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RESUMO

Francelino, Helenilson de Oliveira, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, julho de 2020. Quantificagdo da severidade de pinta-

preta em folhas de mamoeiro. Orientador: Prof. Marcelo Vivas

Um dos grandes entraves da fruticultura esta relacionado a questdes fitossanitarias.
Neste cenario, o controle de doencas representa grande parte dos custos de
producédo. Além disso, outro grande problema relacionado ao controle das doencas
refere-se aos impactos ambientais causados pelo uso crescente de produtos
guimicos. No Brasil, a cultura do mamao é acometida por diversos fitopatégenos,
principalmente fungos e virus. Entre as doencas fungicas que acometem a cultura
do mamoeiro, é notavel o destaque da pinta-preta (Asperisporium caricae). Esta
doenca tem acao direta nas folhas e frutos, ocasionando a reducédo da area foliar e
depreciacédo dos frutos. A quantificacdo da doenca é parte fundamental no processo
de manejo e controle de doencgas. Para quantificacdo da pinta-preta do mamoeiro,
atualmente, é utilizada uma escala diagramatica que auxilia a quantificacdo da
doenca nos frutos, no entanto, como essa doenca acomete primeiramente as
folhas, surge a necessidade de uma proposta de escala que auxilie a quantificacéo
desta doenca nas folhas. Dentro desse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi propor
uma metodologia padronizada para quantificar a severidade de pinta-preta em
folhnas de mamoeiro e compara-la com outras atualmente em uso. Neste sentido,
foi elaborada uma escala observando os valores maximo e minimo de doenca no
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campo bem como efetuou-se a sua validacdo. Comparou-se também seu uso com
outras metodologias propostas para quantificacao da intensidade de pinta-preta em
folha. No processo de elaboracdo da escala, foram coletadas a campo 87 folhas
com diferentes niveis de severidade de pinta-preta. ApGs coletadas, as folhas foram
digitalizadas e, com o auxilio do programa Quant®, mensuraram-se a area total e a
area lesionada. Baseando-se na lei de acuidade visual de Horsfall & Cowling (1978)
bem como na forma, distribuicdo e frequéncia das lesdes, foi elaborada a escala
com oito niveis de severidade: 0,1; 0,3; 0,6; 1,0; 2,3; 5,0; 10,0; e 20,0%. No
processo de validacéo, imagens de 40 folhas com diferentes niveis de severidade
foram inseridas aleatoriamente em slides individuais para visualiza¢do no Microsoft
PowerPoint®. A severidade foi estimada por 11 avaliadores, a maioria sem
experiéncia em quantificagao de doencga de plantas. Realizaram-se trés avaliac¢oes,
sendo a primeira sem 0 auxilio da escala, e as demais, com o auxilio da escala,
sendo o intervalo de cada avaliacdo de sete dias. A acuracia e a precisdo de cada
avaliador foram determinadas por meio de regressao linear simples entre a
severidade real e a estimada. Adicionalmente, comparou-se a severidade da pinta-
preta em folhas de mamoeiro considerando diferentes critérios de avaliacdo. Na
primeira avaliacdo, sem o auxilio da escala, a maioria dos avaliadores superestimou
a doenca, apresentando erros absolutos em torno de 75%. Com a utilizacdo da
escala, 100% dos avaliadores melhoraram a acurécia e a precisdo com uma
reducdo do erro absoluto para uma faixa de 10%. Os avaliadores apresentaram
boa repetibilidade e elevada reprodutibilidade. A utilizacdo da escala proporcionou
uma melhora nos valores de R?, apresentando valores médios de 93 e 92 nas
segunda e terceira avaliagcdes, respectivamente, demostrando que a escala sera
util para diferentes trabalhos relacionado ao patossistema de A. Caricae, tais como:
determinacdo de eficiéncia de fungicidas, caracterizagdo da resisténcia varietal,

construcéo de curva de progresso de doenca e nas estimativas de dano.
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ABSTRACT

Francelino, Helenilson de Oliveira, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, July, 2020. Quantification of black spot severity in
papaya leaves. Advisor: Prof. Marcelo Vivas.

One of the great obstacles in fruit growing is related to phytosanitary issues. In this
scenario, disease control represents a large part of production costs. In addition,
another major problem related to disease control refers to the environmental
impacts caused by the increasing use of chemicals. In Brazil, the papaya culture is
affected by several phytopathogens, mainly fungi and viruses. Among the fungal
diseases that affect this culture, black spot (Asperisporium caricae) stands out. This
disease directly affects the leaves and fruits reducing the leaf area and depreciating
the fruits. Quantifying the disease is a fundamental part of the disease management
and control process. To quantify papaya black spot, a diagrammatic scale is
currently used to help quantify the disease in fruits. However, as this disease
primarily affects leaves, there is a need for a scale proposal to help quantify this
disease in the leaves. Within this context, this work proposed a standardized
methodology to quantify the severity of black spot in papaya leaves and compare it
with others currently in use. In this sense, a scale was elaborated observing the
maximum and minimum values of disease in the field, as well as validating it and
comparing its use with other proposed methodologies for quantifying the intensity of
leaf spot. In the process of elaboration of the scale, 87 leaves with different levels

viii



of severity of black spot were collected in the field. After being collected, the leaves
were digitalized and with the aid of the Quant® program, the total area and the
injured area were measured. Based on the visual acuity law of Horsfall & Cowling
(1978), as well as on the form, distribution, and frequency of injuries, a scale with
eight severity levels was developed: 0.1; 0.3; 0.6; 1.0; 2.3; 5.0; 10.0, and 20.0%. In
the validation process, images of 40 leaves with different levels of severity were
randomly inserted into individual slides for viewing in Microsoft PowerPoint®.
Severity was estimated by 11 evaluators, most with no experience in quantifying
plant disease. Three evaluations were carried out, the first without the aid of the
scale, and the others with the aid of the scale, with an interval of seven days
between each evaluation. The accuracy and precision of each evaluator were
determined by simple linear regression between the actual and estimated severity.
Additionally, the severity of black spot in papaya leaves was compared considering
different evaluation criteria. In the first evaluation, without the aid of the scale, most
evaluators overestimated the disease, presenting absolute errors around 75%.
Using the scale, 100% of the evaluators improved accuracy and precision, with a
reduction in absolute error to a range of 10%. The evaluators showed good
repeatability and high reproducibility. The use of the scale provided an improvement
in the values of R?, with average values of 93 and 92 in the second and third
evaluations, respectively, demonstrating that the scale will be useful for different
works related to the pathosystem of A. caricae, such as: determination of the
efficiency of fungicides, characterization of varietal resistance, construction of

disease progress curve, and damage estimates.



