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RESUMO

A avaliacdo da severidade - porcentagem da area lesionada em relacdo a area total - pode
ser feita com auxilio de escalas diagramaticas, que sdo elaboradas com base na Lei Weber-
Fechner e utilizam regressdo linear simples em seu processo de validagdo, porém
apresentam erros na metodologia estatistica. O objetivo desta pesquisa foi propor um
método de elaboracdo e validacdo de escalas de bacteriose em um hibrido Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus grandis, avaliar a da influéncia de concentracbes de diferentes
espécies de bactérias na validacdo de escalas, verificar a possibilidade de avaliagdes
utilizando tons de cinza, e a influéncia da dispersdo de lesdes nas estimativas dos
avaliadores no uso desta ferramenta. Foram conduzidos quatro experimentos com amostras
das cidades de Bofete-SP e Botucatu-SP. No primeiro experimento, foram utilizadas 100
folhas de trés clones (H13, 1144 e AEC 1528) de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis infectadas naturalmente com bacteriose, que tiveram sua severidade medida para
elaboracdo, por quartis e Weber-Fechner, e validacdo das seis escalas diagramaticas. No
segundo, mudas de eucalipto com trés concentracdes diferentes (10°, 10" e 10°
individuos/mL) de in6culo de trés bactérias (Pseudomonas sp., Xanthomonas sp. € mix)
tiveram folhas coletadas para construcdo de trés escalas diagraméticas. No terceiro,
imagens digitais das amostras de folhas dos trés clones de eucalipto infectados com
bacteriose foram analisadas em tons de cinza. Houve estudo de correlacdo entre as
variaveis considerando os trés clones como um unico grupo e separadamente. No quarto, a
escala diagramética construida para o clone AEC 1528 foi repetida em diferentes niveis de
dispersdo, com a mesma severidade das folhas representativas dos niveis da escala,
seguidas de avaliacdo. No primeiro experimento, 0 método de quartis apresentou melhoras
nas leituras quando comparado ao método Weber-Fechner, houve diferenca entre os clones
segundo as avaliacdes e 0 uso de escalas foi favoravel. No segundo, houve melhoras nas
estimativas com o uso das escalas. No terceiro, 0s tons de cinza podem diferenciar a
severidade dos clones como um Unico grupo e ha separacdo de clones por severidade. No
quarto, foi detectada influéncia direta da dispersdo das lesdes da doenca nas estimativas
dos avaliadores. Conclui-se que o método de quartis obteve melhores resultados que o
método Weber-Fechner; escalas levando em consideragdo a concentracdo de indculo
podem resultar em diferencas nas avaliacdes; tons de cinza podem avaliar severidade e
diferenciar clones; variag0es na dispersdo de uma mesma severidade influenciam
diretamente as estimativas de um avaliador.

Palavras-chave: Pseudomonas sp.; Xanthomonas sp.; quartis; Weber-Fechner;
concentracdo de inoculo; tons de cinza; dispersao de lesdes; doenca, viveiros.



COMPARISON OF ELABORATION AND VALIDATION METHODS FOR
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Eucalyptus urophylla X Eucalyptus grandis CLONES. Botucatu, 2016, 49f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia Florestal) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade
Estadual Paulista.

Author: VITOR FLAVIO,FURTADO DAMASCENO
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Co-Adviser: PROF. DR. EDSON LUIZ FURTADO

SUMMARY

The severity evaluation — percentage of the injured leaf area relative to its total — could be
done with the assistance of diagrammatic scales, which are elaborated based on the Weber-
Fechner law and uses simple linear regression for its validation process. However, errors
can be found in statistical methodology. The objective of this research was to propose
methods of elaboration and validation for diagrammatic scales of bacterial leaf blight on
the hybrid Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis, evaluate the influence of
concentrations and different species of bacteria on scales validation, verify the possibilities
of evaluations using gray scale, and the influence of leaf injuries dispersion on the
estimates done by evaluators using this tool. Four experiments were conducted with
samples from Bofete-SP and Botucatu-SP. In the first experiment, 100 leaves were used
from three different clones (H13, 1144 e AEC 1528) of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis naturally infected with bacterial leaf blight, which had the severity measured for
the elaboration, by quartiles and Weber-Fechner law, and the validation of the six resultant
diagrammatic scales. In the second one, eucalypt leaves with three different concentrations
(10°, 10" e 10° individuals/mL) of three bacterial inoculums (Pseudomonas sp.,
Xanthomonas sp. and mix), had their leaves collected for the construction of three
diagrammatic scales. In the third, the digital images of the sampled leaves of the three
eucalypt clones were analyzed using gray scale values. There was made a correlation
among the variables considering the three clones as one single group and separately. In the
fourth, the diagrammatic scale built for the clone AEC 1528 was replicated into different
levels of dispersion with the same severity of the levels present in the scale, followed by
evaluation. In the first experiment, the quartiles method presented reading improvements in
comparison with the Weber-Fechner method. There was difference among the clones and
the use of the scale was favorable. In the second, there were estimates improvements using
the scales. In the third, the gray scale can detect the difference of severity of the clones as a
single group and there is clone differentiation by severity. In the fourth, it was detected
direct influence of the injuries dispersion in the evaluations. It concludes that the quartiles
method had better results than the Weber-Fechner method; scales considering the
concentration of the inoculum could result into evaluation differences; gray scale can be
used for severity evaluation and clone differentiation; variations of the same dispersion of
severity can influence directly the estimates of and evaluator.

Keywords: Pseudomonas sp.; Xanthomonas sp.; quartiles; Weber-Fechner; inoculum
concentration; gray scale; injuries dispersion; disease; nursery.



1 INTRODUCAO

A érea de plantios florestais para fins industriais no Brasil no ano
base 2015 foi de 7,8 milhdes de hectares, apresentando 0,8% de aumento em relacdo ao
ano anterior, atingindo 0,9% do territorio. Os principais destinos sdo empresas de papel e
celulose (34%), comércio de madeira in natura por pequenos e médios produtores (29%),
seguido pelos setores de siderurgia a carvao vegetal, painéis de madeira reconstituida e
pisos laminados. O setor de arvores plantadas tem participacdo de 1,2% no produto interno
bruto (PIB) brasileiro, além de representar 6% do PIB industrial. Da area total plantada,
5,63 milhdes de hectares sdo representados por eucalipto, 1,58 milhdes de hectares
representados por pinus e 590 mil hectares por outras espécies. As areas de arvores do
género Eucalyptus correspondem a 72% do total, localizadas principalmente nos estados de
Minas Gerais, S0 Paulo e Mato Grosso do Sul (IBA, 2016). Estes dados mostram a
importancia do eucalipto no Brasil, fazendo com que o género seja tema obrigatorio de
estudo e pesquisa nas diversas areas que compde suas linhas de producao.

O crescente aumento da producdo de eucalipto ao longo dos anos,
gerou maior area de hospedeiros para agentes fitopatogénicos, fazendo com que uma maior
atencdo seja necessaria para doengas que atingem espécies deste género. O eucalipto é alvo
de diversas doencas provocadas por agentes causais de origem fangica e alguns de origem
bacteriana. A principal doenca causada por bactérias € a mancha foliar bacteriana,
popularmente conhecida como bacteriose, causada por espécies de Pseudomonas sp. e
Xanthomonas sp. Os danos causados pela doenca chegam a atingir 3 milhdes de mudas
anualmente, provocando perdas estimadas de até 2,4 milhdes de reais por ano (FURTADO



e WILKEN, 2011). Vista a importancia das espécies de eucalipto para a economia
nacional, e o impacto causado pela mancha foliar bacteriana, torna-se necessério o
investimento em controle e prevencdo desta doenca.

