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RESUMO

A cultura da ameixeira japonesa (Prunus salicina Lindl.) é produzida no Brasil em
regides desde o Rio Grande do Sul até o sul de Minas gerais, sendo uns dos
principais estados produtores os de Santa Catarina, Parana e Sdo Paulo. Assim
como varias culturas de clima temperado, a ameixeira se depara com obstaculos
para uma boa produgdo, sendo os problemas com doengas fungicas um dos
principais. Uma das principais doengas da cultura é a ferrugem ocasionada pelo
fungo Tranzschelia discolor (Fuckel) Tranzs. e Litv, o mesmo agente causal para a
mesma enfermidade na cultura do pessegueiro, que afeta as folhas da planta e
pode resultar em prejuizos para a produtividade de pomares. O fato da cultura do
pessegueiro ser mais disseminada pelo pais, remete a maiores relatos e estudos
realizados com o patégeno na cultura. Com estudos escassos sobre este
patossistema para a cultura da ameixeira envolvendo quantificagdo dos danos
causados e condicbes ambientais como temperatura e umidade que podem
favorecer uma epidemia desta doencga, o objetivo deste trabalho se dividiu em duas
partes. Na primeira parte foi elaborada e validada uma escala diagramatica (ED)
para quantificacao da severidade de T. discolor em folhas de ameixeira (P. salicina).
Apos a elaboragao foi realizado o processo de validacao da ED por avaliadores sem
experiéncia na quantificacdo de doengas. Os dados foram submetidos & analise de
correlagao concordante de Lin's, que combinando os dados reais de severidade com
os estimados pelos avaliadores geraram resultados para avaliagdo de parametros
como acuracia, precisao e reprodutibilidade dos resultados validagdo. A ED
elaborada foi validada e € indicada para estudos auxiliares para quantificacado a
severidade da ferrugem da ameixeira de forma acurada, precisa e reprodutivel. Na
segunda parte foram estudados os efeitos de condi¢des ambientais como diferentes
temperaturas (°C) e duragao de periodos de molhamento (horas) em componentes
do monociclo de T.discolor como germinagao de uredinidosporos, duragao de periodo
latente e numero de pustulas/cm2 de trés isolados populacionais de origens distintas
(PR —Parana, SC- Santa Catarina e SP- Sdo Paulo). A germinagdo dos
uredinidésporos ocorreu para os trés isolados populacionais na faixa de temperatura
de 10 a 35°C a partir do menor periodo de molhamento de 3 horas, sendo os valores
maximos encontrados para os trés isolados populacionais (PR, SC e SP) na duragéo
de periodo de molhamento de 48 horas. A temperatura 6tima para a maxima
germinagao estimada pelo modelo linear ajustado nao se diferiu estatisticamente
para os trés isolados e foi na faixa de 24°C no periodo de molhamento de 48 horas.
Em relacéo ao periodo latente e numero de pustulas/cm? o isolado SC se mostrou
mais agressivo em relacdo a PR e SP, apresentando o menor valor (8,9 dias) e
maior valor (158,5 pustulas/cm). Estas informagdes servem auxilio na quantificagao
de danos que T.discolor pode ocasionar e servir como estudo de base para entender
melhor como podem ocorrer as epidemias da doenga no campo, além de incentivar
mais pesquisas sobre o comportamento do patégeno em condi¢gdes de campo.

Palavras — chave: Epidemia ; Quantificagdo de doencas ; Prunus salicina.
Condi¢cdes Ambientais.



ABSTRACT

The Japanese plum (Prunus salicina Lindl.) is produced in Brazil in regions that
spread from Rio Grande do Sul to southern Minas Gerais, one of the main producing
states it's Santa Catarina, Parana and Sao Paulo. Like many temperate climate
crops, the plum is faced with obstacles to good production quality, with problems like
fungal diseases being a major concern. One of the main diseases that affect the
culture, is the rust caused by the fungus Tranzschelia discolor (Fuckel) Tranzs. and
Litv, the same causal agent for the same disease in the peach tree crop, which
affects the leaves of the plant and may result in damage to orchard productivity. The
fact that the peach tree is more widely disseminated throughout the country, leads to
greater reports and studies carried out with the pathogen in the crop. With the scarce
studies about this patosystem for the plum culture involving quantification of the
damages caused and environmental conditions like temperature and humidity that
can further an epidemic of this disease, the objective of this work was divided in two
parts. At first part, a standard area diagram (SAD) for the quantification of the
severity of T. discolor on plum leaves was elaborated and validated. After the
elaboration, the validation process of the SAD was carried out by evaluators with no
experience in the quantification of diseases. The data were submitted to Lin's
concordant correlation analysis, which combined the actual severity data with those
estimated by the evaluators generated results for the evaluation of parameters such
as accuracy, precision and reproducibility of the validation results. The elaborated
SAD was validated and is indicated for ancillary studies to quantify the severity of
plum rust accurately, accurately and reproducibly. In the second part, the effects of
environmental conditions such as different temperatures and duration of wet periods
(hours) on T.discolor monocycle components such as urediniéspores germination,
latent period duration and number of pustules/cm? of three population isolates of
different origins (PR- Parana, SC- Santa Catarina and SP- Sdo Paulo). The
germination of the urediniéspores occurred for the three population isolates in the
temperature range of 10 to 35°C from the shortest wetting period of 3 houzrs, and the
maximum values were found for the three population isolates (PR, SC and SP)
wetting time of 48 hrs. The optimum temperature for the maximum germination
estimated by the adjusted linear model was not statistically different for the three
isolates and was in the range of 24 ° C in the wetting period of 48 hrs. In relation to
the latent period and number of pustules /cm? the SC isolate showed a major greater
aggressiveness in relation to PR and SP, with the lowest value (8.9 days) being the
highest value (158.5 pustules/cm?). This information serves as an aid in the
quantification of damages that T.discolor can cause and serve as a base study to
better understand how epidemics of the disease can occur in the field, besides
encouraging further research on the behavior of the pathogen under field conditions.

Key — words: Tranzschelia discolor ; Epidemic ; Quantification of diseases ; Prunus
salicina ; Environmental conditions.
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1 INTRODUGAO GERAL

O cultivo de ameixa (Prunus salicina.) no Brasil esta presente em regides
desde o Rio Grande do Sul até o sul de Minas Gerais, equivalendo a areas de
pomares de péssegos (FAO, 2014). Por se tratar de uma frutifera de clima
temperado, apresenta limitagcbes em sua adaptagdo a regides mais quentes,
ocasionando geralmente problemas fitossanitarios. Entre as principais doencgas
fungicas que afetam a cultura da ameixeira, destaca-se a ferrugem, causada pelo
fungo Tranzschelia discolor (Fuckel) Tranz & Litv. Esta doenga, assim como na
cultura do pessegueiro, pode chegar a provocar a desfolha precoce induzindo a
floracao e brotacao antecipadas, comprometendo diretamente a producao da planta,
(MARTINS et al., 2005; HORSFIELD & WICKS, 2010).

A produgao de frutiferas, assim como outras culturas, esta cada vez mais
comprometida devido a interagdo de diversos fatores, sendo de grande importancia
as doengas causadas por fungos e bactérias. Na condicdo de pomares, além de
tratos culturais objetivando o desenvolvimento pleno da planta, o completo
monitoramento de uma doenca se desempenha como uma ferramenta elementar
para a previsao do comportamento de um patégeno (MADAIL, 1993; CASTRO et al.,
2008). Baseando-se nestes fatos se encontra a necessidade de um método efetivo e
comprovado de quantificacdo da intensidade causada pela doenga em nivel de
campo, com o intuito de se compreender e monitorar o desenvolvimento de uma
epidemia no espaco e tempo (AMORIM, 1995).

Em relacdo a quantificagdo de doengas que causam sintomas em folhas, a
forma mais adequada € por meio da severidade, a qual representa a percentagem
de tecido foliar doente em relagdo a area foliar (AMORIM, 1995). Dentre as
estratégias que sao sugeridas com o objetivo de quantificar a severidade de
doencgas, tém se destacado as escalas diagramaticas. As escalas diagramaticas sao
representacdes esquematicas de folhas com diferentes niveis de severidade da
doenga. Estas escalas contém diagramas com diferentes niveis de severidade da
doenca que sido usados para o avaliador balizar suas avaliagbes, podendo o
avaliador estimar valores de severidade diferentes daqueles contidos na escala
(BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1996).
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A utilizacdo de escalas diagramaticas pode reduzir a subjetividade das
estimativas de severidade entre os avaliadores, melhorando a acuracia, precisao e
reprodutibilidade das avaliagdes (NUTTER et al., 1991; BOCK, et al., 2010).

Para que uma escala diagramatica desenvolvida possa ser recomendada
como um meétodo padrdo de quantificacdo para uma determinada doenca, esta
precisa ser validada. Somente dessa maneira, seria possivel saber se a escala
produz resultados satisfatérios, e caso nao produza, esta devera ser novamente
elaborada e validada. Com a elaboracado e validacido das escalas diagramaticas
proposta sera possivel quantificar a severidade das doencas de forma precisa,
acurada e reprodutivel.

Para se obter um maior conhecimento do ciclo da doenga, componentes de
monociclo sdo frequentemente estudados na literatura a fim de se obter informagdes
sobre como os patdgenos estabilizam seus processos de germinacado, infecgao e
colonizacdo em hospedeiros durante um determinado tempo. Temperatura, duracao
do periodo de molhamento foliar, dentre os diversos fatores ambientais, sdo os que
mais influenciam nas etapas iniciais de uma doenca. Para a ferrugem da ameixeira
sao escassos os estudos a respeito de como as condicbes ambientais afetam seu
desenvolvimento (BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1996; MARTINS & AMORIM,
1999).

