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RESUMO

Damasceno, V.F.F.; Furtado, E.L.; Ferreira Filho, P.J.. Comparacio de dois métodos de elaboracio e validacio de escala diagramatica para

a quantificacdo da severidade da mancha de Cylindrocladium em eucalipto. Summa Phytopathologica, v.40, n.3, p.248-255, 2014.

A mancha de Cylindrocladium em Eucalyptus (Myrtaceae) apresenta ampla
ocorréncia em campo, causando danos com desfolha a partir do primeiro ano
de plantio. A necessidade de quantificagdo da doenca e auséncia de escalas
confiaveis ja publicadas, gerou a necessidade da elaboragdo e validagdo de
uma escala diagramatica para avaliar a mancha de Cylindrocladium spp. em
cultivos de eucalipto. O estudo foi desenvolvido no municipio de Botucatu, Sao
Paulo, Brasil, em talhdo de E. grandis com, aproximadamente, dois anos de
idade, espagamento de 2,5 x 3,0 metros, em condi¢des de epidemia em campo.
Cem folhas de E. grandis foram coletadas e digitalizadas com uso de escaner
e elaboradas duas escalas, a primeira realizada pelo software AFSoft para
classificar as cores referentes as areas saudaveis e lesionadas, e a segunda por

meio de delimitagdo manual com auxilio de mesa digitalizadora com tratamento
nos softwares GIMP e ImageJ. Apds, determinou-se a severidade em funcéo da
distribui¢@o da amostra. Para o teste de acuidade visual e validagdo das escalas,
as folhas foram submetidas a avaliacdo de severidade, sem e com escala por
dez avaliadores (cinco para cada escala), seguida de analise de regressdo. A
comparacdo das escalas mostrou que podem ser utilizadas para quantificar
a severidade da mancha de Cylindrocladium spp. em E. grandis, com maior
acurdcia e precisao no segundo método. O AFSoft ¢ indicado para elaboracao
de escalas com pequena variacao entre as tonalidades da amostragem e menor
tempo de trabalho, no contrario indica-se a delimitagdo manual com auxilio de
mesa digitalizadora.

Palavras-chave adicionais: AFSoft, doenga foliar, epidemiologia, fitopatometria, ImageJ.

ABSTRACT

Damasceno, V.E.F.; Furtado, E.L.; Ferreira Filho, P.J.. Comparison of two methods to elaborate and validate a diagrammatic scale for
quantifying the severity of Cylindrocladium leaf spot on Eucalyptus. Summa Phytopathologica, v.40, n.3, p.248-255, 2014.

Cylindrocladium leaf spot on Eucalyptus (Myrtaceae) presents high
occurrence in the field, causing losses due to defoliation since the first year
of planting. The need of quantifying the disease and the lack of already
published reliable scales have generated the need of elaborating and validating
a diagrammatic scale to evaluate Cylindrocladium spp. leaf spot on eucalyptus
crops. The study was developed in Botucatu, Sao Paulo, Brazil, in an E. grandis
crop aged approximately two years and showing 2.5 x 3.0 meters spacing under
epidemic conditions in the field. One hundred E. grandis leaves were collected
and digitalized by using a scanner, and two scales were elaborated, the first
one performed by AFSoft software to rate colors related to healthy and injured

areas and the second one by manual delineating with the aid of a tablet and
image treatment on GIMP and ImageJ software. Then, severity was determined
based on the sample distribution. For the visual acuity test and validation of
scales, leaves were subjected to severity evaluation, without and with scale, by
ten raters (five for each scale), followed by regression analysis. Comparison of
scales showed that they can be used to quantify the severity of Cyllindrocladium
spp. leaf spot on E. grandis, showing higher accuracy and precision with the
second method. AFSoft is indicated for the elaboration of scales with small
variation among the sampling tonalities and shorter work time; otherwise,
manual delineating by using a tablet is indicated.

Additional keywords: AFSoft, leaf disease, epidemiology, phytopatometry, ImageJ.