Existem diversos meios de se combater ou prevenir que uma
doencga atinja uma dada cultura. A deteccdo e comprovacdo de um ataque fitopatogénico
permite ao produtor avaliar a incidéncia ou severidade do ataque, funcionando como
diretriz para uma tomada de decisdo, e consequentemente, a escolha do método a ser
utilizado. A avaliacdo da severidade, que é a porcentagem da area lesionada pela doenca
em relacdo a area total da folha ou parte da planta analisada (KIMATI et al., 2005), pode
ser feita com auxilio de escalas diagraméticas. Escalas diagramaticas sdo ferramentas
visuais que funcionam como guias para diminuir o erro nas estimativas de severidade feitas
pelo responsavel por analisar a doenca na cultura. A elaboracdo das escalas é baseada,
praticamente em sua totalidade na lei de Weber-Fechner (acuidade visual é proporcional ao
logaritmo da intensidade do estimulo recebido). As escalas podem ser elaboradas mais de
uma vez para a mesma doenca, ja que o ataque patogénico ocorre em diferentes situacfes
(variando o ambiente, hospedeiro, clone utilizado). Para cada elaboracdo da escala
diagramaética, € necessaria uma validacdo para viabilizar o uso da mesma e permitir
comparagoes

A maneira pela qual as escalas tém sido validadas apresenta alguns
detalhes passiveis de revisdo, quanto a sua abordagem estatistica (ANDRADE et al., 2005;
PASSADOR et al., 2013). A validacdo consiste no ajuste de um modelo de regressao
linear simples considerando os valores da area lesionada sem o uso da escala como
variavel independente (x) e os valores de area lesionada real (y), e uma regressao linear
simples utilizando valores com o uso da escala como variavel dependente (x) e valores
reais de area lesionada (y). Os valores sem e com uso de escala sdo obtidos por estimativas
de avaliadores, j& os valores reais sdo obtidos através de imagens digitais das folhas (ou
partes) amostradas. Os coeficientes de determinacdo (R?) obtidos em cada uma das
regressdes citadas sdo comparados matematicamente. Primeiramente, o modelo de
regressdo linear simples normal tem como uma das predisposi¢des de que a variavel
independente (x) seja pre-fixada, ndo podem ser mensuradas (CASELLA e BERGER,
2002). Outro ponto importante, ¢ que os valores do coeficiente de determinacdo (R?)
obtidos podem ser diferentes matematicamente, porém isso pode nao acarretar em

diferenga estatistica, j& que os valores obtidos para o coeficiente de determinacdo podem



fazer parte de uma mesma populacdo. Portanto, outras possibilidades devem ser
exploradas, como métodos comparativos, como o célculo da diferenca absoluta média e de
coeficientes mais apropriados como coeficiente de correlacdo de Spearman e o coeficiente
de concordancia de Lin (LIN, 1989). Existem trabalhos que ja experimentaram o0s
coeficientes citados, porém a regressdo linear simples presente ndo foi aplicada de forma
adequada (NICOLI et al., 2015). A diferenca absoluta média é a medida calculada da
diferenca entre avaliacbes com e sem escala em relacéo a severidade verdadeira (estimativa
— severidade real). Como proposto neste trabalho, além da diferenca absoluta média e a
correlagdo de Spearman, foram utilizados modelos lineares generalizados, pois permitem
uma analise combinada dos fatores presentes no experimento.

Com base nas idéias apresentadas, este estudo teve por objetivos
sugerir um novo método de validacdo de escalas diagramaticas, onde foram estabelecidos
corretamente 0s conceitos estatisticos: a) comparar o método tradicional (Weber-Fechner)
e um meétodo de quartis na elaboracdo de escalas diagramaticas, e, consequentemente,
obter novas escalas para bacteriose foliar em eucalipto; b) verificar o efeito da
concentracdo de inoculo com diferentes espécies de bactérias no processo de validacéo de
escalas diagramaticas; c) analisar a viabilidade de diferenciacdo de severidade e diferentes
clones de eucalipto por tons de cinza de fotografias digitais; e d) verificar a subjetividade
nas avaliagOes causada pela variagdo no padrao de dispersdo da doenca na folha.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Eucalipto

O Eucalyptus, pertencente a ordem Myrtaceae, € um género
originario da Australia, famoso pelo seu rapido crescimento e possuidor de um grande
leque de utilidades, dentre os quais podemos citar principalmente a producéo de painéis,
papel e celulose e carvao para producdo de ferro. Além destes, sdo encontrados usos nas
mais diversas areas como serraria, movelaria, construcdo civil, 6leos essenciais, entre
outras (BARRICHELO e QUEIROZ, 2007).

A demanda de lenha requisitada pelas ferrovias brasileiras, no
inicio do século XX, fez com que a Companhia Paulista de Estradas de Ferro requisitasse
uma pesquisa que consistia em determinar quais espécies poderiam preencher esta
necessidade, ao agronomo Edmundo Navarro de Andrade, da cidade de Lishoa. As provas
de campo foram conduzidas na cidade de Jundiai, onde foram testadas 95 espécies
separadas entre nativas e exoticas, dentre as quais apresentavam varias espécies de
eucalipto. Até entdo, o eucalipto presente em territério nacional tinha apenas funcdo
ornamental, chegando ao Brasil através de mudas vindas do Chile e de Portugal. O
resultado da pesquisa sugeriu que o eucalipto era a resposta para a demanda de lenha
necessaria no menor tempo possivel, fazendo com que a companhia adquirisse terras em
Rio Claro para testar quais seriam as melhores espécies para o fim requisitado,
estabelecendo o eucalipto em plantios produtivos no Brasil. Outro fato que permitiu a

expansdo da eucaliptocultura brasileira foi um sistema de incentivos fiscais para o cultivo



de florestas, devido ao risco decorrente dos desmatamentos que corriam as florestas
nativas, facilitando a implantagéo de plantios produtivos (BARRICHELO e QUEIROZ,
2007).

Estabelecidos os plantios produtivos, os métodos de producéo
foram intensamente trabalhados com a finalidade de aperfeicoar o tempo de expedicdo e a
qualidade das mudas com relacdo a sua resisténcia e produtividade, sendo a clonagem, por
meio da introducdo das técnicas de miniestaquia e microestaquia, ferramenta fundamental
para que esses objetivos fossem atingidos (WALKER et al., 2011).

Vista a importancia deste género com relagdo ao seu amplo uso e
alta produtividade, torna-se necessario o estudo de fatores que viabilizem a reducdo dos
prejuizos de qualquer que seja a natureza, inclusive os causados por patdgenos, dentre 0s
quais deve-se considerar a revisao de metodologias ja empregadas na avaliacdo de doencas
visando a implementacdo de melhorias e propostas de corre¢cdes em busca de melhores
resultados na avaliacdo e consequentes tomadas de decises.

2.2 Bacteriose foliar do eucalipto

A bacteriose foliar é considerada uma das principais doencas do
eucalipto, uma vez que pode causar prejuizos aos plantios de forma que acabe
comprometendo a produtividade e ocasione em danos e perdas para os viveiros. Além
disso, € uma doenca que transcende fronteiras, uma vez que ja foi detectada em varios
paises. O primeiro relato feito para manchas bacterianas em eucalipto ocorreu em Sydney,
Australia, em 1974, onde foi detectada uma doenca bacteriana em Eucalyptus citriodora
Hook causada por Xanthomonas campestris pv. eucalypti (Truman) Dye 1978,
apresentando sintomas como a seca de ponteiros e, em casos mais severos, a desfolha
completa (TRUMAN, 1974). No Brasil, a doenca foi relatada pela primeira vez em 1995,
em um viveiro na regido de Itapetininga, Estado de Sdo Paulo, com causa atribuida ao
agente causal Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp em mudas de Eucalyptus grandis W.
Hill (GONCALVES et al.,, 2008 apud POMELLA et al., 1995). Depois destes, foram
relatadas outras ocorréncias em territorio brasileiro e, também, em outros paises vizinhos
como na Argentina, Paraguai e Uruguai (GONCALVES et al., 2008). Estes relatos



mostram a grande abrangéncia territorial da ocorréncia de casos de incidéncia desta
mancha foliar bacteriana, atingindo dimensdes continentais.

Em 2008, foi conduzido um estudo sobre a etiologia da mancha
foliar bacteriana no Brasil (GONCALVES et al., 2008) onde foram utilizados 25 isolados
provenientes de varios estados brasileiros como Amap4, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Para, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul, demonstrando a amplitude territorial destes
patogenos.

As manchas foliares causadas por bactérias em eucalipto ocorrem
em viveiro e campo, apresentando sintomatologia composta por manchas foliares Umidas e
transllcidas (anasarca), decorrente do extravasamento de agua pelos espacos celulares;
desfolha intensa; anelamento e morte das partes apicais quando a infeccdo ocorre em
materiais altamente suscetiveis; as lesGes tornam-se necrdticas e ressecadas, com
perfuracOes e deformacdes na area do limbo foliar (Figura 1). No geral, estes sintomas sdo
decorrentes da infeccdo patogénica causada por bactérias dos géneros Xanthomonas spp. e
Pseudomonas spp., sendo o X. Axonopodis considerado o principal agente etioldgico
presente em manchas bacterianas no Brasil (GONCALVES et al., 2008). Alguns sintomas
permitem a confusdo com outras manchas, como as causadas por Kirramyces epicoccoides
e Cylindrocladium spp., tornando necessario testes de exsudacdo nas gotas de pus
bacteriano provenientes de novas lesGes, testes bioquimicos, de inoculagdo e moleculares,
auxiliando também na diferenciacao entre as espécies de bactérias. A época que apresenta
maior incidéncia desta doenca tem sido observada no periodo de outubro a abril, nos meses
mais quentes do ano (KRUGNER e AUER, 2005; FURTADO et al., 2009).