Aliando o estudo do monociclo a um método de quantificagdo da severidade
de uma doenca, € possivel estudar o progresso das doengas, avaliar genétipos
quanto a sua resisténcia as doencas, avaliar qual fungicida é mais eficiente no
controle das doencgas, determinar os danos causados pelas doengas e determinar
quais as condicdes ambientais que favorecem as doencas dentre outras predicdes.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi elaborar um método de quantificacédo de
severidade da ferrugem da ameixeira por meio do desenvolvimento de uma escala
diagramatica, e realizar experimentos sob condigdes controladas testando diferentes
temperaturas e duracédo de periodos de molhamento, a fim de comparar se existem
diferencas no desenvolvimento do ciclo de vida dos isolados populacionais de T.
discolor de localidades distintas (PR, SC e SP) por meio da avaliagdo germinagéo de
esporos, duracdo do periodo latente e nimero de pustulas/cm? em ensaios in vitro e

ex vivo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CULTURA DA AMEIXEIRA

2.1.1 Origem e classificagao botéanica

O cultivo da ameixeira é realizado desde muito tempo atras, inclusive antes
da era crista se disseminar pelo mundo. O centro de origem da ameixeira é a regiao
do centro-oeste da Asia de onde as primeiras cultivares sdo relatadas, sendo uma
das frutiferas que mais se difundiu pelo globo, dispersando-se por todo o Hemisfério
Norte e presente em todos os continentes, exceto em zonas contempladas com
condigdes climaticas extremas como o frio da Zona Polar ou elevado calor dos
trépicos (SCHNEIDER & AZEVEDO FILHO, 2014). E cultivada em vérias condicdes
climaticas e o consumo e comércio desta frutifera € apreciado até os dias atuais
BARBOSA et al., 2003). Assim como demais frutiferas de clima temperado,
apresenta um alto retorno econémico por area com grande demanda de mao-de-
obra e empregando mao-de-obra familiar quando disponivel (RASEIRA et al., 2014;
CASTRO et al., 2008).

A ameixeira pertence a familia Rosaceae, a subfamilia Prunoidae e ao
género Prunus, que compreende mais de 20 espécies (WEINBERGER, 1975)
incluindo os pessegueiros. Duas espécies compdem as principais cultivares:
Prunus domestica (L.) e Prunus salicina Lindl. A espécie Prunus domestica (L.),
conhecida como ameixeira europeia, possui arvores de forma piramidal que podem
atingir até 12 metros de altura, apresentando raizes compridas e pouco profundas.
E importante para a producdo mundial, mas é pouco cultivada no Brasil por ser
altamente exigente em frio (CASTRO et al., 2008).

A outra é denominada Prunus salicina Lindl, e € conhecida como ameixeira
japonesa, originaria do extremo oriente da China, de onde foi, ha mais de 400
anos, levada para o Japéao e cultivada pela primeira vez com fins alimentares, dai
a origem do seu nome (GRUMBERG, 1944; CASTRO et al., 2008; OLIVEIRA,
2012). As cultivares do grupo das japonesas podem ser plantadas em regides de
clima mais ameno e suportam verdes umidos, e sdo em maioria utilizadas no Brasil,
porém a ocorréncia de problemas fitossanitarios, e a falta de conhecimento do

desenvolvimento e manejo da cultura se tornam obstaculos para a expanséo da
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frutifera em regides de clima subtropical (BARBOSA et al., 2003; GRELLMANN et
al., 2008).

2.1.2 A cultura da ameixeira no Brasil

A ameixa é cultivada no Brasil ha muitos anos, no entanto ndo se tem relatos
concretos de quando foi introduzida ao pais. Fatores como a falta de cultivares com
boa adaptabilidade, problemas fitossanitarios e produgdo de frutos com baixa
qualidade diminuiram o potencial dessa frutifera em comparagcao com as frutas de
clima temperado (MADAIL, 2007; IBGE, 2010). No Brasil, os maiores produtores
sé&o os Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo e Minas
Gerais com producdo anual estimada de 12.200, 11.000, 7.000, 6.011 e 1.600
toneladas, respectivamente no ano de 2015 (SEAB/DERAL, 2017). As principais
cultivares pertencem a espécie Prunus salicina (Lindl), dentre as quais se destacam
Amarelinha, Pluma 7, América, Gulf Blaze, Irati, Reubennel, Harry Pickstone, Polli
Rosa, Fortune e Leticia (MULLER, 2008).

A producao nacional de frutos nédo é suficiente para abastecer o mercado,
levando a necessidade de importacbes. Em 2012, foram importados de paises
proximos ao Brasil cerca de 10.000 toneladas de ameixa, enquanto o valor de
exportacdo nesse mesmo ano n&o passou de 400 kg. Problemas fitossanitarios
enfrentados pelas cultivares de baixa adaptabilidade para as regides de clima
subtropical onde a producdo de frutos € de baixa qualidade, demonstram que o
potencial de crescimento da cultura depende de avangos nessas areas (EIDAM et
al., 2012).

Na fruticultura paranaense, a cultura da ameixa, em 2015, ocupou o total de
648 hectares plantados, obtendo uma produgdo de 10.228 toneladas e gerando R$
26.604.762 de valor bruto da producdo e participando com 0,6% do total da
producao regional de frutas no Estado (EIDAM et al., 2012; SEAB/DERAL, 2017). No
Parana uma das principais cultivares utilizadas é a Reubennel, a qual possui uma
epiderme amarelo-esverdeada com 10 a 20% de vermelho. A polpa é amarela,
firme, doce levemente acida e bom sabor. Amadurece em fins de janeiro e se trata
de uma planta vigorosa, semiaberta e como aspecto negativo apresenta problemas
como a bacteriose, escaldadura das folhas, ferrugem e viroses, que sempre
interferiram no desenvolvimento da cultura da ameixeira (RASEIRA, et al., 2005;
CASTRO et al., 2008).
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Por se tratar de uma espécie adaptada a clima temperado, onde
temperaturas amenas e horas de frio sdo necessarias para que complete seu ciclo,
estd sujeita a estresses devido as condigbes ambientais que o clima
subtropical do Brasil oferece em suas regides de cultivo. Sendo assim, ocorre uma
baixa adaptabilidade de novas cultivares devido aos fatores ambientais a que sao
expostas as cultivares e o alto desenvolvimento de problemas fitossanitarios.
Fatores como zoneamento climatico ideal, necessidades nutricionais, porta enxerto
utilizado e adaptabilidade, sédo indispensaveis para a manutengdo da qualidade e
produtividade de um pomar (BARBOSA et al., 2003; WREGE et al., 2005).

A cultura possui potencial de aumento de consumo pelos brasileiros, onde
diversos estudos na area de producdo alimenticia e agroindustria apontam
qualidades como baixo teor caldrico, fonte de potassio além de sabor e aparéncia
convidativa a sua obtengcdo no mercado varejista, portanto, sendo necessario um
maior investimento para que ocorra um crescimento na produgdo de ameixas no
Brasil (FACHINELLO et al., 2011).

2.1.3 A ferrugem da ameixeira

O agente causal da ferrugem das ameixeiras europeia (Prunus domestica L.)
e japonesa (Prunus salicina Lindl.) é o fungo Tranzschelia discolor (Fuckel)
Tranzschel e Litinov, também relatado como patégeno de culturas hospedeiras
pessegueiro (Prunus persica L. Batsch), nectarina (Prunus persica var. nucipersica),
damasco (Prunus armeniaca L.), améndoas (Prunus dulcis (Mill.) Webb), e cerejas
(Prunus avium L.) (KABLE et al., 1986).

O fungo pertencente ao Filo Basidiomicota, e na presenca de condi¢des
climaticas ideais e hospedeiro alternativo Anemone coronaria (anémona de jardim),
€ classificado como macrociclico e heteréico e pode apresentar cinco tipos de
esporos: picnidosporos, aeciosporos, urediniésporos, teliosporos e basididsporos
(DUNEGAN, 1936; DUNEGAN, 1938; OGAWA &ENGLISH, 1991; ADASKAVEG et
al., 2000). Depois que os teliésporos germinam no final do ciclo da doenga, formam
basididosporos que infectam o hospedeiro alternativo A. coronaria onde ocorrera o
estado aecial com produgao de aéciosporos que infectam apenas as espécies do
género Prunus (ADASKAVEG et al., 2000).
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Tranzschel (1905) relata que T. discolor é macrociclica sob certas condi¢des
€ que a passagem de um hospedeiro para outro é provavelmente necessaria para
sua sobrevivéncia em climas frios, e o estagio aecial produzido em Anemona
coronaria ou em outros hospedeiros alternativos, aparentemente ndo é necessario
para sua sobrevivéncia em regides mais quentes, como a costa do Pacifico dos EUA
(OGAWA & ENGLISH, 1991). Este fato pode explicar o ciclo de vida de T. discolor
em regides de clima subtropical como dos Estados de Sao Paulo, Parana e Santa
Catarina, onde na ameixeira geralmente sdao encontrados apenas uredinidsporos.
Teliésporos nao foram relatados até o presente momento em ameixas no Brasil, e
aliado a inexisténcia de A. coronaria no pais, aumenta a relevancia de
urediniésporos em ocasionar as infec¢des nas folhas.