O cultivo florestal no Brasil atingiu em 2012, 7.185.943 ha, com
70,8% de espécies de eucalipto, 22,0% de Pinus spp. ¢ 7,2% de outras
espécies como acdacia, araucdria, populus, teca, seringueira e parica
(1). Dentre a variedade de espécies cultivadas do género Eucalyptus,
uma das mais difundidas no Brasil ¢ a E. grandis Hill ex. Maiden
(Myrtaceae), destinada a producdo de celulose e papel, carvio,
lenha, laminagao, serraria e movelaria (25). Com a intensificacao dos
plantios, houve aumento da possibilidade de ocorréncia de doengas,
principalmente nos estagios iniciais de desenvolvimento (6).
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Varias espécies de Cylindrocladium estdo relacionadas a doengas
em viveiros e campo, dentre as quais C. candelabrum ¢ C. pteridis
tém apresentado maior ocorréncia em territorio brasileiro, sendo as
principais doengas causadas em Eucalyptus a podriddo de estacas,
tombamento e a mancha foliar (2). A mancha de Cylindrocladium éuma
das principais doengas do eucalipto, apresentando ampla ocorréncia
no campo, sendo observada desde 1973, no Brasil, com mais de 15
espécies de eucalipto atacadas pelo patdgeno (16).

Os sintomas em plantas infectadas sdo manchas que progridem
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radialmente em dire¢do a nervura principal ou peciolo, com origem no
apice e bordas do limbo foliar, podendo ocupar grande proporgao da
folha. A coloragdo dessa mancha foliar varia entre diferentes tons de
marrom e cinza, com delimitag¢ao por halo clorético, que separa o tecido
necrosado do tecido sadio, induzindo desfolha nos ter¢os basal, mediano
e apical das copas de arvores a partir do primeiro ano de cultivo (2, 16).

Dentre os métodos de avaliagdo existentes para doengas de plantas
sdo utilizados a incidéncia e a severidade. O primeiro ¢ um método
simples, expressa em porcentagem de plantas doentes em uma amostra
e a segunda expressa pela percentagem de tecido doente em relagdo
ao total de tecido avaliado. Para evitar subjetividade na avaliagdo da
severidade se faz necessario a compara¢do com um diagrama padrao,
denominado escala diagramatica.

As escalas diagramaticas sdo obtidas a partir de ilustracdes de
sintomas da doenca em diferentes niveis de intensidade, na planta
inteira ou em partes, sendo esse o método mais utilizado para
avaliar a severidade (2). Escalas diagramaticas apresentam diversos
usos podendo auxiliar na quantificacdo dos danos, classificacdo da
severidade de ocorréncia no plantio, resisténcia varietal e utilizagdo
para experimentos de controle da doenca, permitindo verificar se o
controle ¢ eficiente ou ndo (29).

A acuidade visual do olho humano ¢ inversamente proporcional ao
logaritmo do estimulo recebido, segundo a lei Weber-Fechner, ¢ o fato
de que a melhor visualiza¢@o para tecidos sadios ocorre acima de 50%
e para tecidos lesionados abaixo de 50%, esses fatos levaram a proposta
de escala ndo-linear para a quantificagdo da severidade de doengas em
plantas (13, 29). A severidade pode ser estimada por meio de escalas
diagramaticas (8), utilizando-se imagens digitalizadas e aplicativos
computacionais (28) ou medindo a extensdo da lesdo (2). Existem
escalas diagramaticas para quantificagdo da severidade de diversas
doengas como: mancha de micosferela em Eucalyptus globulus (23),
brusone em trigo (19), helmintosporiose em milho (17), cercosporiose
em folhas de cafeeiro (10), mancha alvo em folhas de pepineiro (28),
mancha de Quambalarya eucalypti em eucalipto (5), ferrugem do
cucalipto (15, 30), clorose variegada em citros (4), antracnose em
maracuja (11), mancha de isariopsis em videira (18), bacteriose em
pessegueiro (9) e mildio em meloeiro (21).

