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RESUMO

A area plantada de espécies florestais no Brasil representa 6,9% do PIB industrial. O
seu uso e finalidades s&o diversos, entre eles a serraria, laminagcdo, carvao e
celulose. Devido a essa diversidade de usos, em 2018, ja totalizavam 7,8 milhdes de
hectares de arvores plantadas, sendo que 5,7 milhdes de hectares somente de
eucalipto, mantendo-se estavel comparado ao ano de 2017. Os crescentes plantios
puros, os chamados bosquetes, trouxeram alguns problemas relacionados a
ocorréncia de pragas e doengas, dentre elas a ocasionada por oidio, de importancia
principalmente em viveiros. O presente trabalho teve como objetivo identificar por
analise morfologica e molecular o patdégeno, bem como entender o comportamento
da doenca e elaborar modelos de previsdo. O experimento foi conduzido no Viveiro
Florestal do Departamento de Ciéncia florestal da Faculdade de Ciéncias
Agrondbmicas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, em
Botucatu, Sdo Paulo, com inicio em maio de 2018 e encerramento em maio de 2019.
As condigbes utilizadas foram jardim clonal com teto coberto e a céu aberto, quatro
clones de eucalipto (1144, IPB13, IPB2 e toreliodora) e trés repeticbes. As variaveis
climaticas monitoradas foram a temperatura, a umidade, a pluviosidade e a radiagao
fotossinteticamente ativa (PAR, do inglés Photosynthetically Active Radiation), com
dados horarios coletados e a severidade da doenca avaliada semanalmente. A
identificacdo do patdégeno foi realizado em microscépio estereoscopico, extracado de
DNA, PCR com primers ITS1 e ITS4 e sequenciamento Sanger. O comportamento
do patogeno foi realizado através da epidemiologia descritiva, com registros,
observagcbes da doenca e os possiveis fatores causais. Além das variaveis
climaticas monitoradas, os graus dia (GD) foram calculados. A severidade do oidio
entre os tratamentos foi avaliada através da escala diagramatica. As variaveis
climaticas e a severidade foram comparadas e organizadas pela tabela modificada
de Mills e o modelo de previsdo obtido, através do software Minitab® em regresséo
multipla. Conclui-se que a espécie causadora € a Podosphaera pannosa e ja
presente em outras regides do pais e do mundo. Através da epidemiologia
descritiva, pode-se observar que o jardim clonal com teto coberto teve a maior
severidade da doenga comparado com céu aberto. O clone 1144 foi o que
apresentou maior severidade, se comparado com os outros clones. A variavel
pluviosidade e temperatura média foram as mais atuantes, comparadas as outras
variaveis para a ocorréncia do indculo inicial. A tabela de Mills modificada
apresentou informagdes para o controle do oidio, na ocorréncia de pluviosidade
nula, temperaturas médias entre 10 e 25°C, horas de molhamento foliar variaveis,
PAR de 1 a 9 e 0 GD entre 7 e 24. Todos os clones apresentaram equacdes de
previsdo com R? e correlagdes com boa precisdo, apresentando serem equagdes
confidveis para a previsao do oidio em viveiro.

Palavras-chave: Podosphaera pannosa. Doencas fungicas. Eucalyptus spp.
Variaveis climaticas. Modelo de previsao.






ABSTRACT

The planted area of forest species in Brazil represents 6.9% of industrial GDP. Its
use and purposes are diverse, among them sawmill, rolling mill, coal and cellulose.
Due to this diversity of uses, in 2018, they already totaled 7.8 million hectares of
eucalyptus and pine, with 5.7 million hectares of eucalyptus alone, maintaned stabled
compared to the year 2017. The growing pure plantations, the so-called groves,
brought some problems related to occurence of pests and diseases, among them the
one caused by powdery mildew, with importance in nurseries. The present work
aimed to identify the pathogen by morphology and molecular analysis, as well as to
understand the behavior and to elaborate models of disease prediction. The
experiment was conducted at the Forest Nursery of the Department of Forestry
Science at the Faculty of Agricultural Sciences of S&o Paulo State University “Julio
de Mesquita Filho”, in Botucatu, Sdo Paulo and started in May 2018 and finished in
May 2019. The conditions used were covered and uncovered, with four treatments
(1144, 1PB13, IPB2 and toreliodora), composed of three repetitions. The monitored
climatic variables were the temperature, the relative humidity, the rainfall and
photosynthetically active radiation (PAR), with hourly data collected and severity
assessed weekly. The identification of the pathogen was performed by a
stereomicroscope, DNA extraction, PCR with primers ITS1 and ITS4 and Sanger
sequencing. The pathogen's behavior was carried out through descriptive
epidemiology, with records, observations of the disease and possible causal factors.
In addition to the monitored climatic variables, the degrees day (GD) was calculated.
The severity of powdery mildew between the treatments was evaluated with
diagramatic scale. The climatic variables and severity were compared and organized
according to the Mills table model and the proposed forecast model, using the
software Minitab® in multiple regression. It is concluded that the symptom in
eucalyptus culture is the specie Podosphaera pannosa and also present in other
regions of the country and the world. Through descriptive epidemiology, it can be
observed that the covered condition had the greatest severity when compared to the
uncovered condition. The clone 1144 showed the highest severity comparing to the
other clones. The rainfall and average temperature variables were more actives than
the other variables for the occurrence of the initial inoculum. The modified Mills table
presented information for the control of powldery mildew, in the occurrence of zero
rainfall, average temperatures between 10 and 25°C, variable leaf wetness, PAR
from 1 to 9 and the GD from 7 to 24. All clones presented prediction equations with
R? and correlations with good precision, presenting reliable equations in the field
application.

Keywords: Podosphaera pannosa. Fungal diseases. Eucalyptus spp. Climatic
variables. Prediction model
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1 INTRODUGAO

As florestas plantadas de eucalipto estdo localizadas, principalmente, no
sudeste e centro-oeste do Brasil, sendo o estado de Minas Gerais cobrindo 24% da
area total plantada com a eucaliptocultura, seguido pelo estado de Sao Paulo, com
17% e do Mato Grosso do Sul, com 16% (IBA, 2019). Dada a importancia da cultura
no pais, as doengas como o oidio, podem afetar no desempenho e na produtividade,
desde a fase inicial em jardim clonal até a fase de mudas adultas.

Oidium sp. é um fungo biotrofico que apresenta pulveruléncia micelial e
conidial desenvolvido profusamente na superficie das folhas dos hospedeiros
(ROBERTS; BOOTHROYD, 1975; ALEXOPOULQOS, 1996). Quando ocorre somente
na face inferior da folha apresenta uma mancha clorética na face oposta, podendo
causar desfolha intensa em condicbes de viveiro. Apesar de ndo matar os
hospedeiros, usa seus nutrientes para se desenvolver, além de causar sintomas de
reducdo do crescimento e produgdo da planta, deformagdo e enrugamento das
folhas (AGRIOS, 2005; SANTAROSA; JUNIOR; GOULART, 2014).

Reis (2013) relatou a existéncia de dois géneros fungicos causando
sintomatologias de oidio, o Oidium e o Oidiopsis, gerando a necessidade de
renomea-los de modo a obter-se a correta identificagdo do agente causal. Com isso,
€ necessario descobrir uma abordagem mais técnica para a identificagao rapida de
espécimes fungicas, sugerindo novas hipoteses e orientando a biodiversidade,
estudos ecologicos e epidemioldgicos adequados.

Além da identificagdo correta do patdgeno, o monitoramento da doenga ao
longo do tempo e no espago sao fundamentais para o manejo integrado de doengas,
continuo e preciso (CARDOSO et al., 2006). A existéncia e o progresso das doengas
em populagdes sdo essenciais para a estimativa de danos e utilizagdo de métodos
de controle de forma integrada ou racional (PINTO, 2014). Como resultado, pode-se
obter menor numero de aplicagdes de produtos quimicos ou alternativos no controle
das doengas, mais cuidados com o0 meio ambiente, mais economia e,

consequentemente, maior renda ao produtor.
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2 OBJETIVO GERAL

Identificar a espécie de oidio que ocorre na cultura do eucalipto e elaborar
tabela modificada de Mills, fluxograma e modelos de previsdo da doenga para quatro

clones comerciais.

2.1 Objetivos especificos

a) Caracterizar o fungo oidio através de parametros morfoldgicos e moleculares.

b) Apresentar a sazonalidade de cada clone em epidemia sob condigbes ambientais
a céu aberto e com teto coberto com plastico difusor de polietileno.

c) Elaborar tabelas a partir da tabela de Mills e fluxograma para as duas condi¢des
ambientais.

d) Desenvolver modelos de previsao da doenga para auxiliar o produtor a iniciar as
medidas preventivas de controle em viveiros de eucalipto, em diferentes materiais

genéticos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracteristicas gerais da cultura do eucalipto

A cultura do eucalipto (Eucalyptus spp.) apresenta importancia mundial ha
mais de 100 anos. Em 1824, as primeiras mudas chegaram ao Brasil como plantas
ornamentais (BERTOLA, 2013; MARCHIORI, 2014). Em 1904, estudos mais
aprofundados visavam atender a demanda da construcdo de estradas de ferro. E
desde entdo, a cultura deixou de ser apenas uma espécie ornamental e passou a ter
multiplos usos para a construgédo e produtos gerados, como papel, celulose, lenha,
carvao, oleos para industrias farmacéuticas, mel, quebra-vento, entre outros. Além
disso, possui boa adaptacdo ao pais e contribui para 0 aumento da economia
nacional, considerando-se que o Brasil € o segundo maior produtor mundial de
celulose, com produgéo de 21,1 milhdes de toneladas e o oitavo em papel, com 10,4
milhdes de toneladas (IBA, 2019).

O eucalipto pertence a divisdo Angiospermae, classe Dicotyledonea, ordem
Myrtales, Familia Myrtaceae e género Eucalyptus, possui cerca de 700 espécies,
sub-espécies e hibridos (SANTOS; CARVALHO FILHO; MARTINS, 2008;
BERTOLUCCI et al.,, 1995; FOELKEL, 2007; PIRES et al., 2014). As principais
espécies plantadas s&o a Eucalyptus globulus e a Eucalyptus grandis e seus
hibridos E. urophylla, E. viminalis e E. dunnii (SANTOS; AUER; JUNIOR, 2001). As
poucas espécies plantadas no Brasil se devem as caracteristicas de bom
desempenho e produtividade atingidos até o momento (COTTERILL; BROLIN, 1997;
SANTOS; AUER; JUNIOR, 2001).

Devido a sua importancia econémica, a producido deve ser mantida constante,
porém, infecgbes transmitidas por patégenos podem surgir em varias fases de seu
desenvolvimento, desde o viveiro até os plantios adultos. Exemplos de doengas em
mudas de eucalipto sdo o oidio, o tombamento, o mofo cinzento, a podriddo de
estacas, a ferrugem e as manchas foliares (SANTOS; AUER; JUNIOR, 2001;
GOMES et al., 2019).

3.2 Oidio do eucalipto

O fungo causador da doenga oidio pertence ao género Oidium, Oidiopsis ou

Ovulariopsis e apesar de ser considerado em algumas culturas uma doenga
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secundaria, comegou a demonstrar importancia na atualidade por estar presente em
muitos sistemas de cultivo protegido. Atualmente, este patégeno ocorre em todas as
regidbes do mundo como uma das principais doengas de plantas, em diferentes
intensidades e ampla gama de espécies de gramineas, ornamentais, olericolas,
frutiferas e florestais (STADNIK; RIVERA, 2001; BEDENDO, 2011).