Figura 1. Folhas sintomaéticas infectadas com bacteriose apresentando: A) lesdes

ressecadas, B) deformacao no limbo foliar e C) perfuraces.



As espécies de eucalipto registradas como hospedeiros sdo o E.
cloeziana, E. grandis, E. globulus, E. maidenii, E. pellita, E. regnans, E. robusta, E.
saligna, E. urophylla e E. viminalis (ALFENAS et al., 2009). Foi registrada também a
ocorréncia no hibrido Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis (AUER et al., 2010;
SANTOS et al., 2010).

As condicdes favoraveis para a disseminacgdo e infeccdo bacteriana
geralmente estdo relacionadas com altas temperaturas e umidade elevada. A irrigacao por
aspersdo no viveiro e nas casas de sombra, vegetacdo e aclimatacdo, promove o
molhamento da parte aérea das mudas. A penetracdo bacteriana ocorre de forma passiva,
fazendo com que seja necessario um filme de agua na superficie das plantas, ferimentos ou
aberturas naturais, como estbmatos e hidatodios, por exemplo. A falta de planejamento na
construcdo de minijardins, pode ter como consequéncia as condicdes favoraveis ao
desenvolvimento bacteriano, uma vez que a altura baixa da estrutura, a presenga de
cobertura plastica e auséncia de escape para o ar, como uma janela zenital, favorecem o
aumento da temperatura interna (ALFENAS et al., 2009).

Com relacéo ao controle no viveiro, torna-se necessario a remocao
de folhas infectadas e a higienizacdo do local, promovendo a remoc¢édo de residuos que
sirvam como fonte de indculo das bandejas. Deve-se evitar o plantio de mudas com
sintomas severos em campo, além de disseminacdo de clones suscetiveis em épocas
favoraveis, aplicando o conceito de escape pela época (ALFENAS et al., 2009).
Atualmente, através do IPEF / Programa de Protecdo Florestal e empresas de defensivos, o
produto BION® 500 WG foi registrado para o controle de bacteriose através da inducédo de
resisténcia promovida pelo ingrediente ativo acibenzolar-S-metilico.

Os danos causados pela doenca sdo de 3 milhGes de mudas por ano,
0 que acarreta em perdas estimadas de 2,4 milhGes de reais por ano (FURTADO e
WILKEN, 2011), sugerindo que sua deteccdo e quantificacdo de severidade sejam tratadas
como atividades importantes dentro da protecdo florestal, atividades que, atualmente, sdo

feitas com auxilio de escalas diagramaticas.
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2.3 Escala Diagramatica

A éarea da Patologia Florestal, na qual sdo realizadas tarefas de
avaliacdo de doencas de plantas também conhecida por fitopatometria, termo que remete a
idéia de medida da doenca na planta (do grego: phyto=planta; pathos=doenga,
metron=medida) (BOCK et al., 2010). A detecgdo e quantificacdo de doengas pode ser
feita através de diferentes métodos, sendo estes diretos ou indiretos, ou seja, através de
contato direto com o objeto em analise ou nao, respectivamente. Dentro das metodologias
diretas podemos encontrar métodos soroldgicos e moleculares, jA& nas metodologias
indiretas encontramos métodos baseados em biomarcadores e métodos baseados em
propriedades e stress das plantas, no qual estdo inclusos as técnicas espectroscopicas e
técnicas de imageamento, abrangendo a analise multi e hiperspectral da planta
(SANKARAN et al., 2010). Dentro das técnicas de imageamento, estd o imageamento
RGB (vermelho, verde e azul), nos qual estdo inclusos sensores como cameras digitais, que
permitem a andlise de imagens, utilizadas em escalas diagramaticas (BOCK et al., 2010;
MAHLEIN, 2016).

A obtencdo de uma escala diagramatica consiste em dois estagios:
elaboracdo e validacdo. As escalas diagramaticas sdo elaboradas através de imagens de
uma unidade da planta (geralmente sdo utilizadas as folhas) contendo sintomas da doenca
em diferentes niveis de intensidade, sendo esse 0 método mais utilizado para avaliar a
severidade. A severidade é expressa através da percentagem da area lesionada em relacédo a
area saudavel (ALFENAS et al., 2009). Escalas diagramaéticas apresentam diversos usos
podendo auxiliar na deteccdo da doenca em campo, quantificacdo dos danos causados a
cultura, classificacdo da severidade do ataque, testes de resisténcia varietal e testes de
controle da doenca, permitindo verificar a eficiéncia do controle (VALE et al., 2004).

De acordo com a lei de Weber-Fechner, a acuidade visual do olho
humano é proporcional ao logaritmo da intensidade do estimulo recebido, de maneira que a
resposta ao estimulo cresce linearmente a medida que o estimulo cresce logaritmicamente
(HERBERT, 1982), e o fato de que a melhor visualizagdo para tecidos sadios ocorre acima
de 50% e para tecidos lesionados abaixo de 50%, foram fatores que levaram a proposta de
escala ndo-linear para quantificacdo de severidade de doencas em plantas (HORSFALL e
BARRATT, 1945; VALE et al.,, 2004). Esta proposta foi sugerida no formato de
incrementos logaritmicos sucessivos (HORSFALL e BARRATT, 1945), de maneira que
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quanto maior for o estimulo recebido pelo olho do avaliador, maior a sua chance de
detectar e diferenciar sintomas e severidades dentro de uma amostragem. A maneira de se
elaborar uma escala sugerida por Horsfall e Barratt € uma diretriz e ndo necessariamente
uma regra, permitindo a inclusdo de intervalos que o autor julgue necessario para melhor
orientagéo do avaliador (AMORIM et al., 1993).

Como citado acima, a segunda fase de obtencdo de uma escala
diagramatica € sua validacdo. A validacdo € o que determina se a escala € viavel para suas
finalidades, sendo realizada por meio da analise de avaliadores em um teste de estimativas
com uso e sem auxilio da escala elaborada. O desempenho do avaliador esta atribuido a
precisdo das estimativas, que é obtida por um coeficiente de determinacdo, pela acuracia e
variancia dos erros absolutos (severidade estimada menos severidade real) (NUTTER e
SCHULTZ, 1995; GODOQY et al., 1997).

Escalas para diferentes doencas em diferentes espécies de eucalipto
podem ser encontradas como: mancha de micosferela em Eucalyptus globulus
(PASSADOR et al., 2013); mancha de Quambalarya eucalypti em eucalipto (ANDRADE
et al., 2005); ferrugem do eucalipto Puccinia psidii (JUNGHANS et al., 2003;
ZAMPROGNO et al., 2008).

Apesar de amplo uso, existem escalas que ndo atendem seu
proposito uma vez que estimativas com seu auxilio ndo superam as estimativas diretas sem
0 uso da escala (NITA et al., 2003; BARDSLEY e NGUGI, 2013). Dentre os possiveis
fatores, o nimero de lesdes pode influenciar a precisao e acuracia de estimativas utilizando
escalas diagramaticas, geralmente resultando em superestimativas por parte dos
avaliadores (SHERWOOD et al., 1983; NITA et al., 2003; BOCK et al., 2010).

Como citado, escalas sdo frutos de imagens digitais que podem nos
dar informacGes que geralmente ndo detectamos, como os tons de cinza. Tons de cinza
variam de 0 a 255, sendo as tonalidades expressas em uma tela (monitor de computador,
por exemplo), e podem ser utilizados para diferenciar tonalidades que variam sob
influéncia de diversos fatores, como variacdo de determinada estrutura no tempo
(MONTINI et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi dividido em quatro experimentos, onde cada
experimento estd relacionado a cada objetivo proposto citado anteriormente, na sua

respectiva ordem.

3.1 Local

Folhas das mudas e toucgas de eucalipto infectadas naturalmente
com sintomas da mancha foliar bacteriana, utilizadas nos experimentos de comparacédo de
métodos de elaboracédo de escalas, efeitos de tons de cinza de imagens digitais e severidade
e efeitos de dispersdo em validacdes, foram coletadas no péatio de aclimatacdo
(rustificacdo) e expedicdo do viveiro da ZAF Agroflorestal, empresa atuante no mercado
de producdo de mudas clonais de eucalipto, localizada no municipio de Bofete, Estado de
Sédo Paulo (23°5°54” S, 48°15°32” O, 570 m de altitude). O clima local tem classificagdo
Cwa (Kdppen), caracterizado por um clima quente e Umido com inverno seco, onde a
temperatura média méxima chega a 24,5°C e a média minima a 17,7°C. A pluviosidade
anual pode chegar a 1490mm.

