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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE ESCALA DIAGRAMATICA PARA
A QUANTIFICACAO DA SEVERIDADE DA SECA-DE-PONTEIROS DO
EUCALIPTO.?

Autor: Norton Borges Junior
Orientador: Dr. Roberto Lanna Filho

RESUMO

O género Eucalyptus engloba diversas espécies cultivadas no Brasil e
destaca-se por ocupar uma area plantada de aproximadamente 5,7 milhées de
hectares, com uma produtividade média de 35,7 m3/ha/ano. No entanto, alguns
fatores tém acometido o cultivo da cultura no pais. Dentre estes, as doencas tém
se tornado relevante para o decréscimo da produgédo, bem como o aumento do
seu custo. No estado do Rio Grande do Sul, a seca-de-ponteiros tem se
destacado como uma das principais doencas da eucaliptocultura, podendo levar
a morte das plantas. Causada pela fitobactéria Erwinia psidii, a doenca também
pode manifestar sintomas de cancro e murcha em &rvores. Constatada em 2009,
h& poucos estudos sobre o patossistema E. psidii versus Eucalyptus spp. nas
condi¢gBes brasileiras. A inexisténcia de métodos acurados e precisos para
quantificar a enfermidade torna laboriosa e ardua a pratica de estimar a doenca
no campo, podendo causar erros na estimativa dos sintomas. I1sso impossibilita
aferir com exatidéo a eficiéncia de diferentes medidas de controle, a resisténcia
varietal ou a eficacia de produtos fitossanitarios contra a enfermidade. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi desenvolver uma escala diagramatica para
quantificar a severidade da seca-de-ponteiros em eucalipto. Para a elaboracéo
da escala, imagens de 80 plantas infectadas foram obtidas com diferentes niveis
de severidade da doenga. Em seguida, a severidade real para cada imagem foi
determinada pelo programa QUANT®. A partir da frequéncia dos valores de
severidade nas plantas amostradas, foram estabelecidos o0s niveis
intermediarios da doenca para compor a escala diagramatica. Foram
confeccionados 8 diagramas para compor a escala, com os seguintes valores de
severidade: 1, 3, 5, 10, 15, 30, 50 e 100%. A escala diagramatica desenvolvida
melhorou a precisdo dos avaliadores, produzindo menor variacdo nas
estimativas da severidade da doenca, e melhoraram a reprodutibilidade e a
confiabilidade entre as estimativas de severidade, apresentando pequena
variacdo entre os diferentes avaliadores. O emprego dessa escala contribuira
para o desenvolvimento de variedades com resisténcia a doenca, além de
auxiliar na comprovacao da efetividade de medidas de controle adotadas.

1Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (48f.) Agosto, 2019.



DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A STANDARD AREA DIAGRAM SET
FOR SEVERITY ASSESSMENT OF DIE-BACK IN EUCALYPTUS.!

Author: Norton Borges Junior
Adviser: Dr. Roberto Lanna Filho

ABSTRACT

The Eucalyptus genus includes several species cultivated in Brazil and stands
out for occupying a planted area about 5.7 million hectares, with an average
productivity of 35.7 m3/hal/year. However, some factors have affected this crop
cultivation in the country. Diseases have become relevant for the decrease of
production, as well as the increase of its cost. In the state of Rio Grande do Sul,
die-back has been highlighted as one of the main diseases of the eucalyptus
culture, which can lead to plant death. This disease is caused by the
phytobacterium Erwinia psidii, and can also manifest symptoms of chancre and
wilt in trees. It was documented in 2009 in this crop, therefore there are few
studies on the pathosystem E. psidii versus Eucalyptus spp. under Brazilian
conditions. The lack of accurate and precise methods to quantify this disease in
the field makes the practice of estimating it laborious and may cause estimation
errors of symptoms. This makes it impossible to accurately measure the
effectiveness of different control methods, varietal resistance or the effectiveness
of phytosanitary products against this disease. In this context, the objective of this
study was to develop a standard area diagram set (SAD) to quantify the severity
of die-back in different eucalyptus clones. To elaborate the SAD, images of 80
infected plants were obtained with different levels of disease severity. Then, the
real disease severity for each image was determined by the QUANT® program.
Intermediate disease levels were established from the frequency of severity
values in the sampled plants to compose the SAD. Eight diagrams were made to
compose the SAD, with the following severity values: 1, 3, 5, 10, 15, 30, 50 and
100%. The developed SAD set improved the accuracy of the raters, producing
less variation in disease severity estimates, and improved reproducibility and
reliability among the severity estimates, showing little variation between different
raters. The adoption of this SAD will contribute to the development of varieties
with resistance to this disease, and it will help to verify the effectiveness of the
control methods used.

IMaster dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (48p.) August, 2019.
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1 INTRODUCAO

O eucalipto € atualmente a cultura florestal mais plantada no Brasil, com
cerca de 5,7 milhdes de hectares e participacdo de 1,1% do Produto Interno
Bruto (PIB). Apresenta a maior produtividade a nivel mundial com incremento
meédio de 35,7 m3 de madeira por hectare ao ano. Também possui a menor
rotacdo do mundo, que equivale ao tempo decorrido entre o plantio e a colheita
das arvores, em torno de 5 anos. Os principais usos da madeira de eucalipto
sdo, respectivamente, para fibras: celulose e papel; madeira: painéis, pisos e
produtos solidos; energia: carvao vegetal para siderirgicas (IBA, 2017). Com a
necessidade da expansao da eucaliptocultura, resultado da diversificacdo da
producdao florestal e aumento da demanda, ataques de patégenos tém sido mais
frequentes, tanto em viveiro quanto pos implantacdo no campo, resultando em
perda de crescimento e, em alguns casos, acarretando a perda de toda a
producao.