O oidio é o nome dado para o agente causador pertencente ao Reino Fungi,
Filo Ascomycota, Classe Leotiomycetes, Ordem Erysiphales e Familia Erysiphaceae
(STADNIK; RIVERA, 2001). Os principais sinais sao revestimento ralo de coloragao
branco acinzentado e pulverulento sobre o limbo foliar, composto de micélio,
conidios e conidioforos do patogeno (PINTO et al., 2014). Ainda podem estar na
forma isolada, identificada pelas estruturas do patégeno em folhas, ramos novos,
gemas e frutos (CARDOSO et al, 2012; BEBENDO, 2018). Ao microscopio,
observam-se hifas emitindo conidiéforos eretos e hialinos, conidios produzidos em
cadeia basipetal, oblongos a ovais, unicelulares, com dimensdes variando entre 13-
20 ym e 21-36 ym (AUER et al., 2016; BEDENDO, 2011). Os sintomas na parte
abaxial das folhas sao lesdes verde-clara a amarelo intensa, podendo formar pontos
necroticos e anéis concéntricos. Nas brotagdes e gemas, quando ndo ha morte,
apresentam as folhas com limbo enrugadas, afilado e uma metade mais estreita que
a outra. O ataque severo retorce as folhas e ha queda de flores, frutos e folhas,
morte de ramos novos e desenvolvimento limitado da planta (BEDENDO, 1995).
Quando as estruturas do patégeno se encontram ressecadas, observam-se lesdes
de cor castanha, dispersas e de forma n&o regular (FERREIRA, 1997). Em plantios
jovens de eucalipto, de até 1 ano de idade, o oidio pode provocar envassouramento
e reducdo de crescimento em plantas com alta severidade. O sintoma de
envassouramento foi relatado nas espécies Corymbia citriodora, Eucalyptus
benthamii, Eucalyptus dunnii e Eucalyptus grandis (SANTAROSA; JUNIOR;
GOULART, 2014).

De acordo com Bedendo (2018), ha uma redugdo de produgao de até 40%
em consequéncia do ataque pelo patdgeno. As perdas podem atingir altos niveis se
a doencga nao for controlada imediatamente em viveiros, estufas e condi¢cbes de
campo (BIZI, 2006). Agrios (2005) relatou que o oidio ndo mata o hospedeiro, porém
retira dele nutrientes, reduz a fotossintese, aumenta a respiracado e a transpiracéao,

diminui o crescimento da planta e a produgdo do vegetal.
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Os oidios s&o parasitas biotréficos obrigatorios e adaptam-se constantemente
ao hospedeiro para obtengdo de nutrientes, formando haustérios no interior das
células sem matar as plantas. (STADNIK; RIVERA, 2001). A infec¢do do Oidium
inicia-se quando o conidio (esporos formados através da mitose nas extremidades
dos conidiéforos) chega na superficie da folha. Este forma um tubo germinativo
curto, do qual os conidios do patégeno germinam na superficie foliar, formando o
apressorio que penetra nas células epidermiais. Na face inferior do apressorio ha o
grampo de penetracdo, onde o patégeno penetra na célula epidérmica do
hospedeiro (KUNOH et al., 1996; TAKAHASHI et al., 1985; CARVER et al., 1995). O
patégeno forma entdo o haustorio no interior das células do hospedeiro com o talo
fungico na parte externa da planta, para assim realizar as fungbes de parasita
(STADNIK, 2001). Na superficie foliar, ha o crescimento micelial em forma de
colénias e estas colbnias formam diversos haustorios que retiram nutrientes das
células epidérmicas e mesofilicas, produzindo os conidiéforos e conidios (AGRIOS,
2005; BEBENDO, 2018).

O ambiente pode influenciar o ciclo e as atividades do patégeno, assim como
a interagcdo entre a planta hospedeira e o patogeno. O oidio, depende de alta ou
baixa umidade, clima frio ou quente e condigdes sem precipitacdo. As diversas
condigbes climaticas s&o devido aos esporos liberarem, germinarem e infectarem a
planta, sem a necessidade de agua (AGRIOS, 1998).

De maneira geral, o oidio apresenta condigdes favoraveis em temperaturas
entre 18°C e 22°C, mesmo o esporo germinando nas folhas entre 6°C e 33 °C e
apresentar melhor germinacdo e crescimento do micélio entre 21°C e 30°C
(OLIVEIRA, 1999). O micélio é a principal fonte de in6culo, pois sobrevive durante o
inverno nas gemas (GARRIDO; SONEGO, 2003; BEDENDO, 2011).

Outra condigao favoravel € o molhamento foliar, representado pela UR acima
de 90%, que corresponde ao periodo de tempo que a parte aérea da planta
permanece molhada (SUTTON et al., 1984). A umidade favoravel para o patdégeno &
geralmente alta, mas também pode ocorrer com umidade relativa baixa, sem a
formagao do filme de agua na folha (AGRIOS, 1988). No trabalho realizado por
Oliveira (1999), as temperaturas entre 20°C e 25°C e baixa umidade, favoreceram o
ataque de oidio em feijdo. Para outros pesquisadores, quando ha o molhamento
foliar intenso, o oidio perde a viabilidade e a germinagao devido a formagao do filme
de agua na superficie (REIS, 2004; CARVER, 1988; STADNIK; RIVERA, 2001).
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A radiagao solar varia em ambientes protegidos e a céu aberto. Em ambientes
protegidos, ocorre a reflexdo e absor¢do da energia radiante, sendo menor a
radiacgo (CARDOSO et al, 2010; FARIAS et al, 1993). A radiagdo
fotossinteticamente ativa (PAR — do inglés Photosynthetically Active Radiation) € um
fator essencial para a penetracdo e formagao de conidios. Em sistema de cultivo
protegido de videira, a temperatura aumenta enquanto a PAR diminui, reduzindo a
severidade de oidio em duas aplicagcbes nesse sistema e dezessete aplicacdes em
sistema aberto (CHAVARRIA et al., 2007).

A disseminacdo depende do contato entre plantas doentes e sadias, PAR,
temperatura, precipitacdo, evapotranspiracdo, condensacdo de agua, umidade
relativa e vento (AUST; HOYNINGEN-HUENE, 1986; BIZI, 2006).

3.3 Caracterizagao molecular de patégenos fungicos

A necessidade de um sistema eficiente de identificacdo em nivel de espécie
poderia favorecer o entendimento de doencas e monitorar os padrées espaciais e
temporais das distribuicbes e migragdes. O motivo € o comércio internacional, as
vias de transporte e a movimentagao humana aumentarem os riscos de introducao e
disseminagao de insetos infestantes, ervas daninhas e doencgas infecciosas nas
plantas. Somente os fungos representam um total de 50% das doengas
fitopatogénicas. Mundialmente, sdo mais de 700 espécies de fungos na lista de
doengas quarentenarias, e os principais géneros s&o Phytophthora, Fusarium,
Gymnosporangium, Puccinia, Cronartium, Mycosphaerella, Phoma, Diaporthe,
Peronosclerospora e Tilletia ( GAO; ZHANG, 2013; XU; ADAMOWICZ, 2016).

A regido de identificacdo dos fungos € o espagador transcrito interno (ITS - do
inglés Internal transcribed sequence) do DNA ribossémico (SCHOCH et al., 2012).
Com cerca de 600 pares de base (pb) de comprimento, possui dois espagadores
variaveis, os chamados ITS-1 e ITS-2, que sao separados pelo gene 5,8S, regides
altamente conservadas (WHITE et al. 1990). A regido ITS é flanqueada pelo gene
18S rRNA, na extremidade do espagador 5 ITS-1 e pelo gene 28S rRNA, no
espacgador 3 ITS-2. Os genes 18S, 5.8S e 28S rRNA s&o altamente conservados e
permitem que “primers universais” amplifiquem o ITS-1, ITS-2 ou toda a regi&do ITS.

A regido nuclear de rDNA ITS que inclui o 18S (subunidade pequena), ITS1,
ITS2 e rRNA 28S (subunidade grande) sdo amplificados pela reacdo em cadeia da
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polimerase (PCR) usando primers ITS1 e ITS4. Os amplificadores de PCR séao
expostos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TAE (Tris-Acetato-
EDTA). A banda desejada é observada sob luz ultravioleta de comprimento de onda
longa (KOVACS; JANKOVICS; KISS, 2011; SZENTIVANYI et al., 2005). O método
comumente utilizado para diagnosticar doengas em plantas é o sequenciamento de
Sanger. Este método consiste em copiar o DNA alvo repetidamente, para produzir
fragmentos com diferentes comprimentos. Os nucleotideos terminadores de cadeia
emitem fluorescéncia para marcar os finais dos fragmentos e a sequéncia definida.
Apos o sequenciamento, este € comparado com as sequéncias disponiveis no
banco internacional de sequéncias no genbank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/), realiza-se o BLASTn e identifica-se a
especie (ALTSCHUL et al., 1990).

3.4 Meétodos de controle do oidio

O controle de doengas compreende em manter os agentes em niveis
economicamente toleraveis e relacionar a biologia do patégeno ao hospedeiro, pois
o controle sera mais efetivo com a diminuigdo dos danos da doenca na produgao e
consequente redugdo das perdas financeiras (MIZUBUTI; MAFFIA, 2006; KIMATI;
BERGAMIN FILHO, 1995). Este controle € comumente usado com pesticidas e de
forma calendarizada, com aplicagcdo semanal ou quinzenal, pois em sua maioria, a
agricultura convencional busca um retorno econémico rapido e de facil aplicagéo
(KIMATI et al., 1997; BIZI, 2006). Porém, nem sempre é eficiente e ecologica a
erradicagao total da doenga, mas desejavel manter em limites baixos para nao haver
perdas (MIZUBUTI; MAFFIA, 2006).

No site da AGROFIT (www.agrofit.agricultura.gov.br), ha quatro ingredientes
ativos registrados para o controle de oidio em eucalipto: azoxistrobina +
difenoconazol (200L/ha ou 20mL/m?), difeconazol (200L/ha ou 20mL/m?) e
piraclostrobina + metconazol (300L/ha ou 30mL/m?).

O produto composto de tebuconazole + ftrifloxistrobim (1,0mL/L) apresenta
eficiéncia no controle da doenga em mudas de eucalipto (BARBOSA, 2015). Outra
técnica é o controle realizado com pulverizagdo semanal e quinzenal em mudas de
Corymbia citriodora no viveiro com triadimenol (50g/100L) (FERREIRA; MILANI,
2002).
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Mesmo havendo eficiéncia dos produtos quimicos, a selecdo de linhagens
resistentes do oidio, custos de produgdo, a contaminacdo humana e ambiental sdo
os maiores desafios (BETTIOL, 2004; PAULA JUNIOR et al., 2005). Logo, os
controles alternativos tem sido empregados, como o uso de extratos de plantas de
Gingko biloba a 10%, 6leos essenciais de plantas da flora nativa, microrganismos,
biofertilizantes, solugéo de bicarbonato de sodio e suspensdes de bacilos em extrato
de esterco (SCHWAN-ESTRADA et al., 2000; CAMPANHOLA; BETTIOL, 2003;
AUER et al., 2016). O leite cru de bovinos mostrou-se eficiente em pulverizagdes
semanais na concentragéo entre 10 e 20% (BIZI et al., 2005), na cultura adulta e em
minicepas, porém, as concetragdes entre 5 e 50% podem causar fitotoxidez e
favorecer a fumagina causada por Cladosporium spp. (ALFENAS, 2009). A irrigagao
por aspersdo realizada pela manha, sob diferentes laminas de agua, reduziu a
severidade do oidio com maiores laminas de agua aplicada na cultura de ervilha
(OLIVEIRA, 1999).

3.5 Epidemiologia descritiva

A epidemiologia descritiva € uma abordagem para comparagbes diretas.
Estas comparacbdes sao deducdes, conformidade com conceitos preexistentes e
visuais. A partir destas abordagens, podem ser elaboradas analises estatisticas e
estabelecidos objetivos para comparagdes de experimentos.

