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RESUMO

Trojan, D.G.; Dalla Pria, M.; Castro, A. Validagdo de escala diagramatica para quantificagdo da severidade da antracnose da folha do milho. Summa

Phytopathologica, v.44, 1.1, p.56-64, 2018.

A ocorréncia de doencas foliares no milho (Zea mays) causadas por
fungos ¢ facilmente observada no campo. Entretanto sdo necessarias
ferramentas para obter informagdes precisas sobre a quantificagdo de
doencas. O objetivo deste trabalho foi elaborar uma escala diagramatica
para estimar a severidade da antracnose foliar causada por Colletotrichum
graminicola na cultura do milho. Para elaboracdo da escala diagramatica
foram coletadas 100 folhas de milho com diferentes severidade da doenga e
levadas a laboratorio para selecdo e captagdo das imagens com o aplicativo
Quant v.1.0.2. As imagens foram analisadas por 22 avaliadores experientes
e por 13 avaliadores inexperientes. Conhecendo o grau de severidade real

pode-se através da analise de regressdo, determinar a relagdo entre o grau
de severidade real e o grau de severidade estimado com o uso e sem 0 uso
da escala. A precisdo do avaliador foi determinada pelo coeficiente de
determinagao (R?) e pela variancia. A escala proposta, com 18 severidades
distintas, apresentou-se como uma ferramenta assertiva para a quantificagao
da severidade da antracnose. A acuracia e precisido de todos os avaliadores,
aumentou quando usaram a escala; pois entre os avaliadores experientes
14 dos 22 aumentaram a acuracia e, entre os inexperientes, nove também
tiveram sua acuracia melhorada pelo uso da escala proposta. Portanto os
ganhos foram maiores para os avaliadores sem experiéncia, 69,2%.

Palavras-chave: epidemiologia, fitopatometria, Colletotrichum graminicola.

ABSTRACT

Trojan, D.G.; Dalla Pria, M.; Castro, A. Validation of a diagrammatic scale to quantify the severity of corn leaf anthracnose. Summa Phytopathologica,

v.44,n.1, p.56-64, 2018.

The occurrence of foliar diseases in corn (Zea mays), caused by
fungi, is easily diagnosed in the field. However, tools to obtain accurate
information on disease quantification are necessary. The objective of this
study was to develop a diagrammatic scale to estimate the severity of leaf
anthracnose caused by Colletotrichum graminicola in corn. To elaborate the
diagrammatic scale, 100 corn leaves showing different severity levels of the
disease were collected and taken to the laboratory for selection and capture
of images using Quant v.1.0.2 software. The images were analyzed by 22
experienced evaluators and by 13 inexperienced evaluators. Once the actual
severity degree was known, regression analysis was used to determine the

relationship between the actual severity degree and the estimated severity
degree with the use or without the use of the scale. The accuracy of the
evaluator was determined based on the coefficient of determination (R?)
and variance. The proposed scale, with 18 distinct severities, showed to
be an efficient tool to quantify the severity of anthracnose. The accuracy
of all evaluators increased when the scale was used since, among the
experienced evaluators, 14 out of 22 increased their accuracy and, among
inexperienced ones, nine also had their accuracy improved by using the
proposed scale. Therefore, the gains were higher for evaluators without
experience, 69.2%.

Keywords: epidemiology, phytopathometry, Colletotrichum graminicola.

Na safra 2015, o Brasil produziu cerca de 84 milhdes de toneladas
de milho (Zea mays L.), o que o tornou além de autossuficiente para
o consumo interno, ¢ um dos principais paises exportadores desse
cereal. Contudo, as exigéncias comerciais relacionadas a qualidade dos
graos, destinados tanto a exportagdo quanto ao consumo interno, tém se
tornado cada vez mais rigidas, principalmente em relagdo a qualidade
sanitaria dos grdos e a presenga de micotoxinas (17).