Ellison et al., (1987) relatam que T. discolor € um patdogeno exclusivo das
folhas para a cultura da ameixeira e que os uredioniésporos que apresentam maior
viabilidade de causar novas infec¢oes, sdo aqueles que sobrevivem em folhas que
ficam presas na copa da arvore e podem causar infecgdes na estagao subsequente
quando germinam, afirmando em estudos realizados que estes esporos expostos
dentro da estrutura da copa da arvore sobreviveram melhor (cerca de 20%) do que
aqueles expostos no solo (menos de 5%), permanecendo viaveis pela primavera.

Em relagcéo ao ciclo de vida de T. discolor, Barret, (1915) notou que o clima
moderado do Sul da California favorece o fungo a sobreviver no inverno em folhas
remanescentes nas arvores, sem ter sobrevivencia em ramos ou frutos como na
cultura do pessegueiro e ainda afirma que para a cultura da ameixeira os
urediniosporos sao predominantes se néo o unico inoculo para infecgao no Vale do
Sacramento (OGAWA & ENGLISH, 1991). Um dos primeiros relatos sobre o ciclo de
vida do patégeno foi realizado por Pierce (1894), que afirma que pode haver uma
série de periodos de infecgao foliar, dependendo do tempo. Lesdes nos frutos
podem ocorrer em péssegueiro, no entanto, ndo sao observadas lesdes em, outras
espécies de Prunus. A infeccdo primaria na primavera € provavelmente iniciada
pelos uredinidsporos que hibernaram nos ramos ou mesmo na folhagem, ja que
nessa localidade frequentemente permanece na arvore até a primavera e a infecgao
ocorre através da superficie inferior das folhas. Cunningham (1925), na Nova
Zeléndia e Perlberger (1943), na Palestina também desconsideraram a importéncia

de hospedeiro alternativo e sobrevivéncia em ramos e frutos de T. discolor para o
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desenvolvimento do ciclo de vida do fungo na cultura da ameixeira (OGAWA &
ENGLISH, 1991).

Os sintomas na ameixeira sdo observados nas folhas, com a presenca de
lesbes angulares distribuidas irregularmente, no inicio verde-amareladas na face
superior da folha, evoluindo para pustulas de coloragdo marrom cobertas de
urediniésporos na face inferior (FIGURA 1). Na cultura do pessegueiro ao incidir
sobre as folhas, a doenga causa uma desfolha precoce da planta, que como defesa
emite novas brotacbes que serdo perdidas na desfolha natural desta espécie
decidua (BLEICHER & TANAKA, 1982; KABLE et al., 1986), mesmo nao havendo
relatos ou estudos que remetam esta informacéo diretamente a cultura da ameixeira,
provavelmente € 0 mesmo processo que ocorre na espécie também pertencente ao
género Prunus (MARTINS et al,. 2005; HORSFIELD & WICKS, 2010). Em relatos se
referindo a fruteiras de carogo, tanto pessegueiro como ameixeira, T.discolor é
associada ao fato e pode causar redugdes significativas no rendimento e qualidade
das frutas por meio da desfolha precoce, maturagao incompleta e causar declinio a
longo prazo no vigor das plantas (ELLISON, 1987; SOTO-ESTRADA et al., 2005).

FIGURA 1. DIFERENTES NIVEIS DE SEVERIDADE DA FERRUGEM CAUSADA PELO FUNGO
Tranzschelia discolor NA FACE ABAXIAL DE FOLHAS DE AMEIXEIRA (Prunus salicina). OS
NUMEROS REPRESENTAM A PERCENTAGEM (%) DE DA AREA FOLIAR DOENTE.

1,0 52 17,3 35

FONTE: O AUTOR (2016)
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A doenga esta disseminada nas regides produtoras de ameixeira e pode
causar sérios problemas. Devido as condigdes climaticas favoraveis a doenca,
controle quimico restrito sempre aos mesmos ingredientes ativos e falta de
conhecimento dos produtores, essa doenga se tornou uma das mais importantes em
varias regides produtoras de péssego e ameixa do Brasil. As condigdes climaticas
no pais tendem a se comportar aos extremos, apresentando invernos muito
rigorosos no sul do Parana e Santa Catarina e verdes muito quentes e com chuvas
inesperadas ao longo do ano no sul de Sao Paulo (CITADIN et al., 2005), podendo
ser este um dos fatores que diferencia a intensidade epidémica da ferrugem da
ameixeira entre os estados (MAY DE MIO et al., 2004; MARTINS et al., 2005).

2.1.4 Quantificagdo de doengas de plantas

Para que seja possivel avaliar quais sdo as melhores medidas de controle
para a ferrugem da ameixeira, desenvolver modelos de dano, estudar quais as
condigdes ambientais que favorecem a epidemia da doenga, monitorar epidemias e
entender a curva de progresso da doenca, além de dominar os processos da
biologia do patdégeno precisamos ter métodos eficientes para quantificar a doenga,
uma vez que sO pode ser determinada com confiabilidade quando expressada em
numeros (LOPES et al., 2014).

A intensidade de uma doenca € muito importante para o estudo de seus
aspectos epidemioldgicos e pode ser determinada de trés formas: incidéncia,
severidade e prevaléncia. A quantificacdo da doenca utilizando uma das trés
medidas citadas depende do patossistema e dos objetivos do estudo (AMORIM &
BERGAMIM FILHO, 2011). Como os sintomas da ferrugem da ameixeira ocorre nas
folnas, a intensidade da doenca deve ser expressa pela determinacdo da
severidade, ou seja, a proporgao ou percentagem de tecido doente (area ou volume)
em relacao ao tecido total (area ou volume). A estimativa da severidade é uma tarefa
dificil e demorada, por isso esta sujeita a diversos tipos de erros, levantando a sub
ou superestimativas dos valores estimados de severidade (CAMPBELL &
MADDEN,1990; AMORIN & BERGAMIM FILHO, 2011; DUARTE et al., 2014).

Com o objetivo de se quantificar a severidade de doencas, varias estratégias
tém sido sugeridas e entre estas, tem se destacado as escalas diagramaticas (ED),

que sao representacodes ilustradas de uma série de plantas, folhas, ou partes de
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plantas com sintomas em diferentes niveis de severidade e auxiliam na minimizagao
dos erros nas estimativas realizadas (NUTTER et al., 1991; BERGAMIN FILHO &
AMORIM, 1996; LOPES et al., 2014). Estas escalas contém diagramas com
diferentes niveis de severidade da doenca que s&do usados para o avaliador balizar
suas avaliacdes, podendo o avaliador estimar valores de severidade diferentes
daqueles contidos na escala (LOPES et al., 2014).

Na elaboragcdo da ED varios aspectos devem ser considerados, como o
maior valor de severidade da escala deve corresponder a intensidade maxima de
doenga observada no campo, os intervalos entre os diagramas devem ser
linearmente distribuidos como ja comprovado por varios autores (NUTTER &
ESKER, 2006; BOCK et al., 2009) e os sintomas devem ser representados o mais
proximo possivel da distribuicdo do patdégeno no hospedeiro.

Para que uma ED possa ser recomendada como um método padrdao de
quantificacdo para uma determinada doenca, esta deve ser validada. Para isso,
folhas com sintomas da doenca sdo estimadas por avaliadores sem, e,
posteriormente com o uso da escala, para que se compare o desempenho dos
mesmos determinando se suas estimativas obtiveram melhorias na acuracia,
precisdo e reprodutibilidade. Somente assim, seria possivel saber se a escala
produz resultados satisfatorios e comprova sua eficiéncia na estimativa da
severidade, e caso nao seja validada, a ED devera ser novamente elaborada e
validada (KRANZ, 1988; BERGAMIM FILHO, 2010; DUARTE et al., 2014).

Acuracia refere-se a proximidade dos valores estimados de uma
determinada amostra em relacdo ao valor real (VALE et al., 2004). Portanto, em um
método acurado, os valores das estimativas sdo muito préximos aos valores reais,
havendo baixa tendéncia de superestimativas e subestimativas. A precisao refere-se
a repetibilidade, ou seja, um método repetitivo € aquele que apresenta uma baixa
variagdo associada com a estimativa da quantidade da doencga (BOCK et al., 2010).
Tanto a acuracia quanto a precisao na avaliagao de doencas, sdo importantes para
avaliar corretamente estratégias de manejo, quantificar e modelar o progresso da
doencga no tempo e no espaco, predizer quantidades futuras de doenca e elucidar a
relacdo dentre injuria e dano (NUTTER et al., 1991; MADDEN & NUTTER, 1995). Ja
a reprodutibilidade refere-se a variabilidade dos valores estimados entres os

diferentes avaliadores combinados aos pares. Sendo assim, um método reprodutivel
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€ aquele em que os valores estimados pelos diferentes avaliadores sao proximos
entre si (YADAV et al., 2013).

2.1.5 Monociclo da ferrugem da ameixeira

Para o desenvolvimento de uma doencga, € necessaria a ocorréncia de trés
fatores indispensaveis, como ambiente favoravel ao agente causal, suscetibilidade
do hospedeiro e que o patdgeno presente seja capaz de causar a doenca (AGRIOS,
1997). Dentre os trés fatores, o ambiente é o que apresenta maior variagado dentro
do ciclo de uma cultura, sendo determinante para que uma epidemia da doencga
ocorra ou nado (BEDENDO, 2011). A umidade € um dos componentes do fator
ambiental, sendo ela presente na forma de chuvas, orvalhos ou irrigacao, pois para
varias doengas € um fator indispensavel durante a infecgdo do patdégeno ja que
interfere no sub-processo de germinacédo e penetracdo de fungos e bactérias nas
plantas. A disseminagédo também pode ser influenciada pela presenca da agua, seja
para patdogenos de parte aérea em forma de respingos de chuva ou de patégenos
veiculados ao solo (BERGAMIN FILHO & AMORIN, 1996; VALE & ZAMBOLIM,
1996).