Zadoks (1979) observou que resultados, observacdes ou experiéncias levam
as hipoteses através de dedugdes. A partir das nogdes basicas, Vanderplank
introduziu conceitos matematicos na epidemiologia. Exemplos de conceitos sdo as
taxas de infeccdo, equacgdes diferencias para descrever o crescimento epidémico e
os modelos epidemioldgicos (VANDERPLANK, 1982).

A conformidade com conceitos preexistentes refere-se a comparagao do
fendmeno observado com a teoria. A epidemiologia estudada € comparada a teoria
de doenga monociclica ou policiclica para entender o ciclo de vida do patdgeno.
Com as informacgdes obtidas, € possivel observar o periodo de infec¢do, taxa de
infeccdo e ainda se as fungbes das curvas de progresso da doenga estdo
adequadas matematicamente. Dependendo do patossistema € necessario o ajuste e
escolha do melhor modelo ou a criagdo do modelo mais adequado. Por exemplo, a
epidemia melhor explicada para a crosta da maca causada pela Venturia inaequalis,
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tem a funcédo de Bertalanffy e Gompertz como as mais utilizadas e da meleira do
mamoeiro causada pelo Papaya meleira virus, o modelo de Gompertz com melhor
ajuste (ANALYTIS, 1973; COSMI et al., 2017).

As comparacdes visuais sdo realizadas pela plotagem simples de curvas de
progresso das doencgas, através de coleta de dados no campo ou laboratorial e a
tabulacdo de dados. Apds a obtencdo dos resultados, utilizam-se fungdes
matematicas para validagc&do das hipoteses, como por exemplo, o progresso logistico
da epidemia (AMORIM et al., 1995).

Em geral, a epidemiologia descritiva € a primeira parte de uma investigagao
epidemioldgica, com registros, observagdes das doencgas e o0s possiveis fatores

causais.

3.6 O uso do graus-dia no estudo epidemiolégico

O graus-dia (GD) ou tempo térmico € uma variavel de uso na epidemiologia.
Entende-se por GD como o acumulo de unidades de calor acima de uma
temperatura base-limite em um periodo de 24 horas. Na epidemiologia, o GD é
usado para determinar taxas de colonizagido, crescimento e desenvolvimento de
microrganismos com influéncia da temperatura (REAUMUR, 1735; BONHOMME,
2000). Como exemplo, essa variavel foi aplicada para modelar o crescimento e
desenvolvimento do patogeno Mycosphaerella graminicola em trigo e Xanthomonas
campestris pv. dieffenbachiae no anturio (FUKUI ef al., 1999).

Para a criacdo de modelos de previsdo de doengas que utilizam variaveis de
temperatura, o GD agrega informagdes de inicio e extensdo da doencga. A pesquisa
realizada por Xu (1999a), com o Podosphaera leucotricha em macga e por Pfender
(2003), com Puccinia graminis f.sp. graminicola (ferrugem do caule) sdo exemplos
do sucesso de uso e predicdo. Essas doencas manifestam-se o ano todo e dados
de temperatura das estagdes, por si s6, ndo sdo suficientes para explicar sua
ocorréncia. O GD contribui para o entendimento do acumulo de calor para seu
surgimento, progresséo ou desaparecimento da doenga no hospedeiro.

A importancia de seu uso estd na contribuicio de observagbes e
comparagdes mais significativas na epidemiologia, principalmente para doencgas
policiclicas (LOVELL, 2004). Os parametros epidemiologicos observados, como o
inoculo inicial e a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) tornam-se
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nao confiaveis quando o GD ndo é calculado. Adicionalmente, as doencgas
policiclicas demandam avaliagdes por um longo periodo de tempo e que podem
variar ao longo das mesmas estagdes. O calculo de GD assume tendéncia linear ou
logistica, de acordo com o tempo térmico e ndo através do tempo fisico, como as
temperaturas diarias registradas naquela estagdo (LOVELL, 2004).

O calculo para estimar o GD é através da equagéo:

Temperatura maxima + Temperatura minima
2

— Temperatura base

As temperaturas maxima e minima sao referentes ao dia da avaliagcéo e a
temperatura base é aquela que, abaixo de uma temperatura, o crescimento do
patdgeno cessa e, portanto, o acumulo do GD também cessa. A temperatura base
normalmente € fixada em 0°C, quando a taxa de desenvolvimento no sistema é
linear com o aumento da temperatura. Quando a temperatura base é diferente de 0
°C, estima-se através do limite mais baixo para atividades bioldgicas, como a
infeccédo e esporulagdo. Xu e colaboradores (1999b) observaram que a temperatura
minima, 6tima e maxima para o crescimento do oidio da familia Erysiphaceae eram
de 3 °C, 21 °C e 33 °C, logo, temperatura base de 3 °C. Com base nessas
temperaturas, sdo necessarios até 24 GD em um dia, para que haja manifestagcédo do
patogeno.

O GD também diminui erros nos dados quando sao coletados as folhas para
avaliacao, sendo as superiores do dossel com maiores radiacdes diretas do que as
inferiores, com radiagdes difusas. Em geral, o GD identifica momentos importantes
para o controle do desenvolvimento de epidemias e evita erros quando os locais

experimentais diferem em seus perfis de temperatura e medidas diariamente.

3.7 Sistema de previsao de doencgas

Com o objetivo de orientar os agricultores na tomada de decis&o, relacionada
a quando aplicar um determinado produto quimico ou natural, o sistema de previsao
é fundamental no controle das doencas. Além disso, o sistema de previsdo visa
prever o inicio da infeccido e a evolugdo da doenca de acordo com o clima, a cultura
estudada e o patogeno (REIS, 2004).

O sistema de previsdo baseia-se em variaveis climaticas regionais como a
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temperatura do ar, GD, radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR), precipitacdo e
horas de molhamento foliar (HM), estabelecendo assim os niveis de severidade de
doengas (COSTA et al., 2002; GARCIA-MOZO, 2011; GENT; SCHWARTZ, 2003).
No caso dos biotroficos, estes infectam os hospedeiros com periodos relativamente
curtos de molhamento. Como exemplo, os agentes causais dos oidios podem
infectar os hospedeiros na auséncia de molhamento foliar (BEDENDO, 2018).

Para o sistema de previsdo de doencas ser eficiente, deve-se ter a
confiabilidade dos dados climaticos, simplicidade do sistema, importancia da doenca
para ser estudada, utilidade ao agricultor, operacionalidade, no que tange a
acessibilidade, economia para o produtor e aplicabilidade em outras doencas
(BEDENDO, 2018).

Conforme Fernandes e colaboradores (2007), os dados da ecologia do
patdogeno e da epidemiologia da doenga, em campo ou em estufa, podem ser
utilizados para a elaboragdo de modelos l6gicos e matematicos. Logo, o modelo
apresentara uma dada variavel em progresso ao longo do tempo. A técnica utilizada
seria 0 monitoramento do inoculo e sua quantificagao.

De acordo com Reis (2004), os equipamentos necessarios para monitorar a
doenga oidio sao radidbmetros, termo-higrografos e pluvibmetros. Os sensores
devem ser mantidos num abrigo para evitar radiagao direta e excesso de agua, com
acesso livre para circulacdo de ar. Os sensores devem ser vistoriados com
frequéncia durante periodos de ventos fortes.

Guzman-Plazola (2003) estudou os dados diarios da temperatura maxima,
média e umidade relativa que influenciavam na severidade da doenga oidio em
tomate. Os critérios para o seu estudo foram T > 27,4 °C, nimero de horas de 27,5 <
T = 32,4°C, numero de horas com 5 < HM = 10, nimero de horas de 17,5 < HM 2
22,4°C e UR 2 40% e numero de horas com T = 32,5°C. As condigbes apresentadas
foram classificadas como favoraveis, moderadas ou nao favoraveis ao
desenvolvimento da doenca. Num periodo de 24 horas, foram registrados e
inseridos numa funcdo discriminante linear, a qual apresentou a devida
classificagao.

O modelo da tabela de Mills também auxilia no entendimento da severidade e
previsdo de doengas, mencionando periodos criticos e a evolugdo do patdgeno
relacionados as variaveis climaticas ideais. A temperatura, numero de horas de

molhamento foliar e precipitagao estao relacionados a infecgdo do patdégeno (MILLS;
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LAPLANTE,1954). A tabela proposta por Mills foi desenvolvida para a previsdo da
infeccdo da sarna da macieira, de acordo com as condi¢gdes favoraveis. Para o
patogeno Venturia inaequalis, observa-se maior incidéncia na presenga de agua livre
e a atuacdo por periodo variavel conforme a temperatura (MILLS, 1944). Com
observacdes da severidade ao longo de um periodo estabelecido e satisfeitas as
condigdes, € elaborado um sistema que indica o clima favoravel ao patégeno e que
deve ser feita a pulverizagdo preventiva. A tabela de Mills também é usada como
modelo para outras doencas. Na podriddo da batata causada pela Phytophthora
infestans, os dados utilizados s&o a precipitagdo superior a 30 mm por 10 dias
consecutivos e temperatura de 7,2°C a 25,5 °C por 5 dias. Para a pinta preta do
tomateiro, causada por Alternaria solani, os dados usados sdo a temperatura média
no periodo noturno, enquanto que o estudo do mildio da videira, causada pela
Plasmopara viticola, baseia-se em dados de temperaturas minimas e precipitagao
para a ocorréncia da doenga (ANGELOTTI et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizagao morfolégica e molecular do fungo

A identificagdo do patégeno foi realizado no Laboratério de Patologia Florestal
e Microbiologia do solo no Departamento de Protecdo Vegetal e no Departamento
de Genética do Instituto Biolégico da UNESP. A identificagdo do género e espécie foi
realizado através da caracterizagdo morfolégica e molecular. Com a remogao
superficial do patégeno com o auxilio de fita adesiva, foram avaliadas as estruturas
fungicas de 50 conidios e conidiéforos em microscopia de luz com aumento de 40x;
presengca ou auséncia de corpos de fibrosina; natureza da conidiogénese;
caracteristicas do conidioforo, comprimento e largura da célula, posicdo do septo
basal; formato do conidio e dimensdes segundo Stadinik (2001).

As amostras foram coletadas a partir de folhas sintomaticas, os esporos
raspados com um pincel esterilizado e a concentragao dos esporos obtidos através
da filtragem em papel filtro com agua destilada e posterior secagem em estufa. Os
filtros foram cortados e colocados em microtubos de 2mL.

A técnica de extracdo do DNA utilizado foi o CTAB 10% de Doyle e Doyle
(1987) com modificacbes. Cerca de 20mg de esporos foram macerados em
nitrogénio liquido como etapa de rompimento das paredes e membranas celulares
mantendo-os em microtubos. Em cada microtubo foram adicionados 700uL de
solugéo de extracdo CTAB (2%) com PVP e 2 pL de B mercaptoetanol por mL, em
capela de exaustdo a solugdo foi homogeinizada para que toda a solugédo entrasse
em contato com o material. Apds a adi¢ao, foi realizada a agitacdo em vértex por 1
minuto e as amostras incubadas em banho-maria a 65°C, por 30 minutos como
etapa da lise. Apés o resfriamento do tubo foi realizada a primeira extragdo, com 700
ML de cloroférmio-alcool-isoamilico (CIA 24:1 v/v) e agitacdo no vértex como etapa
de purificagdo. Entdo, foi centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm a 10°C,
separando-se a fase orgéanica e aquosa. A fase aquosa (sobrenadante) foi retirada e
transferida para um novo microtubo, como etapa de purificagdo da amostra.
Adicionou-se 50 yL de CTAB 10% em cada tubo e homogeneizou-se levemente. As
amostras foram novamente submetidas a centrifugagéo por 10 minutos a 12000 rpm,
obtendo-se a separacdo em duas fases. O sobrenadante foi cuidadosamente
retirado e transferido para um novo microtubo, onde se adicionou 400 yL de alcool
isopropilico como a etapa de precipitacdo do DNA. Nessa etapa o material poderia
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ser mantido congelado em -20 °C ou incubados a -80 °C por 20 minutos. Em
seguida, centrifugou-se por 5 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi descartado e
o precipitado (pellet) lavado com 500 uL de etanol a 70 % por 5 minutos, duas vezes
consecutivas e uma vez com etanol a 95% por 5 minutos. O pellet foi seco na estufa
e apos a secagem, adicionou-se 100 yL RNase na concentragéo de 40ug/mL por 1
hora a 37 °C e 10 minutos a 60 °C, como etapa de ressuspensdo da amostra. As
amostras foram acondicionadas a 4 °C para uso posterior.