O objetivo deste trabalho foi comparar dois métodos para
elaboracdo de escala diagramatica para a quantificagdo da severidade
da mancha de Cylindrocladium spp. em E. grandis.

MATERIAL E METODOS

Local de estudo

A elaboragio e validagdo da escala diagramatica para avaliagdo da
mancha de Cylindrocladium spp. foi realizada em folhas E. grandis.
Esse trabalho foi desenvolvido no municipio de Botucatu, Sao Paulo,
Brasil (Lat. 22°48’ S Long. 48°23° O ¢ 591 metros a.n.m) em um talhdo
de E. grandis com, aproximadamente, dois anos de idade e espacamento
de 2,5 x 3,0 metros, em condigdes de epidemia em campo.

Elaboaracio das escalas diagramaticas

Cem folhas de E. grandis foram coletadas e levadas ao laboratério
onde foram digitalizadas com um escaner de mesa modelo HP Scanjet
5590, resultando em imagens com resolucao de 200 dpi. No primeiro
método utilizado, as imagens foram carregadas no software AFSoft
(Embrapa Instrumentacdo Agropecuaria, Unidade Sdo Carlos, Sdo
Paulo), para classificar as cores referentes as areas sadias e lesionadas.
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Ap0s a classificacdo, as imagens foram submetidas a contraste
para delimitacdo da area foliar, e retorno da imagem com as areas
classificadas e com respectivas porcentagens (area sadia ou nao).

No segundo método, as imagens foram submetidas a tratamento
no software GIMP para a sua edigdo ¢ feita a delimitacdo das areas
necréticas com auxilio de mesa digitalizadora, para permitir a
mensuragdo das areas pelo software ImageJ. Apos foi realizado calculo
da porcentagem lesionada com base na area infectada em relagdo a
area total. Neste sentido, seguindo a lei da acuidade visual proposta
por Weber-Fechner, com incrementos logaritmicos sucessivos (13,
14) foram definidos os intervalos da severidade utilizados na escala,
com inicio no menor nivel da severidade da mancha foliar até o maior
detectado. Intervalos intermediarios foram inseridos entre os niveis
acima de 25% para melhor orientagdo do avaliador (4).

A inser¢do de intervalos intermediarios e ajustes nos niveis
da escala foram definidos apods analises preliminares, porque os
avaliadores tiveram dificuldades em estimar valores de severidade na
faixa composta pelos intervalos mais longos (16 ¢ 32%; 32 e 64%),
fazendo com que muitas estimativas apresentassem erros em relagdo
ao valor correto da amostragem, aproximando-se, mais dos niveis
vizinhos do que o nivel correto. Com a finalidade de facilitar o trabalho
dos avaliadores e reduzir os erros das estimativas com uso da escala
elaborada, a estratégia adotada foi de inserir niveis, como relatado para
elaboracdo da escala da clorose variegada do citros (4). Neste caso, a
Lei Weber-Fechner aplica-se de forma essencial para a elaborac@o desta
escala, permitindo ajustes para melhor orientagdo dos avaliadores, como
verificado nesse trabalho.

As folhas de eucalipto utilizadas para elaboragdo das escalas
diagramaticas foram escolhidas na amostragem em fungao de apresentar
os niveis da severidade da mancha de Cylindrocladium proximos aos
niveis previamente calculados.

Validacio das escalas diagramaticas

Dez avaliadores realizaram a analise das 100 folhas com diferentes
severidades para a validagdo das escalas da mancha de Cylindrocladium
spp., com cinco avaliadores para cada escala. Todos os avaliadores ndo
possuiam experiéncia neste tipo de analise. As avaliagdes da severidade
foram realizadas sem e com auxilio da escala. Apds a avaliagdo, foi
determinado o desempenho dos avaliadores quanto a precisdo das
estimativas obtidas com um coeficiente de determinagdo e pela acuracia
e variancia dos erros absolutos (12).

