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RESUMO

Escalas diagramdticas sdo importantes ferramentas na avaliagdo da severidade de doencgas. Objetivando padronizar
a estimativa da severidade do cancro citrico em folhas de citros (Citrus sinensis) causada por Xanthomonas axonopodis pv.
citri, foram elaboradas quatro escalas diagraméticas, considerando a ocorréncia de lesdes isoladas pequenas (LP), médias
(LM) e grandes (LG) e de lesdes associadas com o ataque da larva minadora dos citros (LMC). Cada escala possui oito
niveis de porcentagens da drea foliar lesionada: 0,2 a 16% para LP; 0,6 a 25% para LM; 1,8 a 30% para LG e 0,5 a 30%
para LMC. Inicialmente, seis avaliadores estimaram a severidade de 447 imagens digitalizadas de folhas sintométicas com
o auxilio das quatro escalas. Apds treinamento, foram avaliadas mais 115 imagens. Regressoes lineares entre as severidades
real e estimada foram calculadas para cada avaliador. As escalas foram validadas conjuntamente considerando acurdicia,
precisdo e reprodutibilidade das avaliacGes, revelando-se adequadas para quantificacdo da severidade do cancro citrico nas
folhas.

Palavras-chave adicionais: fitopatometria, Citrus sinensis, Xanthomonas axonopodis pv. citri, avaliacdo de doengas.

ABSTRACT
Diagrammatic scales for citrus canker severity assessment

Diagrammatic scales are important tools for disease severity assessment. Four diagrammatic scales for isolated
small (SL), medium (ML), and large (LL) lesions and for symptoms associated with the leaf miner injuries (LM), were
developed to standardize the severity assessments of citrus canker caused by Xanthomonas axonopodis pv. citri on leaves
of citrus (Citrus sinensis). Each scale has eight levels of disease severity (percentage of diseased leaf area): 0.2 to 16% for
SL; 0.6 to 25% for ML; 1.8 to 30% for LL and 0.5 to 30% for LM. Initially, six persons evaluated the severity of 447
digitalized images of symptomatic leaves using the four scales. Training was carried out and later on, disease severity was
assessed in 115 new images. Linear regressions between actual and estimated disease severity were calculated by each
person. All the scales were validated together considering the accuracy, precision and reproducibility of the evaluations.

The scales were adequate to quantify the severity of citrus canker on leaves.
Additional keywords: phytopatometry, Citrus sinensis, Xanthomonas axonopodis pv. citri, disease assessment.

INTRODUCAO

O cancro citrico asiatico, também denominado
cancrose A, é uma das mais graves doengas da cultura dos
citros [Citrus sinensis (L.) Osb.]. Seu agente causal, a
bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Haase) Vauterin
et al., encontra-se distribuido em dezenas de paises
localizados nos continentes oceanico, asiatico € americano,
infetando plantas da familia Rutaceae (Civerolo, 1984). No
Brasil, a primeira constatacdo foi em 1957, no municipio de
Presidente Prudente, Sdo Paulo (Bitancourt, 1957). Neste
mesmo ano, a doenca foi encontrada nos Estados de Mato
Grosso do Sul e Parana (Amaral, 1957). Atualmente, esta
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presente nos Estados de Sao Paulo, Parand, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul e Roraima (Porto ez al., 1981; Barbosa et
al., 2001; Nascimento et al., 2003).

O controle do cancro citrico baseia-se principalmente
em medidas de exclusdo e erradicacdo e hd medidas regula-
mentdrias determinantes da erradicac@o de plantas e pomares
quando afetados pela doenca (Barbosaet al., 2001; Gottwald
et al., 2001). Apesar das medidas de controle terem sido
eficientemente empregadas durante décadas, a partir de
1996, com a introdugdo no Brasil da larva minadora dos
citros (Phyllocnistis citrella Stainton — Lepdoptera:
Gracillariidae: Phyllocnistinae) (Prates et al., 1996), houve
um aumento significativo na incidéncia do cancro citrico em
Sdo Paulo, com conseqiiéncias ainda ndo totalmente
conhecidas para a citricultura paulista e brasileira (Bergamin
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Filho et al., 2000).