Dentre as doencas que acometem a cultura, destacam-se a ferrugem-do-
eucalipto (Austropuccinia psidii G. Winter), a murcha-bacteriana (Ralstonia
solanacearum Smith) e a murcha-de-ceratocystis (Ceratocystis fimbriata Ellis &
Halsted) (Ferreira, 1989; Alfenas, 2006; Alfenas, 2009; Mafia et al., 2011; Zauza
et al., 2014; Fonseca et al., 2016; Beenken, 2017). Nos ultimos anos, a seca-de-

ponteiros causada por Erwinia psidii Rodrigues Neto, Robbs & Yamashiro tem



se destacado como doenga importante para a eucaliptocultura nacional,
causando a seca-de-ponteiros em arvores de eucalipto e, em menor frequéncia,
a mortalidade de plantas (Arriel et al., 2014). Embora reportada em goiabeira em
1982 (Rodrigues Neto et al., 1987), somente em 2011 foram feitas as primeiras
constatacdes da incidéncia de E. psidii em plantios comerciais de eucalipto
(Coutinho et al., 2011). Como a enfermidade foi reportada ha poucos anos, ainda
nao se tem informacdes consistentes da epidemiologia da doenca ou fatores que
podem interferir na patogénese da fitobactéria. Estudos conduzidos pela
empresa CMPC (Compafiia Manufacturera de Papeles y Cartones) reportam
uma reducdo de até 24% no crescimento das arvores, e uma incidéncia do
patégeno em até 95% das plantas avaliadas. Notadamente, faz-se necesséria a
investigacdo de métodos de controle para minorar os danos causados pela
doenca. Para isso, métodos para quantificacdo da seca-de-ponteiros devem ser
desenvolvidos para avaliar com acuracia e precisdo qual a melhor estratégia de
controle do patdgeno.

A intensidade da doenca pode ser expressa como incidéncia (ou
frequéncia) e severidade. Incidéncia é a porcentagem de plantas ou partes de
plantas doentes na amostra (ou populacdo), independentemente da sua
severidade individual. Severidade da doenca € a porcentagem do tecido ou
orgao hospedeiro relevante coberto por sintomas (ou lesdes) da doenca (Kranz,
1988). A determinacado da incidéncia e da severidade sdo fundamentais para o
manejo integrado da doengca. O emprego de escalas diagraméticas para a
quantificacdo de doencas tem sido adotado com grande sucesso para diferentes
culturas, sendo esse o método mais utilizado para avaliar a severidade em

muitos patossistemas (Alfenas et al., 2009). As escalas diagramaticas séo



3
utilizadas para a orientacdo da estimativa visual da severidade da doenca,
tornando a avaliacdo mais precisa e acurada quando comparada a area
amostrada com a representacdo diagramatica. Além disso, sédo mais faceis de
serem utilizadas por representarem 0s sintomas tipicos das doencas em
diferentes intensidades (Vale, 2004). Para a seca-de-ponteiros, ndo existe uma
escala diagramatica para ser empregada na avaliagdo de medidas de controle,
na estimativa da perda de producéo e na selecdo de materiais genéticos mais
resistentes a doenca. Atualmente, a estimativa da severidade da doenca baseia-
se na observacao visual, método mais comum para a quantificacdo de doencas
(Bock et al., 2010), sem o uso de recursos acurados, precisos e reproduziveis.
Isso torna subjetiva a avaliacdo, podendo acarretar em VAarios erros na
mensuracao da severidade, que podem ser minimizados com o emprego de
ferramentas padronizadas (Bock et al., 2016).

Neste contexto, o desenvolvimento de uma escala diagramatica poderia
trazer avangos importantes na investigagdo do comportamento da doenca nos
principais genoétipos comerciais cultivados no Brasil. Atualmente, ndo existe um
controle satisfatério da fitobactéria por ndo haver uma compreensao do
comportamento do patégeno e da doenca sobre a cultura. O uso de um método
que de forma rapida possibilite aferir com precisdo e acuracia a doencga, causaria
impactos importantes na selecéo de estratégias de manejo mais eficientes contra
0 patégeno. Notadamente, isto traria reducdo ou eliminacdo de dispéndio de
recursos por produtores e empresas no combate a seca-de-ponteiros. Dessa
forma, esse estudo teve como objetivo geral desenvolver uma escala

diagramatica para a quantificacdo da severidade da seca-de-ponteiros do
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eucalipto e, como objetivos especificos, validar a precisdo, acuracia e a

reprodutibilidade da escala desenvolvida.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Eucaliptocultura

O plantio do eucalipto vem aumentando significativamente no Brasil, com
crescimento em 12% da area plantada nos ultimos 5 anos, devido a sua
excelente adaptacdo as condicdes de clima e de solo aqui existentes. O setor de
arvores plantadas é responsavel por 1,1% de toda riqueza gerada no pais e 6,2%
do PIB (Produto Interno Bruto) industrial. Os plantios estdo localizados,
principalmente, em Minas Gerais (24%), S&o Paulo (17%), Mato Grosso do Sul
(15%), Bahia (11%) e Rio Grande do Sul (6%), o que representa 72,3% das
plantacbes florestais brasileiras. O setor energético, de celulose e papel,
moveleiro e da construcédo civil sdo os principais usuarios da madeira produzida
pelo eucalipto, de acordo com o Relatério da Associacao da Industria Brasileira

de Arvores (IBA, 2017).

2.2 Erwinia psidii

Erwinia psidii Rodrigues Neto, Robbs & Yamashiro € uma bactéria
fitopatogénica pertencente a familia Enterobacteriaceae, apresentando flagelos
peritriquios e uma coloracédo esbranquicada sobre meio de cultura (Rodrigues
Neto et al., 1987). A fitobactéria produz os compostos N-hexanoyl (C6-AHL) e N-

heptanoyl-homoserine lactone (C7-AHL) envolvidos no processo de sinalizagao via
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fendbmeno de quorum sensing (Pomini et al., 2005), que atua na comunicagao
célula-célula para desencadear processos responsaveis pela patogénese,
sobrevivéncia e interacdo com o hospedeiro (Barnard et al., 2007). A fitobactéria
foi descrita pela primeira vez causando sintomas de seca-dos-ponteiros em
goiabeiras (Psidium guajava L.), nos municipios de Valinhos e
Pindamonhangaba, no estado de Sao Paulo, Brasil (Rodrigues Neto et al., 1987).
Posteriormente, a doenca foi relatada em outros estados e no Distrito Federal
(Uesugi et al.,, 2001). Atualmente, a E. psidii € um dos patégenos mais
importantes da cultura, acometendo plantas em pomares do Brasil Central
(Teixeira et al., 2009).