As mudas de Eucalyptus sp. inoculadas com diferentes
concentragOes de indculos e diferentes espécies de bactérias causadoras da mancha foliar
bacteriana estavam em uma casa de vegetacdo localizada no Departamento de Protecdo
Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, no municipio de Botucatu, Estado de S&o
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Paulo (22°53'09" S, 48°26'42" O, 840 m de altitude). O clima local tem classificagdo Cwa
(Koppen), caracterizado por um clima quente e umido com inverno seco, onde a
temperatura média maxima chega a 24°C e a média minima a 18°C. A pluviosidade anual

pode chegar a 1358,6 mm.

3.2 Métodos de elaboracdo e validacdo de escalas diagramaticas em diferentes

clones de eucalipto

A construcdo das escalas diagramaticas para quantificagdo de
severidade de manchas foliares bacterianas em diferentes clones do hibrido Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus grandis (1144, H13 e AEC 1528) foi feita em duas etapas:
elaboracdo e validacdo. Além da elaboracdo tradicional, embasada na progressdo
geométrica da percentagem de area lesionada ou teoria de acuidade visual de Weber-
Fechner (HORSFALL e BARRATT, 1945), foi realizada a elaboragdo baseada em quartis,
totalizando seis escalas diagraméticas (Figura 2). Na validacdo, foram testados o
coeficiente de correlacdo de Spearman e a diferenca absoluta média, uma vez que a
validacdo por regressao linear simples possui equivocos estatisticos, como a medicao dos
valores do eixo X quando deveriam ser valores pré-fixados e a comparacdo matematica de

valores do coeficiente de determinacdo, que estatisticamente podem nao ser diferentes.

3.2.1 Elaboracéo

Foram coletadas folhas infectadas por bacteriose a partir de trés
diferentes clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis (1144, H13 e AEC 1528)
presentes no patio de aclimatacdo do viveiro da empresa ZAF Agroflorestal, em condi¢des
de epidemia aberta (Figura 3). Foram coletadas 100 folhas sintomaticas para cada clone de
diferentes individuos infectados, totalizando em uma amostragem de 300 folhas. Apds a
coleta, as folhas foram digitalizadas com auxilio de um escaner de mesa em resolugdo de
300 dpi. As fotos geradas foram abertas no programa imageJ, onde foi feita a mensuragao
da quantidade de tecidos foliares lesionados pela doenca e sua respectiva propor¢do em
relacdo a area total foliar (severidade). O processo seguinte foi a classificacdo dos niveis de

severidade presentes nas escalas, expressos em porcentagem, comegando em um primeiro
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nivel de menor severidade encontrada até o maior nivel de severidade encontrado,
intercalados por niveis crescentes em progressdo geométrica nas escalas (baseadas na lei
Weber-Fechner). Para as escalas baseadas em percentis, os intervalos foram baseados nos
quartis da amostragem: severidade minima; severidade abrangendo 25% da amostragem;
severidade abrangendo 50% da amostragem; severidade abrangendo 75% da amostragem;
e severidade maxima. Foram utilizadas as fotos das folhas selecionadas para representar os
niveis definidos para as escalas foram as que apresentaram melhor caracteristica visual da
doenca perante as opg¢des presentes na amostragem. Elaboradas a escalas, ocorreu a etapa

de validacéo.

HOSPEDEIRO CLONE METODO
Weber-
Fechner

—  HI13 —|:
Percentil
Weber-
Fechner
Eucalipto 1144

Percentil
Weber-

Fechner
— AEC 1528
Percentil

Figura 2. Quadro demonstrativo indicando o hospedeiro, nimero de clones e os métodos

utilizados para elaboracédo das escalas diagramaticas, totalizando de seis escalas.
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Figura 3. Exemplos de folhas amostradas de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis

infectadas com bacteriose (H13, 1144 e AEC 1528, respectivamente).

3.2.2 Validacao

A validacdo das escalas elaboradas ocorreu pela anélise de 5
avaliadores sem experiéncia para cada escala, onde cada um realizou duas estimativas de
severidade sobre a amostragem inicial, sendo a primeira sem o auxilio da escala
diagramatica e a segunda com auxilio da escala. As estimativas obtidas foram analisadas
junto aos valores reais de severidade por diferenca absoluta média (diferenca absoluta entre
a estimativa e o valor real da severidade).

Nesta etapa foram ajustados, para cada clone, modelos lineares
generalizados com distribuicdo normal e funcéo de ligacéo identidade (considerando uma
estrutura de medida repetidas pelo método de Equacdes de Estimacdo Generalizadas
(NELDER&WEDDERBURN, 1972; DIGGLE et al., 2002; GBUR, et al., 2012) para a
diferenga absoluta entre a medida de severidade real (obtida pelo programa de
processamento de imagens) e os valores de severidade com e sem escala, considerando 0s
fatores: método das classes de severidade (Weber-Fechner e quartis), uso da escala (sim e
ndo), e avaliadores (1 a 5). A qualidade dos ajustes foi feita através da andlise residuos.
Para comparacdes entre os fatores foi utilizado o teste de Tukey-Kramer (WESTFALL et

al., 1999), com 95% de confianga, do procedimento Genmod do programa estatistico SAS
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— Statistical Analysis System (SAS, 2012), versdo 9.2, licenciado para a Universidade
Estadual Paulista, UNESP.

3.3 Efeito da concentracdo de indculo de diferentes espécies de bactérias na
validacgdo de escalas diagramaticas

Foram coletadas folhas de Eucalyptus spp. com sintomas de
bacteriose causados pelas espécies Xanthomonas sp. e Pseudomonas sp. para isolamento
destas bactérias. Foi realizada assepsia das folhas com éalcool 70%, hipoclorito 2% e agua
destilada autoclavada a 120°C. Pequenas amostras destas folhas foram colocadas em meio
NSA e depois colocados na BOD a 25°C. Com observagBes diarias, observou-se o

aparecimento de col6nias das bactérias no meio de cultura (Figura 4).

Figura 4. A) Colbnia de bactérias da espécie Xanthomonas sp.; B) Coldnia de bactérias da
espécie Pseudomonas sp.

Foi feita a observacdo das caracteristicas fisicas das colénias com o
uso de microscopios e com a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction), possibilitando
a diferenciacdo das bactérias. Foi realizado o teste de patogenicidade para cada género de
bactérias, para Xanthomonas sp. utilizou-se meio de degradacdo de amido e para
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Pseudomonas sp., usou-se meio B king. Apos a separacdo, as bactérias foram cultivadas
em meio liquido NSA, que ficou em um agitador por 3 dias. Com os meios preparados,
foram realizados 3 tratamentos, sendo 3 concentracfes por bactéria, sendo meio de cultivo
com a bactéria Pseudomonas sp., meio de cultivo com Xanthomonas sp. e meio de cultivo
com ambas as bactérias. Para cada bactéria foram considerados 3 tratamentos (dilui¢oes):
primeira com 10° individuos/mL (mais concentrada), 10’ individuos/mL e 10°
individuos/mL (menos concentrada). As diluicdes foram borrifadas nas mudas com auxilio
de um pulverizador manual. Foram inoculadas 300 mudas em um clone suscetivel de
Eucalyptus sp., com 20 repeti¢Oes para cada diluigéo, totalizando 60 mudas por tratamento.
Em sequéncia, as mudas ficaram em c&maras Umidas por 48 horas. Para analise do
experimento, foram construidas escalas baseadas na lei Weber-Fechner, utilizando
amostragem do préprio experimento, que tiveram severidade medida com uso do programa
Image). As escalas foram validadas por 5 avaliadores que estimaram valores da
amostragem com e sem o auxilio desta escala. Estes valores, junto com os valores reais,
foram analisados estatisticamente com uso de diferenca absoluta média, para verificar a
influéncia dos fatores do experimento.

