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Viabilidade técnica do kit QuickStix™ na identificacdo de
Phakopsora pachyrhizi capturados com coletor de esporos

Technical feasibility of the QuickStix kit" in identifying Phakopsora
pachyrhizi captured by the spores collector

Mayra Suemy Ishikawa'*, Seiji Igarashi’, Inés Cristina de Batista Fonseca'

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia do uso do
kit QuickStix™ para a identificagio de esporos de Phakopsora pachyrhi-
2, agente causal da ferrugem asidtica da soja, coletados por meio de
um coletor SIGA. O kit QuickStix ¢é capaz de detectar a presenca
de Phakapsora pachyrhizi nos estigios iniciais da infecgao foliar, deter-
minando a presenca ou auséncia do patégeno na amostra. Ele captura
propagulos de fungos presentes no ar, que sao identificados ou quan-
tificados por varredura de laminas em microscépio dptico comum.
Foram testados diferentes ntimeros de esporos com 4, 8 e 12 gotas
da solugio extratora. Para os resultados positivos, foram avaliados a
intensidade da linha de teste e o tempo para sua ocorréncia. O kir foi
capaz de detectar pequenas quantidades de esporos, sendo que a pro-
porgao de resultados positivos foi diretamente proporcional ao nime-
ro de esporos e inversamente proporcional ao total de gotas. A por¢io
adequada de gotas da solugio extratora foi de quatro, pois apresentou
mais resultados positivos para todas as classes dos niimeros de esporos.
Nao foi possivel observar uma diferenca entre o tempo para a ocorrén-
cia dos resultados positivos aos diferentes tratamentos. A intensidade
da linha de teste foi superior para as classes com mais esporos.

PALAVRAS-CHAVE: ferrugem asidtica da soja; Glycine max.;

manejo; armadilha de esporos.

ABSTRACT: The aim of this study was to test the efficiency
of QuickStix™ kit use for identification of Phakopsora pachyrhizi
spores, which are the causal agents of Asian soybean rust, collected
by “SIGA” spores collector. This kit is capable of detecting the
presence of Phakopsora pachyrhizi in the early stages of leaf infection
by determining the presence or absence of pathogen in the sample.
It captures propagules of fungi present in the air that are identified
or quantified by scanning blades in ordinary optical microscope.
Different numbers of spores were tested with 4, 8 and 12 drops
of extraction solution. For positive results, intensity of the test
line and time for its occurrence were evaluated. The kit was able
to detect small amounts of spores and the proportion of positive
results was directly proportional to the number of spores and
inversely proportional to the amount of drops. The proper portion
of drops of extraction solution was four, as it showed more positive
results for all classes of numbers of spores. No difference was found
between the time to occurrence of positive results for the different
treatments. The intensity of the test line was higher for classes with
larger numbers of spores.
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INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merril] é uma espécie origindria
da Asia, local em que vem sendo cultivada hd centenas de
anos. Gragas as suas caracteristicas nutritivas e industriais
e adaptabilidade a diferentes latitudes, solos e condicdes
climdticas, teve seu cultivo expandido por todo o mundo,
sendo considerada uma das principais plantas produzidas
e a mais importante cultura de grios do Brasil (MEDICE
et al., 2007).

Um dos fatores que afetam a produtividade da cultura ¢
a ocorréncia de doencas. Aproximadamente 40 enfermidades
causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus j4 foram
identificadas no Brasil, e esse nimero continua aumentando
com a expansio da soja para novas 4reas e como consequén-
cia da monocultura (EmBRraPA, 2010). Dentre tais doencas,
a importincia da ferrugem asidtica, causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi Sydow., pode ser avaliada pela sua rd-
pida expansio e pelo montante de perdas que tem causado
(YORINORI et al., 2004).