Apos a extracdo do DNA gendmico, foi realizada a quantificagdo do DNA
obtido com Nanodrop®, da Thermo Scientific. O resultado obtido com o uso de 1 uL
do DNA foi diluido para 30 ng/uL.

As reacoes de PCR ocorreram de acordo com o trabalho de Takamatsu e
Kano (2000). O volume do material para PCR totalizou em 15 pL. Os volumes
utilizados para a reagédo foram 1 yL de DNA a 30 ng, 7,5 pyL da Gotaq, 5,9 uL de
agua ultrapura autoclavada e 0,3 pyL de primers ITS1 e ITS4 de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores (Tabela 1).

A amplificacdo no termociclador foi programada de acordo com a literatura
(MORI et al., 2000). A desnaturagéo inicial foi conduzida a 94°C por 4 minutos,
seguida de 34 ciclos de desnaturagédo a 94°C por 1 minuto, amplificagdo a 60°C por
1 minuto e extensdo a 72°C por 10 minutos, com finalizagdo da extensdo por 5
minutos.

A confirmagdo da amplificagdo foi visualizada no gel e, posteriormente, no
transiluminador. Os produtos da PCR no volume de 7 pL, juntamente com o tampé&o
de carregamento na metade do volume da amostra, foram colocados em gel de
agarose a 1%, 120 Volts, durante 60 minutos. Os géis foram visualizados sob luz
ultravioleta e o tamanho dos fragmentos do mesmo padrédo molecular de 1kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen). A reagao ocorreu adequadamente quando a amplificagao
da regido do DNA foi proxima a 600 pares de base (pb).

Apoés o resultado obtido da eletroforese, realizou-se o sequenciamento das
amostras, com o0s mesmos primers utilizados nas reagbes de PCR. O
sequenciamento pelo método de Sanger foi realizado no Instituto de Biotecnologia
da Unesp/Botucatu (IBTec). As sequéncias foram editadas utilizando o software
Geneious (Bioinformatic Software for Sequence) e comparadas com as sequéncias
disponiveis no GenBank com Blastn no National Center for Biotechnology
Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) (ALTSCHUL et al., 1997).
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A arvore filogenética baseou-se na sequéncia ITS do Podosphaera pannosa
em diversos hospedeiros, disponiveis no Genbank. As sequéncias totalizaram em
14, para serem alinhadas com a sequéncia do isolado de Botucatu (Tabela 1). O
outgroup escolhido foi o Cystotheca lanestris, na fabacea Quercus agrifolia
(FONSECA et al., 2017). A analise foi realizada com o algoritmo MUSCLE através
do programa GENEIOUS, seguido por ajustes manuais. A arvore filogenética foi
realizada através da inferéncia bayesiana usando o programa MrBayes v. 3.1.2
(RONQUIST; HUELSENBECK, 2003). O Critério de Informacao de Akaike (AIC) foi
utilizado para o modelo de substituigdo. O algoritmo MCMC (cadeia de Markov
acoplada a Metropolis, Monte Carlo) foi aplicado para a probabilidade posterior na
distribuicdo das arvores, com duas cadeias de uma arvore aleatéria e 1x10’
geragbes executadas, com remogao de 25% iniciais da arvore. As arvores
filogenéticas foram visualizadas com FigTree v.1.3.1
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/). As bases ambiguas foram codificadas usando os
cédigos da IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada - do inglés
International Union Pure and Applied Chemistry).

Tabela 1 - Hospedeiro, localizagdo, nimero de acesso no genbank, referéncia do material do

Podosphaera pannosa e outgroup Cystotheca lanestris (Tabela modificada de
Fonseca et al., 2017)

Hospedeiro Localizagao N° acesso | Referéncia
Genbank

Eucalyptus sp. Botucatu- SP MT663533 KUROKAWA, 2020
Rosa sp. Vigosa - MG KX355453 FONSECA et al., 2017
Eucalyptus sp. Vigosa - MG KX185528 FONSECA et al., 2017
Rosa sp. México KMO001666 FELIX-GASTELUM et al., 2014
Rosa sp. México KMO001669 FELIX-GASTELUM et al., 2014
Catharanthus roseus Estados Unidos | KF703448 ROMBERG et al., 2014
Prunus cerasus Franca JN654341 HUBERT et al., 2012
Rosa sp. Franca DQ139421 LEUS et al., 2006
Rosa sp. Alemanha DQ139425 LINDE; DEBENER, 2003
Rosa sp. Alemanha DQ139427 LEUS et al., 2006
Prunus laurocerasus Bélgica DQ139429 LEUS et al., 2006
Eucalyptus sp. Australia AF298543 CUNNINGTON et al., 2003
Rosa mailtiflora Japao AB525939 TAKAMATSU et al., 2010
Rosa rubiginosa Argentina AB525937 TAKAMATSU et al., 2010
Rosa sp. Japéo AB022348 MORI et al., 2000
Quercus agrifolia Sem AB022353 TAKAMATSU et al., 2000

localizagéo
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4.2 Caracterizacao da area de estudo

O levantamento de doencgas foi conduzido no Viveiro Florestal (S 22°51°37” W
048°26'15”) do Departamento de Ciéncia Florestal da Faculdade de Ciéncias
Agronbémicas da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, em
Botucatu, Sdo Paulo, com inicio em maio de 2018 e encerramento em maio de 2019.

O municipio de Botucatu possui clima temperado quente e umido (Cfa),
moderado chuvoso, com temperatura média do més mais quente igual a 22 °C
(janeiro) e de 15,6 °C (julho) no més mais frio, com média anual de 19,1°C, segundo
a classificacdo de Koppen. A precipitacdo pluviométrica média anual é de 1324 mm,
mais concentrada no verao, com 229 mm (janeiro) e 34mm (julho) para os meses de
maior e menor precipitagdo, respectivamente (DA SARTORI et al., 2010; CUNHA,;
MARTINS, 2009).

O experimento foi avaliado em dois ambientes, o jardim clonal com teto
coberto e a céu aberto ambos com sistema de irrigacdo por gotejamento. As cepas
foram acondicionadas em estruturas formadas por 6 canaletbes de fibrocimento (0,8
x 4,60 m), com um metro de altura, subdivididos em parcelas de 0,8 x 1 m,
inclinacéo de 1%, e interior com 8 cm de seixo rolado e 15 cm de areia. No jardim
clonal com teto coberto, o plastico utilizado para cobertura foi de polietileno
extrusado em multicamadas, que protege as plantas contra os raios ultravioleta. O
delineamento experimental utilizado foi o delineamento em blocos casualizados
(DBC), composto de dois tratamentos e trés repeticdes, sendo a area util de cada
clone constituida por 15 plantas, espacadas a 15 cm entre linhas e 10 cm entre
cepas. Cada repeticdo foi composta por quatro clones: 1144 (C1), IPB 13 (C2), IPB
02 (C3) e Toreliodora (C4) (Figuras 1 e 2).

Os clones utilizados nesse experimento s&o materiais genéticos comerciais
do Brasil. O clone AEC 1144 da empresa ArcelorMittal € um hibrido natural de
Eucalyptus urophylla S.T. Blake e € tolerante a doengas como ferrugem,
Ceratocystis sp. e condi¢cdes de déficit hidrico. O material genético IPB 02 (H15) e
IPB 13 (H1069) da empresa Arbogen sdo hibridos de E. urophylla e E. grandis e
tolerantes as mesmas doencas do 1144, além da Ralstonia sp. O “Toreliodora” da
Aperam é um hibrido natural de Corymbia toreliana Hook e Corymbia citriodora F. V.
Muell, indicado para serraria e uso multiplo.
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Figura 1 - Vista aérea do experimento do localizado no viveiro da Faculdade de Ciéncias
Agrondémicas - FCA, Campus de Botucatu.
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Fonte: RUIZ (2019) com modifica¢des

Figura 2 - Croqui do experimento do viveiro de eucalipto representando os blocos e os clones
1144 (C1), IPB 13 (C2), IPB 02 (C3) e “Toreliodora” (C4).

C2 | C1|C3 | C4 C4 | C3 | C2|C1 C3 | C4 | C1 ]| C2

Cc2 C4 C3
C4 Cc2 C1
C3 C1 Cc2
C1 C3 C4

Os dados da severidade foram coletados em condi¢des naturais de infecgées,
semanalmente, no periodo de 10 de maio de 2018 e 1 de maio de 2019. As folhas
das cepas foram classificadas de acordo com a escala diagramatica do oidio em
eucalipto. A escala diagramatica proposta por Ruiz (2019) possui as seguintes
notas: N1 = 0% (sem sintomas ou sinais); N2 = 3%; N3 = 6%; N4 = 12%; N5 = 24%;
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N6 = 48%; N7 = 80%, N8 = 100%, respeitando a acuidade visual, de acordo com a
lei de Weber-Fechner (HORSFALL; COWLING, 1978). As 15 minicepas centrais
foram avaliadas em folhas do terco médio (Figura 3). As folhas velhas possuiam
mais oidios do que as folhas jovens. Logo, o terco médio ndo subestimava e nao
superestimava os resultados. As variaveis climaticas e a idade da folha afetam na
producéo, viabilidade e dispersao do conidio (WARD; MANNER, 1974; BUTT, 1978;
BUTT; JEGER, 1986; SIVAPALAN, 1993a; SIVAPALAN, 1994; XU et al., 1995a
apud XU, 1999).

Figura 3 - Avaliagao da severidade do oidio no tergo médio das plantas do eucalipto

4.3 Coleta dos dados climaticos

As coletas dos dados meteorologicos da area com teto coberto foram feitas
na estagdo meteoroldgica localizada no Viveiro Florestal da UNESP/ FCA em
Botucatu (Figura 4), com sensores de temperatura e umidade relativa (Vaisala
modelo HMP50 e abrigo multiplaca RM Young modelo 41002), radiag&o solar global
(MJ/m?) com sensor Kipp & Zonen modelo CMP3. A Estacdo Meteoroldgica
Automatica € a Campbell Scientific Inc. modelo CR23X. Os dados metereoldgicos da
area a céu aberto foram coletados da estacdo meteoroldgica instalada no
Departamento de Ciéncia do Solo e Recursos Ambientais da UNESP/FCA. Os
dados climaticos foram transferidos em planilhas eletronicas do Microsoft Excel® e
calculadas as médias diarias de cada variavel e a média horaria por dia. As médias
calculadas foram a temperatura minima, média e maxima, temperatura média
noturna (das 18:30 as 5:30), temperatura média diurna (das 6:00 as 18:00), GD,
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umidade relativa (UR), duracdo do molhamento foliar (HM) e molhamento de orvalho

(HO) com UR acima de 90%, precipitagéo e a PAR.

