Ciéncia Rural, Santa Maria, v.45, n.10, p.1720-1726, out, 2015

http://dx.doi.org/10.1590/0103-8478cr20141510

ISSN 0103-8478

DEFESA FITOSSANITARIA

Validacao de escala diagramatica para quantificacao da severidade
da antracnose do colmo do milho

Diagrammatic scale validation to quantify the severity of
anthracnose stalk in corn
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RESUMO

Objetivou-se  propor e validar uma escala
diagramatica para quantificar a antracnose do colmo em milho. A
severidade da antracnose foi estimada por dez avaliadores sem o
uso de escala em 139 entrends, e os mesmos avaliadores avaliaram
os entrends usando uma escala publicada anteriormente na
literatura (primeira escala) e uma nova escala proposta. Com o
uso da escala proposta, todas as varidveis foram significativamente
diferentes em relagdo a primeira escala, e os valores foram mais
proximos de uma medi¢do acurada (r=0,97, C,=0.98, u=0.09,
0=1.06, p,=0.96). Os maiores desvios do erro foram observados
quando os avaliadores atribuiram notas sem o uso de escalas e
com a primeira escala, com vdrios exemplos de erros maiores do
que 30% do valor real. Com a escala proposta, poucos erros acima
de 15% do valor real foram encontrados, e a maioria das notas dos
avaliadores ndo ultrapassou, para mais ou para menos, 10% do
valor real. Uma maior confiabilidade na estimativa da severidade
da doenga foi obtida com o uso da escala proposta, com a qual
100% das comparagées resultaram em um R’*>0,90. A nova
escala diagramdtica proposta no presente trabalho melhorou a
acurdcia, precisdo e confiabilidade das estimativas da severidade
da antracnose do colmo em milho.

Palavras-chave: Zea mays, Colletotrichum graminicola,
podridao colmo, quantificagdo.

ABSTRACT

This study aimed to validate a new diagrammatic
scale to anthracnose stalk in corn. Anthracnose severity was
estimated by ten raters without and with use of new scale on 139
internodes with different severity degrees and all evaluators rated
the same internodes using the old scale published in the literature
and a new proposed scale. All variables of the propose scale, were
significantly different than those of old scale, and the values were
closer to an accurate measurement (r=0.97, Cb=0.98, u=0:09,
0v=1:06, pc=0.96). The large error deviations were observed when

Elena Charlotte Landau"

evaluators given notes without the use of scales and also with the
old scale, for examples with errors up to 30%. On the other hand
the majority errors with the use the new scale were lower than
10%. Higher reliability was achieved with the use of the proposed
scale, where 100% of the comparisons were achieved R2>0.90.
According to the results the diagrammatic scale proposed in this
study improves accuracy, precision and reliability of the evaluators
to estimates the anthracnose stalk severity in corn.

Key words: Zea mays, Colletotrichum graminicola, stalk rot,
quantification.

INTRODUCAO

A antracnose do colmo Colletotrichum
graminicola (Ces.) Wils ¢ uma das doencas mais
importantes na cultura do milho em varios paises,
causando acamamento das plantas, redugdo na produco
e qualidade dos graos (BERGSTROM & NICHOLSON,
1999; COTA et al., 2012; MATIELLO et al., 2013). Os
sintomas da antracnose do colmo sdo mais visiveis apds
o florescimento das plantas de milho, porém o processo
infeccioso inicia-se pelos propagulos provenientes das
lesoes foliares ou daqueles presentes em restos culturais.
Na casca, surgem lesdes estreitras, longitudinais e com
aspecto encharcado, que sdo inicialmente de coloracdo
pardo-avermelhada, posteriormente tornando-se marrom-
escuras a negras. Nos tecidos internos do colmo, ocorre
uma coloragdo marrom-escura, que entra em processo de
desintegragdo, afetando o fluxo de 4gua e nutrientes do
colmo para a parte superior, podendo ocasionar a morte
prematura e o acamamento das plantas (KELLER &
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BERGSTROM, 1988; BERGSTROM & NICHOLSON,
1999; VENARD & VAILLANCOURT, 2007).