Para fins de estudos epidemiologicos, a umidade pode ser estudada quando
testada em forma de duragao do periodo de molhamento foliar, ou seja, o numero de
horas em que a folha de um hospedeiro fica na presenga de agua. E dessa maneira
os processos do ciclo de vida de um patégeno podem ser quantificados e analisados
para saber a real influéncia da agua em seu desenvolvimento.

Outro fator de extrema importadncia para a ocorréncia de doengas € a
temperatura. Esta pode influenciar em todas as etapas do ciclo patégeno-
hospedeiro, desde a sobrevivéncia até a reproducao e liberagdo de esporos. Todo
patdgeno tem uma faixa ideal de temperatura minima e maxima para que se
multiplique no hospedeiro e se dissemine pela cultura em que atua, sendo um
componente de extrema variagdo no ambiente (VALE et al., 2004). Em regides de
climas tropical e subtropical existe uma ampla variacdo de temperaturas, por isso
este fator quase nunca se torna limitante para a ocorréncia de uma doencga, pois
dessa maneira permite que o patdégeno se desenvolva (BEDENDO, 2011).

Fungos causadores de ferrugens sao descritos na literatura sempre

acompanhados de informacbdes sobre temperatura e umidade ideais para sua
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ocorréncia. No caso da ferrugem da ameixeira ocasionada pelo fungo Tranzschelia
discolor, sdo escassos os estudos que abordam especificamente as reais condigdes
de disposigcao de agua e temperatura ideais para que complete seu ciclo na cultura
perene. Esta doenga se classifica como policiclica, ou seja, apresenta ciclos
secundarios de disseminagado dentro de um unico ciclo da cultura (VAN DER
PLANK, 1975). Quando em condi¢gbes ambientais favoraveis como na primavera e
no inicio do ciclo anual da cultura, os urediniésporos que sobreviveram em folhas
passam a germinar, caracterizando a infec¢ao primaria do patdégeno no hospedeiro,
ja a infeccado secundaria ocorre apds a disperséo dos urediniésporos, 0os quais sao
facilmente e principalmente transportados pelo vento, insetos e chuvas
(CUNNINGHAM, 1922; MARTINS et al., 2005).

Em estudos realizados na cultura do pessegueiro com o mesmo patdgeno,
as principais variaveis que afetaram a infeccao de T. discolor foram temperatura e
umidade, as quais influenciam a germinacdo dos propagulos nos pomares, sendo
que a viabilidade dos urediniésporos € maior na faixa de temperatura entre 13 e
26°C (OGAWA & ENGLISH, 1991). A umidade também exerce papel importante na
germinagao dos esporos, auxiliando na penetragdo do tubo germinativo nas células
do hospedeiro (AGRIOS, 1997). Assim, umidade, temperatura e disponibilidade de
urediniosporos viaveis sao os fatores limitantes para infeccdo e posterior
colonizagao, ja que estao aptos a reinfecgcéo das folhas dentro de um mesmo ciclo
da cultura (MAY DE MIO et al., 2004).

Outros estudos sobre fungos causadores de ferrugem também citam a
importancia desses dois fatores ambientais no desenvolvimento da doenca.
Angellotti et al. (2014) realizaram um estudo para a ferrugem da videira (Vitis vinifera
L.) causada pelo fungo Phakopsora euvitis Ono, e determinaram que a temperatura
influencia no periodo latente do patégeno, aumentando ou diminuindo o numero de
dias para que a doenga ocorra, assim como a relagdo da temperatura com a
duragédo do periodo de molhamento foliar afeta a germinagéao dos esporos.

Os autores relatam ainda que o periodo latente minimo para que o patégeno
apresente seus sinais foi de 7 dias, com temperaturas 6timas para que isso ocorra
na faixa de 24 a 28°C, e ndo houve ocorréncia da doenca a 30°C. Também
determinaram que s&o necessarias no minimo 6 horas de duracdo de periodo de
molhamento foliar a 15 e 25°C para que ocorra a infecgdo de uredioniésporos de P.

euvitis na videira. A maxima germinagéo se deu a 20°C entre 12 e 24 horas de
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molhamento foliar. Com essas informacdées os autores conseguiram demonstrar
quais condicbes favorecem as etapas mais importantes do ciclo da ferrugem da
videira, e, portanto, auxiliar a definir a época em que uma epidemia da doencga seria
inevitavel.

O conhecimento do efeito de temperatura e duragcdo do periodo de
molhamento foliar de um patossistema é fundamental para se determinar as épocas

mais favoraveis e determinar medidas de controle para uma doenga.
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3. CAPITULO I: ELABORAGAO E VALIDAGAO DE UMA ESCALA
DIAGRAMATICA PARA A AVALIAGAO DA SEVERIDADE DA FERRUGEM
DA AMEIXEIRA

3.1 RESUMO

A ferrugem da ameixeira é causada pelo fungo Tranzschelia discolor
(Fuckel) Tranzschel e Litvinov. e vem ocasionando danos que influenciam
diretamente na produtividade dos pomares resultando em perdas. Para avaliar quais
sao as melhores medidas de controle para uma determinada doenca, necessitam-se
métodos eficientes para quantificar a mesma. A melhor estratégia para quantificacao
de doencas foliares € por meio da severidade, e para se te se ter uma quantificacao
rapida e eficiente € necessario elaborar e validar as escalas diagramaticas. Sendo
assim, o objetivo do trabalho foi elaborar e validar uma escala diagramatica (ED)
para a avaliagdo da severidade da ferrugem da ameixeira. Primeiramente foram
obtidas 200 folhas com sintomas da ferrugem da ameixeira. As folhas foram
digitalizadas e em seguida, todas as imagens foram processadas e a severidade real
foi determinada pelo software QUANT. A partir disso, foi elaborada a ED composta
por dez imagens com severidades distintas (0,3; 1,0; 2,0; 5,0; 10; 15; 20; 25; 30 e
35%). A ED foi validada em duas etapas por 10 avaliadores sem experiéncia na
avaliacao de doencas de plantas. A primeira etapa foi constituida por estimativas de
severidades em 50 folhas com diferentes niveis de severidade de doenca sem o uso
da escala e posteriormente com o uso da ED para o mesmo conjunto de folhas,
representando assim a segunda etapa. A analise de correlagdo concordante de Lin's
baseada na severidade estimada pelos avaliadores versus severidade real foi
realizada e demonstrou que a precisdo e acuracia foram melhoradas quando houve
0 uso da ED comparado a quando nao foi utilizada. A ED melhorou a acuracia (Cp =
0,78 e 0,97, sem e com a ED, respectivamente), a precisao (r = 0,87 e 0,93, sem e
com a ED, respectivamente) e o coeficiente de correlagdo concordante de Lin’s (p; =
0,68 e 0,91 com e sem a ED, respectivamente) das estimativas de severidade.
Houve maior reprodutibilidade quando se utilizou a ED (coeficiente de determinacgéo,
R? = 0,61 sem e R? = 0,79 com a ED, e coeficiente de correlagdo intraclasse p =
0,45, sem ED e p = 0,88 com a ED). A ED elaborada melhorou a precisao, acuracia
e a reprodutibilidade das estimativas.

Palavras-chave: Tranzschelia discolor; Fitopatometria; Doenga fungica.
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CHAPTER I: ELABORATION AND VALIDATION OF A DIAGRAMATIC SCALE FOR
THE EVALUATION OF THE SEVERITY OF PLUM RUST

ABSTRACT

The plum rust is caused by the fungus Tranzschelia discolor (Fuckel) Tranz and Litv.
and has been causing damages that directly influence the productivity of the
orchards resulting in losses. To evaluate the best control measures for a particular
disease, efficient methods are required to quantify the disease. The best strategy for
quantification of foliar diseases is through severity, and if you have a quick and
efficient quantification it is necessary to elaborate and validate the standard area
diagram. Thus, the objective of the work was to elaborate and validate a standard
area diagram (SAD) for the evaluation of the severity of plum rust. First, 200 leaves
with symptoms of plum rust were obtained. The sheets were scanned and then all
images were processed and the actual severity was determined by QUANT software.
From this, SAD was composed of ten images with different severities (0,3, 1.0, 2.0,
5,0, 10, 15, 20, 25, 30 and 35%). The SAD was validated in two stages by 10
evaluators with no experience in evaluating plant diseases. The first stage consisted
of estimates of severity in 50 leaves with different levels of disease severity without
the use of the scale and later with the use of SAD for the same set of leaves, thus
representing the second stage. Lin's concordant correlation analysis based on the
severity estimated by the evaluators versus actual severity was performed and
demonstrated that precision and accuracy were improved when SAD was used
compared to when it was not used. SAD improved accuracy (Cb = 0,78 and 0,97,
without and with SAD, respectively), precision (r = 0,87 and 0,93, without and with
SAD, respectively) and the coefficient of concordant correlation of Lin's (pc = 0,68
and 0,91 with and without SAD, respectively) of the severity estimates. There was
greater reproducibility when SAD (coefficient of determination, R2 = 0.61 without and
R2 = 0,79 with SAD, and intraclass correlation coefficient p = 0,45, without SAD and
p = 0,88 with SAD). The elaborated SAD improved the accuracy, accuracy and
reproducibility of the estimates.