Figura 4 - Estagdo metereolégica para coleta de dados metereolégicos na area com teto

N

coberto

4.4 Formulas para o calculo da AACPD e graus dia (GD)

A area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) e as curvas de
progresso da doenga em fungdo do tempo foram calculadas de acordo com a

expressao:

n—-1
Yier + Y,
AACPD = Z (”1—2‘) X(Tiry —T))

=1

Em que Y, é a severidade na semana da avaliagao i, Yi.1 € a severidade na semana
da avaliacéo i+1, T; € a semana da avaliacdo i; Ti+1 € a semana da avaliagao i+1 e n
o numero de observagcdes (CAMPBELL; MADDEN, 1990; ABREU et al., 2015). Além
da AACPD obtida por integragcéo trapezoidal, também €& possivel calcula-la pela
soma da severidade semanal do clone até a ultima avaliagéo.

O calculo para estimar o GD ¢ através da equagao:

Tmax+Tmin
2

— Tbase
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Em que a temperatura maxima (Tmax) e a temperatura minima (Tmin) em graus
Celsius sao coletadas no dia da avaliagdo e a Temperatura base (Tbase) € mantida
em 3 °C, de acordo com o trabalho de Xu e colaboradores (1999b).

4.5 Analises estatisticas

Os dados horarios e diarios de cada variavel climatica foram correlacionados
com a severidade do oidio do eucalipto durante um ano de avaliagdo. Os dados
foram organizados em planilhas eletrénicas do Microsoft Excel® e entdo, elaborados
graficos de severidade do patdégeno. As analises estatisticas entre clones e
condi¢cdes ambientais foram realizadas utilizando o programa SAS verséo 9.4 (SAS
Institute Inc., 2014).

Os modelos de previsdo foram elaborados utilizando o Stepwise no Minitab
16° (MINITAB LCC, 2010). O Stepwise tem a fungéo de remover e adicionar termos
ao modelo, com o objetivo de identificar um subconjunto util dos termos inseridos,
que serdo os candidatos para o modelo final (Technical Support by Minitab 16°).
Neste estudo foram testados métodos de Stepwise, como o forward selection e o
backward elimination. Forward selection € um método que inicia com uma formula
vazia ou inclui termos especificos, a serem inseridos no modelo inicial ou em todos
os modelos. O programa adiciona os termos mais significativos para cada etapa e
encerra quando as variaveis tem valores p maiores que o alpha. Backward
elimination inicia com todos os termos que s&o potenciais e remove os termos
menos significativos para cada etapa. O Minitab® finaliza a equacdo quando todas
as variaveis do modelo tém valores p inferiores ou iguais ao alpha = 0,1. O modelo
de severidade obtido foi adequado, de acordo com as variaveis precipitacao,
temperatura, molhamento foliar, GD e PAR. O modelo escolhido baseou-se nos
coeficientes de determinagao (R?), correlacdo de Pearson (p) e quadrado médio dos
desvios (QMR). O R? mais préximo de 1 aumenta a precisdo do modelo (AMORIM et
al., 2018). A correlagcdo de Pearson mede o grau entre variaveis de escala métrica,
assumindo valores entre -1 e 1, sendo 1, uma correlagdo perfeita positiva entre as
duas variaveis, -1 uma correlagdo perfeita negativa entre as duas variaveis e 0
apresentando as duas variaveis independentes linearmente uma da outra
(CAMPBELL; MADDEN, 1990; HAU, 1988).
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4.6 Tabela modificada de Mills e Fluxograma

As meédias diarias de cada variavel climatica foram inseridas na tabela
modificada de Mills, de acordo com a severidade. As variaveis climaticas na tabela
foram a precipitacdo, horas de molhamento foliar (HM), temperaturas médias,
minimas e maximas, GD, GD correspondentes a 3 dias anteriores a avaliagao e
PAR.

A severidade apresentou 3 classificacbes considerando cada condicdo, em
doenca severa, moderada e leve a nula. A classificacdo da severidade foi diferente
entre as condi¢gdes. No jardim clonal a céu aberto, a doenga foi severa quando
variou entre 6% e 12%, moderada em 3% e leve em 0%. Na condicdo com teto
coberto, considerou-se severa quando variou entre 24 e 48%, moderada entre 6 e
12% e leve em 3% ou nulo.

Os fluxogramas elaborados basearam-se em cada condi¢gdo e nas variaveis
climaticas apresentadas na tabela modificada de Mills. Em seguida, foram
simplicadas com dados de precipitacdo, horas de molhamento foliar acima de 90% e

temperatura meédia. Ao final, os modelos de previsdo foram inseridos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Morfometria e caracterizagao molecular do patégeno

A morfometria e morfologia (Tabela 2 e Figura 5) é caracteristica do género
Podosphaera, o mesmo relatado por Fonseca e colaboradores (2017) e Braun
(1987). Fonseca e colaboradores (2017) descreveram o fungo como conidio em
cadeia, hifa septada, hialina, conidioforo epifitico, septado, célula basal cilindrica,
variando entre 42 - 68 ym x 7,3 - 9,5 uym, conidios produzidos em cadeia no apice do
conidiéforo, com formato elipsoéide-ovéide, variando de 21,6 - 32,5 ym x 10,9 - 19 uym
e asseptado, sendo as mesmas caracteristicas observadas e mensuradas neste

trabalho.

Tabela 2 - Caracteristicas morfolégicas do oidio do eucalipto

Origem do Caracteristicas morfolégicas assexuais
isolado
Tamanho do Célula basal do conidiéforo
conidiéforo
(um)
Posicdo do septo Dimensdes (um) (compr. x
basal (um) larg.)
Eucalyptus (68,9-)115,5(- (33,55-) 48,45 (76,68)
spp. 219,8) (0,0-) 2,14 (-9,33) X
(6,24-) 9,51 (-12,58)
Conidios
Dimensodes (um) Corpos de | Conidiogénese
Formato (compr. X larg) fibrosina
(21,80-
)26,35(30,16) + Euoidium
X
Elipsoéide- (10,95-)14,40(-
Ovoide 17,49
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Figura 5 - Morfologia do conidio e conidiéforos do oidio A) Conidios em diferentes formatos B)
Conidiéforo C)Tamanho do conidio D) Conidiéforo em cadeia com visualizagao em lupa na
superficie foliar E) Conidiéforo em microscopia com 10x de aumento

Apos a reagdao de PCR, os amplicons obtidos foram bidirecionalmente
sequenciados (numero de acesso Genbank MT663533) e apresentaram 99% de
identidade com o isolado Podosphaera pannosa acc. n°® LC530272 (524/527
identidade do nucleotideos).

A arvore filogenética baseada na regiao ITS apresentou o patdégeno estudado
em um unico clado (Figura 6). Portanto, os 14 isolados de Podospahera pannosa em
diferentes hospedeiros sao da mesma espécie encontrada em Botucatu. Takamatsu
(2010) relata que os isolados de oidio em rosaceas e mirtdceas, em diferentes
paises, sdo da mesma espécie do Brasil.
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Figura 6 - Arvore filogenética da regido ITS da espécie Podosphaera pannosa de Eucalyptus
sp., Rosa sp., Prumus sp. e Catharanthus sp. O Cystotheca lanestris foi usado como outgroup
e a sequéncia do estudo em destaque.

[ AB525939 - Rosa maltiflora - Japao
[~ KF703448 - Catharanthus roseus - EUA

— KMO001666 - Rosasp - México

— KMO001669 - Rosasp - México

|- MT663533- Eucalyptus sp - Brasil

[ AF298543 - Eucalyptus sp - Australia

|- AB525937 - Rosa rubiginosa- Argentina

AB022348 - Rosasp - Japao

- DQ139421- Rosasp - Bélgica

I DQ139425- Rosasp- Bélgica

I DQ139427- Rosasp - Bélgica

- DQ139429- Prunuslaurocerasus- Bélgica

- JN654341 - Prunus cerasus - Franga

- KX185528 - Eucalyptus sp - Brasil

—— KX355453 - Rosasp - Brasil

AB022353 - Cystotheca lanestris

0.06

5.2 Epidemiologia descritiva

5.2.1 Comportamento da doenga em condigdes com teto coberto e a céu
aberto no periodo de avaliagao

O comportamento da doencga foi inicialmente avaliado de acordo com as
condi¢cbes do ambiente, independentemente do clone. As condi¢gdes de céu aberto e
teto coberto diferiram significativamente no comportamento da doenga, como
apresentado na Figura 7, pela area abaixo da curva do progresso da doenca
(AACPD). A média da AACPD a céu aberto foi de 381 e com teto coberto, 805 de
area foliar lesionada. E possivel inferir que, sob condicdes abertas, houve uma
severidade menor do patdogeno causador do oidio do eucalipto em relagdo ao
ambiente protegido.

Tessmann e Caixeta (2004) relatam que culturas submetidas a reducéo de
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luminosidade estdo mais predispostas as doencgas. O oidio € um exemplo, que
intensifica os sinais com a reducio da luminosidade, além da contribuicao pela falta
de pluviosidade (CANIZARES, 1998).

Figura 7 - Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) do oidio do eucalipto nas
condicoes a céu aberto e teto coberto
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Médias com mesma letra ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 5%; Diferenga Minima Significativa
(DMS) = 7,85 e Coeficiente de variacao (CV)= 13,49%

Entre os clones, independente do ambiente, o 1144 apresentou maior valor de
AACPD e diferenga significativa, se comparado aos outros clones. Os clones IPB13,
IPB2 e Toreliodora apresentaram AACPD semelhantes. Foram observadas médias
gerais da AACPD entre as condi¢gdes com teto coberto e a céu aberto de 731 para o
clone 1144, 607 para o clone Toreliodora, 597 para o clone IPB13 e 541 para o clone
IPB0O2 de area foliar lesionada (Figura 8).

Figura 8 - Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) nos clones IPB02, 1144,
IPB13 e Toreliodora
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A AACPD da Figura 9 apresentou a AACPD por clone e condigdo. Todos os
clones apresentaram area foliar lesionada por dia de avaliacdo, maiores em
condi¢cbes com teto coberto do que a céu aberto. Entre os clones, o 1144 apresentou
maiores valores de AACPD se comparado com os outros clones. O IPB2 em
condicdo a céu aberto apresentou os menores valores se comparado com 0s outros
clones.

Na area a céu aberto, a epidemia do oidio ocorreu com maior intensidade no
inicio da avaliagao, entre maio e agosto de 2018, que coincide com periodos mais
frios e secos na regido de Botucatu. O género Podosphaera apresenta condigoes
favoraveis para seu aparecimento em temperaturas entre 20 e 25 °C, umidade
relativa préxima a saturagao, precipitagao baixa ou nula, luz reduzida e fotoperiodo
de 12 horas (YARWOOD, 1957; JHOOTY; MCKEEN, 1965; MUCCI et al., 1980;
SILVA, 2003). Apos agosto de 2018, ndo houve severidade da doenga, exceto o
clone Toreliodora, com 3% de severidade em novembro de 2018. Os conidios n&o
germinaram devido a ocorréncia de agua livre na superficie do hospedeiro, que ja foi
descrito na literatura como condicdo desfavoravel a germinagdo de oidios
(YARWOOD, 1957; AUST; HOYNINGEN-HUENE, 1986; SILVA; 2001). A severidade
dos clones iniciou entre 3 e 6%, com um maximo de 12% de area foliar lesionada.
Entre os clones, o 1144 foi o mais suscetivel ao longo dos meses, enquanto os
demais clones apresentaram suscetibilidade similares.

Diferentemente do que ocorreu na area a céu aberto, as cepas mantidas sob
cobertura plastica apresentaram a doenca o ano todo e de maneira mais acentuada.
A severidade foi constante ao longo dos meses, iniciando entre 3 e 24%, com
maxima de 48%. Os maiores picos da doenca ocorreram em setembro de 2018 e
fevereiro de 2019. Nos meses de outubro de 2018 ao final fevereiro de 2019, a
severidade foi a mais baixa do periodo. Entre os clones, assim como na condigao a
céu aberto, o mais suscetivel foi o 1144 ao longo dos meses, seguido pelo IPB13,
IPB2 e Toreliodora. Segundo Yarwood (1957), os picos das severidades, ocorrem
com maior frequéncia em condigbes mais secas, com maior germinagdo dos
conidios.