A acuracia e precisdo das estimativas visuais de cada avaliador
foram determinadas por regressdo linear simples, considerando
severidade real como variavel independente e a severidade estimada
como variavel dependente. A precisdo das estimativas foi avaliada pelo
coeficiente de determinagdo (R?) e pela varidncia dos erros absolutos
(severidade estimada menos severidade real). Apds analise, os dois
métodos de elaboragdo e os dados de validagdo de ambas as escalas
foram comparados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Escalas diagramaticas e definicio dos niveis da severidade

As escalas diagramaticas para mancha foliar de cilindrocladio,
em folhas de E. grandis, foram elaboradas em funcao da distribui¢ao
da amostra, onde o primeiro nivel representa a menor severidade
encontrada e o ultimo a maxima, sendo representados pelos valores
1,84% e 83,75% para primeira escala, ¢ 0,95% e 83,84% para segunda.
Os niveis intermediarios foram propostos exponencialmente, segundo a
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lei Weber-Fechner (13). Desta maneira, a escala elaborada com auxilio
do software AFSoft apresentou oito niveis de severidade em fungao
da distribuigdo da amostra, sendo I: até 1,84% de necrose; I1: 3,94%;
111: 7,76%; 1V: 16,82%; V: 24,15%; VI: 41,42%; VII: 54,49% e VIII:
83,75% (Figura 1). Seguindo a mesma proposta, a escala elaborada
através da delimitacdo manual com auxilio da mesa digitalizadora
apresentou as seguintes severidades: I: até 0,95% de necrose; 11: 3,11%;

I1I: 8,44%; IV: 16,10%; V: 25,68%; VI: 42,10%; VII: 56,10% e VIII:
83,84% (Figura 2).

Os intervalos sugeridos por Horsfall & Barratt (13) sdo compostos
por dez intervalos: I: 0 a 3%; I1: 3 a 6%; I1I: 6 a 12%; IV: 122 25%; V:
25a50%; VI: 50 a 75%; VII: 75 a 88%; VIII: 88 a 94%; IX: 94 a 97%);
e X: 97 a 100%, quando o minimo ¢ 0, e 0 maximo é 100%. Devido a
grande amplitude dos niveis V e VI, foram inseridas em ambas as escalas

XX

1,84% 3,94%

7,76%

16,82%

bid

24,15% 41,42%

54,49%

83,75%

Figura 1. Escala diagramatica para avaliagdo da severidade da mancha de Cylindrocladium spp. em Eucalyptus grandis elaborada pelo software AFSoft. Valores

em porcentagem da area foliar com os sintomas.

XL

0,95% 3,11% 8,44% 16,10%
25,68% 42,10% 56,10% 83,84%

Figura 2. Escala diagramatica para avaliacdo da severidade da mancha de Cylindrocladium spp. em Eucalyptus grandis elaborada por delimitagdo manual com
auxilio de mesa digitalizadora. Valores em porcentagem da area foliar com os sintomas.
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Figura 3. Relagdo da severidade estimada sem e com auxilio da escala diagramatica elaborada no AFSoft (pontos) e linhas de regressdo obtidas entre a severidade
real e severidade estimada (linha cheia) para mancha de Cylindrocladium spp. em Eucalyptus grandis. A e B: avaliador 1 sem e com escala. C e D: avaliador 2 sem
e com escala. E e F: avaliador 3 sem e com escala. G e H: avaliador 4 sem e com escala. I ¢ J: avaliador 5 sem e com escala.
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Figura 4. Relagdo da severidade estimada sem e com auxilio da escala diagramatica elaborada com delimitagdo manual (pontos) e linhas de regressao obtidas entre
a severidade real e severidade estimada (linha cheia) para mancha de Cylindrocladium spp. em Eucalyptus grandis. A e B: avaliador 1 sem e com escala. C e D:
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niveis de severidade com menor espagamento para melhor orientag@o
dos avaliadores e diminuir possiveis discrepancias nas analises.