Os sintomas constituem-se em lesdes circulares,
corticosas, salientes, de coloragdo amarronzada e aspecto
eruptivo, ocorrendo em folhas, ramos e frutos (Bitancourt,
1957; Rossetti, 2001). Nas folhas e frutos é comum o
aparecimento de um halo amarelo circundando a drea
necrosada. Em altas severidades pode ocorrer desfolha, queda
de frutos e seca de ramos (Gottwald et al., 1988; Gottwald
et al., 1989). Plantas citricas afetadas constituem-se na
principal fonte de indculo da doenca (Graham et al., 1987;
Graham et al., 1989), ja que a sobrevivéncia da bactéria é
curta em qualquer outro substrato (Graham et al., 2000). A
infeccdo ocorre em tecidos jovens (Goto, 1990; Graham et
al., 1992) durante periodos de crescimento do hospedeiro
(Lee, 1921).

A quantificacdo de doencas de plantas, ou fitopa-
tometria, ¢ uma das mais importantes dreas da fitopatologia
(James, 1974). Sua importincia pode ser comparada até
mesmo a etiologia, uma vez que conhecer o agente causal,
mas ndo quantificar a extensio dos seus danos no hospedeiro,
ndo faz muito sentido. Os termos mais comumente utilizados
em fitopatometria sdo “incidéncia” e “severidade”. O
primeiro refere-se a porcentagem de plantas doentes, ou de
partes de plantas doentes, e o segundo refere-se a proporcao
do volume ou drea do tecido com sintomas (James, 1974;
Amorim, 1995). A quantificagdo de uma doenga por
incidéncia é mais fécil, precisa e simples. A avaliacdo da
severidade exige a adocdo de chaves descritivas, escalas
diagramadticas ou a andlise de imagens digitalizadas por
programas computacionais. Destas trés, as escalas
diagramdticas sdo as mais utilizadas atualmente e constituem-
se em representacdes ilustradas de uma série de plantas ou
de partes de plantas com sintomas em diferentes niveis de
severidade.

Severidade € a varidvel mais apropriada na quantifi-
cacdo do cancro citrico, uma vez que reflete mais acurada-
mente o progresso da doenca do que a incidéncia (Gottwald
et al., 1989), além de estar associada aos danos na produgdo.
A elaborac¢do de uma escala diagramadtica exige a adogdo
de trés critérios bdsicos: a) os limites superior e inferior da
escala devem corresponder as quantidades mdxima e minima,
respectivamente, de doenca observadas no campo; b) as
imagens da escala devem ser representativas dos sintomas
observados sob infec¢do natural; e ¢) os niveis da escala
devem respeitar as limitacdes da acuidade visual humana,
segundo a Lei de Weber-Fechner, que determina que a
acuidade visual € proporcional ao logaritmo da intensidade
do estimulo (Amorim, 1995). Segundo este ultimo critério,
os niveis de uma escala diagramdtica devem crescer
exponencialmente, até o limite méximo de 50%.

Os objetivos do presente trabalho foram a elaboracio
e a validacdo de escalas diagramdticas para a avaliacdo da
severidade do cancro citrico em folhas, considerando a
existéncia de lesdes isoladas pequenas, médias e grandes e
de lesdes associadas a injiria causada pela larva minadora
dos citros.
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MATERIAL E METODOS

Quatrocentos e quarenta e sete folhas com sintomas
de cancro citrico, coletadas em diferentes municipios do
Estado de Sdo Paulo, foram utilizadas para elaboragdo e
validacdo das escalas diagramadticas. Todas as folhas tiveram
suas imagens digitalizadas e a porcentagem da 4rea foliar
sintomética foi determinada no programa Acess®. Os limites
minimo e miximo de severidade encontrados para todas as
folhas avaliadas foram 0,2 e 30,0%, respectivamente. A
partir destes limites, e considerando que foram encontrados
sintomas da doenca em lesdes isoladas de diferentes
tamanhos e também associadas a injdria da larva minadora
dos citros, quatro escalas diagramadticas foram elaboradas
no programa CorelDraw 7°. Trés dessas escalas foram
elaboradas para lesdes isoladas de tamanhos pequeno, médio
e grande e uma quarta escala para lesdes coalescentes
simulando a associagcdo dos sintomas de cancro citrico a
injuria da larva minadora.

A validacao das escalas foi feita em duas fases: sem
e com treinamento prévio. Na primeira, seis avaliadores
estimaram a severidade das 447 imagens de folhas com
cancro citrico com o auxilio das quatro escalas diagramadticas.
Na segunda fase, um arquivo em Power Point® com 150
imagens de folhas doentes foi utilizado para o treinamento
dos avaliadores que puderam observar imagens de folhas
sintomdticas sem a indicacdo da severidade real, num
primeiro slide, e com a severidade real indicada no slide
seguinte. Logo apds este treinamento, 0S mesmos seis
avaliadores estimaram a severidade de outras 115 imagens,
da mesma forma como conduzido na primeira avaliagdo.