De acordo com Bergamin Filho e Amorin (1996), a AACPD possibilita
entender a época de inicio e fim, bem como a duracado da epidemia, a quantidade de

inéculo inicial e a taxa de desenvolvimento da doenca.



Figura 9 - Area abaixo da curva do progresso da doenga (AACPD) em cada clone, em
condicoes de teto coberto e a céu aberto
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5.2.2 Severidade do oidio em fungao das variaveis climaticas

As temperaturas e umidade superior a 90% apresentadas em condi¢ao a céu
aberto, na Figura 10, referem-se ao dia da avaliagdo. As temperaturas para a
ocorréncia da severidade foram Tm=13 a 23 °C,a Tmin=8a 19 °C e a Tmax= 18 a
29 °C. Kranz (2003) relata que as doengas podem ser r ou k estrategista. O oidio é
uma doenga r estrategista, pois reage rapidamente com rapida esporulagdo e de
forma explosiva, quando as condi¢cdes sao favoraveis.

A maior severidade da doenca ocorreu no periodo de molhamento baixo e
pouco frequente. As maiores horas de molhamento ocorreram nos meses
subsequentes, periodo que ndo houve severidade do oidio. Segundo Reis (2004), as
condigdes climaticas desfavorecem a disseminag&o do oidio com molhamento foliar
intenso, impedindo a germinagao dos conidios, pela formagédo do filme de agua na
superficie.

Ao analisar os fatores ambientais combinados, como a temperatura com a
umidade maior que 90%, observou-se que temperaturas maximas entre 18 °C e 35
°C com até 24 horas de molhamento, ndo houve ocorréncia de oidio. Dutzmann
(1985) observou que a concentracdo conidial do oidio em cevada ndo estava
relacionada a um unico fator ambiental, confirmando nossos resultados. Xu e Butt
(1993) constataram Podosphaera leucotricha em maga, com baixa intensidade, em
presenca de chuva e agua livre nas folhas (XU; BUTT, 1993).
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Figura 10 - Severidade em fun¢ao das variaveis climaticas de temperatura média (°C) e
umidade relativa superior a 90% (HM) na condicido a céu aberto nos clones IPB2, 1144, IPB13 e
Toreliodora
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A temperatura média e umidade superior a 90% coletadas em condicdo com
teto coberto, na Figura 11, referem-se ao dia da avaliagdo. Os picos das doencgas
ocorreram em 7 periodos, especialmente quando havia uma diminuicdo da
temperatura. Observa-se essa situagdo em maio, junho, agosto e setembro de 2018,
bem como em fevereiro e abril de 2019. As temperaturas para ocorréncia da alta
severidade foram Tm= 10 a 24 °C, a Tmin= 1 a 21 °C e a Tmax= 24 a 34 °C.
Quando a variagao das temperaturas foi Tm= 16a 28 °C, a Tmin = 10 a 22 °C e
Tmax= 20 a 36 °C, a severidade foi nula. A severidade nula para a maioria dos
clones ocorreu em outubro, novembro e dezembro de 2018, fevereiro e margo de
2019.

As horas de molhamento ocorreram aleatoriamente. A severidade da doenca
em 48% ocorreu no periodo de molhamento de 6 a 9 horas, a exemplo de setembro
de 2018 e fevereiro de 2019. Quando o molhamento foi nulo e até 20 horas do dia
da avaliagdo, a severidade nao foi observada, como em outubro, novembro e
dezembro de 2018 e fevereiro e margo de 2019.

Ao analisar a temperatura em conjunto com a umidade, observa-se que em
Tm= 10 a 24 °C, com horas de molhamento médio de 0 a 16 horas houve
severidade entre 24 % e 48 %. Em Tm= 16 a 28 °C, com horas de molhamento
meédio de 0 a 20 horas, a severidade foi nula. Trabalhos anteriores relataram que a
infeccdo do oidio em cevada é favorecida em temperaturas baixas e molhamento
foliar alto (HAU; DE VALLAVIEILLE-POPE,1998).
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A auséncia de chuva pode ser um dos fatores responsaveis para a
continuidade da epidemia durante o ano todo.

Figura 11 - Severidade em fun¢ao das variaveis climaticas de temperatura média (°C) e
umidade relativa superior a 90% (HM) na condigdo com teto coberto nos clones IPB2, 1144,
IPB13 e Toreliodora
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Os dados de graus dia podem interferir na severidade da doenga na area a
céu aberto (Figura 12). Com a temperatura base em 3 °C, os graus dia entre 10 e
21, favoreceram a severidade em todos os clones, principalmente para o 1144, no
més de junho de 2018. O GD acumulado de 3 dias consecutivos a data de avaliagao
foi de 36 a 62. De acordo com Petruzzello (2017) sdo necessarios de 3 a 14 dias
para a producdo de um novo conidio.

Os graus dia entre 11 e 27 desfavoreceram a disseminagdo da doenga, com
destaque para os meses de dezembro de 2018 e janeiro de 2019, com os GD mais
elevados. O GD acumulado de 3 dias consecutivos a data de avaliagao foi de 35 a
79. Carisse e colaboradores (2009) relatam que calcular o GD possibilita o alerta de
risco do oidio em uva, sendo viavel seu estudo antes de iniciar qualquer programa
de manejo e prever o numero de pulverizagées necessarias. Lovell e colaboradores
(2004) realizaram um experimento sobre a perspectiva da medida do tempo em
epidemiologia de doengas em plantas e observaram a influéncia dos graus dia com

intervalo entre 3 e 7 dias para o aparecimento da doenca.
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Figura 12 - Severidade em fun¢ao do graus dia em condi¢do a céu aberto nos clones IPB2,
1144, IPB13 e Toreliodora
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O GD mais baixo favoreceu o aumento da severidade na area com teto
coberto (Figura 13). Quando observou-se uma queda dos graus dia, houve aumento
da severidade, exemplo dos meses de maio, junho, agosto e setembro de 2018 e
em fevereiro e abril de 2019, com GD de 7 a 23. O GD acumulado de 3 dias
consecutivos a data de avaliacéo foi de 29 a 70.

O GD entre 12 e 26 e 0 GD acumulado de 3 dias a data de avaliagdo variaram

de 58 a 82, desfavorecendo a ocorréncia da doenga, por serem 0s mais elevados.
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Figura 13 - Graus dia em condigdo com teto coberto comparadas com a severidade nos clones
IPB02, 1144, IPB13 e Toreliodora

25

20

[
@

GD ( Thase=3)

— 1144

Severidade (%)

e=  |PB13

=
o

Graus dia (Tbase=3)

1PB2

® ¢ Tore

A precipitagado apresentada na Figura 14 ocorre em menor volume entre os
meses de maio e julho de 2018 e em maio de 2019, com volume variando de 8 a 26
mm. Os meses com maior precipitacdo ocorreram entre agosto de 2018 e abril de

2019, com volume entre 90 e 298 mm. A severidade da doenca foi mais alta quando
houve menor volume de chuva.

Figura 14 - Precipitagcdo média mensal entre os meses de maio de 2018 e maio de 2019
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A Figura 15 apresenta a precipitagcdo e temperaturas como fatores para a
predisposicdo de ocorréncia do oidio no jardim clonal a céu aberto. Quando a
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precipitacdo foi nula no dia da avaliagdo, houve maior severidade da doenca,
observadas no periodo de maio a agosto de 2018. Ao apresentar precipitagdo nula
juntamente com Tm= 13 a 23 °C, Tmin= 8 a 19 °C e a Tmax= 18 a 29 °C, a
severidade avaliada foi a mais alta. Quando a precipitagdo variou de nula a 52mm e
em Tm= 13 a 29 °C, Tmin=9 a 25 °C e Tmax= 18 a 35 °C , ndo houve ocorréncia de
oidio. Esses resultados estdo de acordo com o estudo de Xu e Butt (1993),em que a
doenga Venturia inaequalis na maga aumentou com a precipitacdo e agua livre nas
folhas, porém, foi desfavoravel ao Podosphaera leucotricha.
Figura 15 - Variaveis climaticas de temperatura minima (°C), média (°C) e maxima (°C), e

precipitagao no dia da avaliagdo (mm), em condigdo a céu aberto, comparadas com a
severidade nos clones IPB02, 1144, IPB13 e Toreliodora
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A Figura 16 apresenta a precipitagcdo acumulada por semana e temperatura,
como fatores para a predisposi¢cao do oidio na condicdo de viveiro a céu aberto.
Pelos resultados, a precipitacdo acumulada mais baixa foi apresentada no inicio da
avalicdo, compreendendo os meses de maio a julho de 2018, coincidindo com as
maiores severidades. Entre a metade de agosto de 2018 a maio de 2019, foram
observados como os meses de maiores precipitagdes acumuladas, com média de 7
mm, sem a ocorréncia da doenga. Boughey (1949) e Santos (2001) observaram que
durante a época mais seca, o oidio se manifesta com maior intensidade e diminui

quando ha aumento da precipitagao.
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Figura 16 - Variaveis climaticas de temperatura minima (°C), média (°C), maxima(°C) e
precipitagdo semanal (mm) em condicdo a céu aberto, comparadas com a severidade nos
clones IPB02, 1144, IPB13 e Toreliodora
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5.3 Tabela modificada de Mills

Apos a analise de todos os picos da doengca e da auséncia da doenca
influenciada por condi¢cbes especificas, foi elaborada a Tabela modificada de Mills.
A tabela modificada de Mills apresenta informacdes no dia da avaliacdo e 2 dias
anteriores a ocorréncia da severidade, seja a doencga classificada como severa,
moderada ou nula.

O principal parametro para a tomada de decisdo foi a precipitacdo. Nas
situacbes em que a precipitacdo fosse de 7 mm ou superior, outros fatores nao
seriam necessarios para a tomada de decisdo. Kurozawa e colaboradores (2005)
relatam que a auséncia de precipitagdo e sistema de cultivo protegido com irrigagao
por gotejamento, aumenta a severidade da doenga. Portanto, na auséncia de
precipitacdo, seriam necessarias as avaliacbes de todos os fatores climaticos
apresentados, como a temperatura minima, média e maxima por 3 dias, horas de
umidade relativa acima de 90% no dia da avaliagdo, GD no dia da avaliagdo, GD
acumulado por 3 dias e PAR.

As Tabelas 4 e 5 apresentam dados da ocorréncia da doenga em condi¢oes a
céu aberto e com teto coberto, respectivamente. As variaveis foram selecionadas de
acordo com 0Os maiores picos das doencas do 1144, e quando a doenca foi
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moderada ou nula. O clone 1144 foi selecionado por ser o mais suscetivel a doenca
oidio. Dessa forma, este clone foi usado como referéncia aos outros clones.

Na condig&do a céu aberto, os maiores picos da doenga foram 12%, seguido
de 6% e 3%. Na condigdo com teto coberto, os maiores picos foram 48%, 24%,
12%, 6% e 3%. Os dados climaticos foram comparados com a severidade em 7, 5,
3, 2 e 1 dia anteriores a avaliacdo. Com os resultados de 3 dias consecutivos de
temperatura, molhamento foliar e graus dia, na faixa apresentada, ha producao de
novos conidios e assim é possivel classificar a doenga como severa, moderada ou
leve a nula (PETRUZZELLO, 2017).

Na condigéo a céu aberto (Tabela 3), com precipitagdo nula, Tm= 13 a 25 °C,
umidade relativa acima de 90% com até 14 horas, GD de 10 a 21 e PAR de 0 a 9
MJ/m?, deve ser realizado o controle da doenca, ja que nessas condi¢des apresenta-
se como severa, dado que a germinagédo e maturagao do oidio sao favorecidas pela
baixa luminosidade no tecido do hospedeiro (SCHNATHORST, 1965).

