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PRESENTACION

Este manual esta dirigido a los técnicos que trabajan en los laborato-
rios de patologia de semillas de soja. Las fotografias y dibujos de las
estructuras de los principales hongos que atacan semillas de soja son
muy ilustrativos y permiten la identificacion correcta de los patégenos.
Para facilitar la comprensidn, los microorganismos (hongos principal-
mente) se clasificaron en tres grupos: i) patégenos importantes (fito-
patdgenos); (ii) hongos de almacenamiento y (iii) contaminantesy / o
saprofitos.

El analisis sanitario de la semilla, especialmente en el caso de la soja,
junto con la prueba de tetrazolio, ademas de otras pruebas fisiologicas
como el test de germinacion y vigor (envejecimiento acelerado), puede
proporcionar informacion importante sobre los problemas de mala cali-
dad de las semillas, la identificacion de los problemas causales y tomar
decisiones para corregir sus causas, tales como: dafio mecanico, daio
por chinches, deterioro por tiempo o deterioro del almacenamiento

Ricardo Vilela Abdelnoor
Jefe Adjunto de Investigacion y Desarrollo
Embrapa Soja



RESUMEN

1. PRUEBA DE BLOTTER (METODO DE FILTRO DE PAPEL) .....evereeerrcrrarnes 9
1.1, MAtErialeS NECESANIOS ..cvvrververeieereeresieeesesteseesesteseesesseessesseessessesessesseneesessesenaessenessenes 10
1.2. Metodologia de 1a prueba BIOEr .......ccvvveueirisiceiscieeses et 11

2. PATOGENOS IMPORTANTES ......cuvueeessissessesssssssssssssssssssssssssasssssssnens 12
2.1) CercoSPOra KIKUCHIT .......c.cevrueieisieisesiee sttt nnen 12
2.2) ColletotriChUM trUNCALUM ........cceeueeeeeeeeeeee ettt ettt sbe b anae 13
2.3) FUSAIUM SPP.evieteeeeeteeteeteetesteeteeteeeesseetesteeseesaessassesseessessessessesssensensessessesnsessessesseanes 15
2.4) Macrophoming PRASEOIING ..........cceecueeieeiieeiie e et eete e s e st e e e eae e s aeeae e 16
2.5) PROMOPSIS SP.vvveeuieieitestiaiiesiesiestesses e testessessee e ssesbe st e stesbesbesbeeneenaesbesbesneeneesbenbeanis 18
2.6) RRIZOCTONIA SOIANI ......ocveivieiieiesiieiecee ettt bbb b b ne 19
2.7) Sclerotinia SCIEIOtIOIUM ..........ccvueuieieiieie it ee ettt ea e b sbeane 20
2.8) SCIEIOLIUM FOIFSIT ..ottt sttt st et s ae b b ebeans 21

3. HONGOS DE ALMACENAMIENTO ......cocoeriimrirrerrenssesssessseseessesssesssesneas 22
3.1) ASPEIGIlUS SPP. c.veeueeieiieitieieitesie sttt b ettt b e a e b b ne 22
3.2) PENICHIIUM SP. cvveeeeeie ettt ettt ettt e b ettt b et e e te s beeae e e b sbeebeans 23

4, CONTAMINANTES O SAPROFITOS .....ocviveeceeecrsessssssssssssssssssssssssnens 24
A1) AILEINATIA SPP.vveveeureireireitieiesiesie sttt e ettt e be b e e e e b e be s b e et e e s e naesbeebesae e e e sbenreane 24
4.2) BACEIIAS 1.vviververeireeeresteeeseste e etesaese st e sse e sbe st esessesaebesseseeae st eseebesbeseebasaesesbesenesreserennn 25
4.3) BOtryodiploQia SP. ..c..ccueeueeuieiieeieeie ettt sbe b anae 26
4.4) CRABLOMIUM SP. ceeeueenreiteeteeeecteete et et et et e e et e e testeete e e e e e stesbesbsensesessesaesnnensesbesraanis 27
4.5) CladOSPOSIUM SPP.cereureireireeieiteeteeteeeesteetesteeteetestesteeseeeessestestessaensessessessesssensestesseanes 28
£.6) RNIZOPUS SPPuureereeireeireeitieseeaiseaisesiseesseesseesseessesasessssssessseessesssesssessessssssesssesssenns 29
A7) THICNOGEIA SPP.vevvenveireetietieiestesieeee et st teste b st ee st sbe s b e et e ntesbesbesneeneesbesbeans 31

REFERENCIAS ....... ettt se s s s n s s sn e s 32

ADJUNTO (Ficha para la evaluacion del analisis SANItario).......esesssserssserssnesssnesssnenss 33