1. INTRODUCAO

A fruticultura € de grande importancia econémica e social para o Brasil. A
geracdo de empregos relacionada a producdo de frutas frescas chega a
aproximadamente 27% de todo o setor agricola brasileiro (Treichel et al., 2016). O
mamoeiro (Carica papaya L.) esta entre as frutiferas que conferem destaque ao
Brasil como produtor de frutas tropicais. Segundo a Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO), em 2020, o Brasil ocupava o segundo
lugar no ranking de maior produtor de mamao, com uma area plantada de 27.250
ha, e producédo em torno de 1.060.000 toneladas (FAO, 2020). Vale ressaltar que
esta expressiva producdo esta vinculada principalmente aos estados da Bahia, do
Espirito Santo, de Ceara, de Minas Gerais e do Rio Grande do Norte (IBGE, 2017).
No ambito das exporta¢des, em 2017, o Brasil exportou mais de 39 mil toneladas
de mamao (Kist et al., 2018).

Apesar de ocupar lugar de destaque entre os maiores produtores de
mamao do mundo, a cultura no Brasil vem sofrendo uma série de problemas
relacionados a questbes fitossanitarias e ambientais, levando em conta a
suscetibilidade do mamoeiro a uma gama de pragas e doencas que contribuem
para a reducao de sua producéo (Zhu e Jia, 2016).

As doengas constituem um dos principais problemas da cultura do
mamoeiro no Brasil, notadamente, as que sao de etiologia fungica e viral. Entre as
doencas fungicas que acometem essa cultura, destaca-se a pinta-preta, causada

pelo fungo Asperisporium caricae (Speg.) Maubl. Esta doenca € considerada a



doenca foliar de etiologia fungica mais importante da cultura, sobre a qual existem
relatos de perdas de até 30% da producéo (Santos e Barreto, 2003; Amorin et al.,
2018).

Os sintomas da pinta-preta manifestam-se tanto nas folhas quanto nos
frutos. Nas folhas, os sintomas sdo caracterizados pelo aparecimento inicial de
pequenas manchas pretas arredondadas localizadas na parte abaxial das folhas
mais velhas. Com o evoluir da doenca, as folhas séo induzidas & senescéncia, 0
que causa o definhamento da planta (Filho et al., 2016; Oliveira et al., 2011). Ja,
nos frutos, ocorrem inicialmente lesdes pequenas, circulares e encharcadas, que
evoluem para pustulas maiores, de coloracdo marrom a negra e salientes, podendo
atingir 5 mm de diametro (Filho et al., 2016; Amorim et al., 2018). As lesdes
causadas, além de comprometerem os frutos pela aparéncia, servem também
como porta de entrada para outras doencas.

Uma questdo que merece bastante atencdo no ambito da producédo de
mamao refere-se ao controle das doencas foliares, principalmente a pinta-preta.
Isso devido a ndo existéncia de gendtipos resistentes (Vivas et al., 2012; 2015;
Poltronieri et al., 2020) e/ou a métodos sustentaveis para o controle da doenca, tais
como: indutores de resisténcia (Santos et al., 2017) e controle biolégico (Vivas et
al., 2017; 2018; 2020). Diante disso, o uso de fungicida é a Unica medida de controle
atual, o que consequentemente onera os custos de producdo; somado a isso, pode
trazer sérias consequéncias ao meio ambiente e a saude humana (Vivas, 2009).

A avaliacao das doencas é parte integrante da epidemiologia e do manejo
de pragas. Em geral, avaliar a doenca é fundamental para desenvolver estratégias
de manejo, como determinar niveis de dano econémico; atuar em programas de
melhoramento genético; avaliar a eficiéncia de produtos empregados no seu
controle; estimar a extensédo de seus danos; bem como realizar estudos de perda
(Duarte et al., 2013).

Atualmente, um dos principais e mais utilizados métodos de quantificacao
de doenca sdo as escalas diagramaticas, que sao representacoes ilustradas de
uma série de plantas ou partes de plantas com sintomas em diferentes niveis de
severidade (Amorim et al., 2018). Embora de ampla utilizagdo, poucos s&o 0s
trabalhos que propuseram escalas diagramaticas para quantificacdo da severidade

de doencas em mamoeiro. Entre esses estudos, relata-se a escala para



quantificacdo de pinta-preta em frutos de mamoeiro (Vivas et al., 2010) e para
quantificacdo de oidio em folha de mamoeiro (Santos et al., 2011).

Embora ja exista uma metodologia padronizada para quantificacdo da
severidade de pinta-preta em frutos de mamoeiro, é notavel a importancia de se
avaliar, de forma precisa, a severidade de pinta-preta também em folhas. Portanto,
torna-se oportuna a elaboracdo e validacdo de uma escala diagramatica para

avaliacao da severidade de pinta-preta em folhas de mamoeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da cultura do mamoeiro

O género Carica pertence a familia Caricaceae, a qual agrupa outros cinco
géneros: Vasconcellea, Jacaratia, Jarilla, Cylicomorpha e Horovitzia (Badillo, 2000,
Carvalho e Renner, 2014). Nesta familia, o género Carica € o de maior importancia
econdmica, fato esse atribuido a sua Unica espécie Carica papaya L., a qual produz
fruto que apresenta grande aceitacédo de mercado para consumo in natura e por ser
fonte de uma importante enzima chamada papaina, bastante requisitada na
industria de alimentos e farmacos (Badillo, 1971, 2000; Carvalho et al, 2015).