No Brasil, a ferrugem asidtica foi identificada pela
primeira vez no final da safra 2000/2001 e, na seguinte
(2001/2002), o patdgeno encontrava-se disseminado pelas
principais regides produtoras de soja do Brasil, causando da-
nos na ordem de 112.000 ¢, equivalentes a US$ 24,70 mi-
lhoes. As perdas de rendimento variaram de 30 a 75%
(YORINORI et al., 2002).

Os sintomas iniciais da doenga consistem em peque-
nas lesoes foliares, de coloragao castanha a marrom-escura,
que interferem no processo de fotossintese das plantas.
Na face inferior da folha, podem-se observar soros uredi-
niais liberando os urediniésporos. As lesdes tendem para
o formato angular com 2 a 5 mm de didmetro e, embo-
ra nao seja comum, podem ocorrer nos peciolos, vagens
e caules (SiNcLAIR; HARTMAN, 1999). Plantas severamente
infectadas apresentam desfolha precoce, comprometendo
a formagio e o peso final dos graos (YanG er al., 1991).
Em cultivares suscetiveis e com alta incidéncia da doenga,
as lesoes de ferrugem asidtica podem causar crestamento
foliar, assemelhando-se aquela de Cercospora (Siva, 2007).
Para reduzir o risco de danos a cultura, as estratégias de ma-
nejo recomendadas para essa doenca sao: utiliza¢ao de cul-
tivares de ciclo precoce e semeaduras no inicio da época
recomendada; eliminagio das plantas de soja voluntdrias e
auséncia do cultivo de soja na entressafra por meio do vazio
sanitdrio; monitoramento da lavoura desde o inicio do de-
senvolvimento da cultura; aplicagio de fungicidas no apa-
recimento dos sintomas ou preventivamente ¢ uso de culti-
vares resistentes, quando disponiveis (EMBRaAPA, 2010).

Para SaNTOS et al. (2007), dentre os métodos de con-
trole, o tnico disponivel, no momento, é o quimico, por
meio de fungicidas. SoARes er al. (2004) também citaram
o controle quimico como o principal método de controle

quando a doenga jd estd presente na lavoura. Para que esta
abordagem apresente sua mdxima eficiéncia, deve ser aplica-
da de forma preventiva ou logo que ocorram os primeiros
sintomas. Portanto, para determinagio do momento ideal 2
aplicagao do fungicida, devem-se realizar inspe¢oes periddicas
na lavoura.A ferrugem asidtica apresenta desenvolvimento rd-
pido, sendo que a detecgao dos sintomas nos estddios iniciais
¢ dificil, tornando-se possivel apenas com o auxilio de lupa
ou do apoio de um laboratério para diagnéstico de doencas.
Informacoes da pesquisa indicam que a ferrugem da soja s6 é
detectada, a olho nu, a partir de uma severidade de 5%, sendo
este nivel muito elevado e arriscado para se iniciar o controle
quimico (AzEVEDO et al., 2004). Coletores ou armadilhas de
esporos podem auxiliar o monitoramento do patégeno, de-
tectando a presenca de propdgulos do fungo no ar, via pela
qual sao disseminados a longas distAncias, antes da efetiva in-
fecgdo das plantas. Atualmente, hd uma variagao significativa
nos tipos de armadilhas de esporos e nos métodos usados para
capturar e identificd-los (Jackson; Baviiss, 2011).

Visando 4 agilidade, praticidade e confiabilidade na
identificacdo da ferrugem asidtica da soja em lavouras comer-
ciais, a empresa Envirologix desenvolveu, por meio de técni-
cas imunoldgicas, o kit QuickStix™ processo que detecta a
presenca de P pachyrhizi em folhas de soja, complementando
as inspegoes visuais por meio de lupas.

Tal instrumento ¢ capaz de localizar a presenca do paté-
geno nos estdgios iniciais da infec¢ao, que vao desde as lesoes
cloréticas (antes da formagio de pustulas) até o desenvol-
vimento de pustulas imaturas. Isto é possivel porque o kir
detecta antigenos presentes nos uredinidsporos, teliésporos e
micélio de 2 pachyrhizi (EnvirRoLOGIXK, 2008). Outras van-
tagens do teste sdo a simplicidade, normalmente exigindo
pouca ou nenhuma preparacio de amostra ou reagente, ¢ o
tempo, levando poucos minutos para obter o resultado (cer-
ca de 10 minutos).