Utilizando-se os dados de cada avaliador calculou-
se a regressdo linear entre a severidade real (varidvel
independente) e a severidade estimada (varidvel depen-
dente) antes e apds o treinamento seguindo a metodologia
descrita por Teng (1981) e Draper & Smith (1998). O
conjunto de dados de todos os avaliadores foi utilizado para
o cédlculo da regressdo linear antes e apds o treinamento.
Os parametros intersecdo da reta (a) e coeficiente angular
(b) de cada regressao linear foram comparados pelo teste ¢
(» = 0,05) com os valores 0 e 1, respectivamente, para a
afericdo da acuricia de cada avaliador individualmente, e
também de todos avaliadores, antes e apds o treinamento.
A precisdo dos avaliadores foi obtida pelos coeficientes de
determinacdo da regressdo (R?) e pela distribui¢do dos
residuos (Campbell & Madden, 1990; Kranz, 1988; Nutter
Junior & Schultz, 1995). O melhor avaliador em cada etapa
também foi comparado com os demais avaliadores para a
aferi¢do da reprodutibilidade das escalas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A escala que representa as lesdes pequenas de cancro
citrico (Figura 1A) possui os niveis de severidade 0,2; 0,5;
1,1; 1,9; 3,3; 5,8; 9,8 € 16,0%. Para lesdoes de tamanho
médio (Figura 1B), os niveis sdo 0,6; 1,3; 2,5; 4,1; 6,7;
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Escalas diagramadticas para avaliagdo da severidade do cancro citrico

FIG. 1 - Escalas diagramaticas para avaliacdo da severidade (%) de cancro citrico (Xanthomonas axonopodis pv. citri) em folhas
para lesdes pequenas (A), médias (B), grandes (C) e associadas com o ataque da larva minadora dos citros (D).

10,6; 16,7 e 25,0%. Na representacdo de folhas com lesdes
grandes (Figura 1C) os niveis presentes na escala sdo 1,8;
3,2; 5,5, 8,0; 11,5; 16,2; 22,3 e 30,0%. Para folhas com
lesdes de cancro citrico associadas com a injuria provocada
pelo minador dos citros (Figura 1D) os niveis da escala sdo
0,5; 1,2; 2,6; 4,4, 7,5; 12,4; 19,7 € 30,0%.

A avaliacdo da severidade do cancro citrico em folhas
com o auxilio das escalas diagramadticas foi realizada com
relativa acurdcia e precisdo por diferentes avaliadores
mesmo antes de qualquer treinamento. Trés avaliadores
apresentaram coeficientes angulares (b) estatisticamente
iguais a um (Tabela 1 e Figura 2) e trés apresentaram o
parametro de intersecio da reta (a) estatisticamente igual
a zero. Trés avaliadores apresentaram coeficientes de
determinagdo (R?) superiores a 0,80.

Nutter Junior et al. (1991) explicam que precisdo é
a medida de confiabilidade nas avaliacdes de uma doenca,
podendo ser quantificada pelo coeficiente de determinagdo
de regressdes lineares estabelecidas entre as severidades
real e estimada. Quanto maiores os valores do R?, mais
preciso é o avaliador. Por outro lado, a acuricia revela o
quanto a severidade real estd proxima da estimativa média
realizada pelo avaliador. Sua quantificacdo pode ser feita
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TABELA 1 - Estimativas da intersecio da reta (a) e do coeficiente
angular (b) e coeficientes de determinagdo (R?) das equagdes de
regressdo linear calculadas entre as severidades real e estimada
de cancro citrico (Xanthomonas axonopodis pv. citri) realizadas
por seis avaliadores individualmente e para o conjunto dos mesmos,
antes e apés treinamento (y = @ + bx, em que y representa a
severidade estimada e x, a severidade real)

Antes do treinamento Apés o treinamento

Avaliad : - ,
valiador L0 D e P b Z
1 0,52*  045* 0,65 0,70*  0,87* 0,90
2 1,58 093* 0,76 1,14 0,73% 0,82
3 0,038 0,88% 0,88 0,53* 0,75 0,88
4 0,108 1,03% 085 0,56* 0,85 0,86
5 0,05 1,01 088 0,62* 0,94% 0,88
6 1,79* 0,97 0,68 0.81* 0,98 084
Todos 0,63* 0,88% 0,71 0,73* 085* 0,84