Por outro lado, quando a precipitagdo for elevada, Tm = 13 a 29 °C, com
umidade relativa acima de 90% até 24 horas, GD de 11 a 27 e PAR de 2 a 17
MJ/m?, ndo deve ser feito o controle do oidio, pois o sintoma é leve ou nulo. Logo,
temperaturas mais elevadas, molhamento foliar mais elevado e PAR mais altos, a
doenga € menos frequente.

Na condicdo com teto coberto (Tabela 4), com Tm= 10 a 25 °C, umidade
acima de 90% até 21 horas, GD de 7 a 24 e PAR de 1 a 9 MJ/m?, deve ser feito o
controle da doenga, ja que esta apresenta ser severa. Ja para Tm= 16 a 29 °C,
molhamento foliar até 20 horas, GD de 12 a 29 e PAR de 1 a 9 MJ/m?, ndo deve ser
feito o controle do oidio, pois o sintoma é leve ou nulo. Assim, temperaturas médias
mais elevadas, molhamento foliar variavel e PAR mais alta, a doenca é menos
frequente.

Comparando as Tabelas 3 e 4, em Tmin abaixo de 21 °C e Tm até 25 °C,
PAR de 0 a 9 MJ/m?, observa-se fatores climaticos favoraveis para a ocorréncia da
doenga em ambas condigdes estudadas. Por outro lado, Tm abaixo de 29 °C e GD
acima de 25 nao foram favoraveis para a ocorréncia da doenga, para as duas
condicoes.

Pelos dados descritos nas tabelas para a ocorréncia de doenca leve e severa,
na condigdo com teto coberto, os intervalos das variaveis estudadas sdo mais
proeminentes do que na condicdo a céu aberto. Por exemplo, enquanto o
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molhamento da condigdo a céu aberto variou de 0 a 14, para a ocorréncia da doenca
severa, em condigdo com teto coberto, houve uma variagdo de 0 a 21. Amorim e
colaboradores (2018) relatam em seu trabalho que o oidio esporula com umidade
relativa abaixo do ponto de saturacdo, porém, pode haver preferéncias por maiores
niveis de umidade relativa entre as diferentes espécies de oidio. A mesma
conclusao é obtida quando observamos a variagdo da Tmin de 10 a 21 °C (intervalo
de 11 °C), na condigdo a céu aberto, enquanto a Tmin varia de 0 a 21 °C (intervalo
de 21 °C), na condigdo com teto coberto, a qual amplia a possibilidade de ocorréncia
da doenca severa, e que explica a ocorréncia da doenca em diversos momentos da
avaliacdo do experimento. Para Grigoletti Junior e Sonego (1993) e Cafizares
(1998), o sistema de cultivo com coberturas plasticas, além de restringir a
precipitagdo, aumentar a temperatura e diminuir a PAR, favorece o surgimento do
oidio em videira. Neste trabalho, todos os fatores foram influenciados por essas

condi¢des para que a severidade do oidio fosse alta.

Tabela 3 - Tabela modificada de Mills para tomada de decisdao do controle do oidio em
condigdo a céu aberto

A céu aberto 1144 Severa Moderada Leve
Precipitagdo (mm) 0 1a6 7 ou acima
}%”)’perat“ra minima 10 a 21 7a20 9a25
}%‘;perat“ra media 13225 11223 13229
}%”)’perat“ra maxima 14 229 17 a 28 18235
Umidade > 90% (horas) 0a14 0a4 0a24
GD dia 10 a 21 9a 21 11 a 27
Sigs acumulado de 3 36 2 62 34 2 58 35279
PAR (MJ/m?) 0a9 3a8 2a17

Tabela 4 - Tabela modificada de Mills para tomada de decisdo do controle do oidio em
condigao com teto coberto

Com teto coberto 1144 Severa Moderada Leve
;I;((e:r?peratura minima 1a21 8a23 10 2 23
Temperatura média (°C) 10a25 15a 27 16 a 29
}%Tperat“ra maxima 15 a 34 24 a 38 20 a 40
Umidade >90% (horas) 0a21 0a14 0a20
GD dia 7a24 3a17 12a29
GD acumulado de 3 dias 29a70 55 a 68 58 a 82
PAR ( MJ/m?) 1a9 2a7 1a9
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As Tabelas 3 e 4 foram simplificadas nas Tabelas 5 e 6. As Tabelas 5 e 6
apresentam dados de doenca severa referente as Tabelas 3 e 4 e a doencga leve faz
referéncia aos parametros diferentes de doenca severa. Através dos dados pontuais,
o agricultor pode ter um conhecimento breve do comportamento do oidio. Este
modelo apresenta de que forma o agricultor podera tomar a decisdo e quando deve
fazer o controle. Para os casos em que os dados climaticos estejam fora dessa
faixa, o agricultor pode optar em aguardar a variagdo desses dados para, entdo,
tomar providéncias. O produtor, ao observar as condi¢des favoraveis a severidade,
necessita estar alerto, j@ que sdo necessarios trés dias consecutivos para a
severidade aparecer em alta intensidade.

Tabela 5 - Tabela simplicada de Mills das médias dos 3 dias para o controle do oidio em
condicdo a céu aberto

A céu aberto 1144 Severa Leve
Precipitagdo (mm) 0 7 ou acima
;I;((a:r?peratura minima 10 a 21 22325
;I;((a:r?peratura média 13325 26 2 29
;I;((a:r?peratura maxima | ,, 29 30 a 35
Umidade > 90% (horas) | 0a 14 15a24
GD dia 10a21 21a27
GP acumulado de 3 36 2 62 63279
dias
PAR (MJ/m°) 0a9 10a17

Tabela 6 - Tabela simplicada de Mills das médias dos 3 dias para o controle do oidio em
condigao com teto coberto

Com teto coberto 1144 Severa Leve
;E%r;wperatura minima 1a21 222923
Temperatura média (°C) | 10 a 25 26 a 29
Temperatura maxima 15 3 34 352 40

(°C)
Umidade > 90% (horas) 0a21 0a20
GD dia 7a24 25a29

GD acumulado de 3 dias | 29a 70 71a82
PAR (MJ/m?) 1a9 1a5
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5.4 Fluxograma e Modelos de previsao

Os fluxogramas séao interessantes por possuirem a facilidade de se visualizar
os parametros envolvidos no estudo. Os fluxogramas apresentados nas Figuras 17 e
18 basearam-se nas Tabelas 5 e 6. Devido ao molhamento foliar nao diferir entre
doenca severa ou leve na condicdo com teto coberto, a referéncia foi de 48%, que
corresponde a severidade mais alta no periodo de avaliagao.

Figura 17 - Fluxograma com base no clone 1144 e modelo de previsao para os clones IPB02,
1144, IPB13 e Toreliodora em condig¢do a céu aberto
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Inéculo Severo

SEVDy144= 135,957 + 4,18258 Tmax - 4,90912 Tmin+ 1606,67 Tmed - 722,266 Tmed(1830 a 530d) - 895,569Tmed(6 a 18 d)+ 17,8490 HM - 12,3266 HO -
1,21944 PAR - 45,1636 PPT +0,296020 URmed - 36,9912 Tm2+ 18,5358 Tmo?+ 18,9285 Tmm?

SEVDjpg13= 285,8 - 0,5068UR? + 1,87Tmed? + 0,1254UR*Tmed - 0,4742Tmo? - 0,5258Tmm? - 0,539Tmin? + 0,1333Tmax? + 3,389PAR - 35,81PPT +
0,3362URmed + 28,98GD - 20,35Tmax - 31,17 Tmed

SEVDjpg,= 94,71 - 0,321UR? + 0,8978Tmed? + 0,0752UR*Tm - 0,3416Tmo? - 0,2529Tmm? - 0,0587Tmin?+ 0,1152Tmax? + 2,878 PAR - 22,1PPT +
0,3997URmed - 4,109GD - 6,731Tmax - 4,178Tmed

SEVDryre= -45,54 - 0,457 Tmin+ 121,8 Tmed- 52,1Tmed(1830 a 530d)- 62,9Tmed(6 a 18 d)- 1,149PAR- 2,84Tm?2+ 1,283Tmo%+ 1,389Tmm?
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Figura 18 - Fluxograma com base no clone 1144 e modelo de previsao para os clones IPB02,
1144, IPB13 e Toreliodora em condigao com teto coberto.
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Inéculo Severo

SEVCias= -162,6 + 12,90Tmax -292,2 Tmed+ 175,5 Tmed (1830 a 530d) + 127,0 Tmed (6 a 18 d) + 1,697 PAR - 9,23 HM -6,84 HO + 0,5078 Tmin 2- 1,096
Tmo?- 1,117 Tmax*UR-2,466 Tmin*UR + 28,7 Tmed*UR - 11,80 Tmo*UR - 13,25 Tmm*UR

SEVCipp13= 1054 - 12,28 Tmax - 55,5 Tmin - 2983 Tmed + 1422 Tmed (1830 a 530d) + 1491 Tmed (6 a 18 d) + 36,54 PAR + 37,6 HO + 3,131 URmed + 79,6
Tmed?- 41,63 Tmo?- 35,72 Tmm?- 0,644 UR?- 5,485 Tmax*UR - 1,686 Tmin*UR + 83,8 Tmed*UR - 43,6 Tmo*UR - 34,3 Tmm*UR

SEVCipgo= 145,7 + 20,63 Tmax +392,1 Tmed - 96,8 Tmed (1830 a 530d)- 317,2 Tmed (6 a 18 d) + 8,83 PAR - 10,58 HM - 5,95 HO + 0,6454 URmed -
0,4338 Tmax2- 0,4404 Tmin2- 3,949 Tmed2+ 4,320 Tmm2+ 0,4149 UR2- 0,1368 Tmax*UR + 0,5230 Tmin*UR

SEVCrore= -48,1 + 12,39 Tmax - 4,56 Tmin + 111,4 Tmed - 32,6 Tmed (1830 a 530d) - 82,0 Tmed (6 a 18 d) - 2,291 PAR +1,632 HM + 2,21 HO - 0,1934
Tmax2+ 0,1306 Tmin2- 2,477 Tmed?+ 0,859 Tmo2+ 1,617 Tmm2- 0,0661 UR2- 0,282 Tmax*UR+ 0,0974 Tmin*UR - 0,817 Tmed*UR + 0,976 Tmm*UR

Ao comparar os dois fluxogramas (Figura 17 e 18), observa-se que a
temperatura média se manteve muito préxima nas duas condi¢des, ao contrario do
molhamento foliar. Para a condigdo com teto coberto, o molhamento foliar foi maior
para a ocorréncia da doenca, variando de 6 a 19 horas. Na condi¢cao a céu aberto, o
molhamento foliar com média de 2 horas e maxima de 14 horas, foram favoraveis a
doenga.

Ao aplicar o stepwise do programa Minitab®, foram elaboradas fungdes do
oidio por clone e condicdo. Os modelos apresentaram analises de regresséo
multiplas para encaixar um modelo com os preditores e eliminar os preditores que
nao tém uma relagdo estatisticamente significativa com a resposta. As fungdes
apresentaram R? variando de 0,7322 e 0,999, correlacdo de 0,71 e 0,99,
apresentando-se como modelos confiaveis para a previsao da doenga em condi¢coes
a céu aberto e com teto coberto. E importante destacar que um coeficiente de
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determinagdo mais proximo de 1, aumenta a precisdo do modelo (AMORIM et al.,
2018). Os modelos elaborados apresentam dados de severidade presente, logo, em
casos de severidade nula, o modelo ndo foi calculado, pois a porcentagem da
severidade tem importancia na presenca e nao na auséncia da doenga. Caso o
modelo seja aplicado com severidade nula, os resultados serdo nulos, negativos ou
acima de 100%. Assim, para resultados obtidos pelo modelo muito discrepantes,
pode-se concluir que ndo ha doenga no campo, constatando o fim da epidemia.