O mamoeiro € uma das fruteiras mais cultivadas e consumidas nas regioes
tropicais e subtropicais do mundo. Esta cultura apresenta seu desenvolvimento
pleno quando em condi¢fes ideais de temperatura — média anual de 25°C, com
limites entre 21°C e 33°C — e precipitagdo — 1.500 mm anuais bem distribuidos
(Serrano et al.,, 2010). A espécie Carica papaya L. ndo tem sua origem bem
elucidada, embora estudos apontem que esta seja originaria do sul do México e
América Central (Fuentes e Santamaria, 2014).

No cenario mundial, 0 mamao se destaca como uma das frutas tropicais
mais produzidas; em 2017, a produ¢ao mundial de mamao superou 13 milhdes de
toneladas (FAO, 2020). J4, em termos de producao, o Brasil ocupa o segundo lugar
no ranking de maiores produtores e exportadores da fruta (FAO, 2020). No ambito

nacional, as principais regides produtoras sdo a Nordeste e a Sudeste, com



destaque para os estados da Bahia, do Espirito Santo, do Ceara e do Rio Grande

do Norte, os quais tiveram as maiores producdes em 2017 (IBGE, 2017).

2.2. Principais doengas da cultura do mamoeiro

As doencas constituem um fator limitante na producédo de mamao. A cultura
do mamoeiro, assim como todas as outras culturas de importancia agronémica,
esta exposta a uma grande variedade de organismos fitopatogénicos,
principalmente fungos e virus. As viroses representam 0 maior entrave para a
cultura do mamoeiro, isso devido ao dificil controle e a necessidade de migracao
que estas impdem a cultura do mamoeiro e/ou da pratica do “rouging”, que consiste
na eliminacdo de plantas doentes nas lavouras. No que se refere as doencas
causadas por fungos, ndo menos importante que as viroses, estas estdo presentes
em todas as fases de desenvolvimento da planta, podendo atacar as diferentes
partes da planta — da raiz aos frutos (Rezende e Martins, 2005).

As doencas fungicas mais comuns na cultura do mamoeiro sdo: a pinta
preta, causada pelo fungo Asperisporium caricae (Speg) Maubl, que infecta folhas
e frutos; a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz.),
principal doenga em pds-colheita; a mancha-de-phoma, causada pelo fungo
[Stagonosporopsis caricae (Sydow & P. Sydow) Aveskamp, Gruyter e Verkley], que
infecta folhas e frutos, sendo considerada a segunda mais importante em pos-
colheita; a mancha-de-Corynespora, causada pelo fungo Corynespora cassiicola
(Berk. e Curt.) Wei, a doenca pode ocorrer nas folhas, peciolos e frutos; os oidios,
atribuidos a varios fungos, destacando-se os géneros Ovulariopsis, Oidium e
Streptopodium, que acometem as folhas; a podridao-de-Phytophthora ou podridao
do pé do mamoeiro, causada geralmente pelo fungo Phytophthora palmivora Dast,
gue infecta o caule, as raizes e os frutos, tendo uma ampla gama de hospedeiros
(Marin, 2004, Martis e Rezende, 2005).

2.3. A pinta-preta — Asperisporium caricae (Spey) Maubl
Causada pelo fungo Asperisporium caricae (Spey) Maubl., a pinta-preta é

uma das doencas foliares mais comuns e de grande importancia para cultura do

mamoeiro. A doenca esta presente em todas as principais areas produtoras de



mamao do Brasil bem como em plantios domésticos (Liberato e Zambolim, 2002;
Rezende et al., 2018). Além do Brasil, a doenca ja foi relatada na Argentina, na
Australia, nas Ilhas Bermudas, na Bolivia, no Canada, na Colémbia, em Cuba, no
Equador, em El Salvador, nos EUA., na Florida, na india, na Jamaica, no Jap&o, no
Quénia, no México, no Peru, em Porto Rico, nas llhas Salmao, na Africa do Sul, no
Sri Lanka, na Tanzania, na Venezuela e no Zimbabue (Liberato et al., 2007). No
Brasil, ha relatos de sua ocorréncia nos estados do Amazonas, da Bahia, do Ceara,
do Espirito Santo, de Minas Gerais, do Parana, do Rio Grande do Norte e do Rio
de Janeiro (Liberato e Zambolim, 2002; Souza et al., 2014; Santos et al., 2019).

Os sintomas relacionados a essa doenca sao percebidos geralmente nas
folhas mais velhas e s@o caracterizados por manchas necroticas arredondadas e
de coloracao pardo-claras, sendo estas circundadas por um estreito halo amarelo
com tamanho de 3 a 4 mm de diametro, isso na superficie adaxial. Ja na superficie
abaxial, ocorre a formacdo de corpos de frutificacBes pulverulentos de formato
arredondado e coloracao escura. Estes danos causam o amarelecimento e a queda
prematura das folhas, levando ao retardamento e definhamento da planta (Filho et
al, 2016; Oliveira et al., 2011).

Embora seja considera uma doenca foliar, a pinta-preta também acomete
frutos, o que acarreta a recusa do produto no momento da comercializagcao
(Ventura et al., 2003). Nesses, as manchas sao mais aparentes em frutos mais
velhos, embora a doenca incida sobre o fruto ainda verde. O crescimento das
manchas nos frutos € percebido a medida que estes se desenvolvem,
apresentando coloragéo escura e com pontos circulares ao redor (Filho et al., 2016;
Rezende e Martins, 2005).

Santos e Barreto (2003) registraram perdas de 30% devido a incidéncia de
pinta-preta em pomares no estado de Sao Paulo. Além dos prejuizos relacionados
aos danos diretos, somam-se outros prejuizos causados por doencgas pos-colheita
favorecidas pela presenca da pinta-preta, as quais acabam reduzindo o valor
comercial dos frutos (Ventura et al., 2003). Em casos mais severos, a incidéncia
nos frutos pode chegar proximo de 100%, e a planta chega a perder cerca de 60%
das folhas no decorrer de 2 a 3 meses (Liberato e Zambolim, 2002).

Para alcancar seu pleno desenvolvimento, o fungo A. caricae necessita de
algumas condi¢des ideais, quais sejam, umidade relativa variando de 80% a 100%

com temperatura na faixa de 25°C a 30°C (Suzuki et al., 2007). Sob condi¢bes de



umidade, o fungo pode formar esporos e disseminar-se pela acéo de respingos de
orvalho ou da chuva, sendo arrastado para as partes verdes em desenvolvimento,
germinando e penetrando nos pontos vulnerdveis do mamoeiro (Oliveira et al.,
2011).