(i) asterisco indica que o valor da intersecdo da reta (a) foi diferente de zero
pelo teste ¢ (p = 0,05), NS indica que ndo houve diferenga estatistica
significativa entre a e zero pelo teste ¢ (p = 0,05);

(ii) asterisco indica que o valor do coeficiente angular da reta de regressao (b)
foi diferente de um pelo teste ? (p = 0,05), NS indica que ndo houve diferenca
estatistica significativa entre b e um pelo teste ¢ (p = 0,05).
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pela comparacdo dos valores da intersecdo da reta (a) e do
coeficiente angular (b) obtidos nos célculos de regressdo
linear entre as severidades real e estimada, com os valores
0 e 1, respectivamente. A situagdo ideal, neste caso, é
representada pelo avaliador que apresente valores de a e b
iguais a O e 1, respectivamente, revelando que as estimativas
de severidade foram iguais as severidades reais (y = x quando
a=0eb=1).

Outra forma de quantificar a precisao dos avaliadores
é observar a distribui¢do dos residuos na qual a subtragdo
(severidade real — estimada) é a varidvel dependente e a
severidade real, a independente (Kranz, 1988; Campbell
& Madden, 1990; Nutter Junior & Schultz, 1995). Os
menores vieses das estimativas da severidade do cancro
ocorreram para severidades inferiores a 10% (Figura 3), inde-
pendentemente dos avaliadores. Os avaliadores mais precisos
foram o trés e o cinco, que apresentaram distribuicdes mais
homogéneas dos residuos, além de elevados coeficientes de
determinag¢do. Os valores minimo e mdximo observados para
o residuo foram —20,6 e 16,0, respectivamente. A reprodu-
tibilidade das escalas foi testada comparando-se o melhor
avaliador com os demais. Apesar da ocorréncia de relativa
precisdo, demonstrada por coeficientes de determinacdo
variando de 0,65 a 0,85, somente na comparag¢do dos avalia-
dores quatro e cinco a intersecao da reta foi estatisticamente
igual a zero (Tabela 2 e Figura 4). Em todas as demais
comparacdes, os coeficientes angulares diferiram de um.

Os mesmos avaliadores que estimaram a severidade
das 447 imagens de folhas sintomdticas foram treinados e,
numa segunda etapa, estimaram a severidade de 115

Severidade estimada
Severidade estimada

40

Severidade real

Severidade real
FIG. 2 - Severidade de cancro citrico (Xanthomonas axonopodis
pv. citri) estimada pelos avaliadores 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5 (E)
e 6 (F) sem treinamento prévio. A linha cheia representa a regressao
linear entre a severidade real e a estimada enquanto a linha tracejada
representa a situagio ideal (y = x).
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imagens. Este treinamento foi utilizado como tentativa de
melhorar as estimativas dos diferentes avaliadores. De fato,
estimativas mais precisas foram observadas para os seis
avaliadores, j4 que os valores dos coeficientes de
determinacdo aumentaram, variando de 0,82 a 0,90 (Tabela
1 e Figura 5). O treinamento dos avaliadores foi essencial
no desempenho daqueles de menor precisdao, como no caso
do avaliador 1 (Tabela 1). A distribui¢@o dos residuos também
melhorou apds o treinamento, ocorrendo um aumento na
homogeneidade da distribuicdo dos valores (Figura 6). Os
valores minimo e maximo observados foram -6,9 e 9,1,
respectivamente, estando agora dentro de um intervalo
aceitdvel (-10,0 e +10,0) segundo critérios adotados por
programas de treinamento na quantificacdo de doencgas,
como o Distrain (Tomerlin & Howell, 1988) e o Disease.Pro
(Nutter Junior & Worawitlikit, 1989). Em relacdo a acuricia,
dois avaliadores apresentaram o coeficiente angular
estatisticamente igual a um. Em todas as avaliacdes os
valores da intersecdo foram diferentes de zero.