Nesta etapa foram ajustados, para cada variedade de bactéria,
modelos lineares generalizados com distribuicdo normal e funcdo de ligacdo identidade
(NELDER&WEDDERBURN, 1972; DIGGLE et al., 2002) considerando uma estrutura de
medida repetidas pelo método de EquacBes de Estimacdo Generalizadas
(NELDER&WEDDERBURN, 1972; DIGGLE et al., 2002; GBUR, et al., 2012) para a
diferenca absoluta entre a medida de severidade real (obtida pelo programa de
processamento de imagem) e os valores de severidade com e sem escala, considerando 0s
fatores: concentracdo (10°, 10" e 10° bactérias/L), uso da escala (sim e ndo) e avaliadores (1
a 5). A qualidade dos ajustes foi feita através da analise residuos. Para comparac6es entre
os fatores foi utilizado o teste de Tukey-Kramer (WESTFALL et al., 1999), com 95% de
confianca, do procedimento Genmod do programa estatistico SAS — Statistical Analysis
System (SAS, 2012), versdao 9.2, licenciado para a Universidade Estadual Paulista,
UNESP.
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3.4 Utilizacao de tons de cinza de imagens digitais foliares de clones com bacteriose
no estudo da severidade

Foram selecionadas 50 folhas dos trés clones de Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus grandis (1144, H13 e AEC 1528) infectadas por bacteriose. Estas
folhas foram escaneadas em 300 dpi, e as imagens geradas foram convertidas do modo
RGB (colorido) para tons de cinza (Figura 5), e em sequéncia foi realizada a mensuragéo
da severidade e dos tons de cinza médio, modal, minimo e maximo, valores que variam sua
intensidade de 0 a 255 em imagens digitais.

Foi feito um estudo de correlacdo entre as variaveis severidade e 0s
tons de cinza (médio, modal, maximo e minimo), segundo duas abordagens: considerando-
se todos 0s clones como um unico grupo e com separacao de clones. Na analise estatistica
do efeito dos clones na severidade, como também na andlise do efeito dos clones nos tons
de cinza (medio, modal, mé&ximo e minimo), foram utilizados modelos lineares
generalizados com distribuicdo de probabilidade gama e funcdo de ligacdo logaritmica
(NELDER&WEDDERBURN, 1972; DIGGLE et al., 2002). A qualidade do ajuste dos
modelos foi feita através da analise de desvios (deviance). Para comparacGes entre oS
clones foi utilizado o teste LSMeans do procedimento genmod do programa SAS (SAS,
2012).

Figura 5. Folha de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis infectada com bacteriose
isolada no modo RGB (A) e sua conversao para tons de cinza (B) no programa ImageJ.
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3.5 Efeito da dispersdo de area lesionada na utilizacao de escalas diagramaéticas

Foram utilizadas as seis folhas representativas de cada nivel (N1 ao
N6) da escala diagramatica de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis do clone AEC 1528 (Figura 6) para testar o efeito de diferentes padroes
de &rea lesionada nas estimativas de avaliadores, ja que avaliacbes visuais podem ser
imprecisas e ndo confiaveis (BOCK et al., 2010, 2015). Cada uma das folhas utilizadas
teve o padrdo de lesbes modificadas com auxilio do programa editor de imagens
Photoshop, replicando a mesma folha com quatro versdes de disperséo espacial (Figura 7).
O formato da folha foi padronizado para toda amostragem, de maneira que o avaliador ndo
percebesse a diferenca entre as folhas originais e as folhas geradas artificialmente. O tecido
lesionado foi substituido por outros padrdes caracteristicos da doenca, de maneira que cada
folha apresentasse a mesma severidade em padrdes que variavam em diferentes formas de
agregacOes de lesdes, gerando 24 novas folhas, que somadas as originais, totalizaram 30
folhas de amostragem. Foram utilizadas as ferramentas de selecdo, preenchimento, corte e
redimensionamento para realocar lesdes de outro padrdo proveniente de outra folha para
dentro da forma da folha original a ser utilizada. Ap6s o preparo das folhas, estas foram
aleatorizadas e submetidas a andlises de 5 avaliadores, que estimaram os valores de
severidade para cada folha com uso da escala diagramatica de bacteriose no clone AEC

1528 de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis.

Superclone AEC1528
N1:0,62% N2:2,11% N3:4,42%
N4: 8,35% N5: 16,57% N6: 29,29%

Figura 6. Escala diagramatica de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus

urophylla x Eucalyptus grandis — clone AEC 1528.
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00000

N1:0,62%

Figura 7. Folha do nivel 1 (N1) da escala diagramatica de mancha bacteriana foliar em
Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis clone AEC 1528 e suas 4 reprodugdes com

mesma severidade e diferentes dispersdes.

Numa primeira abordagem, foi ajustado um modelo linear
generalizado com  distribuicdo normal e funcdo de ligacdo identidade
(NELDER&WEDDERBURN, 1972; DIGGLE et al., 2002) para a diferenca absoluta entre
a medida de severidade real (obtida pelo programa de processamento de imagem) e 0s
valores com e sem escala e os fatores: classes da doenca (1, 2, 3, 4, 5 e 6), dispersdo da
lesdo (1, 2, 3, 4 e 5) e avaliador. A qualidade dos ajustes foi feita através da andlise
residuos a analise de desvios (deviance). Para comparacdes entre tratamentos foi utilizado
foi o teste de Tukey-Kramer (WESTFALL et al., 1999), com 95% de confianca, do
procedimento Genmod do programa estatistico SAS — Statistical Analysis System (SAS,
2012), versédo 9.2, licenciado para a Universidade Estadual Paulista, UNESP. Numa
segunda abordagem, foi ajustado um modelo linear generalizado de regressdo maltipla com
resposta normal e funcdo de ligacdo identidade para o logaritmo neperiano da diferenca

absoluta em funcgdo dos niveis de dispersao de lesdo e classe de severidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Métodos de elaboracdo e validacdo de escalas diagramaticas em diferentes

clones de eucalipto

Foram obtidas duas escalas diagramaticas para mancha foliar
bacteriana em Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis — clone H13: uma elaborada
utilizando o método baseado na progressdo geométrica de percentagem de tecidos
lesionados ou lei de acuidade visual Weber-Fechner (Figura 8) e outra baseada em quartis
(Figura 9).
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N1:0,25% N2:2,00% N3:4,20%

006

N4:8,74% N5:16,70% N6:35,39%

Figura 8. Escala diagramatica de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis — clone H13 elaborada pelo método da lei de acuidade visual Weber-

Fechner.

N1:0,25% N2:1,92% N3:4,20%

N4:8,74%  N5:35,39%

Figura 9. Escala diagramatica de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus urophylla x

Eucalyptus grandis — clone H13 elaborada pelo método de quartis.
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Para o clone H13, houve efeito principal significativo a 95% de
confianca de: método (p < 0,0200), escala (p < 0,0001), e avaliador (p < 0,0022), ndo
apresentando interacdes significativas. O modelo ajustado considerando os efeitos

principais apresenta bom ajuste (Figura 10).

40

30

Residuo

0 500 1000 1500 2000

Observagoes
Figura 10. Residuos em funcdo das observacdes para os efeitos principais significativos
(método, escala e avaliador) presentes nas avaliacGes das escalas diagramaticas, elaboradas
em quartis e Weber-Fechner, de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus urophylla x

Eucalyptus grandis — clone H13.

A diferenca estatistica entre médias de diferencas absolutas
referente a0 método, evidencia que o método dos percentis produz menor diferenga
absoluta média em relacdo ao método de Weber-Fechner, cujas médias seguidas dos
intervalos de confianga & 95% para 0 metodo dos percentis e 0 método de Weber-Fechner
foram, respectivamente, 2,46 (2,30; 2,63) e 2,86 (2,62; 3,09). A diferenga é corroborada
pelo teste Tukey-Kramer (p < 0,0196).

Com relagéo ao efeito da escala, a diferenca estatistica entre médias
de diferencas absolutas evidencia que o uso da escala favoreceu o processo de avaliagdo da
doenca, cujas médias seguidas dos intervalos de confianga a 95% para o0 uso ou nao da
escala diagramatica foram, respectivamente, 2,19 (2,02; 2,36) e 3,13 (2,90; 3,36).
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A respeito do efeito de avaliador (Tabela 1), a diferenga absoluta
média possibilitou a diferenciacdo entre os avaliadores 1 e 4 (p < 0,0093). O avaliador 4 foi
0 que apresentou estimativas mais proximas dos valores considerados reais de severidade

da doenca na amostragem (menor média de diferenca absoluta).

Tabela 1. Diferenca absoluta média e seus intervalos de confianca para cada avaliador da
escala diagramatica de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus urophylla x Eucalyptus

grandis — clone H13.