As equagdes para o jardim clonal a céu aberto (Tabela 7) apresentaram
maiores precisdes e menores QMRs se comparadas a condigdo com teto coberto
(Tabela 8). As precisbes na condicdo a céu aberto variaram de 0,7645 a 0,999,
sendo o clone 1144 e IPB2 com os maiores R? entre os modelos. Observam-se nas
equagdes de SEVD (severidade a céu aberto) do clone 1144, IPB13 e IPB2, os
maiores coeficientes negativos, representados pela precipitacdo e temperatura
meédia, sendo estes fatores os mais influentes nas fungdes. Na Tabela 8, para o
Toreliodora, a precipitacdo nao foi um fator determinante para a severidade da
doenca, por isso, ndo foi apresentada na equacdo. O aumento da precipitagao
influencia diretamente na reducdo da incidéncia de oidio em todo o mundo e na
auséncia de precipitacdo, aumenta a incidéncia, devido aos esporos nao serem
removidos pela lamina de agua na superficie foliar (BOUGHEY, 1949; AMORIM et
al., 2018).

As equacgbes na condicdo com teto coberto (Tabela 8) apresentaram
precisbes entre 0,7322 e 0,9168, e correlacdo variando de 0,71 a 0,95. A partir
desses resultados, o clone IPB2 foi o que apresentou a melhor equacéo. Os clones
1144, IPB13 e Toreliodora apresentaram altas amplitudes climaticas e QMR, o que
pode explicar as menores precisdes obtidas.

No presente trabalho, a % de severidade avaliada varia para cada clone
(Tabela 7). A severidade é calculada acima de 6% para os clones 1144, IPB13 e
IPB2. Para o Toreliodora, a equagao pode ser aplicada apenas a partir da
severidade de 3%. Logo, severidade leve ou nula ndo é calculada nas equagdes
apresentadas.

Em todas as equagbes, o coeficiente mais influente nos resultados de
severidade esta relacionado com a temperatura média. Amorim e colaboradores
(2018) acreditam que a temperatura favoravel colabora com a resisténcia das
plantas as doencas, devido ao aumento de produgdo de compostos fendlicos e
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mecanismos de defesa contra a colonizagdo do patdogeno. Ainda no verdo, ha
reducdo do processo de infecgdo do oidio em feijdo caupi, com o aumento da
temperatura (SANTANA et al., 2012).

Tabela 7 - Equagées e coeficientes de determinagao (RZ) obtidas em regressao multipla, para
dados de severidade de Podosphaera pannosa no eucalipto em fungao das
variaveis climaticas em condigado a céu aberto

Equacdo em Condigéo a céu aberto R® QMR
SEVD) 144 = 135,957 +4,18258 Tmax -4,90912 Tmin 0,999 0,001
+1606,67 Tmed - 722,266 Tmed(1830 a 530d) - 895,569Tmed(6 a 18 d) 0= 0,999
+ 17,8490 HM - 12,3266 HO - 1,21944 PAR - 45,1636 PPT

+0,296020 URmed - 36,9912 Tm? + 18,5358 Tmo® + 18,9285 Tmm?

SEVDjpgi3 = 285,8 - 0,5068 UR® + 1,87 Tmed® + 0,1254 UR*Tm - | 0,9364 0,2143
0,4742 Tmo? 0,5258 Tmm? - 0,539 Tmin® + 0,1333 Tmax® + 3,389 PAR -
35,81 PPT + 0,3362 URmed + 28,98 GD - 20,35 Tmax - 31,17 Tmed

p= 0,952

SEVDjpg; = 94,71 - 0,3210 UR? + 0,8978 Tmed” + 0,0752 UR*Tm - | 0,8076 0,6269

0,3416 Tmo®> -  0,2529 Tmm®  -0,05872 Tmin’  +0,1152 Tmax’ 0= 0,867
+2,878 PAR - 22,10 PPT +0,3997 URmed -4,109 GD -6,731 Tmax -
4,178 Tmed
SEVDrwe = 4554 -0457 Tmin  +121,8 Tmed -| 07645 | 0,6500
52,1 Tmed(1830 a 530d) - 62,9 Tmed (6 a 18 d) - 1,149 PAR -2,84 Tm’ 0=0.827

+ 1,283 Tmo? + 1,389 Tmm?

SEVD= severidade na area a céu aberto, UR= Umidade relativa acima de 90% (horas), URmed=
Umidade relativa média diaria,Tmed= Temperatura média, Tmin=Temperatura minima, Tmax=
Temperatura maxima, HM= horas de molhamento na semana, HO= horas de orvalho na semana,
Tmo= Temperatura média de orvalho, Tmm= Temperatura média de molhamento, PAR= radiacao
fotossinteticamente ativa, PPT= precipitacdo, GD= Graus dia diario

Tabela 8 - Equagdes e coeficientes de determinagao (RZ) obtidas em regressido multipla, para
dados de severidade de Podosphaera pannosa no eucalipto em fungao das variaveis
climaticas em condigdao com teto coberto

Severida
de QMR
Equagéo em Condigéo Com teto coberto R2 calculad
a acima
de
SEVC|144 = -162,6 + 12,90TmaX -
292,2 Tmed+ 175,5 Tmed (1830 a 530d) 0,8004 6 % 31.93
+127,0 Tmed (6218 d) + 1,697 PAR -923HM -
p= 0,84
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6,84 HO + 0,5078 Tmin*- 1,096 Tmo*” -
1,117 Tmax*UR -2,466 Tmin*UR + 28,7 Tmed*UR -
11,80 Tmo*UR - 13,25 Tmm*UR

SEVCipg1s = 1054 - 12,28 Tmax - 55,5 Tmin -
2983 Tmed + 1422 Tmed (1830 a 530d)
+1491 Tmed (6 a18d) +36,54 PAR +37,6 HO | p=0,71
+3,131 URmed +79,6 Tmed® -41,63 Tmo* -
35,72 Tmm® -0,644 UR® -5485Tmax*UR -
1,686 Tmin*UR + 83,8 Tmed*UR - 43,6 Tmo*UR -
34,3 Tmm*UR

0,7322
6% 49,52

SEVCpgo= 145,7 + 20,63 Tmax
+392,1 Tmed - 96,8 Tmed (1830 a 530d)- 0,9168
3172 Tmed (6a18d) +883PAR -10,58 HM - 6% 3,328
505HO  +0,6454 URmed - 04338 Tmax? - | P=0.9%7
0,4404 Tmin? - 3,949 Tmed? + 4,320 Tmm?®
+0,4149 UR? - 0,1368 Tmax*UR + 0,5230 Tmin*UR

SEVCroe = -48,1 + 12,39 Tmax - 4,56 Tmin
+111,4 Tmed - 32,6 Tmed (1830 a 530d) -
82,0 Tmed (6a18d) -2,291 PAR  +1,632HM | 0,7369
+221HO  -0,1934 Tmax®*  +0,1306 Tmin® -
2,477 Tmed®  +0,859 Tmo® +1,617 Tmm® -
0,0661 UR® - 0,282 Tmax*UR + 0,0974 Tmin*UR -
0,817 Tmed*UR + 0,976 Tmm*UR

3% 1,9049
p=0,85

SEVC= severidade na area com teto coberto, UR= Umidade relativa acima de 90%

(horas), URmed= Umidade relativa média diaria, Tmed= Temperatura média,

Tmin=Temperatura minima, Tmax= Temperatura maxima, HM= horas de molhamento na

semana, HO= horas de orvalho na semana, Tmo= Temperatura média de orvalho, Tmm=

Temperatura média de molhamento, PAR= radiacdo fotossinteticamente ativa, PPT=
precipitacdo, GD= Graus dia diario

Na Tabela 9, as equagdes representam a média de severidade de todos os

clones. A equacdo em condigao com teto coberto apresenta maior confiabilidade do

que a equagao em condigcdo a céu aberto, sugerindo resultados opostos aos obtidos

com os modelos anteriores, os quais estdo de acordo com os dados experimentais.

A média da severidade foi leve entre clones na condi¢cédo a céu aberto, o que justifica

a menor confiabilidade do modelo, ja que a severidade pouco variou nas semanas

de avaliagbes. Em condi¢gdo com teto coberto, a severidade foi mais alta e o modelo

foi melhor explicado, em virtude de o modelo apresentar melhor desempenho em
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condigbes de alta severidade. Os modelos que consideram a média dos clones n&o
parecem representar a realidade deles, pois a incidéncia de oidio € variavel para
cada clone. Dessa maneira, os modelos representados na Tabela 10 parecem
subestimar o resultado de severidade.

Tabela 9 - Equacdo da média dos clones na condicdo com teto coberto e a céu aberto para
determinar a severidade

Severidade
Equagao em Condigao a céu aberto R? calculada QMR
acima de
SEVDpes = 73,3 -4,156 Tmax -2,366 Tmin -751 Tmed 0,7939
+ 340,4 Tmed (1830 a 530d) +404 Tmed (6 a 18 d) 20, 0,26041
+ 2,375 HO+ 3,044 PAR- 12,77 PPT +0,2496 URmed | p= 0,802
+17,85 Tm’- 8,77 Tmo® - 8,79 Tmm?
Severidade
Equacgdo em Condigéo com teto coberto R? calculada QMR
acima de
SEVCypeq = -300,1 +123,6 Tmax + 10,35 Tmin + 1176 Tmed -
394,4 Tmed (1830 a 530d) - 891,6 Tmed (6 a 18 d) - 11,24 HM | ( ggp1
+12,25H0  +1,320Urmed - 1,984 Tmax’- 1,418 Tmin’- 5% 5,451
22,63 Tmed”> + 9,34 Tmo® + 15,96 Tmm® - 1,279 Tmax*UR | P~ 0,938
+ 1,457 Tmin*UR - 7,238 Tmed*UR + 6,814 Tmm*UR

SEVC= severidade na area com teto coberto, UR= Umidade relativa acima de 90% (horas), URmed=
Umidade relativa média diaria, Tmed= Temperatura média, Tmin=Temperatura minima, Tmax=
Temperatura maxima, HM= horas de molhamento na semana, HO= horas de orvalho na semana,
Tmo= Temperatura média de orvalho, Tmm= Temperatura média de molhamento, PAR= radiacao
fotossinteticamente ativa, PPT= precipitacdo, GD= Graus dia diario

Em campo, podem ser realizadas aplicagbes praticas das informagdes
apresentadas. O produtor, com sua estagcao metereoldgica, pode optar pelo uso da
tabela modificada de Mills, fluxograma ou pela propria estagdo metereoldgica
instalada, para emitir alerta da doenga com a fung&o inserida no datalogger do

programa.
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6 CONCLUSOES

O patdgeno identificado na cultura do eucalipto foi o Podosphaera pannosa,
encontrado em Botucatu - Sdo Paulo.

Dentre as variaveis climaticas, a precipitacdo na condicdo a céu aberto foi o
fator climatico de maior relevancia para determinar a severidade da doenca. Tanto
na condicdo com teto coberto como na céu aberto, a temperatura média foi o fator
mais influente nas funcdes.

A tabela modificada de Mills e o fluxograma foram elaborados para cada
clone, apresentando as variaveis de ocorréncia do patdégeno para doenga severa,
moderada, leve/nula.

As equacdes de previsdo de doenca em condicdo com teto coberto por
plastico e a céu aberto, apresentaram boa precisédo (0,7322 a 0,999) e correlagao
(0,71 a 0,99) com a taxa de crescimento da doenga no viveiro, permitindo sua
utilizagdo na previsdo do aparecimento de Podosphaera pannosa em eucalipto.
Comparando os clones, as equagdes com as maiores precisdoes e menores QMRs
foram as dos clones 1144 e IPB13, em jardim clonal a céu aberto.
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