Até recentemente, o patégeno era somente reportado causando
enfermidades em goiabeiras. No entanto, nos ultimos anos, a fitobactéria foi
identificada como agente causal da seca-de-ponteiros em Eucalyptus spp. no
Uruguai e na Argentina (Coutinho et al., 2011). No Brasil, a doenca em eucalipto
foi primeiramente constatada em Lencois Paulista, Sdo Paulo, em 2009, e
posteriormente em Guaiba e Rosario do Sul, no Rio Grande do Sul, em plantios
clonais dos hibridos de E. urophylla x E. grandis, E. saligna e, em plantios
seminais de E. grandis e E. dunnii (Arriel et al., 2014).

Um dos primeiros sintomas da doenca se apresenta como lesbes
necréticas em folhas recém-formadas que, ao microscépio, apresenta
exsudacgao bacteriana. Em ramos novos, em secdes do caule infectado ou no
sistema radicular, é possivel observar a descoloracéo dos vasos xilematicos e o
extravasamento de pus (Arriel et al., 2014). Geralmente as folhas apresentam

necrose proxima a nervura central, com coloracdes que variam de avermelhada
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a purpura. Outro sintoma tipico é a morte-dos-ponteiros, o que resulta na perda
da dominancia apical e inducdo de brotacdes laterais, atrasando o crescimento
da planta (Coutinho et al. 2011). A doenca é mais severa em plantas nos
primeiros dois anos de idade, particularmente em tecidos jovens e em expansao
(Coutinho et al., 2011). Além de incitar seca-dos-ponteiros, a E. psidii pode
causar murcha em plantas de eucalipto culminando na morte destas no campo
a partir dos trés meses apos o plantio (Arriel et al., 2014). Nesse caso, € comum
observar amarelecimento das folhas e desfolha do &pice para a base. A partir de
secdes transversais do caule, observa-se escurecimento dos tecidos internos do
lenho resultante da infeccdo e, ap6s alguns minutos de realizacdo do corte,
eventualmente, pode-se observar exsudacdo bacteriana. No Brasil, esta
enfermidade tem sido frequentemente observada nos estados do Rio Grande do
Sul, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo, nos quais as populacées do patégeno
apresentam baixa diversidade genética, porém, ocorrem diferencas na
agressividade ou velocidade no aparecimento dos sintomas da doenca entre os

isolados de cada estado (Montoya et al., 2019).

2.3 Escalas diagramaticas

A quantificacdo de doencas de plantas, ou fitopatometria, é de
fundamental importancia no estudo e na andlise de epidemias, possibilitando
compreender o desenvolvimento do patdégeno e implementar estratégias de
manejo (Amorim, 1995). O principal objetivo é obter dados quantitativos sobre a
ocorréncia e o desenvolvimento das doencas, para avaliar a importancia relativa
de diferentes enfermidades. Um bom método de quantificacdo de doenca deve

fornecer resultados acurados, precisos e reproduziveis (Campbell & Madden,
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1990; Nutter et al.,, 1991; Vale, 2004). Acuracia diz respeito ao grau de
proximidade entre a estimativa e a quantidade real da doenca, enquanto precisao
esta relacionado a confiabilidade e, ou, repetibilidade dos valores associados a
amostra com a menor variagcao possivel entre si; por ultimo, a reprodutibilidade,
que trata da auséncia de variacdo nas estimativas quando a mesma amostra €
avaliada por diferentes avaliadores (Campbell & Madden, 1990; Vale, 2004).

As determinacdes de incidéncia e severidade s&o fundamentais na
quantificacdo de uma doenca, enquanto a incidéncia trata do nimero de plantas
doentes em relacao ao total de plantas, a severidade expressa a quantidade de
tecido lesionado pela doenca em porcentagem (Vale, 2004). A severidade pode
ser estimada por meio de escalas diagraméticas, chaves descritivas,
sensoriamento remoto (Bergamin Filho & Amorim, 1996), utilizando-se imagens
digitalizadas e softwares especiais (Valle et al., 2003). Nas escalas descritivas,
ou também denominadas escalas de notas, utilizam-se classes arbitrarias para
determinar a quantidade de doenca. Assim, cada classe ou nota da escala
representa um nivel da enfermidade que pode ser representado em
porcentagem, graus de resisténcia ou suscetibilidade. Estas, embora simples,
sdo bastante utilizadas principalmente para avaliar resisténcia de plantas a
doencas. Algumas sdo bastante imprecisas, sobretudo quando empregam niveis
qualitativos (leve, moderado, alto) cujos significados sdo subjetivos devendo ser
evitados pois possuem pouca reprodutibilidade (Vale, 2004; Alfenas et al., 2009).

Dentre os métodos utilizados na quantificacdo da severidade de doencas,
destaca-se 0 uso de escalas diagramaticas, desenvolvidas para padronizar as
avaliacdes e eliminar a subjetividade dos avaliadores (Nutter Junior & Schultz,

1995; Bock et al., 2010). Com o advento das facilidades computacionais, 0
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desenvolvimento de escalas diagraméticas tornou-se mais facil, aumentando-
lhes a acurdcia e precisdo (Vale, 2004). As escalas diagraméticas consistem em
um conjunto de ilustracées de uma planta doente ou 6rgéos da planta (folhas,
caule, frutas, outros), exibindo um nivel incremental de severidade. Como o0s
niveis reais de severidade representados em uma escala diagramética séo
determinados por analise digital de imagens, o uso da escala leva a uma melhor
precisdo e confiabilidade dos avaliadores nas estimativas de severidade de
doencas (Bock et al., 2010; Bock et al., 2016).

O uso de escalas diagramaticas permite ao avaliador situar sua estimativa
num intervalo menor, compreendido entre dois dos niveis representados por
seus diagramas (Amorim, 1995). Dessa forma, as escalas contribuem para a
redugéo do erro na estimativa visual da severidade de doencgas. Portanto, s&o
cruciais para 0 sucesso no manejo integrado de doencas, sendo ferramentas
valiosas para a epidemiologia e o controle de doencas de plantas (Buffara et al.,
2014). As escalas devem ser simples, aplicaveis em diferentes condi¢des e ter
intervalos suficientes para representar os diferentes niveis de severidade de uma
determinada doenca. Na elaboracdo de uma escala diagramatica, os niveis
minimo e maximo de severidade da doenca observados no campo devem ser
representados na escala, bem como os sintomas tipicos da enfermidade
retratados mais préoximos possiveis da realidade (Campbell & Madden, 1990).
Dessa forma, a validacdo da escala diagramética é fundamental para determinar
se a obtencdo da estimativa de severidade da doenca respeita os critérios da
acuracia, precisao e reprodutibilidade (Nutter et al., 1991).