Diferenga Media

Avaliador IC —inferior  IC —superior
Absoluta
1 3,14 a 2,74 3,53
2 3,03a 2,63 3,42
3 2,54 ab 2,25 2,78
5 2,40 ab 2,12 2,68
4 2,22 b 1,97 2,47

Meédias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente no teste de
Tukey-Kramer a 5% de probabilidade (p < 0,05).

Para o clone 1144, foram obtidas duas escalas de mancha foliar
bacteriana em Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis, uma elaborada pelo método
baseado na lei da acuidade visual Weber-Fechner (Figura 11) e outra pelo método dos

quartis (Figura 12).
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1144

1000

N1:0,22% N2:2,14% N3:5,50% N4:8,56%

XX

N5:15,50% N6:32,50% N7:48,18%

Figura 11. Escala diagramatica de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis — clone 1144 elaborada pelo método da lei de acuidade visual Weber-

Fechner.

Diferente dos outros clones, a escala elaborada pelo método
Weber-Fechner apresenta sete niveis de severidade de infeccdo pela doenca ao invés de
seis, devido a maior amplitude de severidade encontrada, chegando préximo a 50% de

infeccao.

1144

N1:0,22% N2:6,24% N3:10,38%

N4:19,39%  N5:48,18%

Figura 12. Escala diagramatica de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus urophylla x

Eucalyptus grandis — clone 1144 elaborada pelo método de quartis.
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Este experimento, utilizando o clone 1144, tem uma interagéo
significativa a 95% de confianca de método com escala (p < 0,0102), tornando a analise de
um fator dependente do outro. O ajuste do modelo considerando os efeitos principais é
bom (Figura 13).

60 o

40

Residuo

0 500 1000 1500 2000
Observacdes
Figura 13. Residuos em funcdo das observagdes para os efeitos principais significativos
(método, escala e avaliador) presentes nas avaliacGes das escalas diagramaticas, elaboradas
em quartis e Weber-Fechner, de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus urophylla x

Eucalyptus grandis — clone 1144.

A interacdo entre os métodos de elaboracdo das escalas e 0 uso ou
ndo das mesmas apresenta como resultados (Tabela 2) a diferenca estatistica entre os
métodos utilizados nas avaliagdes com o uso de escala, evidenciando novamente
diminuicdo das medias da diferenca absoluta das estimativas quando utilizada a escala
baseada no método de quartis quando comparadas as leituras feitas utilizando a escala
elaborada com o método Weber-Fechner. Em relacdo ao uso e ndo uso da escala

diagramética para auxilio dos avaliadores, ocorre a diminui¢do das medias da diferenca
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absoluta em situacbes com uso da escala de ambos os métodos para as avaliagdes,

favorecendo estimativas mais proximas dos valores reais.

Tabela 2. Médias da diferenca absoluta das estimativas dos avaliadores com e sem auxilio
das escalas diagraméticas de mancha bacteriana foliar em Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis — clone 1144 elaboradas pelo método de quartis e Weber-Fechner, e

intervalos de confianca.

Método
Uso de Escala Quartis Weber-Fechner
sim 4,97 Aa 6,01 Ba
(4,45; 5,48) (5,45; 6,58)
NE&o 6,03 Ab 7,99 Bb
(5,46; 6,60) (7,26; 8,72)

Médias seguidas de uma mesma letra maidscula na linha ou mindscula na coluna ndo diferem
estatisticamente no teste de Tukey-Kramer a 5% de probabilidade (p < 0,05).

Para o clone AEC 1528, foram elaboradas duas escalas
diagramaticas de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis,
uma utilizando o método baseado na lei Weber-Fechner (Figura 14) e outra baseada no
método de quartis (Figura 15).

Superclone AEC1528

104

N1:0,63% N2:2,11% N3:4,42%

64

N4:8,35% N5:16,57% N6:29,29%

Figura 14. Escala diagramatica de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis — clone AEC 1528 elaborada pelo método da lei de acuidade visual

Weber-Fechner.
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Superclone AEC1528

N1:0,63% N2:2,11% N3:5,59%

N4:10,94% N5:29,29%

Figura 15. Escala diagramatica de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis — clone AEC 1528 elaborada pelo método de quartis.

Para este clone, apenas o método (p < 0,0255) foi efeito principal
significativo. Apesar do bom ajuste apresentado pelo modelo ajustado, possiveis outliers
foram detectados (Figura 16). Trés estimativas do avaliador 1 para a escala elaborada com
0 método Weber-Fechner foram discrepantes, mesmo em situacdes em que houve o auxilio
de escala diagramatica, podendo ser considerados erros de medicdo (exemplo: equivoco da
estimativa, erro na transcri¢do de valores) que séo impossibilitados de correcdo. Cogitou-se
a possibilidade de ser algum erro experimental, porém houve um Unico avaliador a

apresentar estimativas consideradas pontos fora da curva.
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Figura 16. Residuos em funcdo das observacdes para os efeitos principais significativos
(método, escala e avaliador) presentes nas avaliacGes das escalas diagramaticas, elaboradas
em quartis e Weber-Fechner, de mancha foliar bacteriana em Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis — clone AEC 1528.

Com relacdo ao efeito causado pelo método, nota-se a diferenca
estatistica significativa, com 95% de confianca, entre as médias da diferenca absoluta das
avaliacOes auxiliados pela escala elaborada com o método de quartis e da escala elaborada
pelo método seguindo a lei Weber-Fechner, sendo respectivamente: 3,23 (2,97; 3,49) e
3,92 (3,51; 4,32). Diferenca que € confirmada pelo teste de Tukey-Kramer (p < 0,0251).

De forma geral, o resultado comum deste experimento com o0s trés
clones foi o efeito do método utilizado na elaboragéo das escalas diagramaticas. Em todos
0s casos 0 método de elaboracdo da escala influenciou diretamente nas avaliagdes. Escalas
diagraméticas elaboradas pelo método dos quartis proporcionaram médias da diferenca
absoluta media menores das estimativas quando comparadas com as medias das
estimativas realizadas com auxilio das escalas elaboradas pelo método Weber-Fechner.
Tratando-se de um efeito principal, pode-se dizer que ha viabilidade do uso de outros

métodos para elaboragdo de escalas diagramaticas. Apesar da lei da acuidade visual
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Weber-Fechner apresentar amplo uso e eficiéncia, neste caso abordagens alternativas
podem ser tdo eficientes quanto a tradicional.

As médias apresentadas para cada clone sugerem que o clone H13
foi 0 que teve as amostras de mais facil leitura, devido a proximidade das estimativas com
os valores reais de severidade, seguido pelo AEC 1528, e o clone 1144 foi 0 que teve
amostras mais complicadas de se estimar. Esta diferenca talvez esteja relacionada com a
forma que a bacteriose expressa seus sintomas em cada um dos clones, produzindo lesdes
bem delimitadas no clone H13 e AEC 1528 e maior presenca de manchas no clone 1144,
Outra possibilidade pode ser a dispersdo da doenga presente em cada um dos clones,

favorecendo superestimativas ou subestimativas com maior erro.

4.2 Efeito da concentracdo de indculo de diferentes espécies de bactérias na
validacgdo de escalas diagramaticas

Quando inoculados nas folhas o mix de bactérias (Pseudomonas sp.
Xanthomonas sp.) em diferentes concentraces, a escala diagramatica de mancha
bacteriana seguindo a lei Weber-Fechner gerada apresenta sete niveis de severidade
(Figura 17).

15.88%

0%

22.64% 40,98% 77,13%

Figura 17. Escala diagramatica de mancha foliar bacteriana (variedade mix) para analise
de severidade de tecidos lesionados em eucalipto.
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Houve efeito significativo para escala a 95% de confianca para
escala (p < 0,0010) e concentracdo (p < 0,0095), ndo apresentando interacGes
significativas. O modelo ajustado considerando os efeitos principais apresenta bom ajuste
(Figura 18).
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Figura 18. Residuos das observacGes para os efeitos principais significativos (escala e
concentracdo) presentes nas avaliacbes das escalas diagraméaticas de mancha foliar
bacteriana (variedade mix) em eucalipto.

Para a variedade mix de bactérias, a diferenca estatistica entre
médias de diferencas absolutas referente ao uso ou ndo de escala, torna evidente que 0 uso
de escala para avaliar a severidade produz menor diferenca absoluta média em relagdo ao
ndo uso, cujas médias seguidas dos intervalos de confianca & 95% sdo, respectivamente,
2,75 (2,27; 3,22) e 6,54 (5,58; 7,50). O teste de Tukey-Kramer confirma a diferenca (p <
0,0001).

