por alguns autores,
devem ser contados por serem fungos de armazenagem, responsaveis
pela completa deterioracao das sementes, quando as condicOes de
armazenagem sao inadequadas (umidade e temperatura elevadas).



Guia prético para identificacdo de fungos mais frequentes em sementes de soja

Fotos: Agnes lzumi Nagashima

2. PATOGENOS IMPORTANTES

2.1. Cercospora kikuchii

Muito comum em sementes, ndo afeta a germinacao e o vigor.

\

Figura 2. Cercospora kikuchii. A) semente com sintoma de mancha purpura;
B) esporulacdo do fungo (conidiéforos e conidios) sobre a semente; C) co-
nidios (tingidos) e conidiéforos (marrons); D) semente infectada na vagem.

12



Guia prético para identificagdo de fungos mais frequentes em sementes de soja

Figura 3. Conidiéforos (esquerda) e conidios ou esporos multi-septados a
direita.
Fonte: Sinclair e Shurtleff (1975).

2.2. Colletotrichum truncatum

Agente causal da antracnose.

Fotos: Agnes Izumi Nagashima e Ademir Assis Henning

Colletotrichum truncatum.

13
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Fotos: Agnes lzumi Nagashima (A) e Ademir Assis Henning (B e C)

C

Figura 5. Colletotrichum truncatum. A) Semente com acérvulos, massa de
esporos; B) acérvulos com setas e massa de esporos (creme) sobre o tegu-
mento da semente; C) radicula apresentando varios acérvulos com as setas.

14



Fotos: Agnes Izumi Nagashima
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2.3. Fusarium spp.

Fusarium graminearum e Fusarium pallidoroseum (F. semitectum) séo
as duas espécies mais frequentes em sementes de soja. Podem preju-
dicar a germinagao no laboratério mas ndo sao patogénicos as plantas!

Ascas e ascosporos Conidios

Figura 6. Fusarium spp. A) Fusarium graminearum; B) Conidi6foros,
conidios, ascas, clamidosporos de Fusarium graminearum; C) Fusarium
pallidoroseum; D) Conidiéforos, conidios e clamidosporos de Fusarium

pallidoroseum.
Fonte: Booth (1971).



Foto: Agnes Izumi Nagashima

Fungo de solo, pode eventualmente contaminar as sementes.

Figura 8. Macrophomina phaseolina. A) corte de picnidio com esporos; B)
esporos; C) picnidios.
Fonte: Sinclair e Shurtleff (1975).
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Fotos: Agnes lzumi Nagashima

Figura 9. Macrophomina phaseolina. A) Microesclerédios espalhados sobre o
papel de filtro; B) semente infectada com Macrophomina phaseolina.

17



Guia pratico para identificagao de fungos mais frequentes em sementes de soja

Fotos: Agnes Izumi Nagashima (A, B, C e E) e Ademir Assis Henning (D)

2.5. Phomopsis sp.

E o principal patégeno em sementes de soja. Juntamente com
Fusarium pallidoroseum (F. semitectum) pode afetar a germina-
cdo da semente no teste do rolo de papel. Sao frequentes quando
as fases de maturagao e/ou colheita coincidem com periodos de alta
umidade (chuvas).

A,

Il Figura 10. Phomopsis
sp. A e B) Phomopsis
sp; C) Exudacdo de

" esporos pelos picni-

= dios; D e E) esporos
__a alfa (germinam) e beta
“ (ndo germinam).
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Fotos: Ademir Assis Henning
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Fungo de solo pode eventualmente contaminar as sementes.

C

Figura 11. Rhizoctonia solani. A) “Rizomorfas” em método de papel de filtro;
B) sintomas em planta; C) Hifas septadas e ramificadas a 90°.
Fonte: Henning et. al (2002).
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Fotos: Ademir Assis Henning

Baixa taxa de transmissdo pela semente (< 0,1%). O problema
maior sao os esclerddios (negros de formato irregular) misturados
as sementes.