Escalas diagraméticas e descritivas tém sido desenvolvidas para a

quantificacdo da severidade de doencas em eucalipto. Dentre elas, destacam-
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se a escala diagramatica de severidade da mancha foliar causada por
Quambalaria eucalypti (Andrade et al., 2005), a escala de notas para avaliacéo
da resisténcia a ferrugem do eucalipto (Junghans et al., 2003), muito empregada
em programas de melhoramento genético para avaliacdo de clones resistentes
e suscetiveis a doenca, a escala diagramatica para quantificacdo da severidade
de manchas em folhas de Eucalyptus globulus causadas por Teratosphaeria
nubilosa (Passador et al., 2013), a escala diagramatica para a quantificacdo da
severidade da mancha de Cylindrocladium em eucalipto (Damasceno et al.,
2014), e a escala diagramética para avaliar a severidade do oidio em eucalipto
(Valeriano et al., 2015).

Embora muitas escalas foram propostas para avaliar a severidade das
doencas em eucalipto, até o presente momento ndo existe uma escala
diagramética que possa ser utilizada para a quantificacdo da seca-de-ponteiros.
O que impossibilita precisar o dano real causado pela enfermidade as plantas,
em programas para o desenvolvimento de genoétipos com resisténcia a doenca,
ou, para a escolha da melhor medida de controle usada pelos produtores.
Atualmente, a estimativa da severidade da doenca se baseia na observacéo
visual sem o uso de métodos acurados, precisos e reproduziveis, 0 que torna
subjetiva a avaliacdo, podendo acarretar em erros na mensuracdo da

severidade.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Elaboracédo da escala diagraméatica para a seca-de-ponteiros

As imagens das arvores com incidéncia da seca-de-ponteiros foram
obtidas no Horto Florestal Cerro, uma area de reflorestamento com 202 hectares,
dentro de um talh&o de 4 hectares com um ano de idade, localizado no municipio
de Eldorado do Sul, estado do Rio Grande do Sul, Brasil (Figura 1). A
confirmacédo do diagnostico da doenca foi realizada por meio de identificacdo
molecular realizada no Laboratorio de Patologia Florestal da Universidade
Federal de Vigosa, conforme estudo anterior de Arriel et al. (2014). Para a
quantificacdo dos niveis de severidade, 80 imagens foram obtidas de plantas de
um clone de Eucalyptus urophylla x (E. camaldulensis x E. grandis), sendo
escolhido este material genético por ser suscetivel a doenca e apresentar os
niveis minimos e maximos de severidade. As imagens das plantas foram obtidas
a 4 metros de distancia sob fundo branco com camera digital Canon® SX50 com

padrao de resolucao de 300 dpi.
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FIGURA 1. Horto Florestal Cerro, talhdo 4A, Eldorado do Sul/RS, Coordenadas:
-30.11852, -51.52137, local de obten¢do das 80 imagens das plantas com
incidéncia da seca-de-ponteiros do eucalipto.

As imagens digitalizadas foram transferidas para um microcomputador e
processadas no programa CorelDRAW® versdo 2017, no qual toda a area
necrosada de folhas e ramos, constituindo o tecido doente, recebeu a cor ouro
(R:204, G:153, B:51) e os ramos finos e folhas novas, constituindo o tecido sadio,
receberam a cor verde (R:0, G:255, B:0). O caule e os ramos maiores do que 6
mm, menos afetada pela doenca, receberam a cor marrom (R:255, G:0, B:0).
Estes ajustes na tipificacdo das cores foram necessarios pela falta de nitidez
entre tecido saudavel e tecido doente, principalmente nos tecidos jovens e tenros
da planta onde a variacdo de coloracéo € intensa. Além disso, por vezes, o
tecido doente assemelha-se ao tecido sadio, muito em decorréncia pela falta de
incidéncia de luz nas imagens. Este aprimoramento da distingdo entre as matizes
de cores dos tecidos sadios e infectados proporciona medi¢cées mais precisas da

severidade da doenca (Bock et al., 2009).
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FIGURA 2. Imagem de um clone de Eucalyptus urophylla x (E. camaldulensis x
E. grandis), com um ano de idade apresentando seca-de-ponteiros causada

por Erwinia psidii.

As imagens ajustadas foram calibradas no programa QUANT® (Vale et al.,
2003), através do objeto de referéncia de 20 cm para a calibragdo do seu
tamanho no Quant. Posteriormente, foram amostradas as coordenadas das
variaveis RGB (do inglés red, green, blue) dos pixels (Tabela 1) dos tecidos
sadios e doentes, fundo da imagem, caule e ramos maiores que 6 mm. Para
encontrar a melhor funcdo que discrimina o conjunto de variaveis
supramencionadas, foi utilizado a analise discriminante no programa MINITAB®
versao 14 (Minitab Inc., State College, PA, USA). Depois de 10 tentativas,

obteve-se a melhor funcéo discriminante que foi utilizada no programa QUANT®
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para a determinacao automéatica da severidade real da doenc¢a nas 80 imagens,

baseado na proporc¢ao de tecido vegetal afetado.

FIGURA 3. A: imagem de um clone de Eucalyptus urophylla x (E. camaldulensis x
E. grandis), com um ano de idade apresentando seca-de-ponteiros causada
por Erwinia psidii. B: a mesma imagem editada no programa CorelDRAW®
e processada no programa Quant, apresentando o tecido sadio (cor verde) e
o tecido doente (cor ouro).