Com relagéo ao efeito da concentracéo, a diferenca estatistica entre
médias de diferencas absolutas evidencia que o as diferentes concentragdes de indculo

(10°, 10" e 10° individuos/mL) influenciaram no processo de avaliacdo da doenca (Tabela
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3). A concentracdo de bactérias mais favoravel para as estimativas dos avaliadores foi a de
10" individuos/mL, seguida das concentracdes de 10° e 10°. Neste caso, concentracdes
maiores apresentaram as menores médias de diferenca absoluta média, favorecendo a
quantificacdo visual da severidade da doenca. Este resultado sugere que a concentracéo de
10" individuos/mL seja a mais a adequada para o inéculo deste mix de bactérias quando
houver a necessidade de avaliagdo visual ou quantificagdo de severidade em folhas de

eucalipto.

Tabela 3. Diferenca absoluta média para as avaliagdes de diferentes concentraces de

indculo de bactérias (mix) e seus respectivos intervalos de confianca a 95%.

Concentracdo Diferenca IC —inferior IC - Superior
(individuos/mL.) Absoluta Média

10° 6,83 a 5,75 7,92

10° 4,07b 3,07 5,06

10’ 2,58 ¢ 2,01 3,15

Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente no teste de Tukey-Kramer a 5%
de probabilidade (p < 0,05).

Para a espécie de bactérias Pseudomonas sp., foi construida uma
escala diagramatica de mancha foliar bacteriana em eucalipto para analise de severidade do
tecido lesionado em diferentes concentracdes de indculo, seguindo a mesma metodologia

da anterior (Figura 19).

0% 3,34% 7.45% 12.30%

33,27% 62,80%

26,11%

Figura 19. Escala diagramatica de mancha foliar bacteriana (Pseudomonas sp.) para

analise de severidade de tecidos lesionados em eucalipto.
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Houve efeito significativo com 95% de confianca para escala (p <
0,0081) e avaliador (p < 0,0448), ndo apresentando interacdes significativas. O ajuste

apresentado pelo modelo foi bom (figura 20).
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Figura 20. Residuos das observacdes para os efeitos principais significativos (escala e
avaliador) presentes nas avaliagbes das escalas diagramaticas de mancha foliar
bacteriana (Pseudomonas sp.) em eucalipto.

Em relacdo ao efeito de uso de escala, a diferenca entre as médias
da diferenca absoluta indica que o uso da escala diagramética para as estimativas da
severidade da doenca pelos avaliadores é favoravel em comparagéo as estimativas feitas
sem o auxilio de escala, sendo as respectivas medias e intervalos de confianca & 95%: 2,88
(2,23; 3,53) e 5,95 (5,07; 6,82). O teste de Tukey-Kramer foi significativo para esta
diferenca (p < 0,0001).

Para o efeito de avaliador, a diferenca absoluta média indica que ha
diferenga significativa entre os avaliadores da escala diagramatica de bacteriose causada

por Pseudomonas sp. em eucalipto (Tabela 4). Considerando as estimativas, todos
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avaliadores sdo diferentes entre si com excecdo do avaliador 5, que é igual estatisticamente

aos avaliadores 3 e 4.

Tabela 4. Diferenca entre os avaliadores da escala diagramatica de mancha bacteriana
foliar causada por Pseudomonas sp. em eucalipto, com respectivas médias da diferenca

absoluta e intervalos de confianga a 95%.

] Diferenca ) ) ]
Avaliador ] IC —inferior IC — superior
Absoluta Média
2 8,15a 6,33 9,97
1 546 b 3,90 7,01
3 332¢ 2,44 4,21
5 2,66 cd 2,05 3,26
4 2,47 d 1,94 3,00

Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente no teste de Tukey-Kramer a 5%
de probabilidade (p < 0,05).

Para a espéecie Xanthomonas sp. de bactérias, também foi elaborada
uma escala diagramatica de mancha bacteriana para avaliacdo de severidade em diferentes

concentragdes de inoculo em eucalipto (Figura 21).

0% 2.,88% 6.63% 10,90%

23,53%

Figura 21. Escala diagramatica de mancha foliar bacteriana (Xanthomonas sp.) para

andlise de severidade de tecidos lesionados em eucalipto.
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O experimento envolvendo a espécie de bactéria Xanthomonas sp.
apresenta apenas um efeito principal: escala (p < 0,0463). O modelo ajustado apresentou

bom ajuste (figura 22).
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Figura 22. Residuos das observacGes para os efeitos principais significativos (escala e
avaliador) presentes nas avaliacdes das escalas diagramaticas de mancha foliar bacteriana

(Xanthomonas sp.) em eucalipto.

Para o efeito principal detectado (escala), a diferenca absoluta
média torna evidente que o uso de escala teve impacto positivo nas estimativas dos
avaliadores, apresentando médias menores que a situacdo com avaliagdes sem auxilio da
escala elaborada, sendo, respectivamente com 95% de confianga: 1,58 (1,28; 1,88) e 3,42

(2,69; 4,15). O teste de Tukey-Kramer confirmou a diferenca significativa (p < 0,0030)
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4.3 Utilizacao de tons de cinza de imagens digitais foliares de clones com bacteriose
no estudo da severidade

Na primeira abordagem, que considerava todos os clones como um
unico grupo, as correlagdes de Spearman de tons de cinza médio, modal e méximo e
severidade foram significativas e positivas, exceto para a correlacédo entre a severidade e 0s
tons de cinza minimo, que foi negativa (Tabela 5). Isto indica que quanto maior a
severidade, maior os valores de tons de cinza medio, modal e maximo, e menor o valor de
cinza minimo. Na segunda abordagem, analisando clone a clone, as correlagcbes de
Spearman foram significativas e negativas entre a severidade e os tons de cinza minimo
para todos os clones (Tabela 6), indicando que € possivel detectar o0 aumento de severidade
com a diminuicdo do tom de cinza minimo. Ja foi visto que tons de cinza podem ser

utilizados como ferramenta de diferenciagdo (MONTINI et al., 2016).

Tabela 5. Correlacdo de Spearman entre severidade e tons de cinza (médio, modal,
minimo e maximo), seguidos dos respectivos valores p, considerando todos os clones como

um anico grupo.

Tons de cinza

Meédio Modal Minimo Maximo
Severidade 0,23986 0,26161 -0,35753 0,16747
(valor p) (0,0031) (0,0012) (<0,0001) (0,0405)

Tabela 6. Correlacdo de Spearman entre severidade e tons de cinza (médio, modal,

minimo e méaximo), seguidos dos respectivos valores p, considerando clone a clone.

Tons de cinza

Clone Meédio Modal Minimo Maximo

Severidade H13 -0,01676 -0,0558 -0,47447 0,10890
(valor p) (0,9080) (0,7003) (0,0005) (0,4516)
1144 0,13248 0,17224 -0,36159 0,03057
(0,6591) (0,2317) (0,0099) (0,08325)

AEC 1528 0,12922 0,21917 -0,30539 -0,04751

(0,3711) (0,1262) (0,0310) (0,7427)
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Na analise estatistica do efeito dos clones na severidade, houve
diferenca entre as médias de severidade do clone 1144 e médias de severidade dos clones
H13 e AEC 1528, porém ndo houve diferenca entre as médias de severidade dos clones
H13 e AEC 1528 (Tabelas 7), tornando possivel a diferenciacdo do 1144 dos demais por
meio da severidade. Este fato pode indicar uma maior suscetibilidade do clone 1144 para
infecdo de bacteriose em relagdo aos demais, necessitando de mais estudos para
comprovacao. Houve boa qualidade de ajuste, pois 0 modelo ajustado apresentou desvio

por graus de liberdade igual a 1,1387 (Figura 23).

Tabela 7. Médias e desvio padrdo para as severidades dos clones AEC 1528, H13 e 1144
de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis.