Este trabalho teve por objetivo testar a viabilidade do uso
do kit QuickStix™ na identificacio dos esporos de P pachyrhizi
coletados via coletor SIGA, visando a substituigio do método
tradicional de varredura ao microscépio 6ptico.

MATERIAL E METODOS

Os testes foram realizados no Laboratério de Fitopatologia do
Centro de Ciéncias Agrérias, Departamento de Agronomia
da Universidade Estadual de Londrina (UEL), no municipio
de Londrina, Paran4.

Para a realizacdo do trabalho, os seguintes materiais
foram utilizados: ldmina de microscopia, fita adesiva dupla
face, microscopio 4ptico comum, microscépio estereosco-
pio, coletor de esporos SIGA (IGARrasHI ez al., 2014), estilete,
pinga e kit QuickStix™.
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O coletor de esporos SIGA retém os propdgulos captu-
rados do ar, em fita adesiva de dupla face fixa 2 uma lAmina
de microscopia. A identificagio dos esporos coletados por
estes equipamentos ¢é feita pela varredura das laminas em
microscépio 6ptico, necessitando de mio de obra treinada
para a correta identificagio dos esporos de P pachyrhizi,
tornando-se uma das grandes dificuldades para sua utiliza-
¢a0 no campo.

Para comprovar isso, foram realizados exames em teci-
do foliar apresentando lesdes iniciais de ferrugem asidtica,
seguindo-se o protocolo do 4iz. Para comprovar a especifici-
dade do kiz, foram realizados testes com ferrugens de outras
espécies de plantas, como café (causada por Hemileia vasta-
trix Berk & Broome), trigo (por Puccinia triticina Erikss.),
trevo (por Puccinia oxalidis Dietel & Ellis), corda-de-viola
(por Puccinia crassipes Berk. & M.A. Curtis), entre outros,
além daqueles com outras doengas que atacam a cultura de
soja, como mancha parpura e crestamento foliar [(causados
por Cercospora kikuchii (Tak. Matsumoto & Tomoy.) M. W.
Gardner)], mildio da soja [(causado por Peronospora manshu-
rica (Naumov) Syd.)] e oidio [(causado por Erysiphe diffusa
(Cooke & Peck) U. Braun & S. Takam.)].

As primeiras andlises foram realizadas com esporos
removidos da face abaxial de folhas contendo pustulas de
ferrugem. Milhares deles foram colocados no minitubo,
macerados com o pistilo e testados com a tira, a qual con-
tém dois anticorpos em posicoes definidas. Numa delas sao
depositados os primdrios que reagem contra o antigeno, no
caso P pachyrhizi (regido teste); na outra, sio posicionados
os anticorpos secunddrios que contém marcadores (nano-
particulas de ouro) reagentes contra os primdrios, tornando
visivel a reagio (regido controle) (Sacomano, 2014).

O préximo passo foi testar se os esporos aderidos
na fita adesiva de dupla face poderiam apresentar a mes-
ma reacdo. A fita utilizada neste trabalho foi da marca
Adelbras, transparente, composta de filme de polipropi-
leno biorientado, coberto com adesivo a base de 4gua em
ambos os lados. Para realizar o referido exame, o coletor
de esporos foi instalado em casa de vegetagao, previamen-
te semeada com soja, apresentando elevada infecgao de
ferrugem asidtica. As laminas retiradas do coletor foram
analisadas ao microscépio 6ptico para confirmagio da
presenca de esporos. A fita adesiva foi retirada da lamina
e colocada no minitubo (tipo Eppendorf), e a amostra foi
submetida ao teste apds a adi¢io do reagente e maceragao
com o pistilo pléstico.