= 1‘-"“

-".- . | &
Figura 12. Sclerotinia sclerotiorum. A) Placa do método do Neon; B) escle-

rédios em gerbox no método do papel de filtro; C) esclerddios misturados as
sementes; D) hastes com esclerddios e E) sintoma em planta no campo.

20



Guia prético para identificagdo de fungos mais frequentes em sementes de soja

2.8. Sclerotium rolfsii

Fungo de solo, pode aparecer em lotes de sementes. Produz escle-
rédios pequenos, marrons escuros (quando maduros), semelhantes a
sementes de repolho.

Fotos: Agnes Izumi Nagashima (A e B) e Alvaro Manoel Rodrigues Almeida ( C e D)

Figura 13. Sclerotium rolfsii. A e B) Producdo de esclerédios em método do
papel de filtro; C) sintomas em plantulas e D) esclerddios em placa com meio.

21
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Fotos: Agnes lzumi Nagashima

3. FUNGOS DE ARMAZENAMENTO
3.1. Aspergillus spp.

Fungo de armazenamento, sendo que a espécie mais comum é
Aspergillus flavus.

Figura 14. A) Aspergillus spp. B) Aspergillus flavus; C) estruturas de Asper-
gillus flavus em visualizagdo microscéopica (400 x); D) estruturas de frutifica-
cao de Aspergillus flavus.

Fonte: Silveira (1968).
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Fotos: Ademir Assis Henning
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3.2. Penicillium sp.
Fungo de armazenamento, porém menos frequente que Aspergillus spp.
em sementes de soja.

Figura 15. Estruturas de
Penicillium sp.
Fonte: Silveira (1968).

Aspergillus sp.

Penicillium sp.

Figura 16. Penicillium sp. A) Semente com Penicillium sp.; B) Penicillium sp.
em semente com Bacillus sp.
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I 4. CONTAMINANTES OU SAPROFITAS
4.1. Alternaria spp.

Saproéfita, as espécies encontradas mais comumente sao Alternaria
tenuis ou Alternaria alternata.

A 1D B
Figura 17. Alternaria sp. A) Diferentes formas de conidios (esporos) com sep-

tos transversais e longitudinais; B) esporos em cadeia (catenulados).
Fonte: Henning et al. (2002)

' B
C (3 **

Fotos: Agnes Izumi Nagashima

= - . ‘:‘_ Figura 18. Alternaria spp. A) Se-

1 TR ETRY R mente com Alternaria spp.; B) espo-
N : ros em visualizag&o por microscopio
optico (400 x); C) esporulagdo do
fungo em visualizagdo por microscé-
pio estereoscdpio (50 x).

24



Fotos: Agnes Izumi Nagashima e Ademir Assis Henning
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4.2. Bactérias

Saprofitas, algumas espécies sao utilizadas no controle bioldgico de
patdgenos importantes.

Penicillium sp.

Bacillus sp.

L -

Figura 19. Bactéria. A) normalmente associada com semente morta e deterio-
rada; B) Bacillus sp. sapréfita.
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4.3. Botryodiplodia sp.

(Contaminante em soja, nao € patogénico).

Foto: Agnes lzumi Nagashima

=

q.';'

B ‘.- ; ﬁ
PRRESY | |

Figura 20. Botryodiplodia sp. A e B) Conidios novos (claros) e maduros (escu-
ros), com parede dupla e septo transversal; B) picnidios e conidios.
Fonte: Barnett e Hunter (1972).

Fotos: Ademir Assis Henning

Figura 21. Botryodiplodia sp. A e B) Semente com Botryodiplodia sp.

26



Fotos: Agnes Izumi Nagashima (A, B e D) e Ademir Assis Henning (E)
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4.4. Chaetomium sp.

Contaminante - cuidado para ndo confundir com Colletotrichum! Pro-
duz peritécios com cabeleira que pode ser confundida com as setas

dos acérvulos de C. truncatum!

Figura 22. Chaetomium sp. A) Semente com Chaetomium sp.; B) ascésporos
(esporos) em visualizagdo por microscépio 6ptico (400 x); C, D, E e F) diferen-
tes tipos de peritécios e cabeleiras.