Para realizar o controle, lanca-se mao de alguns métodos, sendo o de
manejo integrado muito importante. Como 0s sintomas ocorrem primeiramente nas
folhas mais velhas, estas devem ser arrancadas e retiradas da area. Outra medida
de controle é pelo uso de agroquimicos, sendo recomendada a pulverizagdo com
fungicidas a base de cobre quando ocorrer 0 aparecimento dos primeiros sintomas
(Rezende e Martins, 2005). Outras medidas de controle em estudo consistem no
uso de indutores de resisténcia (Santos et al., 2017), uso de agentes de controle
biolégico (Vivas et al., 2017; 2018; 2020) e emprego de resisténcia genética
(Poltronieri et al., 2019).

2.4. Métodos para quantificacdo de doencas em plantas

A quantificacdo de doencas, também conhecida como patometria, é o
processo pelo qual os sintomas sdo mensurados e expressos em unidades que
permitam comparacdes objetivas (Laranjeira, 2005). Este processo é fundamental
para iniciar todo e qualquer programa de manejo de doenca. Além disso, conhecer
a severidade das doencas € de suma importancia nos diferentes processos de
producdo vegetal ligados a fitopatologia, seja na caracterizacdo da resisténcia
varietal, como para a epidemiologia, na constru¢cdo de curvas de progresso da
doenca e estimativa dos danos provocados (Amorim, 1995; Camochena et al.,
2008).

A avaliagcdo de doencas em plantas pode ser realizada tanto por métodos
diretos quanto por indiretos. Os métodos diretos sdo agueles em gque a estimativa
da doenca é feita diretamente pelos sintomas, ao passo que, nos métodos indiretos,
a quantidade de doenca € estimada pela populacéo do patogeno (Michereff, 2001,
Vale et al., 2004).

A patometria baseia-se em quatro métodos para mensurar as doengas, sao
eles: severidade, incidéncia, intensidade e densidade do patdégeno (Laranjeira,
2005). A densidade do patogeno é utilizada em circunstancias em que as medidas

de sintomas séo irrelevantes e quando os sintomas séo inespecificos. Com relacao



a intensidade, esta pode ser classificada apenas como uma designacéo geral das
medidas de avaliacdo de doencas, englobando, portanto, a incidéncia e a
severidade (Laranjeira, 2005). A incidéncia refere-se sempre a propor¢cdo de
unidades sintomaticas num total de unidades amostrais avaliadas. Dessa forma,
faz-se referéncia a medidas como: proporcdo de plantas sintomaticas;
porcentagem de folhas afetadas; porcentagem de ramos com desfolha. Por sua
vez, a severidade refere-se a quantidade de doenca por unidade de &rea ou volume
avaliado, por exemplo, porcentagem de &rea foliar sintomatica ou de volume de
copa afetada.

Embora, em teoria, seja uma medida mais precisa que a incidéncia, € muito
mais dificil de estimar, e 0s erros associados podem ser maiores se 0 método usado
ndo estiver bem calibrado. Para evitar 0s possiveis erros e subjetividade é
necessaria a comparacado com um diagrama padrdo chamado escala diagramatica
(Gomes et al., 2004; Laranjeira, 2005; Damasceno et al., 2014). No processo de
quantificacdo de doencas, alguns atributos sdo de suma importancia para se obter
éxito, sao eles: acuracia, precisao, reprodutibilidade e eficiéncia, nos quais os dois
primeiros atributos referem-se a qualidade da avaliacédo; o terceiro refere-se a
possibilidade de mais grupos de pesquisa utilizarem o mesmo método e chegarem
as mesmas conclus@es; e o ultimo atributo diz respeito ao balancgo entre a qualidade
e o0 tempo de execucéao.

Em termos mais especificos, temos que a acuracia € a medida de quao
préximo ao real estdo as estimativas de um dado avaliador. Precisdo é a medida
dos desvios de avaliacdo em relacdo as estimativas do proprio avaliador.
Reprodutibilidade refere-se a auséncia de variacdo em estimativas quando a
mesma amostra de doenca é avaliada por outro avaliador, e a eficiéncia refere-se
ao seu custo, em especial, ao tempo despendido para sua execucao (Nutter Jr &
Schultz, 1995; Laranjeira, 2005).

Para realizar a quantificacdo da severidade das doencas em plantas,
algumas estratégias tém sido propostas, entre as quais se destacam as escalas de
notas ou escalas descritivas e escalas diagramaticas. As escalas de notas utilizam
chaves com certo nimero de graus para quantificar doencas. Cada grau da escala
deve ser apropriadamente descrito ou definido. Por outro lado, as escalas
diagramaticas sao representacoes ilustradas de uma série de plantas ou parte de

plantas com sintomas em diferentes niveis de severidade, sendo esta, atualmente,



a principal ferramenta para quantificacdo de doenca em plantas (Bergamin Filho &
Amorim, 1996; Michereffe, 2001; Laranjeira, 2005).

Na hora da elaboragéao e validagcéo de uma escala, alguns aspectos devem
ser observados, tais como: ndo apresentar complicacdes no seu uso; ser aplicavel
a uma faixa de diferentes condi¢Bes; apresentar intervalos que contemplem todos
0s estagios da doenca,; e ser de uso imediato (Berger, 1980).

A quantificacdo da pinta-preta do mamoeiro atualmente é realizada com o
auxilio da escala diagramatica proposta por Vivas et al. (2010). A referida escala foi
proposta para quantificar a doenca nos frutos, tendo sido crucial para a realizagcéo
de vérios trabalhos envolvendo o patossistema A. caricae. Os autores relatam que
a escala proporcionou aos avaliadores estimativas com bons niveis de acuracia e
precisdo com valores médios de R? de 93 e 92%, respectivamente, nas primeira e
segunda avaliacGes. No entanto, ainda ha a necessidade de elaboracéo de escalas
para quantificacdo da severidade de pinta-preta em folhas, uma vez que a doenca
se manifesta primeiramente nas folhas e posteriormente passa para os frutos.