Os proéximos foram realizados para determinar a quan-
tidade minima de esporos necessdrios para estabelecer a
presenca da ferrugem, pois esses dados sio de fundamental
importincia a fim de validar o uso do kiz com o coletor, uma
vez que, normalmente no inicio da liberagao e do transporte
dos esporos, 0 niimero de esporos ¢ reduzido.

Para tanto, duas tiras de fita adesiva de dupla face de
0,9 cm de largura e 5 cm de comprimento foram colocadas
paralelamente sobre a lAmina que seria acoplada ao coletor.
Cada uma foi subdividida em 4reas de aproximadamente
1 cm? (quadrantes).

Com o intuito de capturar nimero reduzido de espo-
ros, as laminas foram expostas por um curto periodo, apro-
ximadamente de uma hora, e analisadas ao microscépio,
quantificando os esporos em cada quadrante, para assim
testar a solucdo extratora com seus diferentes niimeros ade-
ridos 2 lAmina. Assim, cada um dos quadrantes foi retirado
da lamina com o auxilio de estilete ¢ aderido ao pistilo com
a face contendo os esporos para o exterior. O pistilo foi po-
sicionado no minitubo com 4, 8 ou 12 gotas da solugio ex-
tratora (0,144, 0,293 ¢ 0,441 mL, respectivamente). A fita
adesiva foi friccionada na parede interna do minitubo, com
o objetivo de romper as estruturas do fungo para a libera-
¢ao das proteinas-alvo da reacio. Para os resultados positi-
vos, foram analisados o tempo para ocorréncia da reacio
e a intensidade da coloragio da linha de teste. O periodo
decorrido até ser possivel visualizar o resultado positivo foi
classificado em dois intervalos: até cinco minutos e acima
disso e a intensidade da coloragio da linha de teste foi feita
visualmente, em uma escala de 1 a 3, da mais fraca & mais
forte, respectivamente.

Devido 2 dificuldade de manipulagio da quantidade de
esporos a ser coletada e da obten¢ao de repetigoes do mesmo
nimero, o nimero de esporos foi separado em cinco classes:
Cl (de1a10); C2(de 11 a20); C3 (de21a40); C4 (de4l
a 80) e C5 (acima de 80).

Para cada interagao (classe de ndmero de esporos ver-
sus nimero de gotas da solu¢do extratora), foram realiza-
das 20 repetigdes, a fim de se obter maior confiabilida-
de dos resultados. Os dados de presenca/auséncia (positivo/
negativo), bem como o tempo decorrido para a obtengio
dos resultados positivos, foram submetidos ao teste do qui-
-quadrado para determinar a associagdo entre tratamento
(classe ou niimero de gotas) e resposta (positivo/negativo ou
até 5 minutos/acima de 5 minutos); e os dados de nota para
intensidade da linha de teste para resultados positivos foram
aplicados no teste de Kruskal-Wallis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A especificidade do kir para o fungo P pachyrbizi foi compro-
vada por meio de testes com outros fungos fitopatogénicos
de ocorréncia na cultura da soja, bem como com outras espé-
cies daqueles causadores de ferrugens, os quais apresentaram
resultados negativos, nao sendo possivel visualizar a linha de

teste, somente a de controle.
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Hovos ez al. (s.d.) e DELAFOSSE (2006) comprovaram
também a eficiéncia e a especificidade do 4iz. Os primeiros
autores salientam ainda, como beneficio do diagnéstico pre-
coce, a racionalizacio do momento da primeira aplicacio de
fungicida visando ao controle da ferrugem.

Os primeiros testes com esporos de P pachyrhizi retira-
dos da face abaxial das folhas atestaram a eficdcia do 4it, uma
vez que os resultados foram positivos, e a resposta foi répida
e de facil visualizacio.

Exames prévios com a utilizagao de fita adesiva dupla
face indicaram nao haver interferéncia dela na reacao do kit
a presenca de P pachyrhizi. Assim, os testes posteriores fo-
ram realizados.