A partir dos niveis minimos e maximos da severidade detectada no dossel
das plantas analisadas, foram estabelecidos os niveis intermediarios da doenca
para compor a escala diagramatica, considerando os valores de severidade da
doenca observados com maior frequéncia. Uma escala diagramatica com niveis
de severidade de 1, 3, 5, 10, 15, 30, 50 e 100% foi proposta neste estudo (Figura
4). ApoOs estabelecidos os niveis de severidade da doengca a serem

representados na escala, foram produzidos 8 diagramas ou desenhos
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caracteristicos de plantas de eucalipto contendo sintomas tipicos da doenca em
diferentes niveis para a escala, de maneira a retratar os sintomas observados no
campo. Os diagramas foram vetorizados no programa Corel Draw 2019®
utilizando um desenho de uma arvore padrdo como base. As lesdes foram
adicionadas manualmente a cada diagrama, com formas e padrbes espaciais
idénticos as condicdes reais, de modo a chegar ao valor da severidade

selecionado.

TABELA 1. Coordenadas das variaveis R, G, B (do inglés red, green, blue) e constantes para o
tecido sadio, tecido doente, fundo e caule empregados para a fun¢do discriminante.

R G B CONSTANTE
SADIO 0,089 0,036 -0,109 -3,058
DOENTE | 0,289 0,034 -0,149 -23,766
FUNDO | -0,125 0,025 0,767 -71,727
CAULE 0,736 -0,010 -0,848 -903,874

3.2 Validacéo da escala diagramatica para a seca-de-ponteiros

Para a validacao da escala, 20 avaliadores com experiéncia no setor de
reflorestamento com eucalipto, estimaram a severidade da doenca a partir das
80 imagens das plantas (Figura 3B), que foram exibidas individualmente em
programa PowerPoint®, em uma sala onde estavam todos os avaliadores
reunidos. A projecao de cada imagem foi realizada em uma tela de 55 polegadas
durante 40 segundos. Os avaliadores estavam dispostos a uma distancia entre
3 a 6 metros da projecao da imagem. O ambiente de avaliacéo foi mantido escuro

durante o processo.

A severidade real foi predeterminada para as 80 imagens, porém, 0s

valores eram desconhecidos pelos avaliadores. Antes do inicio das avaliacdes,
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os 20 avaliadores foram instruidos para reconhecer os sintomas da seca-de-
ponteiros, para atribuir um percentual de severidade de 0 a 100%. O processo
de validagdo da escala foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa, 0s
avaliadores fizeram as estimativas da severidade da doenca a partir das imagens
das 40 plantas com sintomas da doenca, sem a utilizacdo da escala
diagramética. Na segunda etapa, 0s mesmos avaliadores analisaram outras 40
imagens, porém, com a utilizacdo da escala desenvolvida. Em adicéo,
receberam instrucbes para usar a escala ao estimar a severidade para a
porcentagem mais proxima, ou seja, utilizando os valores dos diagramas como

referéncia e realizando-se interpolagcéo para os niveis de severidade da doenca.
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3.3 Analises estatisticas

A reprodutibilidade das estimativas de severidade foi determinada
pelos valores do coeficiente de determinacao (R?) dos diferentes avaliadores
combinados aos pares, com e sem 0 uso da escala desenvolvida (Campbell
& Madden, 1990; Nutter Janior & Schultz, 1995; Nutter Jr. et al., 1993; Correia
et al., 2017). A reprodutibilidade é uma medida que indica a confiabilidade das
estimativas quando ocorre uma pequena variacdo pelos diferentes
avaliadores.

Para a determinacdo da acuracia e precisao foi utilizada a analise de
correlacdo concordante de Lin (Lin, 1989), utilizando o programa SAS 9.0®
(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Para saber se houve ou ndo melhoria na
acuracia, precisdo e reprodutibilidade das estimativas de severidade da
doenca com o uso da escala diagramatica desenvolvida, foi realizada analise
estatistica com as variaveis obtidas para a validacao, através do teste de

equivaléncia (Bardsley & Ngugi, 2012), utilizando o programa SAS 9.0°. Para

cada uma das variaveis (Cp, u, u, r e p) foi calculada a diferenca dos valores

de cada variavel (com - sem escala) para cada avaliador e depois foi usado o
teste de equivaléncia para calcular o intervalo de confianca (IC) a 95% de
probabilidade para cada variavel por “bootstrapping” usando o método do
percentil (Yadav et al., 2012; Correia et al.,, 2017). Se o IC para uma
determinada variavel ndo incluiu o valor zero, indicou que a diferenga foi
significativa (P = 0,05), ou seja, com 0 uso da escala diagramatica houve

melhoria significativa para determinada variavel.
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O coeficiente de correlagdo concordante de Lin (p) avalia o ajuste
relacionado a linha de concordancia, sendo o mais apropriado parametro de

avaliagdo desse tipo de experimento, pois combina medidas de acuracia e

precisdo. O fator de correcao do desvio (Cp) mede o quanto a linha de melhor

ajuste se desvia da linha de 45°, sendo uma medida de desvio ou precisao. O
coeficiente de correlagéo (r) mede a precisdo da linha de melhor ajuste. O
parametro deslocamento de escala (u) mede a diferenca de inclinacao entre
a linha de melhor ajuste e a linha de 45°, enquanto o deslocamento de posi¢céo
(u) mede a diferenca na altura das duas linhas. Para saber se os avaliadores
tenderam a superestimar ou subestimar os valores de severidade sem e com
0 uso da escala diagramaética, foram observados os valores de u da analise
de correlagao concordante de Lin. Se o avaliador apresentou valor de u maior
que 0 (positivo), indicou que o avaliador superestimou a severidade da doenca
e se um avaliador apresentou valor de u menor que 0 (negativo), indicou que

o avaliador subestimou a severidade da doenca (Capucho et al., 2011).



4 RESULTADOS

Conforme observado na Figura 5, a severidade da doenga mais
frequentemente encontrada nas imagens obtidas foi entre 0,5 a 16,5%, o que

corresponde a 69% das arvores amostradas.
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FIGURA 5. Frequéncia dos intervalos de classe da severidade da seca-de-ponteiros

causada por Erwinia psidii em Eucalyptus urophylla x (E. camaldulensis x
E. grandis), obtidas pelo programa Quant®.