Key words: Tranzschelia discolor ; Phytopathometry; Fungal disease.
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3.2 INTRODUGAO

A produgdo de ameixa no Brasil se concentra no Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Sao Paulo e sul de Minas Gerais (SEAB/DERAL, 2017). Entre os
entraves que a cultura se depara para concretizar seu avango nas regides
produtoras do pais, destaca-se a ferrugem da ameixeira, causada pelo fungo
Tranzschelia discolor (Fuckel) Tranzschel e Litvinov. Este patossistema é importante,
pois vem provocando danos que influenciam diretamente na produtividade e
qualidade dos pomares (MAY DE MIO et al., 2016).

Os sintomas se diferem em relagdo aos da cultura do pessegueiro, ainda
que, o0 agente causal da doenga seja considerado o mesmo para ambas as culturas
(OGAWA et al., 1995; MAY DE MIO et al., 2016), podendo ocasionar a redug¢ao da
area foliar sadia devido as lesbes formadas na face abaxial das folhas que pode
levar a uma desfolha precoce das plantas, podendo induzir a floracdo e brotacio
antecipada, o que gera alteracao no ciclo da cultura (ALVES & MAY DE MIO, 2008).

Para avaliar quais sao as melhores medidas de controle para a ferrugem da
ameixeira, determinar os danos e compreender melhor como os danos desse
patossistema se comportam ao longo do tempo, s&o necessarios meétodos eficientes
para quantificar a doenga. Os sintomas da ferrugem da ameixeira aparecem em
formas de lesbes na face adaxial e os sinais (pustulas) do patégeno na parte
abaxial, portanto a forma mais adequada para estimar e quantificar esta doenca é
por meio da severidade, a qual representa a percentagem de tecido foliar doente em
relacao a area foliar sadia (AMORIM, 1995).

A quantificagdo da severidade de uma doencga pode ser subjetiva, uma vez
que, é realizada visualmente pelos avaliadores os quais podem apresentar variagao
em suas estimativas. Com o objetivo de quantificar a severidade de doencas,
estratégias tém sido sugeridas e entre estas, tem se destacado as escalas
diagramaticas (ED), que sdo representacdes ilustradas de uma série de plantas,
folhas, ou partes de plantas com sintomas em diferentes niveis de severidade
(BERGAMIN FILHO & AMORIM, 1996).

A utilizacdo de ED pode reduzir essa subjetividade das estimativas de
severidade entre os avaliadores, melhorar a acuracia, precisdo e reprodutibilidade
das avaliagbes, como ja demonstrado em outros patossistemas (MARTINS et al,,
2004; DUARTE et al., 2013; RIOS et al., 2013; DEBONA et al., 2015; DOLINSKI et
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al., 2017). Para a cultura do pessegueiro ja existe uma escala diagramatica para a
ferrugem, porém na ameixeira, além da fisiologia e morfologia das folhas serem
distintas, a sintomatologia da doenca se apresenta de maneira diferente, o que
dificultaria uma adaptacdo desta escala para avaliagdes da severidade nas folhas da
ameixeira ( MAY DE MIO et al., 2016 DOLINSKI et al., 2017).

Portanto, uma escala diagramatica para estimativa de severidade de T.
discolor para a cultura ameixeira necessita ser desenvolvida e validada para que a
quantificacdo desta doenca seja realizada de maneira acurada, precisa, e
reprodutivel pelos avaliadores. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi elaborar e
validar uma escala diagramatica (ED) para a avaliagao da severidade da ferrugem

da ameixeira.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Elaboracao da ED

Inicialmente, foram coletadas 200 folhas de diferentes épocas, severidades e
de diferentes pomares com a ferrugem da ameixeira dos estados de S&o Paulo,
Parana e Santa Catarina. Essas folhas apresentaram grandes variagbes na
distribuicao e no formato de lesées e na severidade da doenca.

A parte abaxial das folhas foram digitalizadas em um scanner HP Laser Jet
100 color MFP M175a, em seguida, todas as imagens das folhas foram processadas
e a quantificacdo da severidade real foi determinada pelo software QUANT.

Posteriormente foi realizada a elaboragdo da escala diagramatica, na qual
foram considerados alguns critérios como: a) o maior e o menor nivel de severidade
da escala diagramatica corresponderam, respectivamente, a maxima e minima
severidade da doencga observada no campo; b) o padrao dos sinais representados
na escala diagramatica foram os mais proximos possiveis observados nas folhas; c)
a determinacdo dos niveis intermediarios da escala diagramatica com intervalos de
severidade da doencga espagados linearmente, pois estudos recentes contestaram a
validade da lei de Weber-Fechner e, consequentemente, o uso da escala de
Horsfall-Barratt (FORBES & KORVA, 1994; NITA et al.,, 2003; NUTTER & ESKER,
2006; BOCK et al.,, 2009). Para a elaboragdo da escala foi escolhida uma folha

padrdo e os diferentes niveis de severidade que compde o conjunto de imagens



38

(diagrama) foram criados pelo software de edicdo de imagens PAINT.NET, no qual
foram respeitados os padrdes de distribuicdo das lesées encontradas no campo.
3.3.2 Validagao da ED

A ED foi validada em duas etapas por 10 avaliadores sem experiéncia na
avaliacao de doencas de plantas. A primeira etapa foi constituida por estimativas de
severidades em 50 folhas com diferentes niveis de severidade de doenca sem o uso
da escala. Apdés 15 min, as estimativas foram realizadas com o uso da ED para o
mesmo conjunto de folhas, representando assim a segunda etapa.

Foi utilizada a analise de correlagdo concordante de Lin’s (Lin, 1989) para
avaliar a acuracia e precisao das estimativas. O coeficiente de correlagao
concordante de Lin (p¢), € muito importante por combinar as medidas de acuracia e
precisdo em uma mesma analise (Bock et al., 2010).

A féormula do p; é: pc = Cp . r, onde Cp € um fator de correcao do desvio que
mede o quao longe estda a linha ajustada dos desvios em relagdo a linha
concordante e, portanto, € uma medida de acuracia, e r, que € o coeficiente de
correlagdo entre a severidade estimada (Y) e a severidade real (X), sendo uma
medida de precisdo. C, é derivado de: C, = 2/[(u + 1/u + u?)], onde U = oy / 0, onde O
€ o desvio padréo de Y e X, respectivamente; e u = (dy - Hx) / \/(cry . Oyx), Onde Y é o
valor médio de Y e X, respectivamente, o € definido como acima. O componente v
mede a diferenga de escala entre os valores de Y e X, que, essencialmente, sera
definida pela diferenga na inclinagdo das duas linhas (linha ajustada da regressao
com a linha concordante). Inclinagbes iguais para as duas linhas implica em um
valor de v igual a 1. O termo u reflete a mudanga de localizagdo da linha ajustada da
regressao em relagdo a linha concordante, que é caracterizado pela diferenca de
altura entre essas duas linhas. Iguais alturas implicam em um valor de u igual a 0.

Portanto, um avaliador perfeito seria aquele em que suas estimativas
estariam todas iguais a linha concordante, ou seja, r=1, C, =1 [u=1, u=0], e,
consequentemente, p. = 1 (BOCK et al., 2010; NITA et al., 2003).

A reprodutibilidade das avaliacbes foi determinada de duas maneiras. A
primeira foi baseada nos valores de R? da regressao linear, uma das mais utilizadas,
entre as severidades estimadas pelos diferentes avaliadores combinados aos pares,
com e sem 0 uso da escala diagramatica. A segunda maneira foi baseada na
obtengao do coeficiente de correlagéo intra-classe (p), com e sem 0 uso da escala

diagramatica. O p foi obtido por meio de estimativas dos componentes de variancia,
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utilizando um esquema fatorial com dois fatores. Um fator s&o todos os avaliadores e
o outro sdo todas as amostras, sendo a variavel resposta a severidade estimada por
cada avaliador. O p é determinado pela férmula p= 0%mostra/(0%amostra + OZavaliador +
0%emo), ONde: OZamostra, O2avaliador € O2erro SA0 @ variancia da amostra, do avaliador e do
erro, respectivamente. Quanto mais proximo de 1 for o valor de p, maior sera a
reprodutibilidade dos avaliadores.

Para concluir sobre a melhoria ou ndo da acuracia, precisao,
reprodutibilidade e repetibilidade das estimativas de severidade da doenga com o
uso das escalas diagramaticas analises estatisticas foram realizadas com todas as
variaveis discutidas acima (Cp, U, U, p,, I, P € R2). Foi realizado o teste de
equivaléncia por ser o mais recomendado (Yi et al., 2008). Para realizar este teste,
cada uma das variaveis (Cp, U, U, p¢, I, p € R2) foi calculada pela diferenca dos
valores de cada variavel com e sem o uso da escala para cada avaliador em analise.
Foi realizado o teste de equivaléncia para calcular o intervalo de confianga (IC) a
95% de probabilidade para cada variavel por “bootstrapping” usando o método do
percentil (YADAV et al., 2013). Se o IC para uma determinada variavel nao incluir o
valor zero, indica que a diferenga é significativa (P = 0,05), ou seja, prova-se que o
uso da escala diagramatica melhora significativamente a variavel em analise,
baseado nas estimativas de todos os avaliadores. Todas as analises estatisticas
foram realizadas através de pacotes contendo scripts para cada tipo de variavel
gerada no programa R (GAMER et al., 2012).
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3.4 RESULTADOS

A escala diagramatica elaborada possui dez imagens de folhas com
severidades variando entre 0,3 a 35 % (FIGURA 2) com intervalos linearmente
distribuidos. Com a utilizacdo da ED em comparacdo ao nao uso, os valores

estimados de severidade foram mais préximos dos reais (FIGURA 3 A e B).