De acordo com o teste do qui-quadrado aplicado para
verificar o efeito do niimero de gotas da solugio extratora
em cada classe de nimero de esporos (Tabela 1), houve efei-
to significativo somente nas classes C2, C3 e C4. Paraa C2,
a propor¢io de resultados positivos foi um pouco maior
quando utilizaram-se quatro gotas da solugao. A proporgao
de resultados positivos diminuiu conforme aumentou-se o
nimero de gotas da solucio extratora, sendo a menor pro-
porcio encontrada quando utilizou-se 12. Para C3 e C4,
observa-se superioridade significativa entre as proporgoes
somente de quatro gotas em relagdo a 12, nao sendo pos-
sivel observar diferenca entre quatro e oito gotas, e entre
8 ¢ 12 gotas. Nas demais classes, C1 e C5, nao houve va-
riago significativa, mas o valor p muito préximo 2 signifi-
cancia indica superioridade da maior propor¢io, que seria
utilizando-se quatro gotas. Portanto, as melhores respostas

foram obtidas aplicando-se quatro gotas da solugdo extra-
tora e, mesmo quando nio foi possivel observar efeito do
nimero de gotas utilizadas, recomenda-se o uso de quatro,
devido 2 tendéncia de apresentar mais resultados positivos
e, além, disso, haver economia de solucio.

Na Tabela 2, ao compararmos, dentro de cada niimero
de gotas da solugio extratora, a propor¢io de resultados po-
sitivos das diferentes classes dos niimeros de esporos, os da-
dos indicam que, para as trés quantidades de gotas utilizadas
(4, 8 ¢ 12), a propor¢ao de resultados positivos se eleva con-
forme aumenta-se o niimero de esporos. Quando aplicaram-se
quatro e oito gotas, notou-se diferenca significativa somente
entre as classes C1 e C4, e C1 e C5 do ntimero de esporos.
J4 para 12 gotas, observou-se diferenca significativa entre a
classe C2 (que ndo apresentou nenhum resultado positivo)
e as C4 e C5, com maiores propor¢des de positivos. Ainda,
Cl1, C2 e C3 nio diferem entre si, sendo as trés que apre-
sentaram menor propor¢ao de resultados positivos, 15% para
C1, 0% para C2 e 20% para C3. As classes C4 e C5 obtive-
ram maior proporgio de resultados positivos, porém a C4, que
apresentou 60% de positivos, nio diferiu da C3, com 20%.

A utilizacdao de quatro gotas obteve maior proporcio
de resultados positivos, variando entre 45 e 95%, enquanto
que, para 8 e 12 gotas, as variagoes foram de 20 a 80% e 0
a 65%, respectivamente. As classes C4 ¢ C5 em combina-
¢do com quatro gotas da solucdo extratora apresentaram as
maiores proporcoes de resultados positivos, com um inter-
valo de confianca de 75,1 a 99,9%; isso significa que, com
95% de confianca, 75,1 a 99,9% das amostras compostas

Tabela 1. Comparacdo entre a proporcao de resultados positivos para o nimero de gotas da solugdo extratora utilizadas dentro de

cada classe de numero de esporos.

Esporos Gotas Positivos (n=20) % positivos X2 Valor p
4 9 45
c1m 8 4 20 5,2841 0,0712
12 3 15
4 17 85 A@
c2 8 8 40B 29,76 < 0,0001
12 o ocC
4 15 75 A
C3 8 8 40 AB 12,5253 0,0019
12 4 20B
4 19 95 A
c4 8 15 75 AB 6,8944 0,0318
12 12 60B
4 19 95
C5 8 16 80 5,625 0,0601
12 13 65

(MC1: 1 a10esporos; C2: 11 a 20 esporos; C3: 21 a 40 esporos; C4: 41 a 80 esporos; C5: acima de 80 esporos. ?Valores seguidos de mesma
letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste do x2 a 5% de significancia.
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por mais de 40 esporos e quatro gotas da solugio extratora
serao positivas.