Considerando a frequéncia dos valores de severidade nas plantas
amostradas, os diagramas da escala foram mais concentrados até o nivel de
15%, no qual a severidade foi mais frequente, com aproximadamente 70%
dos valores encontrados. De acordo com Bock et al. (2010), nesta faixa a

superestimacdo € geralmente mais comum. Conforme as Figuras 6 e 7,
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baseadas nas analises de regressodes lineares e estatisticas de Lin, percebe-
se que as avaliagdes estavam mais préximas do real quando foi utilizada a

escala diagramatica proposta.
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FIGURA 6. Severidade estimada versus real da seca-de-ponteiros do eucalipto para 20
avaliadores sem o uso da escala diagramética desenvolvida. A linha pontilhada
€ a de concordancia, representando perfeita concordancia entre o valor real e
o0 estimado (inclinagao de 1, intercepto de 0). A precisao é determinada com o
coeficiente de correlacdo concordante de Lin (p), calculado como o produto do
coeficiente de correlacao (r) e o fator de correcdo do desvio (Cp). Cp € uma
func@o do deslocamento da posicdo (u) e do deslocamento de escala (u),
indicando altura e inclinagéo da linha, respectivamente. Os parametros das
estatisticas de Lin estdo mostrados na Tabela 2.
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FIGURA 7. Severidade estimada versus real da seca-de-ponteiros do eucalipto para 20
avaliadores com o uso da escala diagramatica desenvolvida. A linha pontilhada
é a linha de concordancia, representando perfeita concordancia entre o valor
real e o estimado (inclinagdo de 1, intercepto de 0). A precisao é determinada
com o coeficiente de correlagcdo concordante de Lin (p), calculado como o
produto do coeficiente de correlacédo (r) e o fator de correcéo do desvio (Cp). Cp
€ uma fun¢éo do deslocamento da posigdo (u) e do deslocamento de escala
(u), indicando altura e inclinagao da linha, respectivamente. Os parametros das
estatisticas de Lin estdo mostrados na Tabela 2.
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Quando as avaliagdes foram realizadas sem o uso da escala
diagramética, houve uma superestimativa média de 7,2% e uma
subestimativa média de -0,9% em relacdo ao valor real. Com o uso da escala
diagramética, houve uma superestimativa média de 8,6% e uma
subestimativa média de -1,6% (Figura 6). Os valores residuais para avaliagcdes
sem a escala apresentaram amplitude de -8,8% e 70,8%. Quando a escala
diagramética proposta foi empregada, a amplitude dos valores residuais foi de

-13,3% e 53,9%.

80 80
. (a) (b)
. L]
60 60
.. L L .
= LI | * .
= 40 L] - .« " -
© * -
2 », L, . * .
© b - . M . s
© o0 8t v g M $ . »
= " . * 3 - .
w 2‘- i : ] T
*
0 . !: . - L]
* M -
v ! I
*
220 - -20 -
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Severidade real (% area doente)
FIGURA 8. Distribuicdo dos residuos (severidade estimada — severidade real) das

estimativas da seca-de-ponteiros do eucalipto causada por Erwinia psidii
obtidas de 20 avaliadores sem a escala diagramatica (a) e com a escala
diagramética desenvolvida (b).

A validacdo da escala baseada no conjunto de calculos que constituem
as estatisticas de Lin apresentaram os seguintes resultados: verificou-se que
o coeficiente de correlacdo concordante de Lin, parametro que melhor prediz
a precisao das estimativas, mostrou uma melhoria significativa com o valor de
p = 0,84 sem a escala e p = 0,89 com a escala. Da mesma forma, houve

diferenca significativa no coeficiente de correlacdo que passou de r=0,91
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para r = 0,94, respectivamente sem e com a escala. O coeficiente de

correlacdo é outro parametro de precisédo (Tabela 2).

TABELA 2. Parametros e estatisticas da andlise de Lin entre a severidade estimada e real da
seca-de-ponteiros causada por Erwinia psidii em eucalipto, realizadas por 20
avaliadores com e sem a escala diagramatica desenvolvida.

Médias

Estatisticas de Lin Sem a Com a IC 95%¢ de

escala escala diferenga entre
as médias

Deslocamento de escala (v)® 1,19 1,10 -0,163 a -0,013

Mudanca de localizac&o (u)¢ 0,33 0,30 -0,116 a 0,037

Coeficiente de correlagéo (r)¢ 0,91 0,94 0,010 a 0,069

Fator de correcdo do desvio (Cp)¢ 0,92 0,95 -0,003 a 0,056

Coeficiente concordante de Lin (p)" 0,84 0,89 0,006 a 0,106

b Diferenca na inclinacdo das duas linhas (linha ajustada da regressdo com a linha
concordante). Inclinag8es iguais significa valor de u = 1.

¢ Diferenca de altura entre a linha ajustada da regressdo em relagdo a linha concordante.
Alturas iguais significa valor de u = 0.

d Coeficiente de correlacéo entre severidade estimada e severidade real mede a preciséo (r).
e Fator de correcédo do desvio (Cy,) mede o quanto a linha de melhor ajuste se desvia da linha
de 45°. Nenhum desvio da linha 45° ocorre quando (Cp)=1. (C,) € uma medida de acurécia.
fCoeficiente de correlagédo concordante de Lin (p) que combina preciséo e acuracia para medir
a concordancia com os valores reais.

9Intervalos de confianca (ICs). Se os ICs incluem zero, entdo a diferenca néo € significativa
ao nivel de 5%. NUmeros em negrito representam diferengas significativas.

Verificou-se uma melhoria significativa com o uso da escala
diagramética para o deslocamento da escala (u), com valor de v = 1,10 com
aescalae u=1,19 sem a escala, conforme pode ser observado pelo avaliador
2 nas Figuras 6 e 7. O deslocamento de posicdo nao foi significativamente
diferente sem a escala (u = 0,33) e com a escala (u = 0,30), conforme pode
ser observado pelo avaliador 17 nas Figuras 6 e 7. O fator de correcédo do
desvio, que ¢é formado pelos valores de u e v, ndo melhorou
significativamente: C, = 0,92 sem a escala e C, = 0,95 com a escala (Tabela

2).
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A reprodutibilidade da escala foi testada comparando o coeficiente de
determinacao (R?) dos avaliadores aos pares, onde os valores de R2 variaram
de 0,51 a 0,97% com média de 0,81% para as avaliagcbes sem a escala, e de
0,71 a 0,97% com média de 0,89% para as avaliacbes com a escala,
evidenciando uma melhoria significativa na reprodutibilidade com o uso da

escala (Tabela 3).