A estimativa da intensidade da antracnose
do colmo ¢ importante para avaliar as medidas de
controle, resisténcia varietal, eficiéncia de fungicidas,
a relacdo com os danos de producdo, etc. Com
isso, as caracteristicas de acuracidade, precisdo e
reprodutibilidade sdo muito desejaveis na avaliacdo.
Nomilho, aantracnose do colmo éavaliada por meio de
uma escala de notas que possui classes de intensidade
da doenga seguindo uma progressdo aritmética, mas
com grandes intervalos em severidade entre as notas,
aqui chamada de primeira escala (CHRISTENSEN
& WILCOXSON, 1966; ANDERSON & WHITE,
1994; TODD & KOMMEDAHL, 1994; AFOLABI
et al., 2008). Alguns pesquisadores utilizam escala
com intervalos menores nas primeiras notas e
maiores nas seguintes, além de adotar o ponto médio
de severidade para realizar a andlise estatistica
(KELLER & BERGSTROM, 1988; MUIMBA-
KANKOLONGO & BERGSTROM, 1992;
MUIMBA-KANKOLONGO & BERGSTROM,
2011). No entanto, grandes intervalos de notas,
como 0 - 25% ou 25 - 75%, podem dificultar a
precisdo da avaliacdo da doenga no colmo, tanto em
infeccdo natural quanto em inoculacdo artificial, em
relagdo ao valor real da severidade, além de afetar a
diferenca significativa entre os tratamentos por meio
das andlises estatisticas. Portanto, para melhorar a
acuracia e precisdo da estimativa da severidade da
doenca, € necessario o desenvolvimento e validagdo
de uma escala mais precisa. Considerando esses
fatores, o objetivo do presente estudo foi propor e
validar uma escala diagramatica para a avaliacdo da
podridao do colmo, causada por C. graminicola.

MATERIAL E METODOS

Para elaboracdo da escala, 60 plantas
do hibrido simples BRS1010 (Embrapa) foram
inoculadas com o fungo C. graminicola em casa de
vegetacdo. As plantas foram inoculadas na fase de
pré-pendoamento (aproximadamente 60 dias apds o
plantio), no terceiro entren6 previamente desinfestado
com alcool 70%, adotando-se o método do palito
imerso na suspensdo de esporos (10° conidios mlI™).
Trés plantas perfuradas apenas com palito estéril
foram utilizadas como testemunha.

A avalia¢do da antracnose do colmo foi
realizada aos 30 dias apds a inoculacdo. Para isso,
0s 63 colmos foram cortados longitudinalmente
e as lesdes foram fotografadas em um total de 139
entrends que apresentaram sintomas da doenca.

As imagens foram feitas com camera fotografica
digital, com resolucao de 16.2 Megapixel. Os colmos
foram colocados em uma bancada sobre uma folha
de papel plastificado de dimensdes conhecidas (80 x
80cm) e as fotos foram tomadas em posicao obliqua,
em distancia que permitiu o recobrimento de toda a
superficie a ser imageada. A correcao geométrica das
imagens foi feita com o uso do programa de sistemas
de informagdes geograficas (SIG) Quantum Gis
Versdo 8 - Lisboa <http://www.qgis.org>, software
livre da Open Source Geospatial Foundation —
0OSGeo, através do modulo de georreferenciamento de
imagens, tendo como pontos de controle as dimensdes
da folha usada como referencial. O reconhecimento
de padroes de infecgo, conversao de area da imagem
em area real, estabelecendo o percentual de area
necrosada (severidade real), foi realizado utilizando o
software livre Hypercube, desenvolvido pelo Centro
de Engenharia Topografica das Forcas Armadas
Americanas <http://www.agc.army.mil/hypercube>.