Ao submeter diferentes concentragoes de esporos de
P, pachyrhizi aos anticorpos do teste de fluxo lateral, Hovos
et al. (20s.d.) notaram um bom nivel de detec¢io entre 500
a 1.000 esporos/mL. J& no presente estudo, em que 12, 8
e 4 gotas da solugio tampio de extragio correspondem a
0,441, 0,293 ¢ 0,144 mL, respectivamente, as maiores con-
centragoes testadas foram de 284,7 a 555,5 esporos/mL e
acima de 555,5 esporos/mL (classe C4 ¢ C5 de ntimero
de esporos, respectivamente, com utilizagio de quatro gotas);
e as menores foram de 2,3 a 22,3 esporos/mL, corresponden-
tes A classe C1 do nimero de esporos e 12 gotas da solugao
extratora. Esses resultados indicam que o teste pode ser mais
sensivel do que se pensava, pois obteve-se um bom nivel de
detecgao nas maiores concentragoes analisadas, aproximada-
mente metade do intervalo detectado em estudos do autor.

Na avaliagdo do tempo para processar a reacio, 95,7%
dos resultados ocorreram em menos de cinco minutos, com
uma média de 2,85 minutos. As demais conclusées positivas
ocorreram em mais de cinco minutos, em uma média de seis.
Realizando o teste do qui-quadrado sobre esses dados, nao
foi possivel detectar diferengas entre as proporgdes de resul-
tados ocorridos em menos ou mais de cinco minutos, para
o nimero de gotas dentro de cada classe da quantidade de
esporos (Tabela 3). Para a C3, o valor p nao foi significativo,
mas ficou muito préximo da significAncia, indicando uma

superior propor¢io de resultados positivos ocorridos em me-
nos de cinco minutos com quatro e oito gotas da solugio ex-
tratora em relacdo a utilizagio de 12. Ao comparar as classes
do ntimero de esporos dentro daqueles de gotas da solugao
extratora, também nio foi possivel notar diferencas signifi-
cativas, apesar do valor p ter sido significativo para 12 gotas
(Tabela 4). Nesta situacio, o valor p indica superioridade da
proporgoes de resultados ocorridos em até 5 minutos das
classes C4 e C5.A partir de tais dados, recomenda-se a in-
terpretagao dos resultados apds, pelo menos, seis minutos da
submissdo da amostra ao teste, devido a este ser o maior tem-
po observado para a ocorréncia da reagio positiva.

Para os resultados positivos também foi avaliada a inten-
sidade da linha de teste observada, de acordo com uma escala
de trés intensidades de coloragdo. A partir dos resultados,
comparando os postos médios dos nimeros de gotas den-
tro de cada classe de niimero de esporos (Tabela 5), nota-se
diferenca significativa somente para a classe C4, quando o
posto médio para quatro gotas foi superior aos médios para
8 ¢ 12 gotas, que nao diferiram entre si. Esse resultado mos-
tra que, em C4, utilizando-se quatro gotas, observa-se maior
intensidade da coloragio da linha de teste, o que nio foi pos-
sivel para as outras classes de niimero de esporos.

J& quando se comparam as classes de ndmeros dos es-
poros dentro de cada nimero de gotas da solugio extratora
(Tabela 6), foram vistas diferencas significativas para ambas as
quantidades de gotas utilizadas. Ao aplicarem-se quatro gotas,

Tabela 2. Intervalo de confianca para a comparacdo entre a proporcdo de resultados positivos as classes de numero de esporos

dentro de cada quantidade de gotas.