Como observado antes do treinamento, o melhor
avaliador continuou sendo o avaliador cinco, tendo sido
comparado com os demais para estimar a reprodutibilidade
das escalas. Quatro das cinco comparagdes tiveram valores
da intersecdo da reta estatisticamente iguais a zero (Tabela
2). Na comparacgdo dos avaliadores cinco e seis foi encon-
trado valor de b estatisticamente igual a um. Com exce¢ao
das comparagdes entre os avaliadores trés e cinco e quatro e
cinco, em todas as demais foram encontrados coeficientes
de determinacdo superiores aos observados antes do
treinamento. Distribui¢des mais adequadas dos residuos
também foram observadas apds o treinamento dos
avaliadores (Figura 7).
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TABELA 2 - Estimativas da intersecio da reta (a) e do coeficiente
angular (b) e coeficientes de determinagio (R?) das equagdes de
regressdo linear calculadas entre as severidades de cancro citrico
(Xanthomonas axonopodis pv. citri) estimadas por diferentes
avaliadores em comparacdo com o avaliador 5 (y = a + bx, em que
y representa a severidade estimada por um dos avaliadores e x a
severidade estimada pelo avaliador 5). As estimativas dos seis
avaliadores foram confrontadas entre si antes e apds o treinamento
dos avaliadores

Comparagiio entre Antes do treinamento Apés o treinamento

avaliadores a p ). a b R
Ivs. 5 0,63*  042% 0,65 0,50 085% 085
2vs.5 L81% 086 0,77 084% 0745 0,84
3vs. 3 027™  081* 085 034N 074% 084
4vs.5 032" 09" 080 045 082+ 0,78
6vs.3 2,006 090% 0,70 041 100" 085

(i) asterisco indica que o valor da interse¢do da reta (a) foi diferente de zero
pelo teste ¢ (p = 0,05), NS indica que ndo houve diferenga estatistica
significativa entre a e zero pelo teste ¢ (p = 0,05);

(ii) asterisco indica que o valor do coeficiente angular da reta de regressdo (b)
foi diferente de um pelo teste? (p = 0,05), NS indica que ndo houve diferenca
estatistica significativa entre b e um pelo teste ¢ (p = 0,05).

Considerando as avalia¢des de todos avaliadores antes
do treinamento, os valores de a e b foram 0,63 e 0,88,
respectivamente, ambos diferindo estatisticamente de O e 1 (Tabela
1 e Figura 8). O coeficiente de determinacdo encontrado foi de
0,71. Da mesma forma, apds o treinamento, os valores de a e b
continuaram diferindo de O e 1, respectivamente, mas um maior
coeficiente de determinagao foi encontrado (0,84), em razao
da maior precisdo dos avaliadores apds o treinamento.

As escalas desenvolvidas permitiram avaliagdes
suficientemente acuradas e precisas, ficando a critério do
avaliador a escolha da escala a ser utilizada no momento
da avaliagdo. O treinamento dos avaliadores permitiu o
aumento da precisdo das estimativas, tendo sido observado
aumentos dos coeficientes de determinagdo e distribuicdes
mais homogéneas dos residuos. Comparando-se o melhor
avaliador com os demais, apds o treinamento, as estimativas
de diferentes avaliadores ficaram mais préximas ou
semelhantes, indicando que o uso das escalas produz
quantificacdes reprodutiveis.

Em razdo da disseminacdo da bactéria ocorrer na
mesma planta e entre plantas, em um mesmo local,
principalmente pela acdo de respingos de chuvas e chuvas
associadas com ventos, a incidéncia de folhas e de ramos
sintomdticos pode ndo ser homogénea na mesma planta,
isto sendo influenciado por condi¢des ambientais e do
hospedeiro (Dands et al., 1984; Gottwald et al., 1988;
Gottwald et al., 1989; Gottwald et al., 1997). Palazzo et
al. (1984) verificaram maior incidéncia de folhas sintoma-
ticas nos quadrantes norte e oeste de plantas citricas, lados
estes expostos ao ventos predominates da regido.

A associagdo da maior suscetibilidade dos tecidos
quando jovens, a emissdo de fluxos vegetativos na prima-
vera/verdo e a disseminag¢do do patdgeno principalmente
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FIG. 5 - Severidade de cancro citrico (Xanthomonas axonopodis
pv. citri) estimada pelos avaliadores 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4 (D), 5
(E) e 6 (F) apés treinamento em cancro citrico (Xanthomonas
axonopodis pv. citri). A linha cheia representa a regressdo linear
entre a severidade real e a estimada enquanto a linha tracejada
representa a situacdo ideal (y = x).
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Escalas diagramadticas para avaliagdo da severidade do cancro citrico

do hospedeiro, sintomas da doenga sdo encontrados ao longo
de todo ano (Peltier & Neal, 1918; Pruvost et al., 2002).
Sugere-se, portanto, na avaliacdo de plantas doentes, a
escolha de ramos em diferentes lados da mesma planta para
a quantificacdo da doenca nas folhas desses ramos.
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