Fonte: Henning et al. (2002).
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Fotos: Agnes Izumi Nagashima

4.5. Cladosporium spp.
Saprofita, contaminante.

%\
. Figura 23. Conidiéforos escuros
e conidios de formas e tamanhos
variados.

Fonte: Ellis (1976).

Figura 24. A e B) Cladosporium spp.

28
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4.6. Rhizopus spp.
Sapréfita, contaminante - produz rizdides o que o diferencia de Mucor
sp.

Fotos: Ademir Assis Henning

Figura 25. A, B e C) estrutura de Rhizopus spp. com rizides em visualizagdo
por microscopio esteroscopico (50x).

29



Guia prético para identificacdo de fungos mais frequentes em sementes de soja

Fotos: Agnes Izumi Nagashima

Figura 26. A e B) fungo contaminante espalhado em sementes e no papel de
fitro; C - estrutura de Rhizopus spp. em visualizagdo por microscépio 6ptico
(400 x).

30
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4.7. Trichoderma spp.
Contaminante, algumas espécies sao utilizadas no controle bioldgico
de patégenos importantes.

Figura 27. Trichoderma
spp. A, B, C e D) Coni-
diéforos hialinos muito
ramificados; E) coni-
dios pequenos elipticos
Fonte: Barnett e Hunter (1972).

Fotos: Agnes Izumi Nagashima

Figura 28. Trichoderma spp. A, B e
C) fungo espalhado nas sementes e
papel de filtro.

31



Referéncias

BOOTH, C. The genus Fusarium. Kew: Commonwealth Mycological Institute,
1971.237 p.

BARNETT, H. L.; HUNTER, B. B. lllustrated genera of imperfect fungi. 3rd ed.
Minneapolis: Burgess, 1972. 241 p.

ELLIS, M. B. More dematiaceous hyphomycetes. Kew: Commonwealth Myco-
logical Institute, 1976. 507 p.

HENNING, A. A. Patologia e tratamento de sementes: nocoes gerais. 2. ed.
Londrina: Embrapa Soja, 2005. 52 p. (Embrapa Soja. Documentos, 264).

HENNING, A. A.; MELCHIADES, A. R.; MORAES, S. R. Patologia de sementes:
ilustracéo das estruturas dos principais fungos em soja. Londrina: Embrapa Soja,
2002. 35 p. (Embrapa Soja. Documentos, 190).

REGRAS para andlise de sementes. Brasilia, DF: Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento, 2009. 395 p.

SILVEIRA, V. D. Licdes de micologia. 3. ed. Rio de Janeiro: José Olimpio, 1968.
301 p.

SINCLAIR, J. B.; SHURTLEFF, M. C. Compendium of soybean diseases. Minne-
sota: The American Phytopathological Society, 1975. 69 p.

32



ANEXO
FICHA PARA AVALIAGAO DE ANALISE SANITARIA

Em'a:a PATOLOGIA DE SEMENTES

REGISTRO N°
METODO:  [JPAPEL DE FILTRO PERIODO: . N° SEM. TESTADAS
O INICIO TERMINO
EsPecie [0 soua DATA DA COLHEITA, MES E ANO:
VARIEDADE (J
LOCAL DA COLHEITA: DATA DO RECEBIMENTO:
REMETENTE:
REPETIGOES:

PATOGENOS (FUNGOS) 12 1alalslel71s o ol %

Aspergillus flavus

Aspergillus spp.

Cercospora kikuchii

Colletotrichum trunchatum

Fusarium pallidoroseum (semitectum)

Fusarium spp.

Macrophomina phaseolina

Phomopsis sojae
(Outras determinagdes)

BACTERIA

SEMENTE DURA

DANO

GERMINADAS

SAPROFITAS: D Alternaria sp. D Cladosporium sp. D Mucor sp. D Rhizopus sp.
D Botryodiplodia sp. D Curvularia sp. D Nigrospora sp. D Trichoderma sp.
3 Chaetomium sp 3 Helminthosporium sp. 3 Penicillium spp O

OBSERVAGOES:

ANALISTA
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