Clone Média Desvio Padréo
1144 11,00 a 8,39
H13 588 b 5,97
AEC 1528 518 b 5,20

Meédias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente no teste de Tukey-Kramer a 5%
de probabilidade (p < 0,05).

o [s]
> o o o
N o
3 o °
@ . o o
fe] o o © o =] o
=] o @ ©
o o o o o
o o 70 o 5 & o
[e] © ooo
0 oo (&) CUA [o) OO%) [*] - Oo [#]
o @° o
o o ®o 0
o ¥F Gc o . o o o ®© % o o,
ofo o o O, o
o o ® %, 0 &2 o
o o @ o o® g o )
o © 0% % o g C:'o o ® ¥o o 0 =%}
0 25 50 75 100 125 150

Observacoes
Figura 23. Residuos do efeito de diferentes clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis (H13, 1144 e AEC 1528) na severidade de lesdes causadas por mancha foliar

bacteriana.
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Na analise estatistica do efeito dos clones nos tons de cinza, houve
diferenca entre as médias de todos os clones (H13, 1144 e AEC 1528) com relagdo aos tons
de cinza médio (Tabela 8) e modal (Tabela 9). Ja para o tom de cinza maximo ndo foi
possivel diferenciar o clone H13 do AEC 1528 (Tabela 10), assim como no teste anterior
relacionado a severidade, e ndo houve diferenga entre os clones para o tom de cinza
minimo. O desvio por graus de liberdade para os ajustes dos modelos relacionados aos tons
de cinza médio (Figura 24), cinza modal (Figura 25), cinza minimo (Figura 26) e cinza
méaximo (Figura 27) foram 1,0213; 1,0219; 1,0403; e 1,0231, respectivamente, indicando
bons ajustes.

Tabela 8. Médias e desvio padrdo dos valores de tom de cinza médio obtidos dos clones
H13, 1144 e AEC 1528 de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis.

Clone Média Desvio Padréo
1144 110,69 a 8,92
H13 105,78 b 6,08
AEC 1528 97,65 ¢ 7,84

Meédias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente no teste de Tukey-Kramer a 5%
de probabilidade (p < 0,05).

Tabela 9. Médias e desvio padrdo dos valores de tom de cinza modal obtidos dos clones

H13, 1144 e AEC 1528 de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis.

Clone Média Desvio Padréo
1144 110,16 a 10,12
H13 104,40 b 8,24
AEC 1528 9450 ¢ 10,55

Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente no teste de Tukey-Kramer a 5%
de probabilidade (p < 0,05).
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Tabela 10. Médias e desvio padrdo dos valores de tom de cinza maximo obtidos dos
clones H13, 1144 e AEC 1528 de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis.

Clone Média Desvio Padréo
1144 229,78 a 17,80
AEC 1528 210,38 b 27,23
H13 202,38 b 31,76

Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem estatisticamente no teste de Tukey-Kramer a 5%
de probabilidade (p < 0,05).

0.2 o °
- o
o
o
o o %o
o
1
0 o] % o o 0 Cpy
oo o o0 o
o o o o
Qo o & o o o O ®
s} o o]
o ° % 09 o o o o %
o o @ o o o
o o o ©O o =
=} o o oo o
> 00 5 Q 0 0
= 00 o o oo © oo ° o °
8 o © 00 © % © o @ o
@ o o © 0% o
o o [ o
o o aP 0
o s ] O 0
) oo o
Q 0o Q Q
o o ©
0.1 o ¢ o 0 o
; o o
= o o Q o
o o
o
0.2 o
0 25 50 75 100 125 150
Observacdes

Figura 24. Residuos do efeito de diferentes clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis (H13, 1144 e AEC 1528) em tons de cinza médio das imagens das folhas

digitalizadas.
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Figura 25. Residuos do efeito de diferentes clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis (H13, 1144 e AEC 1528) em tons de cinza modal das imagens das folhas

digitalizadas.
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Figura 26. Residuos do efeito de diferentes clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis (H13, 1144 e AEC 1528) em tons de cinza minimo das imagens das folhas
digitalizadas.
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Figura 27. Residuos do efeito de diferentes clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis (H13, 1144 e AEC 1528) em tons de cinza m&ximo das imagens das folhas
digitalizadas.

4.4 Efeito da dispersdo de area lesionada na utilizacao de escalas diagramaticas

Utilizando o método da diferenca absoluta média, este experimento
obteve como efeitos principais e significativos: nivel da escala (p < 0,0001) e dispersao da
lesdo (p < 0,0001) - Tukey-Kramer a 95% de confianga. Foi detectada uma interagéo
significativa entre os niveis da escala e as dispersdes de lesdo nas folhas (p < 0,0189). A
interacdo dos niveis 5 e 6 de dispersdo de lesdes causadas pela bacteriose e o0 nivel 6 da
escala diagramatica mostraram-se diferentes de todas as outras, provavelmente por se
tratarem de areas maiores de tecido coberto por lesdes mais dispersas que os demais,
gerando maior erro nas avaliacbes (Tabela 11). O desvio por graus de liberdade foi de

1,2931, mostrando um bom ajuste do modelo (Figura 28).
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Tabela 11. Diferencas na interacdo entre 0s 6 niveis da escala e as 5 dispersdes da doenca

utilizando diferenca absoluta média.

Niveis da escala

o o1 W DN P

Dispersao da doenca

1 2 3 4 5

0,1000 Aa 1,5400 Aa 0,7280 Aa 0,8880 Aa 0,5280 Aa
0,1800 Aa 2,9900 Aa 1,4700 Aa 1,1340 Aa 0,3020 Aa
0,0160 Aa 0,9160 Aa 1,1160 Aa 1,0840 Aa 1,3880 Aa
0,3600 Aa 3,7900 Aa 2,1700 Aa 1,8100 Aa 3,9900 Aa
0,1280 Aa 5,6860 Aa 3,9140 Aa 6,7140 Aa 4,4860 Aa
0,2000 Aa 5,6260 Aa 2,3420 Aa 7,6580 Bb 9,0580 Bb

Meédias seguidas de uma mesma letra mailscula na linha ou minudscula na coluna néo

diferem estatisticamente no teste de Tukey-Kramer a 5% de probabilidade (p < 0,05).
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Figura 28. Residuos dos efeitos principais significativos (nivel de escala e dispersao de

lesdo) presentes nas avaliagbes de mancha foliar bacteriana em folhas geradas

artificialmente de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis.
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Utilizando o modelo linear generalizado de regressdo entre
dispersdo e classe, chegou-se a um modelo ajustado Ln(difabs + 0,5) = -1,0240 +
0,2397disperséo + 0,2427classe. Analisando os parametros é possivel observar que quando
se aumenta a dispersdo e o nivel da escala, ha implicancia no aumento da diferenca
absoluta da severidade estimada. Este fato indica que a variagdo na dispersdo das lesdes
nas folhas e a variagdo dos niveis da escala influenciam diretamente a estimativa de cada

avaliador. O desvio por graus de liberdade foi de 1,0204, indicando um bom ajuste do

modelo (figura 29).
o
) o
= o0 o
(]
@ o
]
o oo © o
o
1 o o o o o o
@ o o
o o o
5 OG P o (4] o o
o
g @ o ° 4 o © o o 9 o
=]
‘D 0 %9%o ® ¢ Q o ©° o
& 0 & o © - o Q
o = @
00 ®o o0 Qo i 7]
o ® 4 °
o [#] [ ] a G
o oo Qﬂ) o O [+] (s ]
s} o o
® o o © o
@D
i o o @o o © 5 o
o® ¢ @
a o
o ©
0 25 50 75 100 125 150
Observacdes

Figura 29. Residuos do modelo ajustado pelo modelo linear generalizado de regressdo
baseado nas avaliacbes de mancha foliar bacteriana em folhas geradas artificialmente de

Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis.

Em ambas abordagens, foi detectado que houve influéncia da
dispersdo e do nivel de severidade encontrado. Estudos ja demonstraram que o numero de
lesGes, inclusive o tamanho das lesBes propicia superestimativas por parte dos avaliadores
(SHERWOOD et al., 1983; NITA et al., 2003; BOCK et al., 2010).
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5 CONCLUSAO

a) Escalas diagramaticas podem ser validadas por diferenca
absoluta média. O método de quartis é viavel na elaboracdo de escalas diagramaticas para
bacteriose em Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis. O uso das escalas diagramaticas
favoreceu melhoras nas estimativas dos avaliadores na maioria dos casos.

b) A validacdo pode ser feita por diferenga absoluta media e o
uso de escalas favocem as estimativas dos avaliadores. A construcdo de escalas
diagramaticas de bacteriose em Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis levando em
consideracdo diferentes concentracdes de indculo e diferentes espécies de bactérias podem
causar diferencas nas estimativas de cada avaliador.

c) E possivel avaliar a severidade utilizando tons de cinza em
imagens digitais de clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis como um unico
grupo. E possivel avaliar a severidade pelo tom de cinza minimo, quando se analisa cada
clone separadamente. Todos os clones podem ser diferenciados pelos tons de cinza médio e
modal.

d)  As variagdes da dispersdo das lesdes foliares de uma mesma
severidade e a variacdo dos niveis da escala diagramatica implicam diretamente na

estimativa dos avaliadores, favorecendo aumentos ou diminui¢des em suas estimativas.
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