A cultura do milho estd sujeita a ocorréncia de varias doengas
que podem causar danos a produtividade, afetando a qualidade de
graos e da forragem. Dentre as doencgas foliares, merecem destaque
a cercosporiose (Cercospora zea-maydis, Tehon ¢ Daniels, 1925 ¢
Cercospora sorghi f. sp. maydis Ellis e Everh), a ferrugem polissora
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(Puccinia polysora Underw.), a ferrugem comum (Puccinia sorghi
Schw.), a helmintosporiose ou mancha de turcicum (Exserohilum
turcicum (Pass.) Leonard e Suggs e Bipolaris maydis Nisikado), a
mancha foliar de diploidia (Diplodia macrospora Earle in Bull) e
a antracnose (Colletotrichum graminicola (Cesati) Wilson (sin,. C.
sublinealum P. Henn) (25).

No entanto, além de conhecer a etiologia e a sintomatologia de
uma doenga ¢ imprescindivel quantificar a intensidade dos sintomas.
A quantificacdo de doencas de plantas ¢ parte fundamental para
a determinacdo de danos correlacionando-se a intensidade com o
rendimento de graos (2).

Dentre os métodos de quantificagdo da intensidade, a severidade
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¢ a mais utilizada, embora seja subjetiva. A sua quantificagdo ¢ mais
trabalhosa e depende de treinamento prévio do avaliador. O avaliador
deve ser capaz de estimar com precisdo e acuracia a porcentagem da area
coberta com os sintomas/sinais. Embora a severidade seja subjetiva,
apresenta melhor ajuste em estudos de eficiéncia de controle, condigoes
favoraveis a epidemias e em em quantificagdo de danos (2, 22, 33).

Uma das ferramentas sdo as escalas diagramaticas criadas para
auxiliar na determinagdo da quantidade ou intensidade de doengas
em folhas e frutos. A popularizacdo dos computadores e das
maquinas fotograficas digitais facilitou o desenvolvimento de escalas
diagramaticas e também do uso de analise de imagens para se estimar
a severidade. Esse lltimo método permite a medigdo da severidade, o
tamanho da lesdo, a classificagdo das lesdes por tamanho ¢ o niimero
de lesdes por folha ou por area, o que facilita relacionar o sintoma
com sua area foliar.

As escalas diagramaticas precisam ser validadas antes de seu uso
se generalizar. Validar uma escala diagramatica consiste em realizar
testes com avaliadores utilizando-a e nao (9, 12, 28).

Diversas escalas diagramaticas estdo disponiveis na literatura para
os mais variados patossistemas, no entanto caso nao haja escala descrita
para a quantificagdo de uma determinada doenga, a mesma deve ser
elaborada e validada (16, 18). Apesar das vantagens e as aplicagdes
do uso de escalas diagramaticas para a estimativa da severidade de
doengas, a antracnose foliar do milho, causada por C. graminicola,
ainda ndo conta com uma escala propria para suas caracteristicas, o que
dificulta sua avaliagdo justificando assim a realizagao deste trabalho. A
antracnose do milho, principalmente como podrid¢éo do colmo, ocorre
em todas as principais regides produtoras de milho do Brasil (15, 24).

A quantidade de uma doenga s6 pode ser determinada com
confiabilidade quando ¢ possivel medi-la e expressa-la em nimeros.
A quantificagdo de doengas em plantas, independentemente do método
a ser utilizado, esta sujeito a erros, podendo os mesmos variar em
magnitude. Para que esses erros sejam minimizados, o método utilizado
na quantificacdo da doenga deve apresentar resultado acurados, precisos
com boa reprodutibilidade e repetibilidade (3).