Fotos: Agnes Izumi Nagashima y Samantha Rigo Segalin

Guia practica para identificar los hongos mas frecuentes en semillas de soja

1. PRUEBA DE BLOTTER (METODO DE FILTRO DE
PAPEL)

Figura 1. Ensamblaje de la prueba del papel secante. A) Materiales a utilizar;
B) cajas tipo gerbox para desinfeccion con NaOCI al 1,05%; C) agua destilada
en autoclave para humedecer el papel de filtro estéril; D) veinte semillas por
gerbox; E) muestras en la cdmara de incubacion a 20 + 2 ° C durante 7 dias;
F) evaluacion de patdgenos y saprofitos.
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1.1. MATERIALES NECESARIOS

- Cajas de plastico (gerbox) con dimensiones 11,0 x 11,0 x 3,5 cm
(Figura 1A)

- Papel de filtro cualitativo de 80 g / m2, cuatro hojas de 10,5 x 10,5
cm esterilizadas en horno a 160 ° C durante 20 min (Figuras 1Ay 1C)

- Agua destilada y sometida a autoclave (preferiblemente) o esteriliza-
da en microondas (Figuras 1Ay 1C)

* Pinzas rectas, estiletes, gotas de vidrio con agua y con lactofenol con
colorante, portaobjetos de vidrio y cubreobjetos, papel tisu (Figuras 1D
y 1F)

- Microscopio bioldgico (compuesto) con aumento minimo hasta 400x
(Figura 1F)

- Microscopio estereoscopico con aumento de al menos hasta 50x
(Figura 1F)

- Solucién que contiene hipoclorito de sodio al 20% (NaOCl 1,05%)
para desinfeccion de las cajas gerbox (Figuras 1A'y 1B)

- Guantes antideslizantes o guantes quirtrgicos (Fig. 1B y 1C)
- Marcadores de agua (Figura 1D)
- Delantal (recogedor) (Figura 1B)

+ Camara de incubacion a 20 ° C + 2 ° C con luz fluorescente blanca
(o NUV, préxima al ultravioleta) (Figura 1E).
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Guia practica para identificar los hongos mas frecuentes en semillas de soja

1.2. METODOLOGIA

El método principal utilizado en el andlisis de semillas de soja es el
papel de filtro (Blotter). (HENNING, 2005). En casos especificos, el
método puede ser alterado variando la temperatura y el periodo de
incubacion para detectar patogenos importantes tales como Sclerotinia
sclerotiorum.

Para la realizacion del ensayo, las cajas plasticas (gerbox) pueden reu-
tilizarse por periodos prolongados, si se lavan adecuadamente con de-
tergente, después de cada uso, se enjuagan y se secan. Antes del uso,
se debe desinfectar con una solucién de hipoclorito de sodio al 1,05%
(lejia al 20%). El papel de filtro (80 g / m2) debe ser cortado en hojas
de 10,5 cm x 10,5 cm, (para encajar en las cajas gerbox), envasados
en bolsas de papel marrdn y esterilizados en un horno a 160 ° C du-
rante 20 minutos. Después de este periodo, esperar a que el horno se
enfrie antes de abrirlo. Colocar cuatro hojas de 10,5 cm x 10,5 cm de
papel de filtro en cada gerbox desinfectado previamente y se afiade
agua (preferiblemente esterilizada) para humedecer suficientemente el
papel, evitando el exceso de agua que favorece la contaminacion por
bacterias y Alternaria spp. Veinte semillas son recogidas al azar y de-
positadas en el gerbox, en forma de 5 x 4. totalizando 20 cajas gerbox
(400 semillas) por muestra. Las cajas se incuban durante siete dias a
20 £ 2 °C, bajo luz fluorescente continua o NUV en periodos alternados
de 12h de oscuridad / 12h luz (REGRAS ..., 2009).

La evaluacion se hace en cada semilla, siendo anotada en forma
apropiada la presencia de los diversos patdgenos. Aspergillus flavus
y Penicillium spp., a pesar de ser considerados saprofiticos por algu-
nos autores, estos hongos deben ser contabilizados como hongos de
almacenamiento, responsables por el deterioro de la semilla, cuando
las condiciones de almacenamiento son inadecuadas (alta humedad y
temperatura).



Guia practica para identificar los hongos mas frecuentes en semillas de soja

I 2. PATOGENOS IMPORTANTES

2.1. Cercospora kikuchii

Muy comdn en las semillas, pero no afecta la calidad fisioldgica

Fotos: Agnes lzumi Nagashima

Figura 2. Cercospora kikuchii. A) semilla con sintoma de mancha pirpura;
B) esporulacién fingica (conidiéforos y conidios); C) conidios (tefiido) y coni-
diéforos (marrén); D) semilla infectada en la vaina.