Gotas Esporos Pos_itivos % de positivos o Rl e Valor p
(n=20) Inferior (%)  Superior (%)
Ci@ 9 45 B®@ 23,10 68,50
c2 17 85 AB 62,10 96,80
4 C3 15 75 AB 50,90 91,30 20,74 0,0004
C4 19 95A 75,10 99,90
C5 19 95A 75,10 99,90
C1 4 20B 5,70 43,70
c2 8 40 AB 19,10 63,90
8 C3 8 40 AB 19,10 63,90 20,97 0,0003
c4 15 75 A 50,90 91,30
C5 16 80 A 56,30 94,30
C1 3 15C 3,20 37,90
c2 0 ocC
12 C3 4 20BC 5,70 43,70 30,61 <0,0001
Cc4 12 60 AB 36,10 80,90
C5 13 65A 40,8 84,6

MC1: 1 a 10 esporos; C2: 11 a 20 esporos; C3: 21 a 40 esporos; C4: 41 a 80 esporos; C5: acima de 80 esporos.® Valores sequidos de mesma
letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste do %2 a 5% de significancia.
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os postos médios progrediram 4 medida que aumentava-se o
numero de esporos. As classes C4 e C5, com maior quanti-
dade, apresentaram maior posto médio e nio diferiram entre
si, sendo possivel observar maior intensidade da coloragao da

linha de teste. Por outro lado, a classe C4 nao diferiu da C3,
que nio diferiu da C2 e C1.Com a utilizacio de oito gotas, a
C5 novamente apresentou maior posto médio, mas nio teve
variacio da classe C2. C1, C2, C3 e C4 também nio tiveram

Tabela 3. Comparacdo entre as quantidades de gotas da solucdo extratora utilizadas dentro de cada classe de nimero de esporos,
para tempo de ocorréncia dos resultados positivos, pelo teste do qui-quadrado a 5% de significancia.

Esporos Gotas '1?\522‘(’;;5 < 5 minutos® % < 5 minutos x? Valor p
9 8 88,89
Gy @ 8 4 4 100 1,7778 04111
12 3 2 66,67
17 15 88,24
c2 8 8 7 87,5 0,0028 0,9579
12 0] 0] (0]
15 15 100
€3 8 8 8 100 59712 0,0505
12 4 3 75
4 19 18 94,74
c4 8 15 15 100 1,4526 0,4837
12 12 12 100
4 19 19 100
C5 8 16 16 100
12 13 13 100

MC1:1a10esporos; C2: 11 a 20 esporos; C3: 21 a 40 esporos; C4: 41 a 80 esporos; C5: acima de 80 esporos. ® Apresentaram resultado

positivo em até cinco minutos.

Tabela 4. Comparacdo entre as classes de nimero de esporos dentro do nimero de gotas da solugdo extratora utilizada, para o
tempo de ocorréncia dos resultados positivos, pelo teste do qui-quadrado a 5% de significancia.

Gotas Esporos Positivos < 5 minutos® % < 5 minutos X2 Valor p
c1om 9 8 88,89
c2 17 15 88,24

4 C3 15 15 100 4,088 0,3942
c4 19 18 94,74
Cs 19 19 100
C1 4 4 100
c2 8 7 87,5

8 C3 8 8 100 5,4825 0,2413
C4 15 15 100
C5 16 16 100
C1 3 2 66,67
c2 = = =

12 C3 4 3 75 7,8222 0,0498
C4 12 12 100
C5 13 13 100

(MC1: 1 a 10 esporos; C2: 11 a 20 esporos; C3: 21 a 40 esporos; C4: 41 a 80 esporos; C5: acima de 80 esporos. @ Apresentaram resultado

positivo em até cinco minutos.
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diferencas entre si. Com a utilizagio de 12 gotas, a classe C5 com a utiliza¢do de quatro gotas, foi evidente o aumento da
apresentou maior posto médio do que a C4, mas sem varia- intensidade da linha de teste conforme o aumento do na-
¢do das C1, C2 e C3.A partir desses resultados, nota-se que, mero de esporos. Esse fato corrobora com Serra (2011), o

Tabela 5. Comparagdo entre os postos médios das intensidades de linha de teste dos resultados positivos da quantidade de gotas
da solugdo extratora utilizadas dentro de cada classe de numero de esporos.