Quantificar uma doenca é fundamental no manejo de doenca de
plantas (14). Neste sentido, ferramentas que auxiliem o processo de
quantificagdo de doencas sdo extremamente Uteis, pois conferem
precisdo e acuracia no momento da avaliagdo. Entre essas ferramentas
estdo escalas ordinais, chaves descritivas e escalas diagramaticas. Na
avaliacdo do grau de intensidade de doengas foliares, a utilizagdo de
escalas diagramaticas parece ser um método eficiente, segundo Arnhold
(5). Escalas diagramaticas sdo representagdes esquematicas de orgaos de
plantas com diferentes niveis de severidade da doenga, onde é mostrado
o0 6rgdo a ser avaliado com formato, tamanho e distribui¢ao de lesdes
0 mais proximo possivel da realidade (6, 20).

O objetivo deste trabalho elaborar uma escala diagramatica para
estimar a severidade da antracnose foliar causada por C. graminicola,
de forma a padronizar a avaliagdo da severidade na cultura do milho.

MATERIAL E METODOS

Para elaboracdo da escala diagramatica da antracnose foliar foram
coletadas 100 folhas de milho com diferentes valores de severidade
obtidas de plantas inoculadas com C. graminicola mantidas em vasos
em casa-de-vegetacdo na Universidade Estadual de Ponta Grossa.

O isolado de C. graminicola, utilizado para a inocula¢o das plantas
de milho, foi cedido pelo laboratério de Genética da UEPG oriundo
inicialmente da empresa DowAgrosciences LTDA (Jardindpolis, SP).
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A multiplicacdo inicial do fungo foi realizada através da
transferéncia dos discos com colonias do fungo para placas de Petri
contendo meio de cultura aveia-agar (10 g de farinha de aveia, 2,5 g
de agar e 250 mL de agua destilada), depositados na regido central. As
placas com as colonias foram incubadas em camara de crescimento
na temperatura de 22°C (+ 2°C) sob lampadas fluorescentes, com
fotoperiodo de 12 horas, até a esporulagdo das colonias.

Para obtencdo do indculo foi adicionado aproximadamente 20 mL
de agua destilada esterilizada nas placas de Petri contendo colonias
esporuladas do fungo e com o auxilio de um pincel as colonias do
patogeno foram raspadas superficialmente para a liberagdo dos conidios
e obtencdo da suspensdo concentrada de esporos. A concentracdo foi
ajustada para 5,0 x 10° esporos mL"' determinada com uma Camara
de Neubauer. Para cada litro da suspenséo foi adicionada uma gota do
espalhante adesivo Tween 80°.

Imediatamente ap0s a inoculagdo, os vasos contendo as plantas de
milho foram cobertos com sacos plasticos umedecidos transparentes
formando uma camara imida, mantidos por 48 horas. Apos a retirada
do saco plastico as plantas foram mantidas em casa- de- vegetagao, sob
temperatura controlada, até o surgimento dos sintomas.

As folhas foram levadas para o laboratdrio para selegdo e captacao
das imagens e transferidas para um computador.

Foram considerados os limites superiores e inferiores da escala,
correspondendo a maxima e minima intensidade da doenga observada
em casa-de-vegetacao, onde 0% significa auséncia de doenca ¢ 100%
a area foliar completamente tomada pelos sintomas, com area foliar
verde totalmente ausente. Estabeleceram-se 12 valores de severidade
da doenga, para compor a escala diagramatica. Para manipulacdo das
imagens utilizou-se o software de imagem Quant v.1.0.2 (32).

Para validagdo da escala, foram projetadas imagens por meio do
programa Power Point (Microsoft Office 2010), das folhas de milho
com diferentes valores de severidade de C. graminicola. Em uma
primeira fase, os avaliadores estimaram a severidade sem auxilio da
escala diagramatica e, em uma segunda fase, estimaram a severidade
com o auxilio da mesma. As imagens foram avaliadas por 22 avaliadores
experientes e a 13 inexperientes.

Conhecendo o grau de severidade real pode-se através da analise
de regressao, determinar a relagdo entre o grau de severidade real e o
grau de severidade estimado com e sem o uso da escala. Analisando as
variaveis do estudo, se definiu como variavel independente a severidade
real e a variavel dependente a severidade estimada. Desta forma pode-
se estimar a precisdo e acurdcia de estimativa do avaliador do grau de
severidade da doenca. A precisdo do avaliador foi determinada pelo
coeficiente de determinagdo (R?) e pela variancia através do programa
Excel 2010 (Microsoft®) utilizado nas anélises de regressdo linear (31).