12



13

Fotos: Agnes lzumi Nagashima y Ademir Assis Henn
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Guia practica para identificar los hongos mas frecuentes en semillas de soja

Figura 3. Conidiéforos (a la izquierda) y conidios o esporas multi-septadas (a
la derecha)
Fonte: Sinclair e Shurtleff (1975).

2.2. Colletotrichum truncatum

Agente causal da antracnose.

"J | : i e
Ay B) Conidios (esporos) con flechas de

Figura 4. Colletotrichum truncatum

Colletotrichum truncatum.
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Fotos: Agnes lzumi Nagashima (A) y Ademir Assis Henning (B y C)

C

Figura 5. Colletotrichum truncatum. A) Acérvulos con flechas y masa
de esporos; B) acérvulos con flechas y masa de esporos (color crema) sobre
el tegumento de la semilla; C) radicula presenta varios acérvulos con flechas.

14



Fotos: Agnes Izumi Nagashima
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2.3. Fusarium spp.

Estas son las dos especies mas comunes en las semillas de soja. Pue-
de perjudicar la germinacion en el laboratorio pero no son patdgenos
de plantas!

Figura 6. Fusarium spp. A) Fusarium graminearum; B) Conidios, ascas y
clamidosporos de Fusarium graminearum; C) Fusarium pallidoroseum; D)
Conididforos, conidios y clamidosporos de Fusarium pallidoroseum (se-
mitectum)

Fonte: Booth (1971).



Foto: Agnes Izumi Nagashima

2.4. Macrophomina phaseolina

Hongo del suelo, puede contaminar las semillas!

w7 ¥
e i
Pl L /

Figura 8. Macrophomina phaseolina. A) corte de picnidio con esporas; B)
esporas; C) picnidios.
Fonte: Sinclair e Shurtleff (1975).

16



Fotos: Agnes lzumi Nagashima
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Figura 9. Macrophomina phaseolina. A) microesclerocios dispersos sobre el
papel de filtro; B) semilla infectada con Macrophomina phaseolina.
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Fotos: Agnes lzumi Nagashima (A, B, C y E) e Ademir Assis Henning (D)

2.5. Phomopsis sp.

Es el principal patogeno de semillas de soja, el cual junto con Fusarium
pallidoroseum (semitectum) afectan la germinacion de semillas. So-
lamente en la prueba del rollo de papel. Estos hongos son frecuentes
cuando las fases de maduracién y cosecha coinciden con periodos de

alta humedad (lluvia).

i1 Figura 10. Phomopsis
sp. A y B) Phomopsis
sp. C) Exudacion de
" esporas por los picni-
dios; D y E) Las espo-
ras alfa (germinan) y
beta (no germinan).

18



Fotos: Ademir Assis Henning
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2.6. Rhizoctonia solani

Hongo del “suelo” puede contaminar las semillas. Produce “rizomorfos”

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

2.7. Sclerotinia sclerotiorum - Moho blanco

Patégeno muy importante, pero la transmision por semilla es muy
baja (<0,1%). EI mayor problema son los esclerocios mezclados con
las semillas!

4\"
P

=

W . A

Figura 12. Sclerotinia sclerotiorum. A) Placa de Néon; B y C) semillas y escle-
rocios mesclados; D y E) plantas com sintomas.

20
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2.8. Sclerotium rolfsii

Hongo del suelo, esporadicamente puede ser detectado en los lotes de
semillas. Produce esclerocios pequeios, marrones (cuando estd madu-
ra), parecen semillas de col!

Fotos: Agnes Izumi Nagashima (Ay B) y Alvaro Manoel Rodrigues Almeida ( C y D)

Figura 13. Sclerotium rolfsii. A y B) Produccion de esclerodos en método de
papel de filtro; C) sintomas en plantas de semillero y D) esclerodos en placa
con medio.

21
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Fotos: Agnes lzumi Nagashima

3. HONGOS DE ALMACENAMIENTO
3.1. Aspergillus spp.

Hongos de almacenamiento, la especie mas comin es Aspergillus

flavus.

4
Esterigma =«

Estructuras de frutificacién

SR Conidiéforo ... _

célula del pie -«

Figura 14. A) Aspergillus spp. B) Aspergillus flavus; C) estructuras de
Aspergillus flavus en visualizacion microscépica (400 x); D) estructuras de
fructificacion de Aspergillus flavus.

Fonte: Silveira (1968).
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Fotos: Ademir Assis Henning
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3.2. Penicillium sp.
Esporulacion de Aspergillus y Penicillium, son hongos de almacena-
miento pero Penicillium es menos comun en semillas de soja.