Atualmente, os trabalhos de melhoramento genético e outros estudos
envolvendo esse patossistema tém se valido de uma escala, ndo validada, proposta
por Terra (2009). Embora o autor tenha proposto uma escala, esta ainda néo foi
validada,; tal fato ressalta a necessidade de elaboracao e validacdo de uma escala

que venha a auxiliar nos futuros trabalhos de resisténcia a pinta-preta do mamoeiro.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Propor uma metodologia padronizada para quantificar a severidade de

pinta-preta em folhas de mamoeiro.

3.2. Objetivos especificos

Determinar a porcentagem de area lesionada por pinta-preta em folhas de
mamoeiro;

Elaborar, considerando o tamanho, o formato das lesdes bem como a
porcentagem de area lesionada, uma escala diagramatica para quantificacdo da
doenca;

Validar a escala diagramatica proposta para quantificacdo da severidade
de pinta-preta em folha de mamoeiro;

Comparar metodologias de avaliacdo da intensidade de pinta-preta em
folnas de mamoeiro com a avaliacdo de severidade estimada com o auxilio da

escala proposta.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Elaboracdo da escala diagraméatica

Para a elaboracéo da escala diagramatica, foram coletadas 100 folhas de
mamoeiro de diferentes variedades e com diferentes niveis de severidade de pinta-
preta, indo desde folhas sadias até folhas com méaximo de doenca (maximo
encontrado na planta).

Apbs coletadas, as 100 folhas passaram por uma selecdo em que as que
apresentavam excesso de area necrosada perdida e/ou remocéo de tecidos por
incidéncia de pragas foram excluidas, restando 87 folhas. Devido ao tamanho
grande das folhas do mamoeiro, foram digitalizadas apenas as por¢cdes do limbo
que correspondem a nervura central, tal como sugerido por Terra (2009) (Figura 1).
Apébs obter as partes que seriam utilizadas na escala, regido correspondente ao
limbo central, as folhas foram colocadas separadamente sobre uma superficie
branca com o lado das lesBes voltado para a camera, sendo capturadas as imagens
digitais das folhas obedecendo a uma distancia entre a camera e as folhas de
aproximadamente 40 cm.

Depois de digitalizada, cada imagem foi submetida ao programa QUANT
para a obtengdo da severidade das folhas (percentuais de area e lesionada) (Vale
et al., 2003). Baseando-se na lei de Weber-Fechner de acuidade visual (Horsfall e
Cowling, 1978) bem como na forma, distribuicdo e frequéncia das lesdes, foi

confeccionada uma escala diagramatica com oito niveis de severidade.
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Figura 1. Esquema ilustrando a remocéo da porcéo central do limbo foliar

para elaboracdo da escala diagraméatica. Adaptado de Terra (2009).

4.2. Validacdo da escala diagramatica

No processo de validacdo da escala diagramatica, foram utilizadas imagens
de 40 folhas com sintomas de pinta-preta em diferentes niveis de severidade.
Seguindo a metodologia utilizada por Vivas et al. (2010) e Santos et al. (2011,
2017), as imagens foram inseridas aleatoriamente em slides individuais para
visualizacdo no Microsoft PowerPoint® (Vivas et al., 2010; Santos et al., 2011,
2017). A severidade foi estimada por 11 pessoas, a maioria sem experiéncia na
qguantificacdo de doencgas e afinidade com o patossistema em estudo. Inicialmente,
a severidade foi estimada sem o uso da escala diagramatica e, apés sete dias, com
o auxilio desta. Visando avaliar a repetibilidade das estimativas com o uso da
escala diagramatica, sete dias ap0s a primeira avaliacdo com o uso da escala, uma
nova sequéncia das mesmas folhas foi organizada, e uma segunda estimativa

visual com auxilio da escala foi efetuada pelos mesmos avaliadores.
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A acurécia e a precisao de cada avaliador foram determinados por meio de
regressao linear simples, com a severidade real estimada no programa Quant®
como variavel independente, e a severidade estimada pelo avaliador, como variavel
dependente. A acuracia das estimativas foi determinada pelo teste “t” aplicado ao
intercepto da regresséo linear (a), para verificar se foi significativamente diferente
de 0, e ao coeficiente angular da reta (b), para testar se foi significativamente
diferente de 1, em nivel 5% de probabilidade. Sendo que, quanto mais proximo de
1 for o coeficiente angular e mais proximo de zero for a interse¢cdo, mais acurados
séo os resultados.

A precisdo das estimativas foi obtida pelo coeficiente de determinacdo da
regressdo (R?), pela variancia dos erros absolutos (severidade estimada menos
real) e pela repetibilidade das estimativas, determinada pela regresséo da segunda
avaliacdo em relacdo a primeira, de uma mesma unidade amostral (conjunto de
imagens de folhas), na qual quanto mais préximo de 1 for o valor do R?, mais precisa
ser4 a avalicdo. As analises de regressdo foram efetuadas com o auxilio do

programa Microsoft Excel®.

4.3. Comparacdo de métodos de quantificacdo de pinta-preta em folhas de

mamoeiro

Visando efetuar uma comparacdo entre os métodos de quantificacdo da
intensidade de pinta-preta em folha de mamoeiro, quais sejam, escala diagramatica
proposta e escalas e/ou chaves descritivas, simulou-se um experimento contendo
10 tratamentos e 3 repeticdes. Os valores de severidade de cada parcela foram
obtidos com o auxilio da funcdo rnorm do programa R. Posteriormente, imagens de
folhas de mamoeiro com sintomas de pinta-preta foram inseridas em slides
individuais para visualizacdo no Microsoft PowerPoint®, respeitando os valores
(aproximados) simulados na etapa anterior.