A acuracia das estimativas foi determinada pelo teste ¢ aplicada ao
intercepto da regressdo 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, ao nivel de 5% de probabilidade.
Valores de intercepto significativamente diferente de 0 indicam a
presenca de desvios constantes, enquanto que valores de coeficiente
angular da reta que desviam significativamente de 1 indicam a presenca
de desvios sistematicos (1).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A escala diagramatica elaborada neste trabalho, com 12 valores de

severidade, tem como limite inferior 0,5% de area lesionada e superior
de 100% de area lesionada (Figura 1).
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Figura 1. Escala diagramatica da antracnose em folhas do milho causada por Colletotrichum graminicola de acordo com o programa Quant.
Ponta Grossa-PR.

De acordo Silva et al. (28) em 69 artigos encontrados entre 1997 e
2013 sobre “validacdo de escala diagramatica”, publicados, o nimero
de avaliadores que realizam a estimativa da doenca pode variar de 4 a
20 pessoas, podendo ser separados por grupo de avaliadores experientes
e inexperientes na validacdo da escala diagramatica. Para este trabalho
foram selecionados 22 avaliadores experientes e 13 avaliadores
inexperientes. Observou-se que para a maioria dos avaliadores (Figuras
2 e 3), os valores estimados da severidade ficaram proximos dos valores
da severidade real (20).

A vantagem de se obter uma expressdo matematica que estime
a severidade reside na facilidade operacional e na maior precisao
(repetibilidade) da avaliacdo realizada. Varios trabalhos de pesquisa
tém-se dedicado a esta determinagdo, como Dillard & Seem (10) para
ferrugem comum do milho, Reis et al. (26) quanto a ferrugem da folha
do trigo, Silva-Acuna (29) para ferrugem do cafeeiro, Martins et al. (20)
para doengas de final de ciclo da soja, entre outros (19).

Valeriado et al. (34) citam em seu trabalho que embora na analise
visual, 100% da area foliar esteja coberta por sintomas/sinais, neste
caso manchas foliares da antracnose, o programa detecta areas foliares,
ainda sem estruturas fungicas. Fatos como este, podem levar a erros de
avaliacdo quando ndo se usa a escala elaborada.

Sabendo que o grau de severidade real é conhecido, pode-se,
através da analise de regressdo, determinar a relag@o entre o grau de
severidade real e o grau de severidade estimado com 0 uso e sem o uso
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das escalas, e se essa relagdo ¢ estatisticamente significativa (Figuras
2 e 4 ¢ Tabela1).

Analisando as variaveis do estudo, ¢ possivel definir qual é
dependente do conjunto de variaveis existentes. Nessa relagdo pode-se
inferir que a variavel independente ¢ a severidade real e a dependente a
severidade estimada (Figuras 2 e 4). Considerando-se que esta relagdo
¢ linear ¢ possivel realizar a regressdo de minimos quadrados para
representar tal relagdo (30). Desta forma pode-se estimar a precisdo e
acuracia de estimativa do avaliador do grau de severidade da doenga.
A precisdo do avaliador pode ser determinada pelo coeficiente de
determinagao (R?) e pela variancia (Figuras 2 e 4 e Tabela 1).

Neste trabalho a menor acuracia ficou em 0,84 nio necessitando
exclusdo de nenhum avaliador. Entretanto, ndo se deve desconsiderar
um avaliador apenas por uma unica tentativa. Ha uma tendéncia natural
de que, quanto mais vezes se utiliza a escala, mais precisa se torna a
avaliacdo (36).