TABELA 3. Andlise do coeficiente de determinagéo (R?) entre a severidade estimada e a real
da seca-de-ponteiros causada por Erwinia psidii em eucalipto, realizadas por 20
avaliadores combinados aos pares, com e sem a escala diagramatica
desenvolvida.

Média do coeficiente de determinacédo R2 dos avaliadores
combinados aos pares?

Estatistica Média (intervalo de confianca) Diferenca média (erro padréo)
e Intervalo de Confianca da
diferenca
Sem 0,8136 (0,7983 a 0,8280)
escala
Com 0,8895 (0,8818 a 08970) Diferenca média® 0,0759
escala (0,0071); ICs 95% 0,0624 a
0,0898

a Coeficiente de determinacdo médio das estimativas das avaliagbes combinando os
avaliadores aos pares, com intervalos de confianca (ICs) baseados em 2000 amostras.

b Diferenga média entre cada avaliagdo, com erro padrdo em parenteses (valor calculado),
intervalos de confianca (ICs) baseado em 2000 amostras. Se o ICs inclui zero ndo existe
diferenca significativa.

Sem o emprego da escala, 75% das comparacdes pareadas tinham
coeficiente de determinacéo (R2) menor que 0,89, mas com o uso da escala
desenvolvida apenas 43% das comparacdes pareadas tiveram R2 menor que
0,89. Ainda, com o emprego da escala 57% das comparacdes pareadas
tiveram R2 maior que 0,9 e apenas 25% das comparacdes sem a escala

proposta apresentaram R2 maior que 0,9 (Figura 9).
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Sem escala M Com escala
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Valores de R?

Confiabilidade entre as estimativas de severidade da seca-de-ponteiros do
eucalipto causada por Erwinia psidii, analisando o coeficiente de
determinacéo (R2?) dos 20 avaliadores combinados aos pares com e sem 0
uso da escala diagramatica.



5 DISCUSSAO

Este estudo trouxe a primeira escala diagramética elaborada e validada
para a quantificacdo da seca-de-ponteiros do eucalipto, que poderd ser
empregada para estimar a severidade da doenca no patossistema Erwinia
psidii x Eucalyptus spp. Além disso, é a primeira vez que uma escala
diagramética foi elaborada para a quantificacéo da severidade de uma doenca
em plantas inteiras de eucalipto. Outras escalas desenvolvidas para o
eucalipto foram baseadas apenas em doencas foliares (Andrade et al., 2005;
Passador et al., 2013; Damasceno et al., 2014; Valeriano et al., 2015), o que
torna laborioso e moroso a quantificacdo da severidade da doenca em
condicdes de campo.

Os avaliadores tiveram um desempenho razoavel, pois suas
estimativas foram no intervalo de + 20% dos valores reais de severidade, com
e sem o0 uso da escala diagraméatica. Tomerlin & Howell (1988) utilizando o
programa Distrain® para quantificar a severidade de doencas, classificaram
como excelentes avaliadores aqueles cujos erros ndo excederam 5% e como
bons avaliadores, aqueles cujos erros foram inferiores a 10%. Embora o
emprego da escala ndo tenha reduzido os valores médios dos residuos, houve
uma reducdo na amplitude dos valores residuais. Stonehouse (1994)

menciona que a presenca de algum nivel de erro absoluto nas medi¢des pode
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ser compensada por algumas vantagens pela escala diagramética, como
rapidez e padronizacao.

A maioria dos erros de avaliagdo ocorre na faixa de 20 a 50% de
severidade para avaliadores inexperientes (Angelotti et al., 2008), e na faixa
de 10 a 30% de severidade para avaliadores experientes (Andrade et al.,
2005). Resultados similares foram observados neste estudo realizado com
avaliadores inexperientes e pouco experientes, 0S quais 0S maiores erros
absolutos foram observados na faixa de 10 a 50% de severidade. Em niveis
baixos de severidade (<10%) os avaliadores apresentaram estimativas com
maior acuracia e precisdo, estando de acordo com os resultados obtidos por
Stonehouse (1994) e Andrade et al. (2005).

Os avaliadores tenderam a superestimar a severidade da seca-de-
ponteiros do eucalipto, conforme pode ser observado pelos valores maiores
que zero do deslocamento de posi¢cdo (u), enquanto a subestimativa da
severidade da doenca foi pouco observada, seguindo uma tendéncia para a
maioria dos estudos envolvendo a validagdo de escalas diagramaticas (Lima
et al., 2011; Capucho et al., 2011; Del Ponte et al., 2017).

Ha varios fatores que afetam a acuracia e, ou, a precisdao das
estimativas, relacionados ao avaliador (por exemplo, capacidade inata,
experiéncia, treinamento, concentracdo, preferéncia de valor) ou as
caracteristicas e padrées das lesGes ou 6rgdos (Bock et al.,, 2016). Neste
aspecto, o grande numero de pequenas folhas afetadas pode ter levado os
avaliadores a superestimarem a severidade da doenca. Geralmente, um
grande numero de pequenas lesbes leva as superestimativas (Bock et al.,

2010; Schwanck & Del Ponte, 2014).
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A validacdo da escala através dos parametros da andlise estatistica de
Lin e do coeficiente de determinacao produziram conclusdes convergentes
sobre o desempenho dos avaliadores para alguns parametros, como por
exemplo, o coeficiente de determinacdo R2 e os coeficientes de correlagao (r)
e correlagdo concordante de Lin (p). Observou-se que houve melhoria
significativa no coeficiente de correlacdo (r) e também no coeficiente de
determinacdo R2 com o emprego da escala proposta, parametros que indicam
melhoria na precisédo das estimativas. Além disso, houve melhoria significativa
no coeficiente de correlagdo concordante de Lin (p) quando a escala foi usada,
aumentando a precisao e acuracia das estimativas da severidade da doenca.
Para 60% dos avaliadores houve aumento do coeficiente concordante (p) e
para 70% dos avaliadores houve melhoria no coeficiente de correlagéo (r),
qguando utilizada a escala desenvolvida. Capucho et al. (2011) observaram
uma melhoria do coeficiente concordante (p) em 90% dos avaliadores quando
usada a escala diagramética.