Para a validacdo da escala proposta, as 139
imagens de entrends de colmo contendo os diferentes
graus de severidade real da antracnose do colmo foram
apresentadas para dez avaliadores, os quais analisaram
a severidade da doenca, sem e com o uso de duas
escalas, uma chamada de primeira escala e a escala
proposta no presente trabalho. Primeira escala: 1 (0-
25%), 2 (26-50), 3 (51-75%) e 4 (76-100%) e escala
proposta: 1 (0-12,5%), 2 (12,6-25%), 3 (25,1-37,5%),
4 (37,6-50%), 5 (50,1-62,5%), 6 (62,6-75%), 7 (75,1-
87,5) e 8 (87,6-100). Para cada imagem avaliada, o
valor sem escala foi de 0 a 100, e com o uso das escalas
o valor adotado foi referente ao ponto médio. Por
exemplo, para a nota 1, com a primeira escala, o ponto
médio ¢ 12,5% e, para a escala proposta, ¢ 6,25%.

Apds a obtencdo dos dados de cada
avaliador, esses foram submetidos a uma analise
de regressdo linear simples entre a severidade real
(variavel independente) e a severidade estimada
(variavel dependente), sem e com a utilizacdo das
duas escalas. Com isso, foi obtido o coeficiente de
determinacdo (R?) e a varidncia dos erros (valor
estimado menos a severidade real) para cada
avaliador. A reprodutibilidade das avaliagcdes ou
confianca entre os avaliadores foi determinada
com base nos valores de R? da regressdo linear
entre as severidades estimadas pelos 10 diferentes
avaliadores combinados aos pares, como proposto
por NUTTER & SCHULTZ (1995), sendo um total
de 45 combinagdes. As andlises de regressdo entre a
severidade real e a estimada para cada avaliador, bem
como entre os avaliadores, foram realizadas por meio
do programa estatistico MINITAB, versao 14.
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Além da regressao linear entre severidade
real e estimada, a acuracia e a precisdo também
foram determinadas, usando a analise de correlagdo
concordante de Lin (p,), a qual combina as medidas
de acurécia e precisdo para avaliar o grau em que os
pares das observagoes se deslocam em relagdo a linha
concordante de 45° (com intercepto = 0 e inclinacdo
= 1). A férmula utilizada para o pc foi a seguinte:
pc=Cb.r,em que Cb ¢ um fator de correg¢do do desvio
que mede o qudo longe estd a linha ajustada dos
desvios em relagdo a linha concordante e, portanto,
¢ uma medida de acurécia, e r, que ¢ o coeficiente
de correlagdo entre a severidade estimada (Y) e a
severidade real (X), sendo uma medida de precisdo.
Cbh ¢ derivado de: C, = [(v+]1 / v+u?) / 2]', onde
v =0, / c, em que 6 1 0 desvio-padrdo de Y e X,
respectivamente; € u = (n, - ) / (5, . 6,)"2 onde pt
o valor médio de Y e X, respectivamente, ¢ 1 definido
como acima. O componente » mede a diferenca de
escala entre os valores de Y e X, que, essencialmente,

¢ definida pela diferencga na inclinagdo das duas linhas
(linha ajustada da regressdo com a linha concordante).
Iguais inclinagdes para as duas linhas implica um
valor de v igual a 1. O termo u reflete a mudanca
de localizacdo da linha ajustada da regressdo em
relacdo a linha concordante, que é caracterizado pela
diferenca de altura entre essas duas linhas. Iguais
alturas implicam um valor de « igual a 0. Portanto, um
avaliador perfeito ¢ aquele em que suas estimativas
estdo todas iguais a linha concordante, ou seja, » =
I, Ch=1[v=1,u=0], e, consequentemente, pc = 1
(NITA et al., 2003; BOCK et al., 2010; CAPUCHO et
al., 2011; YADAV et al., 2012).

Para todas essas variaveis obtidas pela
analise de correlagdo concordante de Lin, incluindo
a reprodutibilidade, a diferenga entre a média foi
calculada (com escala - sem escala e escala proposta
- primeira escala) e um teste seguinte foi usado para
analisar sua significancia (Tabela 1) (Y1 et al., 2008;
BARDSLEY & NGUGI, 2012; YADAV et al., 2012;