Posteriormente, dois avaliadores experientes na quantificacdo de doencas
e afinidade com o patossistema estimaram a intensidade de pinta-preta. Para tal,
foram considerados o0s seguintes métodos de quantificagdo: metodologia
apresentada por Oliveira e Dantas (2002); metodologia apresentada por Santos e
Barreto (2003); metodologia apresentada por Kranz (1988); e metodologia proposta

no presente estudo. Na metodologia de Oliveira e Dantas (2002), atribuem-se
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valores de 0 a 3 de acordo com o numero de lesdes na folha, considerando-se (0)
para folha sem leséo; (1) até 5 lesdes; (2) de 5 lesdes a 20 lesdes; e (3) para mais
de 20 lesGes. A metodologia apresentada por Santos e Barreto (2003) apresenta
um diagrama em que a area foliar lesionada das folhas sdo convertidas em notas,
sendo (0) para folhas sem lesdes; (1) até 0,5% de area foliar lesionada; (2) 0,6 a
3% de area foliar lesionada; (3) de 3,1% a 12,5% de area foliar lesionada; (4) de
12,6% a 25% de area foliar lesionada; (5) de 25,1% a 35% de area foliar lesionada;
e (6) com mais de 35,1% de é&rea foliar lesionada. Na metodologia apresentada por
Kranz (1988), sao atribuidas notas de 1 a 6: (1) para folhas com 0 a 3% cobertas
por lesdes; (2) para folnas com 4 a 6% cobertas por lesées; (3) para folhas com 7
a 14% cobertas por lesOes; (4) para folhas com 15 a 24% cobertas por lesdes; (5)
para folhas com 25 a 50% cobertas por lesdes; e (6) para folhas com valores acima
de 50% cobertas por lesdes.

Considerando a natureza dos dados (qualitativos e quantitativos), apos as
avaliacbes, foram conduzidas analises graficas em boxplot para se inferir sobre
estimativas das medidas de tendéncia central e dispersdo dos dados. Visando
comparar as metodologias, obtiveram-se estimativas de coeficiente de correlacao

de postos de Spearman (analise ndo paramétrica).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Elaboracédo da escala diagraméatica

O limite maximo de severidade encontrado nas amostras foi de 20%,
limites superiores a este raramente sdo encontrados em pomares comerciais, uma
vez que causam a senescéncia e queda das folhas.

Considerando os valores obtidos bem como o formato e a disposi¢céo das
lesGes, a escala elaborada contemplou os valores de 0,1; 0,3; 0,6; 1,0; 2,3; 5,0;
10,0 e 20,0% de éarea lesionada (Figura 2). Niveis de severidade semelhantes aos
encontrados neste trabalho foram estabelecidos para a severidade de pinta-preta

em frutos (Vivas et al., 2010).
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0.1 % 0.3 % 0.6 % 1%

23 % 5% 10 %

Figura 2. Escala diagramética para avaliacdo de severidade de pinta-preta em folha de mamoeiro indicando os niveis de 0,1;
0,3; 0,6; 1,0; 2,3; 5,0; 10,0; 20,0% de superficie foliar lesionada.
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5.2. Validacao da escala diagramética

No processo de validacdo da escala diagramatica, na primeira avaliacao,
sem o uso da escala diagramatica, 82% dos avaliadores apresentaram valores do
intercepto significativamente diferentes de zero (P=0,05), com valor médio de 4,97.
Observaram-se, ainda, 100% de desvios positivos constantes, indicando que todos
os avaliadores superestimaram a doenca nos niveis iniciais (Tabela 1). Com a
utilizacdo da escala, 25% dos avaliadores (C, E e G) apresentaram valores de
intercepto diferentes de zero (P=0,05) na primeira avaliacao e 46% (A, G, H, J e K)
na segunda (Tabela 1), a maioria com desvios positivos constantes indicando
superestimativa.

A tendéncia dos avaliadores em superestimar a severidade de pinta-preta
em folhas de mamoeiro quando utilizaram a escala € semelhante & constatada na
validacdo das escalas para cercosporiose do pimentdo (Michereff et al., 2006),
mancha de Phoma em cafeeiro (Salgado et al., 2009) e helmintosporiose comum
em milho (Lazaroto et al., 2012). Por outro lado, contrasta com o verificado em
outras escalas (Gomes et al., 2004, Vivas et al., 2010; Santos et al., 2011). No
entanto, € importante ressaltar que, embora alguns avaliadores tenham
apresentado valores do intercepto significativamente diferentes de zero (P=0,05), a
escala proporcionou uma reducdo nos valores médios do intercepto, 0os quais
sairam de 4,97, na avaliacdo sem o auxilio da escala, para 0,03 e 0,23, com auxilio
da escala, nas primeira e segunda avaliacdes com escala, respectivamente, o que
mostra uma melhora na acuracia dos avaliadores com o uso da escala.

Baseado no que foi exposto anteriormente, € possivel perceber que a
presenca de desvios constantes, positivos e negativos, tem sido comum em
diferentes estudos que propuseram a criagdo de escalas diagramaticas. No
entanto, o fato de os avaliadores superestimarem a doenga — tais como os estudos
conduzidos por Michereff et al. (2006), para cercosporiose do pimentao; Salgado et
al. (2009), para mancha-de-phoma em cafeeiro; Lazaroto et al. (2012), para
mancha-alvo em folhas de acerola; Celoto e Papa (2010), para quantificacdo da
severidade da mancha de Cylindrocladium em eucalipto; Damasceno et al. (2014)

— e subestimarem a doenga — como apresentado por Nascimento et al. (2005),
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para cancro-bacteriano da videira; e Vivas et al. (2010), para pinta-preta em frutos
de mamoeiro — ndo comprometeu a qualidade das escalas propostas. Também &
importante ressaltar que, como os avaliadores, em sua maioria, ndo possuem
experiéncia em avaliar doencas, estes podem melhorar a acuracia com

treinamentos especificos.

Tabela 1. Estimativas do intercepto (a), do coeficiente angular da reta (b) e do
coeficiente de determinacdo (R2) de equagbes de regresséo linear simples em

avaliacdes sem e com a utilizacdo da escala diagramatica.

Avaliador Sem escala Com escala
a b R? a b R? a b R?