FIGURA 2. ESCALA DIAGRAMATICA PARA A AVALIACAO DA SEVERIDADE DA FERRUGEM
(Tranzschelia discolor) DA AMEIXEIRA (Prunus salicina). OS NUMEROS REPRESENTAM A
PERCENTAGEM DE AREA FOLIAR COM SINTOMAS/SINAIS DA DOENCA NA PARTE ABAXIAL
DAS FOLHAS (REPRESENTADA EM VERMELHO NOS DIAGRAMAS).

00000
00000

Todos os coeficientes de correlacdo concordante de Lin’'s foram

significativamente melhorados com o uso da escala, demostrando melhoria em
acuracia e precisao como apresentados na TABELA 1. Quando ED nao foi
empregada, o p. foi de 0,69 e quando foi utilizada a ED o p foi 0,91. Os valores de

Cp foram de 0,79 e 0,98, sem e com a ED, respectivamente. Os valores de u foram
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de 0,34 e -0,14 sem e com ED, respectivamente. O parametro (v) foi de 1,28 e 0,89
sem e com ED, respectivamente, sendo significativamente melhorado com a
utilizagao da escala.

Sem o uso da escala o valor de rfoi de 0,87, mas quando a escala foi usada
o valor de r foi de 0,94 (TABELA 1). Para todas as variaveis em analise, o valor de
zero nao foi incluido, portanto, a diferenga é significativa e dessa maneira o uso da
escala diagramatica melhorou significativamente os parametros analisados para

cada avaliador.

FIGURA 3. RELACAO ENTRE A SEVERIDADE REAL E A ESTIMADA PARA FERRUGEM
(Tranzschelia discolor) DA AMEIXEIRA (Prunus salicina), SEM (A) E COM (B) O USO DA ESCALA
DIAGRAMATICA (ED) PARA 50 FOLHAS DOENTES. A LINHA SOLIDA REPRESENTA A LINHA DE
MELHOR AJUSTE, ENQUANTO A LINHA PONTILHADA E A LINHA DE CONCORDANCIA, O QUE
REPRESENTA PERFEITA RELACAO ENTRE A SEVERIDADE REAL E A ESTIMADA. ERRO
ABSOLUTO (SEVERIDADE ESTIMADA MENOS A SEVERIDADE REAL), SEM (C) E COM (D) O
USO DA ED PARA 50 FOLHAS DOENTES.

Sem ED Com ED

Severidade estimada (%)

Erro Absoluto

0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35

Severidade real (%)
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Houve tendéncia de superestimar a severidade da doenga quando os
avaliadores nao utilizaram a ED, o que pode ser observado por 90% dos avaliadores
terem apresentado valores do parametro (u) positivos (FIGURA 4 b).

Para confirmar esta tendéncia, foi observado que 68,6% das estimativas
apresentaram valores de erro absoluto (diferenga entre os valores da severidade
estimada e a severidade real) positivos (FIGURA 4 c). No entanto, com a utilizagao
da escala foi observada uma tendéncia de subestimar a severidade da doenca, pois
os avaliadores apresentaram 90% dos valores negativos para o parametro (u)
(FIGURA 4 b), e 61,6% dos erros absolutos com valores negativos nas estimativas
da severidade (FIGURA 4 d). Sem o auxilio da ED, os valores dos erros variaram de
-28 a 60 e com o uso da ED, essa variacao foi reduzida para -18 a 11 (FIGURA 4 ce
d). Quando foi avaliada a percentagem das estimativas dos erros absolutos maiores
que 10%, os valores foram de 30,2 e 4,0%, sem e com o uso da ED,
respectivamente.

A média do coeficiente de determinacdo (R?) e o coeficiente de correlacédo
intra-classe (p) foram significativamente melhores quando os avaliadores utilizaram
a ED para estimar severidade da doencga (TABELA 2). As severidades estimadas
foram mais reproduziveis quando se utilizou a ED (coeficiente de determinagéo, R? =
0,61 sem e R? = 0,79 com a ED), onde sem o uso da escala 28,8% dos avaliadores
apresentaram valores > 0,70 de R? enquanto com o uso da escala 91,1% dos
avaliadores apresentaram valores > 0,70 (FIGURA 5). O coeficiente de correlagao
intra-classe também apresentou melhoria (o = 0,45, sem ED e p = 0,88 com a ED).
Com o aumento significativo destes dois coeficientes, a reprodutibilidade das
estimativas de severidade da ferrugem da ameixeira entre avaliadores melhorou

quando houve o uso da ED.
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FIGURA 4. INCLINAGCAO (Y) (A), DESLOCAMENTO (U) (B), FATOR DE CORRECAO (Cj;) (C),
COEFICIENTE DE CORRELACAO (R) (D) E CCCL (P¢) (E) DAS ESTIMATIVAS PARA FERRUGEM
(Tranzschelia discolor) DA AMEIXEIRA (Prunus salicina), REALIZADAS PELOS 10 AVALIADORES
COM (CIRCULOS BRANCOS) E SEM O USO DA ED (CIRCULOS PRETOS).
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FIGURA 5. REPRODUTIBILIDADE ENTRE 10 AVALIADORES, CONFORME DETERMINADO PELO
COEFICIENTE DE DETERMINACAO (R?), SEM E COM O USO DA ED COMO UM AUXILIO PARA
AVALIAR A SEVERIDADE DA FERRUGEM EM 50 FOLHAS DOENTES DE AMEIXEIRA.
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TABELA 1. EFEITO DA UTILIZACAO DA ESCALA DIAGRAMATICA (ED) PARA MELHORAR A
AVALIAGAO SOBRE A PRECISAO, ACURACIA E REPRODUTIBILIDADE DAS AVALIACOES DA
SEVERIDADE DA FERRUGEM EM 50 FOLHAS DE AMEIXEIRA, ESTIMADAS POR 10
AVALIADORES.

Médias® b 95% ICs® da
Variaveis diferenca” entre médias .

Sem escala Com escala diferenga
Inclinagao (u)° 1,276 (0,531) 0,888 (0,060) 0,386 (0,162) -0,703 - -0,071
Deslocamento (u)° 0,337 (0,785) -0,143 (0,102) 0,483 (0,234) -1,945 - -0,024
Fator de corregéo (Cp)' 0,787 (0,256) 0,976 (0,023) 1,189 (0,076) 0,039 — 3,999
Coeficiente de

~ 0,872 (0,056) 0,935 (0,036)  ,064(0,020) 0,024 - 0,103

correlagao (r)°
CCCL (o) " 0,688 (0,230) 0,914 (0,053) 1,226 (0,070) 0,087 - 0,364

2 Os valores de desvio-padrdo estéo entre parénteses.

® A média da diferenga das avaliagdes. Os valores para os erros padréo estao entre parénteses

©10000 bootstraps foram usados para obter os intervalos de confianga (IC). Se os ICs incluirem o zero,
a diferenca néo foi significativa (a = 0,05).

4Viés de inclinagao (u, 1= sem desvios em relagao a linha de concordancia).

°Viés de deslocamento (u, 0= sem desvios em relagéo a linha de concordancia).

"Fator de correcéo (C,) mede em que medida a linha de melhor ajuste se desvia de 45°.° A preciséo é

medida pelo coeficiente de correlagao (r).
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" Coeficiente de correlagcao concordante de Lin's (CCCL) combina ambas as medidas de acuracia e

precisao.

TABELA 2. REPRODUTIBILIDADE DA AVALIACAO DE 10 AVALIADORES PARA A FERRUGEM
EM 50 FOLHAS DE AMEIXEIRA, AMBOS SEM E COM O USO DA ESCALA DIAGRAMATICA (ED).
A REPRODUTIBILIDADE ENTRE OS AVALIADORES E MEDIDA PELO COEFICIENTE DE
DETERMINACAO (R?) E COEFICIENTE DE CORRELACAO INTRA-CLASS (P).

Estatistica Sem Escala Com Escala
Coeficiente de determinagéo ) )
(Rz)a 0,614 (min: 0,290; max: 0,843) 0,792 (min:0,661; max: 0,953)
Diferenga entre médias (95 %
IC)° 0,0637 (0,0238 — 0,1040)
Coeficiente de correlagao intra- a
0,45° (0,278 - 0,614) 0,882 (0,834 - 0,922)

class (p) (95 % IC)

“Média do coeficiente de determinagdo estimados a partir de comparagdes par a par de avaliagdes por
todos os avaliadores.
®Foram utilizadas 10000 bootstraps para obter os intervalos de confianga. Se o intervalo de confianga

incluir o niumero 0 a diferenga nao € significativa (a=0,05)

3.5 DISCUSSAO

A escala diagramatica elaborada para avaliar a severidade da ferrugem da
ameixeira melhorou a acuracia, precisao e a reprodutibilidade das estimativas. Com
isso, a escala proposta podera ser eficiente para estudos epidemioldgicos incluindo
avaliacdo de dano, avaliagdes de genotipos resistentes, eficiéncia de fungicida, o
que corroborara a tomada de decisdes para o melhor manejo desta doenca.