Tabela 1 - Efeito da escala proposta na acuracia e precisdo, por meio da avaliagdo da antracnose do colmo em 139 entrenés por 1(

avaliadores.
N Média® . P
Variavel DM IC 95%
Sem escala Primeira escala
r 0,91 (0,06) 0,90 (0,06) -0,011 (0,0001) -0,024 — 0,003™
Cy 0,90 (0,07) 0,94 (0,03) 0,035 (0,0004) -0,002 - 0,077"
u 0,40 (0,19) 0,32 (0,16) -0,076 (0,0013) -0,192 - 0,039™
) 1,12 (0,12) 1,00 (0,02) -0,118 (0,0009) -0,192 - -0,0315
Pe 0,82 (0,07) 0,84 (0,05) 0,018 (0,0003) -0,013 —0,054™
Varidvel Media DM IC 95%
Sem escala Escala proposta
r 0,91 (0,06) 0,97 (0,02) 0,060 (0,0003) 0,034 - 0,089
Cy 0,90 (0,07) 0,98 (0,01) 0,083 (0,0004) 0,048 - 0,125
u 0,40 (0,19) 0,09 (0,07) -0,306 (0,0010) -0,404 — -0,225"
) 1,12 (0,12) 1,06 (0,03) -0,063 (0,0007) -0,126 — 0,007™
Pe 0,82 (0,07) 0,96 (0,02) 0,134 (0,0004) 0,097 - 0,172
Variavel L Media DM 1C 95%
Primeira escala Escala proposta
R 0,90 (0,06) 0,97 (0,02) 0,071 (0,0002) 0,049 - 0,10"
Cy 0,94 (0,03) 0,98 (0,01) 0,047 (0,0001) 0,030 — 0,062
U 0,32 (0,16) 0,09 (0,07) -0,229 (0,0009) -0,308 —-0,139"
Y 1,00 (0,02) 1,06 (0,03) 0,055 (0,0002) 0,031 —0,077"
Pe 0,84 (0,05) 0,96 (0,02) 0,115 (0,0002) 0,090 - 0,139

“r: coeficiente de correlag@o entre severidade estimada e a real (medida de precisdo); Cb: fator de corre¢do do desvio que mede o quio longe
esta a linha ajustada dos desvios em relag@o a linha concordante (medida de acuracia); u: diferenga de altura entre a linha da regressdo e ¢
linha concordante; v: diferenca na inclinagéo das duas linhas (regressdo e concordante); p.: coeficiente de correlagdo concordante de Lin.
®Desvio padrdo em parénteses.

°Diferenga média (DM) entre cada avaliagdo, com erro padrdo em parénteses.
“Intervalo de confianga (IC). Incluindo o zero, a diferenca ndo é significativa (P=0,05);

ns,

ndo significativo, “significativo.
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RIOS et al., 2013). O teste de equivaléncia foi usado
para calcular o intervalo de confianca (IC) a 95% de
probabilidade para cada variavel por bootstrapping,
usando o método do percentil. Se o IC para uma
determinada variavel ndo incluiu o valor zero, indica
que adiferenca € significativa (P=0,05), ou seja, prova-
se que o uso da escala melhorou significativamente
a variavel em analise, baseado-se nas estimativas de
todos avaliadores.

RESULTADOS

A escala diagramatica proposta neste
trabalho contém oito classes de notas de intensidade
da antracnose do colmo (1=6,25%; 2=18,8%;
3=31,3%; 4=43,8%; 5=56,3%; 6=068,8%; 7=81,3%;
8=93,8%), seguindo uma progressdo aritmética e
com intervalos menores de severidade entre as notas,
a qual pode ser observada na figura 1.

Baseado na analise de correlagao
concordante de Lin e teste de equivaléncia, além
da linha de regressdo obtida entre a severidade real
e estimada, as avaliagcdes realizadas por todos os
avaliadores foram mais proximas ao valor real com
0 uso da escala proposta, quando comparada com a

primeira escala ou com as avaliagdes sem o auxilio de
escala (Tabela 1 e 2). De fato, as medidas de acuracia
e precisdo melhoraram significativamente com o
resultado da utilizagdo da escala proposta para avaliar
a severidade da antracnose do colmo no milho.