Avaliador A 3,63* 2,38* 0,72 0,56 0,67 0,92 0,86* 0,52* 0,90
Avaliador B 2,47 0,83 0,58 0,39 0,77 0,96 0,16 0,53* 0,96
Avaliador C 8,564* 3,15* 0,36 -3,09* 2,27 0,91 -1,76 1,87 0,87
Avaliador D 12,43* 5,14* 0,69 -0,09 1,01 0,95 0,06 0,97 0,96
Avaliador E 5,24* 250* 0,88 1,15* 0,77 0,92 0,25 0,74* 0,96
Avaliador F 1,70 1,33 0,55 0,35 0,52 0,90 -0,32 0,71* 0,94
Avaliador G 1,41* 0,17* 0,22 0,52* 0,20 0,81 0,56* 0,16* 0,85
Avaliador H 1,17* 0,44* 0,69 0,07 0,55 0,97 0,35* 0,38* 0,95
Avaliador | 10,47* 3,06* 0,46 -0,16 0,85* 0,98 0,48 0,69 0,95
Avaliador J 3,62* 2,98* 0,82 0,32 0,72 0,96 0,74* 0,60* 0,92
Avaliador K 3,99 3,99* 0,66 0,27 0,74 0,93 1,10* 0,73* 0,89

Média 497 2,36 0,60 0,03 0,82 0,93 0,23 0,72 0,92

*Asterisco indica que a hipétese de nulidade (a=0 ou b=1) foi rejeitada pelo teste t
(P=0,05).

Com relacao aos valores do coeficiente angular da reta (b), na avaliagdo sem
auxilio da escala, com excecdo dos avaliadores (B e F), todos os avaliadores
apresentaram valores significativamente diferentes de 1 (P=0,05), com valor médio
de 2,36, indicando a presenca de desvios sistematicos (Tabela 1). Com a utilizacdo
da escala, apenas o avaliador (D) apresentou resultado significativamente igual a
1 (P=0,05); no entanto, os valores médios, tanto na primeira (0,82) quanto na
segunda avaliagbes (0,72), foram bem mais proximos de 1 (Tabela 1).

Quanto a analise de precisdo, as estimativas visuais da severidade sem a
utilizacdo da escala explicaram de 22 a 88% da variacdo (R?) na mensuracao
eletrdnica da doenca, com média de 60% (Tabela 1). J4, com a utilizagdo da escala,
na primeira avaliacdo, as estimativas visuais explicaram de 81 a 98% da variagao
na mensuracao eletrénica, com média de 93% (Tabela 1). Na segunda avaliagéo,

com auxilio da escala, as estimativas visuais explicaram de 85 a 96% da variacao,



19

com média de 92% (Tabela 1). Os niveis de precisdo das estimativas visuais da
pinta-preta em folhas de mamoeiro com auxilio da escala foram semelhantes aos
constatados por outros trabalhos de validagao de escalas para avaliagdo de doenca
(Vivas et al., 2010; Capucho et al., 2011; Nunes e Alves., 2012: Juliatti et al., 2013;
Lima et al., 2013).

Efetivamente, os valores de R? comprovam que a escala proporcionou maior
precisdo para os avaliadores, com média de 93 e 92%, respectivamente, nas
primeira e segunda avaliagdes com auxilio da escala. Estes niveis de R? permitem
considerar que os avaliadores alcancaram um nivel de precisdo satisfatério para
este tipo de avaliacdo (Junior et al., 2013).

Com relacdo ao erro absoluto (diferenca entre a severidade estimada e a
real), foi possivel observar que a distribuicdo dos desvios na avaliacdo sem auxilio
da escala diagramatica apresentou disperséo -10% a +75% (Figura 32), mostrando
gue ndo houve precisdo nas estimativas dos avaliadores. Por outro lado, com a
utilizacdo da escala, tanto na primeira quanto na segunda avaliacéo, a distribuicao
dos desvios foi de aproximadamente -7% a +5% (Figuras 3B e 3C). Os resultados
aqui apresentados mostram que a escala, além de diminuir a dispersdo dos
residuos, foi capaz de promover uma aproximacdo dos resultados entre os
avaliadores. A escala também proporcionou uma reducdo dos valores das
estimativas, fazendo com que os avaliadores ndo superestimassem a doenca.

De acordo com programas computacionais utilizados em treinamentos de
quantificacdo de doenca, avaliadores que apresentam variacdo entre + ou — 10%
sao considerados bons (Tomerlin & Howell, 1988) e Disease Pro (Nutter Jr &
Worawitlikit, 1989). Em estudos de validacdo de escala em que a maioria dos
avaliadores ndo apresenta experiéncia em quantificar doenca, é esperado que haja
um contraste na distribuicdo dos residuos entre as avaliagbes com e sem o auxilio
da escala, isso porque uma boa escala ira proporcionar aos avaliadores uma maior
precisao, o que é corroborado com uma distribuicdo de residuos mais homogénea,

como verificado nos resultados do presente trabalho.
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Figura 3. Distribuicdo de residuos nas trés avaliac6es do processo de validacdo da
escala diagramética, (A) sem auxilio da escala, (B) Primeira avaliagdo com
auxilio da escala e (C) segunda avaliagdo com auxilio da escala.
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5.3. Repetibilidade das estimativas com uso da escala

A escala proporcionou aos avaliadores uma boa repetibilidade nas
estimativas, pois a quantidade média de variacdo na primeira avaliacdo explicada
pela segunda avaliacdo foi de 91% (Tabela 2). Ao relacionarmos as duas
avaliacboes realizadas com o auxilio da escala diagramatica, os valores do
intercepto para 36% dos avaliadores diferiram significativamente de zero (P=0,05),
com meédia de 0,36, ao passo que aproximadamente 91% dos avaliadores
apresentaram coeficiente angular significativamente diferente de 1 (P=0,05), com
média de 0,84 (Tabela 2). Valores semelhantes a estes também foram obtidos em
outros estudos de avaliacdo de escala diagramética (Nascimento et al., 2004; Vivas
et al., 2010; Damasceno et al., 2014).

Com base nesses resultados, pode-se afirmar que esta escala servirh como
ferramenta para se obterem resultados acurados e precisos nas diferentes areas

de trabalho referentes a pinta-preta do mamoeiro.

Tabela 2. Valor do intercepto (a); coeficiente angular da reta (b); e coeficiente de
determinacdo (R?) de equacdes de regressdo linear simples relacionando a
segunda a primeira estimativa da severidade de pinta-preta nas folhas por um

mesmo avaliador, com o auxilio da escala diagramética.