A melhoria de precisdo com o emprego de escalas diagramaticas
também foi observada em outros estudos. Maciel et al. (2013) encontraram
boa precisdo com o uso da escala diagraméatica, analisando o coeficiente de
determinacao R2, que foi maior quando utilizado a escala desenvolvida para
avaliacao de brusone causado pelo fungo Magnaporthe oryzae em espiga de
trigo (Triticum aestivum). Angelotti et al. (2008) e Buffara et al. (2014) também
verificaram melhoria na precisao pela analise do coeficiente de determinacao
R2, nas escalas desenvolvidas para a ferrugem, causada pelo fungo
Phakopsora euvitis, e o mildio, causado pelo fungo Plasmopora viticola em

videira (Vitis vinifera), respectivamente.
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Com respeito aos valores de deslocamento de posicdo (u) e mudanca
de escala (v), que formam o fator de corre¢éo Cp que € uma medida de desvio
ou precisdo, observou-se que o desvio constante (u) ndo melhorou
significativamente com o emprego da escala. Contudo, observou-se uma
melhoria significativa para o viés sistematico (u) com o uso da escala
proposta. Considerando que o0s métodos de analise de concordancia
combinam as medidas de acuracia e precisédo para avaliar o ajuste relacional
a linha de concordancia de 45° (Capucho et al., 2011), verifica-se que houve
melhoria na diferenca de declive entre a linha de melhor ajuste e a linha de
concordancia de 45°. Em sintese, a escala diagramética desenvolvida reduziu
o0 desvio sistemético, contudo ndo houve melhoria na diferenca de altura entre
a linha concordante e a linha de melhor ajuste, mostrando que o emprego da
escala ndo reduziu o desvio constante. Capucho et al. (2011) verificaram uma
reducdo do desvio constante (u) com o0 emprego da escala proposta para
avaliacdo da ferrugem do café, como observado no presente estudo.

Houve melhoria significativa da confiabilidade entre avaliadores
quando a escala diagramatica proposta foi empregada, ou seja, as estimativas
de severidade foram mais reproduziveis com o uso da escala desenvolvida,
com menor variacao entre os diferentes avaliadores. Capucho et al. (2011) e
Correia et al. (2017) também observaram ganhos na reprodutibilidade.
Segundo os autores, as escalas desenvolvidas reduziram a variabilidade das
estimativas, o que € especialmente util quando multiplos avaliadores estéo
envolvidos em trabalhos de campo na estimativa da severidade da doenca.

Em adicao, é importante uma alta confiabilidade entre avaliadores em plantas
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perenes produzidas em larga escala por longos periodos, como € o caso da
cultura do eucalipto.

De maneira geral, a escala diagramatica desenvolvida para avaliacao
da seca-de-ponteiros do eucalipto melhorou a preciséao e a reprodutibilidade
entre as estimativas, contudo ndo melhorou a acurécia dos avaliadores.
Andrade et al. (2005) observaram maior precisdo com a escala diagramatica
para a avaliacdo da mancha foliar do eucalipto causada por Quambalaria
eucalypti. Os avaliadores foram mais precisos que acurados, analogo ao
observado nesse estudo e por Nutter Jr. et al. (1993). Como em niveis baixos
de severidade (<10%) os avaliadores apresentaram estimativas com maior
acuracia e precisao, possivelmente a maior frequéncia de plantas com baixa
severidade reduziu o erro das estimativas na avaliacdo sem a escala (Figura
8). Assim, uma segunda etapa de validacdo da escala, com uma melhor
uniformidade nos niveis de severidade das imagens projetadas para as
avaliacdes sem e com a escala, deve ser realizada.

Neste contexto, a formacéo dos avaliadores para usar a escala pode
reduzir ainda mais a subjetividade das estimativas melhorando seu
desempenho (Nutter Junior & Schultz, 1995) e aumentando a sua acuracia.
Conforme Nunez et al. (2016), o uso de uma escala diagramética fornece
velocidade e permite usuarios padronizarem suas estimativas. Buffara et al.
(2014) verificaram uma boa precisdo e reprodutibilidade na escala
diagramatica desenvolvida para a quantificacdo da severidade do mildio,
causado pelo fungo Plasmopora viticola em videira (Vitis vinifera), fornecendo

uma estimativa rapida da doenca.
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O emprego da escala diagramética desenvolvida podera ser util em
avaliacbes da resisténcia genética entre clones por inoculagéo artificial da
fitobactéria Erwinia psidii (Ferraz et al., 2016), para avaliacdo de espécies
(Caires et al., 2019) ou ainda para testar a agressividade entre isolados do
patdogeno (Montoya-Estrada et al., 2019). Especialmente, em inoculacdes
realizadas em plantas com 6 meses de idade, estadio de desenvolvimento no
qual geralmente iniciam os sintomas da seca-de-ponteiros do eucalipto no
campo.

A escala diagramatica desenvolvida para a quantificacdo da seca-de
ponteiros do eucalipto é pioneira para estimativa da severidade de uma
doenca em plantas desta cultura em nivel de campo. Podera ser muito (til
para a avaliacdo de epidemias em diferentes materiais genéticos de eucalipto
e para estimar possiveis perdas causadas pela enfermidade. Dentro da
estratégia de manejo integrado da doenca, esta escala sera fundamental para
a avaliacdo e recomendacédo de plantio de clones e espécies resistentes, em
programas de melhoramento genético. Além disso, serd importante para
avaliar alternativas testadas para o controle da doenca pelos produtores. O
treinamento dos avaliadores para o uso da escala diagramatica sera
fundamental para melhorar as estimativas dos valores reais de severidade, de

forma precisa, confiavel, rapida e padronizada.



6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e nas condi¢cbes
em que o trabalho foi realizado, é possivel concluir que:

e A escala diagramética desenvolvida para avaliagdo da seca-de-
ponteiros do eucalipto melhorou a precisdo dos avaliadores,
produzindo menor variagdo nas estimativas da severidade da
doenca,;

e A escala proposta melhorou a reprodutibilidade e a
confiabilidade entre as estimativas de severidade, apresentando
pequena variacao entre os diferentes avaliadores;

e A escala diagramatica ndo melhorou a acuracia dos avaliadores.
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