Ao se analisar a primeira escala,
apenas a varidvel v foi significativa em relagdo as
avaliacdes sem escala, no entanto, as outras variaveis
apresentaram uma pequena diferengca numérica e ndo
foram significativamente diferentes. Entretanto, com
o uso da escala proposta, o v ndo foi significativo
em relagdo a sem escala, mas todas as outras
variaveis foram significativas. Por meio do uso dessa
escala, todas as variaveis foram significativamente
diferentes em relagdo a primeira escala, e os valores
apresentados foram mais proéximos de uma medigdo
acurada (=0.97, C,=0.98, u=0.09, v=1.06, p =0.96)
(Tabela 1). Além disso, para 100% dos avaliadores,
o coeficiente da analise de correlagdo concordante de
Lin (p,) foi maior com o uso da escala proposta.

Com o uso da escala proposta, foi
observado um aumento da precisdo para todos os
avaliadores, pois os niveis de precisdo das estimativas
visuais da antracnose do colmo apresentaram valores
de coeficiente de determinagédo (R?) superiores a 95%

Figura 1 - Escala diagramatica proposta para avaliar a severidade da antracnose do colmo em milho. Os dados sdo notas relacionadas
com a percentagem (%) do entren6 com sintomas da antracnose.

Ciéncia Rural, v.45, n.10, out, 2015.
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Tabela 2 - Reprodutibilidade da avaliagdo visual em 139 entrends com antracnose do colmo por 10 avaliadores, sem e com o uso das duas
escalas. Reprodutibilidade ¢ medida por coeficiente de determinacio (R?).

Estatistica

Sem escala

Primeira escala Escala proposta

Coeficiente de determinagio médio entre avaliadores (R?)*
Diferenga média (primeira escala — sem escala)’
Diferenga média (escala proposta — sem escala)
Diferenca média (escala proposta — primeira escala)

0,83 (0,55 — 0,95)

0,83 (0,64 —0,93) 0,95 (0,92 —0,97)
0,0026 (0,0002) - (IC - 0,0159 — 0,0216 )™
0,1136 (0.0003) - (IC — 0,0813 —0,1482 )"
0,1133 (0,0002) - (IC —0,0938 —0,1356 )"

*Coeficiente médio de determinagdo estimado das comparagdes aos pares da avaliagdo por todos avaliadores.
Média da diferenga entre cada avaliagdo, com erro padrdo em parénteses, intervalo de confianga (IC 95%) baseado em bootstrap. Se no IC

ns,

incluiu zero, a diferenga ndo ¢ significativa (P=0,05).

(dados nao mostrados), podendo ser considerados
altos para este tipo de avaliacdo. Além disso,
uma melhor precisdo também foi confirmada pela
diminuicdo dos erros absolutos (Tabela 1). Sem a
utilizacdo de escala ou com o uso da primeira escala,
os avaliadores apresentaram mais desvios em erros
e, com exce¢do do avaliador 1, todos os outros
avaliadores apresentaram erros mais alto que 20%,
com varios exemplos de erros maiores do que 30%.
Entretanto, com o uso da escala proposta, poucos erros
foram acima de 15%, ¢ a maioria foi concentrada no
intervalo de 10%.

A reprodutibilidade foi melhorada
significativamente por meio da utilizagdo da escala
proposta (Tabela 2). Sem o uso de escala e com a
primeira escala, 60% e 93% das comparagdes ao
pares mostraram um R?<0,89, respectivamente.
Enquanto isso, com a escala proposta, 100% das
comparagdes resultaram em um R*>0.90, indicando
assim resultados confidveis. Enquanto o coeficiente
de determinagdo médio entre avaliadores (R?) foi
de 83% para o uso sem escala e com primeira
escala, com a escala proposta a média foi de 95%,
com pouca variagdo. Além disso, a andlise de
diferenga média (bootstrapping) demonstrou um
efeito significativo da escala proposta, em que os
avaliadores podem avaliar a doenca de maneira
mais uniforme (Tabela 2).

