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ABSTRACT

Napoledo, R.; Nasser, L.C.B.; Lopes, C.A.; Café Filho, A.C. Neon-S, a new medium for detection of Sclerotinia sclerotiorum on seeds.

Summa Phytopathologica, v.32, n.2, p.180-182, 2006.

Neon medium, originally proposed to verify the viability of scle-
rotia of Sclerotinia sclerotiorum, suffered modification aiming to
detect the pathogen on seeds. A wide-ranged antibiotic and a form
of 2,4-D acid that could withstand sterilization were incorporated in
the new medium. The ideal concentration of blue bromophenol and
the best light and temperature conditions for incubation of seeds on
this medium were verified. All ingredients of the new medium were

added before sterilization and pH adjustment was unnecessary. This
medium, named Neon-S, was compared to the methods recom-
mended for the detection pathogens on seeds by the Brazilian Mi-
nistry of Agriculture. Compared to the filter paper test and the ger-
mination paper test, the method was faster and more efficient, by
reducing the detection time of the pathogen from 37 days to 12
days.

Additional keywords: Seed pathology; white mold; Phaseolus vulgaris, seed analysis.

RESUMO

Napoledo R., Nasser, L.C.B., Lopes, C.A.; Café Filho, A.C. Neon-S, novo meio para deteccdo de Sclerotinia sclerotiorum em sementes.

Summa Phytopathologica, v.32, n.2, p.180-182, 2006.

O meio Neon, desenvolvido para verificar a viabilidade de es-
clerédios de Sclerotinia sclerotiorum, foi modificado e denomina-
do de Neon-S com o objetivo de detectar o patdgeno em sementes.
Um antibidtico de amplo espectro e uma forma do acido 2,4 D que
suportassem a autoclavagem foram incorporados ao novo meio.
Verificaram-se a concentragdo ideal de azul de bromofenol e as
melhores condi¢Bes de luminosidade e temperatura para a incuba-

¢éo das sementes sobre este meio. Todos 0s novos ingredientes do
meio foram adicionados antes da autoclavagem e o gjuste de pH foi
dispensado. O Neon-S foi comparado com os métodos de detecgdo
de patégenos em sementes recomendados pelo Ministério da Agri-
cultura, Pecuéria e Abastecimento. Em relagdo ao método do papel
de filtro e do rolo de papel, o do presente trabalho foi mais rapido e
eficiente, reduzindo o tempo de deteccéo de 37 dias para 12 dias.

Palavras-chave adicionais: Patologia de sementes; mofo-branco; Phaseolus vulgaris, andlise de sementes.

O patdgeno Slerotinia sclerotiorum(Lib.) de Bary pode so-
breviver em sementes defeijédo (PhaseolusvulgarisL.) por mais
detrésanos (7). Ostestes oficiais paradeteccdo dessefungo em
sementes, recomendados pelo Ministério daAgricultura Pecué
riae Abastecimento (Mapa) demandam 37 dias.

Algunstrabalhosem que se utilizaram meios de cultura semi-
seletivos, contendo o indicador de pH azul de bromofenol, indi-
cavam ser possivel reduzir o tempo de deteccéo do patdgeno (3,
5, 6). O &cido oxdlico produzido pelo fungo alteraacor do meio
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deculturade azul paraamarela. O meio Neon, desenvolvido por
Nasser et. al. (4), foi utilizado por Pereset. al. (5) paradetectar
S. sclerotiorum em sementes, mas 0 Seu preparo requer manu-
seio apos aesterilizagdo.

O objetivo deste trabalho foi modificar o meio Neon para
facilitar asuapreparacéo, detectar precocemente o patdgeno em
sementes e compara-1o com os métodos ofi cialmente recomen-
dados pelo Mapa.

O cloranfenicol foi o antibi6tico sel ecionado paracompor o
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Neon-S por apresentar ampl o espectro de agéo e ponto de fuséo
entre 105 °C e 151,5 °C. A forma escolhida do 2,4-D foi ade
acido livre, cujo ponto de fusdo é de 140 °C. O azul de bromofe-
nol decompde-sea 279 °C.

A sensibilidade do azul de bromofenol a presenca de acido
foi avaliada em agua destilada nas concentragdes de 25, 50, 75,
100, 125, 150, 175 e 200 mg/L na presenca de &cido cloridrico
1N, 0,4 mL HCI/25 mL dasolucéo, suficiente paraalterar acor
do indicador e, 1,0 mL de HCI/25 mL da solucéo (excesso de
acido). A cor resultantefoi lidaem espectrofotdmetro 2500 nm
e comparada com Carta de Munsell (2). Em meio solido e nas
mesmas concentracdes, com pH gjustado para4,6, asensibilida-
dedo indicador foi avaliadanapresencadofungoal9°C+ 1°C
No escuro.