Na validacdo das escalas diagramaticas, os avaliadores tiveram boa
acuracia, pois os valores estimados de severidade ficaram proximos dos
valores da severidade real, determinando a acuracia das avaliagdes (8).

Os resultados obtidos através das analises foram utilizados na
confec¢do de graficos de regressao representando a frequéncia da
mancha foliar de cilindrocladio em diferentes intervalos de severidade.
Pela proximidade dos valores de severidade estimados aos valores
de severidade real, a validagdo da escala diagramatica pode gerar
resultados positivos quanto a sua utilizagdo para avaliagdo manchas de
Cylindrocladium spp. em folhas de E. grandis. A utilizagdo dessa escala
diagramatica para avaliagdo de manchas de Cylindrocladium spp. em
outras espécies e hibridos de eucalipto, deve ser estuda pela existéncia
de diferencas em niveis inter e intraespecificos, como, estrutura
anatomica e composi¢do quimica de cada planta (27). As analises de
regressdo foram obtidas para a escala elaborada no AFSoft e para a
escala com delimitagao manual com coeficientes de determinagao R?
inseridos junto aos graficos (Figuras 3 ¢ 4).

Os coeficientes angulares (a) e lineares (b) foram obtidos nas
regressoes entre severidade real e estimada da mancha foliar a partir de
folhas de E. grandis sem e com uso de escala diagramatica elaborada
no AFSOFT e com delimitacdo manual e mesa digitalizadora (Tabelas
1 e 2). Para os dados relacionados a escala elaborada no AFSOFT,
foram obtidos valores médios de coeficiente angular igual a 0,86 ¢ 0,92;
coeficiente linear igual a 3,32 e 1,33; e coeficiente de determinagdo igual

Tabela 1. Coeficientes angulares (a) e lineares (b) e de determinagao (R?), obtidos

da escala diagramatica elaborada pelo AFSoft.

a 0,81 ¢ 0,90, valores obtidos das analises sem e com uso de escala,
respectivamente. Ja para os dados relacionados a escala elaborada com
delimitagdo manual e mesa digitalizadora, foram obtidos os valores
médios de coeficiente angular igual a 0,80 e 0,95; coeficiente linear
igual a 2,81 ¢ -0,47; e coeficiente de determinagdo igual a 0,87 ¢ 0,90,
valores obtidos das analises sem e com uso de escala, respectivamente.
Os coeficientes por avaliador e as médias gerais, também foram
utilizadas como critério de comparagdo (Tabelas 1 e 2).

A acuracia pode ser quantificada pelo coeficiente angular e
pela intersecdo de linhas de regressdo entre a severidade real e suas
estimativas, e quanto mais proximo de 1 for o coeficiente angular e
mais proximo de 0 for a interse¢do, maior a acuracia. A precisdo pode
ser quantificada através do coeficiente de determinac@o de regressdes
lineares entre a severidade real e as estimativas, sendo a precisao maior
quanto mais perto de 1 for o coeficiente de determinagdo (3). Desta
maneira, observa-se que todos avaliadores apresentaram um aumento
na precisao e acuracia nas avaliagdes com uso de escala em relagao as
avaliagdes sem escala, conforme relatado para trabalhos de elaboragdo e
validagdo de escalas diagramaticas (9, 11, 17, 18, 19, 23, 26), mostrando
a importancia desta ferramenta na avaliacdo de severidade de doengas
em plantas. Apesar de ndo ter sido efetuado treinamento para os
avaliadores, os resultados se mostraram equivalentes ou superiores
quando comparados com trabalhos de elaboracdo de escalas com
treinamento e avaliacdes posteriores a esse treinamento (5, 7, 20, 24),
sugerindo que a mancha de Cylindrocladium spp. seja uma doenga
com certa facilidade de quantificacdo visual, além da boa acuracia e

nas regressdes entre severidade real e estimada da doenga, com e sem auxilio

Avaliadores
AFSoft
Escala Coeficientes 1 2 3 4 5 Média
Sem a 0,84 0,84 0,88 0,88 0,85 0,86
b 8,70 1,65 1,78 2,39 2,05 3,32
R? 0,79 0,83 0,82 0,84 0,78 0,81
Com a 0,93 0,92 0,94 0,90 0,89 0,92
b 3,13 1,08 -0,03 1,19 1,26 1,33
R? 0,89 0,91 0,92 0,90 0,86 0,90