Na literatura internacional existe uma escala da ferrugem do pessegueiro ja
validada, a qual utilizou a parte adaxial das folhas para ser elaborada, isto porque a
severidade na parte abaxial e adaxial se correspondem e, 0s sintomas sao evidentes
na parte adaxial (DOLINSKI et al., 2017). Isto ndo ocorre para o caso da ameixeira,
a severidade na face adaxial ndo corresponde a face abaxial da folha, sendo
observados valores maiores na face inferior. Sendo assim, a ED elaborada neste
estudo foi feita com a parte abaxial das folhas e a recomendagao de avaliagao deve
ser feita desta maneira para evitar estimativas erréneas.

Os niveis da escala variaram de 0,3 a 35% e os intervalos foram distribuidos

de forma linear, pois estudos contestaram a validade da lei de Weber-Fechner, onde
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0s mesmos sao distribuidos logaritmicamente (CHALLIOL et al., 2006; NUTTER e
ESKER, 2013; YADAV et al., 2013; BOCK et al., 2010). A escala elaborada contém
10 niveis de severidade utilizados para o avaliador balizar sua estimativa, podendo
assim, a estimativa ser diferente da severidade que compde escala (DUARTE et al.,
2014).

Os intervalos escolhidos se mostraram suficientes para melhorar a acuracia,
precisdo e reprodutibilidade das estimativas realizadas para a severidade de
Tranzschelia discolor em folhas de ameixa, assim como em outros realizados com
patossistemas que apresentam similaridade na distribuicio das lesdes
(KLOSOWSKI et al., 2013; DOLINSKI et al., 2017). O numero de intervalos
escolhidos pode ser considerado suficiente para representar com confianga os niveis
de severidade que ocorrem a campo.

N&o existe um numero ideal definido de niveis de diagramas para nenhum
patdgeno em um determinado cultivo, pois estes podem sofrer influéncia de diversos
fatores, como a estimativa dos avaliadores da maxima severidade observada, a
distribuicdo dos valores da severidade, caracteristicas dos sintomas e a experiéncia
dos mesmos, interferindo dessa maneira no numero de diagramas a ser
desenvolvidos para cada escala. Um numero muito baixo de diagramas em uma
escala diagramatica pode resultar em uma baixa acuracia e precisdo das
estimativas, levando o avaliador a ser muito rapido em sua avaliagcdo e nao
demonstrar acuracia e precisao nos valores escolhidos, enquanto que um numero
excessivo de diagramas pode levar a aumento de tempo entre estimativas e
ineficiéncia dos mesmos na avaliagdo (BOCK et al., 2016; DOLINSKI et al., 2017).

Ainda né&o existia uma escala diagramatica elaborada para a ferrugem da
ameixeira e ndo se conheciam os valores maximos e minimos de severidade que T.
discolor poderia alcancar em folhas da planta. Estudos realizados em espécies do
mesmo género Prunus ja foram conduzidos, incluindo o mesmo patdégeno
(Tranzschelia discolor) na cultura do pessegueiro, sendo relatado severidades de até
7%, justificando o baixo valor devido a queda prematura das folhas em baixas
severidades (MARTINS, 1994). Dolinski et al., 2017 elaboraram e validaram uma
escala diagramatica para a ferrugem do pessegueiro utilizando dez niveis
distribuidos de forma linear e com valor maximo de severidade de 30%. A variacao
dos sintomas e valores de severidades encontradas podem estar associadas a

diferentes aspectos como cultivares mais suscetiveis, tipo de manejo realizado nos
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pomares e variagdes climaticas que ocorrem e acabam influenciando na distribuicéo
e quantidade de lesbes ocasionadas pelo patdégeno, tanto para a cultura do
pessegueiro como para da ameixeira (MAY DE MIO et al., 2004; NESI et al., 2014).

Para que as folhas escaneadas e processadas representassem o0 mais
proximo possivel as severidades encontradas a campo, foram realizadas coletas em
diferentes regides do Brasil (Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina) e diferentes
cultivares com ampla variagéo nos sintomas das folhas, com o intuito de padronizar
os valores minimos e maximos encontrados e finalmente elaborar um diagrama que
contivesse essas caracteristicas.

Em varios estudos envolvendo a validagdo de ED é observada uma
tendéncia de superestimativas de severidade com o uso de ED (CAPUCHO et al.,
2010; CAPUCHO et al., 2011, YADAV et al., 2013; RIOS et al., 2013; GONZALEZ-
DOMINGUEZ et al, 2014). No entanto, foi observado nesse estudo que os
avaliadores tiveram uma tendéncia de subestimar os valores de severidade da
ferrugem da ameixeira como observado em varios trabalhos (SPOLTI, et al., 2011;
DUARTE et al., 2013; DOLINSKI et al., 2017).

Independentemente da ocorréncia de super ou subestimativa dos valores de
severidade das doengas, o mais importante € que o erro absoluto seja reduzido com
0 uso da escala. Para que os avaliadores sejam considerados bons, a maioria das
suas estimativas deve estar no intervalo de + 5% do valor real e ndo devem
ultrapassar + 10% (NUTTER JR & SCHULTZ, 1995). Com o uso da ED elaborada,
apenas 4% das estimativas tiveram erros maiores que 10% mostrando que a ED
teve grande influéncia na reducao do erro absoluto.

Com o aumento da acuracia, precisao e reprodutibilidade quando a ED é
utilizada, as estimativas da severidade de T. discolor em folhas de ameixeira se
tornam mais confiaveis, podendo dessa maneira diminuir o tempo gasto para a
quantificacdo da doencga e padronizar os resultados entre os mesmo na estimativa
da severidade da doenca (YADAV et al., 2013).

3.6 CONCLUSAO
A escala diagramatica elaborada e validada é indicada para estudos que

necessitem da quantificacdo a severidade da ferrugem da ameixeira de forma

acurada, precisa e reprodutivel.
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4. CAPITULO II: AVALIAGAO DOS COMPONENTES DO MONOCICLO DA
FERRUGEM DA AMEIXEIRA

4.1 RESUMO

A ferrugem da ameixeira ocasionada pelo fungo Tranzschelia discolor (Fuckel) Tranz
& Litv., influencia diretamente na produtividade e qualidade dos pomares, resultando
em perdas. Estudos sobre seus componentes de monociclo em relacdo aos
principais fatores ambientais de diferentes regides produtoras que influenciam seu
desenvolvimento sdo escassos e de extrema importancia. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito da temperatura e duracdo do periodo de molhamento na
germinacdo de esporos e temperatura no periodo latente e nimero de pustulas/cm?
de isolados populacionais de trés diferentes Estados (SP, PR e SC). Para avaliar a
germinagao dos esporos foram utilizadas 6 temperaturas (10, 15, 20, 25, 30 e 35°C)
e 6 periodos de molhamento (3, 6, 9, 12, 24 e 48 horas) com 3 repetigdes.
Posteriormente se realizou a contagem de 100 urediniésporos/gota, e contabilizado
apenas 0s germinados, ou seja, 0s que apresentavam tubo germinativo com
comprimento igual ou maior ao comprimento do uredinidosporo. Para avaliacdo da
duracgéo do periodo latente sob diferentes temperaturas (13, 18, 20, 23, 25 e 28°C)
para os trés isolados populacionais, foi realizado um experimento com 5repeticoes.
Aos 15 dias ap6ds inoculacdo foi avaliado o nimero de pustulas/cm? pela contagem
das mesmas em duas folhas por repeticdo. A germinagcdo dos uredinidésporos
ocorreu para os trés isolados populacionais na faixa de temperatura de 10 a 35°C a
partir do menor periodo de molhamento de 3 horas. A temperatura 6tima para a
maxima germinacdo estimada pelo modelo linear ajustado foi de 24,03; 24,38 e
24,58°C para os isolados dos Estados de PR, SC e SP, respectivamente no periodo
de molhamento de 48 horas. Os menores periodos latentes observados foram de
10,3, 8,9 e 10,6 dias, nas temperaturas otimas de 21,9; 22,1 e 22,4°C estimadas
para os isolados de PR, SC e SP, respectivamente. Em relagdo ao numero de
pustulas/cm? o isolado SC se mostrou mais agressivo em relagdo a PR e SP,
apresentando o maior valor. Estas informacdes servem como estudo de base para
entender melhor as como ocorrem as epidemias da doenga no campo.

Palavras - chave: Tranzschelia discolor; condigdes ambientais; Epidemiologia.
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CHAPTER II: EVALUATION OF THE MONOCYLIC COMPONENTS OF THE PLUM
RUST

ABSTRACT

The plum rust caused by the fungus Tranzschelia discolor (Fuckel) Tranz & Litv.,
directly influences the productivity and quality of the orchards, resulting in losses.
The need for studies on the components of its unicycle in relation to the main
environmental factors of different producing regions that influence its development
are scarce and of extreme importance. The objective of this work was to evaluate the
effect of temperature and duration of the wetting period on spore germination,
temperature in the latent period and the number of pustules/cm? of population
isolates from three different States (SP, PR and SC). To evaluate spore germination,
6 temperatures (10, 15, 20, 25, 30 and 35°C) and 6 wetness periods (3, 6, 9, 12, 24
and 48 hours) were used with 3 replicates. Subsequently, counts of 100
urediniopores/drop were counted, and only those germinated, that is, those with a
germinative tube of length equal to or greater than the length of the urediniospore,
were counted. To evaluate the duration of the latent period under different
temperatures (13, 18, 20, 23, 25 and 28°C) for the three population isolates, three
experiments were performed with four replicates. At 15 days after inoculation the
number of pustules/cm? was evaluated by counting them on two leaves per replicate.
The germination of the urediniospores occurred for the three population isolates in
the temperature range of 10 to 35°C from the shortest wetting period of 3 hours. The
optimum temperature for the maximum germination estimated by the adjusted linear
model was 24,03; 24,38 and 24,58 ° C for the isolates of the PR, SC and SP states,
respectively, in the wetting period of 48 hours. The lowest latent periods observed
were 10,3, 8,9 and 10,6 days, at the optimum temperatures of 21.9; 22.1 and 22,4 °
C estimated for PR, SC and SP isolates, respectively. In relation to the number of
pustules/cm? the SC isolate showed to be more aggressive in relation to PR and SP,
presenting the highest value. This information serves as a background study to better
understand how epidemics of the disease occur in the field.