DISCUSSAO

A escala diagramatica proposta teve uma
boa representagdo dos sintomas da antracnose do
colmo, melhorando a habilidade dos avaliadores
para avaliar a severidade de forma mais acurada e
precisa nos 139 entrends apresentados neste trabalho.
Na avaliagdo de um experimento futuro, a andlise
estatistica provavelmente serd mais significativa e

S A
nao significativo, significativo.

os tratamentos serdo mais diferenciados com o uso
da escala proposta, pois o intervalo em severidade
entre as notas ¢ menor em comparagdio ao uso da
primeira escala. Portanto, os resultados aqui obtidos
reforgam a importancia de validacdo de uma escala
para as futuras avaliacdes de doengas em plantas,
conforme encontrado em varios outros estudos
(STONEHOUSE, 1994; LEITE & AMORIN, 2002;
GOMES et al.,, 2004; MICHEREFF et al., 2006;
CAPUCHO et al., 2010; CAPUCHO et al., 2011;
YADAV et al., 2012, RIOS et al., 2013).

Todas as andlises utilizadas demonstraram
que a escala proposta melhorou de forma significativa
a estimativa da severidade da antracnose do colmo,
comparada ao ndo uso de escala ou a quando se
utilizou a primeira escala. As avaliagdes realizadas
por todos os avaliadores foram mais proximas ao
valor real com a escala proposta. Além disso, 100%
dos avaliadores apresentaram maiores valores de
coeficiente da analise de correlagcdo concordante de
Lin (p,) € as variaveis foram significativas pelo teste
de equivaléncia quando a escala proposta foi adotada.
Mesmo com a utilizacdo da analise de regressdo, o
uso do p, € o teste de equivaléncia (95% IC) foram
importantes para interpretacdo das avaliacdes
realizadas pelos dez avaliadores. O coeficiente de
Lin (p,) tem sido usado com muito sucesso em
varios trabalhos (BOCK et al., 2010; CAPUCHO et
al., 2011; YADAV et al., 2012; RIOS et al., 2013), ¢
mais recentemente o teste de equivaléncia também,
facilitando ainda mais a conclusdo dos resultados
(BARDSLEY & NGUGI, 2012; YADAV et al., 2012;
RIOS et al., 2013).

Os avaliadores tiveram uma tendéncia
em superestimar a severidade da doenca, a qual tem
sido observada em varios outros estudos envolvendo
validacdo de escalas (NEWTON & HACKETT,
1994; PARKER et al.,, 1995; DIAZ et al., 2001;
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LEITE & AMORIM, 2002; CAPUCHO et al., 2010;
CAPUCHO et al., 2011; RIOS et al., 2013). Apenas
em alguns poucos estudos tem sido verificada a
severidade subestimada (MICHEREFF et al., 1998,
2000; GOMES et al., 2004).

Nas estimativas da antracnose do
colmo, o erro absoluto foi reduzido usando-se a
escala proposta, em que a maioria dos erros foi
concentrada no intervalo de 10%. Portanto, o
treinamento dos avaliadores com uso dessa escala
reduz os erros absolutos, aumentando a eficiéncia
e padronizando os resultados das avaliagdes
(NUTTER & SCHULTZ, 1995; STONEHOUSE,
1994). A confiabilidade de estimativas entre os
avaliadores também foi melhorada, resultando
em 100% das compara¢des R*>0,90, indicando
a efetividade da escala proposta. Sem o uso de
escala e com a primeira escala, o coeficiente
de determina¢io médio entre avaliadores (R2)
foi de 83%, enquanto com a escala proposta a
média foi de 95%, com pouca variagdo, além de
apresentar um efeito significativo pela analise de
bootstrapping. Quando diferentes avaliadores
usam a mesma escala para avaliar severidade de
doencas, ¢ importante que as estimativas sejam
similares (NUTTER & SCHULTZ, 1995).

Como conclusdo geral, a escala proposta
melhorou a acuracia, precisdo e confiabilidade das
estimativas da severidade da antracnose do colmo
em milho. Portanto, essa escala sera uma ferramenta
de grande utilidade para estudos epidemiologicos,
caracterizagdo de isolados de C. graminicola, danos
de producdo, métodos de controle da antracnose do
colmo e outras pesquisas envolvendo podriddo do
colmo na cultura do milho.
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