4 6 3 0 1
c1m 8 4 o (0] 1 0,4346
12 2 1 (0] 1
4 11 6 (0] 1
c2 8 6 1 1 1 0,775
12 (0] 0] 0]
4 9 6 (0] 1
€3 8 7 1 (0] 1 0,0729
12 1 1 2
4 2 1 4 2 33,16 A@
c4 8 12 2 1 1 17,33B <0,0001
12 10 2 (0] 1 15,92 B
4 2 11 6 2
€5 8 3 8 5 2 0,6999
12 3 7 3 2

(MC1: 1 a 10 esporos; C2: 11 a 20 esporos; C3: 21 a 40 esporos; C4: 41 a 80 esporos; C5: acima de 80 esporos. ? Valores sequidos de mesma
letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade.

Tabela 6. Comparacdo dos postos médios das intensidades de linha de teste dos resultados positivos, para as classes de nimero
de esporos dentro de cada quantidade de gotas da solugdo extratora utilizada.

cj 6 3 (0} 1 27C®
c2 11 6 0 1 27,68 C
4 €3 9 (0} 1 29,3 BC <0,0001
c4 2 13 4 2 51,53 AB
C5 2 11 6 2 54,1 A
C1 4 o o 1 16,5B
c2 6 1 1 1 23,19 AB
8 ©3 7 1 (0} 1 19,25B 0,0007
c4 12 2 1 1 21,53B
C5 3 8 5 2 37,34 A
C1 2 1 0] 1 13,17 AB
c2 o o} (0} = =
12 C3 1 2 1 2 21 AB 0,0132
Cc4 10 2 (0} 1 10,83 B
G5 3 7 3 2 21,12A

(C1: 1 a 10 esporos; C2: 11 a 20 esporos; C3: 21 a 40 esporos; C4: 41 a 80 esporos; C5: acima de 80 esporos. ? Valores sequidos de mesma
letra na coluna ndo diferem significativamente entre si, pelo teste Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade.
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qual afirmou que, apesar de o dispositivo de fluxo lateral ser Quanto 2 intensidade da coloragio da linha de teste,
um teste qualitativo, ¢ possivel medir a intensidade da linha apesar das oscilagoes observadas para 8 e 12 gotas, podemos
de teste para determinar a quantidade do alvo na amostra. considerar que ela aumenta conforme o niimero de esporos
Porém, com a utilizagao de oito gotas ou mais, essa progressao se eleva, pois, uma vez que recomendado o uso de quatro
nio fica clara, e hd oscilacio da intensidade da coloragio da gotas, para esta situagio este fato é evidente.

linha de teste com relagio ao aumento do nimero de espo- No entanto, apesar de considerado vidvel para a identifi-
ros. Os ensaios confirmam a viabilidade técnica do uso do cagio de esporos P pachyrhizi capturados via coletor de espo-
kit QuickStix™ para identificacio dos esporos de 2 pachyrbizi ros, segundo DELAFOSSE (2006), o kit ndo foi desenvolvido
coletados via coletor de esporos. Para tanto, recomenda-se a para substituir outros métodos convencionais de monitora-
utilizacio de quatro gotas da solu¢ao extratora, a qual foi su- mento, sendo uma ferramenta adicional e complementar ao
perior em relagio as propor¢oes de resultados positivos, bem diagnéstico de ferrugem asidtica da soja. Este resultado deve
como tempo para ocorréncia e intensidade da linha de teste ser interpretado no contexto de outras informacoes obtidas
para os resultados positivos. Uma vez que ¢ desconhecido o em campo e laboratério.

nimero de esporos a ser submetido ao teste, todas as classes
de niimero de esporos estudadas responderam melhor ou in-
diferente com a utilizagao dessa quantidade.

Em relagdo ao tempo para a ocorréncia dos resultados AGRADECIMENTOS

positivos, a partir dos dados observados, pode-se admitir

uma redugio dele para interpretacio dos resultados de 10 A autora Mayra S. Ishikawa agradece a Coordenagio de
(indicado no protocolo original do produto) para 7 minutos, Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela
pois 0 maior observado foi de seis minutos. concessao da bolsa de estudos.
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