--- Conidios ---
.--.  Esterigma
Métulas e
Ramas =zzzZI7777T7NT
Figura 15. Estructuras
del Penicillium sp.
----- Conidioforo «====="+"" Fonte: Silveira (1968).

Aspergillus sp.

Penicillium sp.

Penicillium sp.

Figura 16. Penicillium sp. A) Semilla con Penicillium sp.; B) Penicillium sp. en
semilla con Bacillus sp.
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I 4. CONTAMINANTES O SAPROFITOS
4.1. Alternaria spp.

Hongo saprofito, especialmente Alternaria tenuis o A. alternata.

< <D
axr{J P =D
< (RP

A =D B

Figura 17. Alternaria sp. A) Diferentes formas de conidios (esporas) con sep-
tos transversales y longitudinales; B) Esporas en cadena (catenulados).
Fonte: Henning et al. (2002)

&g

Fotos: Agnes Izumi Nagashima

Figura 18. Alternaria spp. A) Se-
milla con Alternaria spp.; B) espo-
Y ras en visualizacion por microscopio

Optico (400 x); C) esporulacion del
hongo en visualizacién por micros-
copio estereoscopio (50 x).

24



Fotos: Agnes Izumi Nagashima y Ademir Assis Henning
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4.2. Bactérias
Saprofitos, algunas especies se utilizan en control biolégico!

Penicillium sp.

Bacillus sp.

¢ L EEES sl R
Figura 19. Bactéria. A) Bacterias - por lo general asociadas con las semillas
muertas y con dafios; B) Bacillus sp. saprofita.
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4.3. Botryodiplodia sp.
(Contaminante en semillas de soja, no es patégeno).

Foto: Agnes Izumi Nagashima

Figura 20. Botryodiplodia sp. A) Conidios nuevos (blanco) y conidios madu-

ros (oscuro), con doble pared y el tabique transversal. B) Picnidios y conidios.
Fonte: Barnett e Hunter (1972).

Fotos: Ademir Assis Henning

.-:'A

Figura 21. Botryodiplodia sp. Ay B) Semilla con Botryodiplodia sp.

26



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

Contaminante - cuidado de no confundir con Colletotrichum! Produce
peritecios (foto abajo) con pelos que se pueden confundir con las fle-

chas de los acérvulos de C. truncatum!

Figura 22. Chaetomium sp. A) Semilla con Chaetomium sp.; B) Esporas en
visualizacién por microscopio dptico (400 x); C, D, E y F) diferentes tipos de
peritones y cabelleras.

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

4.5. Cladosporium spp.
Saprofita, contaminante.

=00 S oo g o

IR D TS 090 ©

Figura 23. Conidiéforos oscuros y
conidios de formas irregulares
Fonte: Ellis (1976).

Figura 24. A y B) Cladosporium spp.

28
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4.6. Rhizopus spp.
Sapréfito, contaminante - produce rizoides que lo diferencian de Mucor
sp.

Fotos: Ademir Assis Henning

7’
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Figura 25.A,By C) La estructura de Rhizopus spp. con rizoides en visualizacion
por microscopio estereoscopico (50x).
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Fotos: Agnes Izumi Nagashima

Figura 26. A y B) el hongo contaminante esparcido en las semillas y en el pa-
pel de filtro; C - estructura de Rhizopus spp. en visualizacién por microscopio
Optico (400 x).

30
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4.7. Trichoderma spp.
Contaminante utilizado en control bioldgico de patdgenos importantes.

Trichoderma sp.

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

o

Fotos: Agnes Izumi Nagashima

Figura 28. Trichoderma spp.A, By C)
Hongo esparcido en las semillas y el
papel de filtro.

31



Guia practica para identificar los hongos mas frecuentes en semillas de soja

REFERENCIAS

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
Mycological Institute, 1976. 507 p.

HENNING, A. A. Patologia e tratamento de sementes: nocdes 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 analise 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.
Minnesota: The American Phytopathological Society, 1975. 69 p.

32



BN ADJUNTO
FICHA PARA LA EVALUACION DEL ANALISIS SANITARIO

En@a PATOLOGIA DE SEMILLAS

REGISTRO N°

METODO: [] PAPEL DE FILTRO PERIODO: IN° SEM. PROBADAS
INICIO TERMO

EspEcE [J  souA FECHA DE LA COSECHA
VARIEDAD []
LOCAL DE LA COSECHA: FECHA DE RECEPCION
REMETENTE:

REPETICIONES:

PATOGENOS (HONGOS) T2 TaTeTalal71s Ts 1o

Aspergillus flavus

Aspergillus spp

Cercospora kikuchii

Colletotrichum trunchatum

Fusarium pallidoroseum (semitectum)

Phomopsis sp.

Macrophomina phaseolina

BACTERIA

SEMILLA DURA

DANO

GERMINACION
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