Os avaliadores considerados acurados tém as médias das estimativas
da severidade proximas da média real. Foi possivel observar que a
acuracia de todos os avaliadores, independentemente de experiéncia
anterior com escalas diagramaticas aumentou quando estes usaram a
escala; pois entre os avaliadores experientes 14 dos 22, aumentaram
sua acuracia na avaliacdo e entre os inexperientes 9 entre os 13
também tiveram sua acuracia melhorada através do uso da escala
proposta. Portanto os ganhos foram maiores para os avaliadores sem
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Figura 2. Severidade estimada da antracnose em folhas de milho realizada por 13 avaliadores inexperientes sem e com o auxilio da escala e
equagdes de regressdo obtidas entre a severidade real e a severidade estimada.
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Figura 2. Continuacao
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Figura 3. Severidade estimada da antracnose em folhas de molho realizada por 13 avaliadores inexperientes sem (a) e com (b) o auxilio da escala
¢ equagdes de regressao obtidas entre a severidade real e a severidade estimada. Ponta Grossa, 2016.
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Figura 4. Severidade estimada ds antracnose em folhas de milho realizada por 22 avaliadores experientes sem e com o auxilio da escala
diagramatica. Ponta Grossa-PR, 2016.
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Tabela 1. Correlagdes lineares em relagdo a escala diagramatica proposta para avaliagdo da antracnose em folhas do milho (Zea mays). Ponta

Grossa-PR, 2016

Avaliadores Nota Coeficientes P R? r C,
a 1,014 (0,017) <0,001
S I 0,90 0,05 1,03
, em eseata b 0,981 (0,922) 0,288 : : :
Experientes
. | a 1,013 (0,011) <0,001 0.05 0.08 0
m ala
om ese b 2,076 (0,634) 0,001 ’ ’ ’
a 1,018 (0,018) <0,001
S I 0,93 0,97 1,03
. - em escaia b 1,413 (0,999) 0,153 ’ ’ ’
ao experientes
P . | a 1,016 (0,013) <0,001 0.96 0.8 .
om escala 5 > >
b 1,220 (0,710) 0,087

Valores entre parénteses representam o erro padrdo. r: coeficiente de correlagdo. C,: fator de corre¢do do desvio, a: escala estimada, b: escala real.

experiéncia, 69,2%. O efeito do uso de escala é notado fortemente
em avaliadores nao treinados que tenderam a superestimar o valor de
severidade real do ataque na superficie foliar nas avaliagdes sem o uso
da escala diagramatica, conforme demonstrou a avaliagdo de 11 entre
13 avaliadores.

Houve aumento dos valores de coeficientes de regressdo com
o emprego da escala, saindo de 0,90 e passando para 0,95 para os
avaliadores experientes e de 0,93 a 0,96 para avaliadores inexperientes,
demonstrando assim a precisdo com o seu uso. Estes resultados
assemelham-se aos encontrados em outros patossistemas, de validagao
de escalas diagramaticas, citando Martins et al. (20), Andrade et al. (4),
Michereff et al. (21), Custédio et al. (8), Capucho et al. (7), Domiciano
etal. (11), Rios et al. (27) ¢ Duarte et al. (13, 14).

Para um avaliador ser considerado excelente, o erro de suas
estimativas deve estar dentro de um intervalo de 5% do valor real e
bom quando ndo ultrapassar a 10% (23). Segundo esses critérios, os
erros absolutos obtidos na validagao foram aceitaveis (Tabela 1), porém
podem ser minimizados com o treinamento e uso constante da escala
pelos avaliadores (3, 21, 23).

Sendo assim, a escala proposta neste trabalho apresentou-se
como uma ferramenta assertiva para a quantificacdo da severidade
da antracnose foliar causada por C.graminicola. A acuracia de todos
os avaliadores, independentemente de experiéncia anterior aumentou
quando usaram a escala; pois entre os avaliadores experientes 14 dos
22, aumentaram a acuracia e, entre os inexperientes, 9 entre os 13
também tiveram a acuracia melhorada através do uso da escala proposta.
Portanto os ganhos foram maiores para os avaliadores sem experiéncia,
69,2%.
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