Avaliador a b R?
Avaliador A 0,65 0,73* 0,86
Avaliador B -0,05 0,68* 0,96
Avaliador C 1,12 0,80* 0,89
Avaliador D 0,36 0,92* 0,94
Avaliador E -0,57 0,92* 0,94
Avaliador F -0,41 1,27* 0,88
Avaliador G 0,31* 0,71* 0,80
Avaliador H 0,35* 0,68* 0,94
Avaliador | 0,68* 0,80* 0,94
Avaliador J 0,93* 0,97 0,92
Avaliador K 0,93* 0,97 0,92

Média 0,36 0,84 0,91

*Asterisco indica que a hipétese de nulidade (a=0 ou b=1) foi rejeitada pelo teste t
(P=0,05).
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5.4. ComparacOes de métodos de quantificacdo de pinta-preta em maméao

Na avaliagdo realizada com a escala de notas proposta por Oliveira e
Dantas (2002), nado foi possivel discriminar os diferentes niveis de severidade da
doenca para ambos os avaliadores (Figuras 42 e 4b). Pelas caracteristicas da
escala, ambos os avaliadores atribuiram valores maximos para as estimativas de
intensidade de pinta-preta em folha.

Para a escala de notas proposta por Santos e Barreto (2003), é possivel
observar que o avaliador 1 apresentou uma tendéncia a atribuir maiores valores de
intensidade para a doenca (Figura 43), o que pode acarretar dificuldade para
discriminar os niveis de severidade, levando a perda de informacdo para
experimentos conduzidos. Ademais, ao comparar a tendéncia entres os dois
avaliadores, observa-se que o avaliador 2 apresenta uma amplitude maior nas suas
estimativas (Figura 4b), o que demostra que a escala pode gerar resultados
divergentes na avaliacédo da doenca.

Para a escala de Kranz (1988), a discriminacdo dos diferentes niveis de
severidade nao foi alcancada pelos avaliadores (Figuras 42 e 4b). Observa-se uma
dissonancia entre as estimativas obtidas para os diferentes avaliadores: enquanto
o avaliador 1 concentrou 50% das notas em valor 1, o avaliador 2 apresentou 50%
das notas entre os valores de 3 e 4.

Quando a escala diagramatica proposta no presente estudo foi utilizada,
ambos os avaliadores apresentaram estimativas com presenca de amplitude, o que
significa que a escala proporcionou aos avaliadores a capacidade de distinguir os
diferentes niveis de severidade nas diferentes parcelas (Figuras 42 e 4b). Somado

a isso, as estimativas dos avaliadores se assemelham as estimativas reais.
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Figura 4. Estimativas de severidade simulada e obtidas pelos avaliadores A e B com
auxilio das escalas de notas em uso para a cultura e pela escala proposta neste trabalho.

Frente a distribuicdo dos dados obtidos, foi aplicado o coeficiente de

correlagdo de postos de Spearman. Pelas estimativas de correlagédo obtidas,

percebe-se uma concordancia entre as estimativas de intensidade de doenca

obtidas, além de uma forte correlagdo entre a severidade estimada pelos

avaliadores e a severidade real.

Com isso, foi possivel observar que a maioria das avaliagdes para ambos

os avaliadores apresentou uma forte correlacdo, em que o maior coeficiente atingiu

o valor de 0,99 entre a severidade real e a escala proposta neste trabalho (Figura
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5). Da mesma forma, a correlacdo entre a escala proposta por Kranz (1988) e a
escala proposta neste trabalho apresentou coeficiente de 0,99 (Figura 5). O
coeficiente de correlacdo entre os avaliadores 1 e 2 para a escala proposta neste
trabalho foi de 0,94, o que pode ser considerado um indicativo de reprodutibilidade
e, consequentemente, pode ser entendido como indicativo de precisdo de um
meétodo de avaliacdo de doenca (Nutter Jr. Et al., 1993).

Os resultados aqui relatados reforcam a ideia de que as escalas
diagraméticas, além de serem de féacil utlizacdo, sdo ferramentas que
proporcionam a obtencao de estimativas apropriadas a comparacao de tratamentos
experimentais, adequadas a analise de variancia e de médias. Tal fato torna as
escalas diagraméticas, atualmente, as ferramentas mais utilizadas em trabalhos de

quantificacdo de doenca em plantas (Amorim et al., 2018).

08

0.69
- 06

0.9

0.75 - 02

0.9

0.7 - 02

0.95

06
0.96

0.99

1

Figura 5. Representacédo grafica de matriz de correlacdo postos de Spearman.
Sev (severidade real); OeD (escala proposta por Oliveira e Dantas); SeB (escala
proposta por Santos e Barreto); K (escala proposta por Kranz); e F (Escala
proposta neste trabalho). R= avaliador A; e J= avaliador B
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6. RESUMO E CONCLUSOES

As escalas diagramaticas, atualmente, sdo as ferramentas mais utilizadas
quando se pretende estimar, de forma precisa, a severidade das doencas em
plantas. Tal ferramenta é responsavel por reduzir a subjetividade dos avaliadores,
aproximar as estimativas dos avaliadores da estimativa real bem como aumentar a
eficiéncia nos trabalhos de quantificacdo de doencas.

O presente trabalho propds uma escala diagramatica para quantificacéo da
severidade de pinta-preta em folhas de mamoeiro, a qual contemplou os valores de
0,1;0,3;0,6; 1,0; 2,3; 5,0; 10,0; e 20,0% de area lesionada. A escala proporcionou
aos avaliadores resultados precisos, 0s quais apresentaram coeficiente de variacao
médio de 92%, além de possibilitar uma boa repetibilidade nas estimativas.

Ao comparar a escala proposta com outros métodos atualmente utilizados
na quantificacdo da pinta-preta, foi observado que a escala proposta, além de
apresentar resultados semelhantes aos obtidos pelas outras metodologias
avaliadas, foi a que melhor descriminou os genaétipos, o que evidencia o potencial
dessa ferramenta no processo de quantificacdo de pinta-preta em folhas de

mamoeiro.
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