Houve uma correlagdo positiva e significativa (P<1%) da
absorbanciacom aconcentragéo de azul de bromofenol (Figura
1).
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Figura 1. Absorbancia a 500 nm das solu¢Bes com concentragdo
crescente de azul de bromofenol e adi¢do de HCI.

Verificou-se que, apenas nas sol ugdes com concentragdes de
25 a 100 mg por litro, 0 matiz das cores continha apenas o pig-
mento amarelo. No meio solido aformagdo do halo amarelo em
torno do disco de micélio néo diferiu estatisticamente (P<1%)
em nenhuma das concentragdes, por isso, optou-se por utilizar
50 mg/L de azul de bromofenol ao novo meio.

A necessidade de gjuste de pH do meio, apos asuaesteriliza-
¢éo, foi avaliadanapresencafungo em meio BDA contendo: 50
mg de azul de bromofenol, 50 mg de cloranfenicol e 50 mg de
acido livre 2,4-D; o pH gjustado foi de 4,6 e sem gjuste 5,6.

A velocidade deformacdo do halo amarelo em torno dosdis-
cos de BDA contendo micélio do fungo ndo diferiu estatistica-
mente (P<1%) em func&o do ajuste de pH do meio, dispensando
assim essa etapa da preparacao.

Os regimes de luz e de temperatura mais adequados foram
avaliados mantendo-se as placas de Petri, contendo o meio e 0
fungo, sob luz constante, fotoperiodo de 12 horas e, escuro cons-
tante. Astemperaturasforam de 19°C + 1°C etemperaturaambi-
ente (+ 25°C). O diémetro do halo amarel o em torno dos discos
de micélio foi medido a cada 24 horas até que todo o meio se
tornasse amarelo.

O regime de luz e atemperatura néo interferiram naveloci-
dade de formagédo do halo amarelo (P<1%) queteveinicio apos
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24 horas de incubagdo e término com 80 horas. Optou-se por
utilizar escuro constante e temperaturade 19°C + 1°C por difi-
cultar o desenvolvimento de outros microrganismos.

Sementes de feijdo cv. Diamante Negro, natural e
artificialmenteinfectadas, foram utilizadas paracomparar o meio
Neon-S com os métodos oficiais de deteccdo (1) de
S. sclerotiorum.

A presengade S sclerotiorum nas sementes artificialmente
infectadas da cultivar defeijdo Diamante Negro, comegou aser
detectada no Neon-S a partir do 5° dia de incubag&o e prolon-
gou-se até o 12° dia. No método do papel de filtro, apenas no
24¢ diafoi possivel fazer a deteccdo, cuja porcentagem de se-
mentes infectadas permaneceu inalterada até a avaliagéo final,
no 37° dia. Ambos os métodos possibilitaram a deteccéo do pa-
tégeno, cuja porcentagem de sementes contaminadas foi de
7,75%. Nos ensai 0s com as sementes natural mente infectadas o
Neon-S detectou o patdégeno com 10 dias de incubag&o. A por-
centagem de sementesinfectadas narepeticdo 1 foi de 0,75 ena
repeticdo 2 de 1,02. Nos demais métodos, foram necessarios de
21 a30 diasdeincubacdo. Narepeticdo 2, o método do papel de
filtro ndo detectou o patégeno nas sementes infectadas (Tabe-
lal).

Tabela 1. Comparacdo dos métodos de deteccéo de Sclerotinia
sclerotiorum em sementes de feijdo naturalmente infectadas, com
repeticdo no tempo.

Repeticédo 1 Repeticéo 2
Método Deteccdo % desementes Deteccdo % de sementes
(dias) infectadas (dias) infectadas
Neon-S 10 0,75 10 1,02
Papel de 24 0,75 30 0,0
filtro
Rolo de 21 0,75 24 1,02
papel

Desta maneira, para a deteccdo de S. sclerotiorum em
sementes, acomposi¢ado, o preparo e autilizagdo do meio Neon-
Sficaram assim estabelecidos: Umlitro de BDA + 50 mg de azul
de bromofenol + 50 mg de cloranfenicol + 50 mg deé&cido livre
2,4-D; autoclavagem a 121 °C por 20 min; incubagdo das
sementesa 19 °C £1 °C no escuro eleiturafeitade 7 a12 dias.

O Neon-S, damaneiracomo foi preparado, sem gjuste de pH
e sem que nenhum de seus constituintes fosse adicionado poste-
riormente a sua esterilizacéo, facilitou a detecgéo de
S. sclerotiorumem sementes, que pode ser feitaem até 12 dias.
O métodofoi rapido, eficaz e poderaser utilizado em detrimento
dos métodos do rolo de papel e do papel defiltro.
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