Tabela 2. Coeficientes angulares (a) e lineares (b) e de determinagao (R?), obtidos nas regressdes entre severidade real e estimada da doenga, com e sem auxilio da

escala diagramatica elaborada com delimitagdo manual em mesa digitalizadora

Avaliadores

Delimitagdo manual (mesa digitalizadora)

Escala Coeficientes 1 2 3 4 5 Média
Sem a 0,90 0,82 0,72 0,79 0,78 0,80
b 2,69 3,52 -0,06 1,54 6,34 2,81
R? 0,93 0,91 0,78 0,89 0,84 0,87
Com a 0,92 0,98 0,95 0,96 0,94 0,95
b 1,13 -0,15 -1,42 2,72 0,80 -0,47
R? 0,94 0,91 0,86 0,90 0,88 0,90
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precisao dos avaliadores selecionados.

Os avaliadores apresentaram boa repetibilidade nas estimativas, o
que pode ser observado nos resultados da regressdo entre a primeira
(sem escala) e a segunda avaliacdo (com escala). Pardmetros de
uma equagdo de regressdo, como os coeficientes angular, linear e de
determinac@o, podem ser utilizados para comparar a acuracia de métodos
¢ avaliadores (22). Comparativamente, as duas escalas apresentaram
certa proximidade entre os valores médios dos coeficientes das
avaliagdes, onde houve leve vantagem em acurdcia e precisdo nas
avaliacdes feitas para a escala elaborada com delimitagdo manual com
auxilio da mesa digitalizadora. Isto pode ter ocorrido em fungéo deste
método necessitar de maior detalhe por parte do elaborador, pois nele as
lesdes sdo delimitadas uma a uma, folha por folha, enquanto no AFSoft
as folhas sdo classificadas por padrdes organizados previamente. O fato
do software AFSoft trabalhar com padrdes, implica em analise rapida,
uma vez que o programa permite analise em lotes (varias folhas por vez).
Isto pode ser um problema quando as folhas da amostragem apresentam
grande variagdo na tonalidade de suas cores, tanto para tecidos sadios
como lesionados, tornando necessario a criagdo de novos padrdes para
analisar uma unica folha. Dentro da analise de folha unica podem ser
encontradas dificuldades com relagdo as tonalidades, podendo haver
coincidéncia de tons de lesdo e fundo quando a lesdo é proxima ao
branco, ¢ entre tecidos lesionados e nervuras, quando a nervura se
apresenta em tons escuros.

Os softwares GIMP (delimitagdo) e ImageJ (mensuracéo), foram
utilizados no segundo método, e ndo foram encontrados problemas,
conforme o primeiro, pois o operador possuia controle completo das
atividades. Foi detectado problema com a delimitagao feita para aplicar
a binarizag@o, e consequente mensuragao dos tecidos da folha, realizada
pelo AFSoft, ndo coincidindo exatamente com a borda das folhas na
maioria dos casos. Ja a binarizagéo realizada pelo ImagelJ, no segundo
método, coincidiu exatamente com os limites das folhas.

As escalas diagramaticas podem ser utilizadas para a quantificagdo
da severidade de mancha de Cylindrocladium spp. em E. grandis. O
AFSoft ¢ indicado para elaboragao de escalas com pequena variagao
entre as tonalidades da amostragem e menor tempo de trabalho,
no contrario indica-se a delimitagdo manual com auxilio de mesa
digitalizadora.
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