Key words: Tranzschelia discolor; Environmental conditions; Epidemiology.
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4.2 INTRODUGCAO

A planta de ameixeira € uma frutifera de clima temperado sendo cultivada no
pais desde as regides do Rio Grande do Sul até o sul de Minas Gerais
(SEAB/DERAL, 2017). A ameixeira apresenta limitagdes em sua adaptagcédo a
regides mais quentes, e uma vez exposta a condigdes de estresse em regides mais
quentes, aumenta a incidéncia de doencgas. Os estados de Sao Paulo, Parana e
Santa Catarina estdo entre os principais produtores de ameixa no pais, e cada um
apresenta amplitudes térmicas e estagdes chuvosas diferentes e variadas (WREGE
et al., 2005), o que implica diretamente na evolugao e intensidade de doengas na
cultura da ameixeira (BARBOSA et al., 2003; MARTINS et al., 2005; EIDAM et al.,
2012; SEAB/DERAL, 2017).

Uma das principais doengas fungicas que afetam a cultura da ameixeira € a
ferrugem ocasionada pelo fungo Tranzchelia discolor (Funckel) Tranz & Lity,
causando desfolha precoce da planta, o que pode induzir a floragdo e brotagao
antecipadas e comprometer diretamente a produgao da planta por diminuir reservas
que seriam acumuladas para o préximo ciclo (MARTINS et al., 2005).

Componentes de monociclo sdo frequentemente estudados na literatura a
fim de se obter informag¢des sobre como patdégenos completam_seus processos de
sobrevivéncia, infec¢do, colonizacédo e reprodugdo em hospedeiros durante um
determinado tempo. Temperatura e molhamento foliar, destacam-se entre os
diversos fatores ambientais com grande influéncia nas etapas iniciais de uma
doenga (KABLE et al,, 1986; MARTINS, 1994; BEDENDO, 2011). Estudos dos
componentes de monociclo da ferrugem na cultura do pessegueiro sdo encontrados
na literatura (MARTINS, 1994), mas para a ferrugem da ameixeira sdo escassos 0s
estudos a respeito das condi¢gdes ambientais que afetam o desenvolvimento de seu
ciclo de vida (ADASKAVEG et al., 2000; BEDENDO, 2011).

O estudo dos componentes do monociclo da ferrugem na cultura da
ameixeira possibilitara determinar a favorabilidade da doenga em determinadas
condigdes ambientais que ocorrem nas diferentes regides produtoras do pais. Diante
destes fatos, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo comparativo entre as
variaveis testadas para os diferentes isolados populacionais (PR, SC e SP)

utilizados: a) temperatura e duragcédo do periodo de molhamento na germinagao dos
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esporos in vitro e b) temperatura no periodo latente e numero de pustulas cm? ex

Vivo.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Hospedeiro e inoculo de T. discolor

Foram utilizadas mudas da cultivar Reubinnel, que é suscetivel a ferrugem
da ameixeira. Os isolados populacionais para os experimentos foram obtidos de
plantas de ameixeira infectadas com a ferrugem em Curitiba - PR, Videira - SC e

Paranapanema - SP.

4.3.2 Temperatura e periodo de molhamento na germinacao dos esporos in vitro

Este experimento foi conduzido no esquema fatorial completo (3x6x6) no
delineamento inteiramente casualizado, com 3 repetigcdes. Foram utilizados isolados
populacionais de trés estados (PR, SC e SP), seis temperaturas (10, 15, 20, 25, 30 e
35°C) e seis diferentes periodos de molhamento (3, 6, 9, 12, 24 e 48 horas). Os
isolados foram coletados em uma area experimental orgénica na cidade de Curitiba-
PR e Videira-SC, e de uma area de produgdo convencional na cidade de
Paranapanema-SP.

Cada repeticao foi constituida de uma placa de petri (90 mm) com 3 gotas
equidistantes de 50 pL de suspensdo de uredinidosporos na concentragdo de 1,5 x
10° uredinidsporos mL'. As placas foram depositadas abertas dentro de caixa
plastica tipo gerbox (250 mL) contendo papel filtro umedecido com 10 mL de agua
destilada esterilizada e mantidas em camara de crescimento BOD nas diferentes
temperaturas e periodos de molhamento no escuro. Para obter os diferentes
periodos de molhamento, o processo de germinagdo foi interrompido em cada
periodo com adicdo de uma gota de lactofenol de Amann a aliquota de suspenséo
fungica. A avaliagdo da porcentagem de germinagcido consistiu na contagem, em
microscopio de luz, dos 100 primeiros uredinidosporos encontrados em cada gota e
posteriormente obtido a média de germinacédo das trés gotas. Foi considerado um
urediniésporo germinado, aquele que apresentou tubo germinativo de tamanho igual

Ou superior ao seu comprimento.
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Para os dados de germinacao foi ajustado o modelo linear com resposta
gaussiana com termos néo lineares nas variaveis, descrito pela equagao:

Y=Boi +B1i* T+Ba* T2 +Bs*M+Bs*M*®® +Bs5*T*M+e

Onde: Y refere-se a germinacgao; i: corresponde a origem dos isolados (PR,
SC e SP); T corresponde a temperatura (°C); M ao molhamento (horas); e ao erro.
4.3.3 Temperatura no periodo latente e nimero de pustulas cm™ ex vivo

Este experimento foi conduzido no esquema fatorial (3x9) no delineamento
inteiramente casualizado, com 5 repeticoes. Foram utilizados isolados populacionais
de trés Estados (PR, SC e SP) e nove temperaturas (10, 13, 18, 20, 23, 25, 28, 30 e
35°C). Cada repeticdo consistiu-se de uma placa de petri (90 mm) contendo trés
folhas. As folhas foram alocadas nas placas contendo meio de cultura agar-agua
1%. A inoculacdo foi feita depositando uma suspensdo de 100 pL (1,5 x 10°
uredinidosporos mL'1) com auxilio de uma pipeta na parte abaxial e posteriormente
espalhadas com uma alga de drigalski. Apos a inoculagdo das folhas, as placas
foram transferidas para camaras de crescimento do tipo BOD nas diferentes
temperaturas e ficaram no escuro por 24 horas, e logo apés foram expostas a
fotoperiodo de 12 horas. O periodo latente foi determinado quando duas das trés
folhas apresentaram pustulas. Aos 15 dias apds a inoculagao foi contado o numero
de pustulas nas primeiras duas folhas das repeticdes que apresentaram o sinal da
doenga. Foi usado um microscépio estereoscopio onde o campo de visdo possui
uma area de 1,77cm?no aumento de 0,67, sendo avaliados dois locais por folha.

Para os dados de periodo latente e nimero de pustulas cm™, foi ajustado o
modelo um polinbmio de grau 3, descrito pela equacao:

Y=Boi+Bi*T+Ba*T?+Bs* T +e

Onde: Y refere-se periodo latente (dias) ao log do nimero de pustulas cm™;
i: corresponde a origem dos isolados (PR, SC e SP); T corresponde a temperatura

(°C); e ao erro.
4.4 RESULTADOS
4.4.1 Temperatura e periodo de molhamento na germinagéo dos esporos in vitro

Foram observados uredinidésporos dos trés isolados populacionais (PR, SC e
PR) germinados na faixa de 10 a 35°C (FIGURA 6) e em todos periodos de
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molhamento e a maxima germinagcdo ocorreu com 48 horas de molhamento
(FIGURA 7).

Para o melhor ajuste do modelo, foi retirada a temperatura de 10°C. Com
isso evitou que ser utilizasse um modelo mais complexo para acomodar o
comportamento da germinagdo entre a temperatura de 10 e 15°C. A temperatura
6tima para a germinagao estimada pelo modelo, com molhamento de 48 horas, foi
de 24,03, 24,38 e 24,58°C para os isolados dos Estados de PR, SC e SP,
respectivamente, nao diferindo estatisticamente (FIGURAS 9).

Observou-se valores de aproximadamente 80% de germinagéo para os trés
isolados na temperatura ideal e a partir de 24 horas de molhamento (FIGURAS 6 e
7).

FIGURA 6. GERMINAGAO DE UREDINIOSPOROS DOS DIFERENTES ISOLADOS
POPULACIONAIS (PR, SC e PR) DE Transzchelia discolor EM FUNCAO DE PERIODOS DE
MOLHAMENTO (HORAS) E TEMPERATURAS (°C) TESTADOS.
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FIGURA 7. GERMINAGAO DE UREDINIOSPOROS DOS DIFERENTES ISOLADOS
POPULACIONAIS (PR, SC e PR) DE Transzchelia discolor EM FUNCAO DE DIFERENTES
TEMPERATURAS (°C) E PERIODOS DE MOLHAMENTO (HORAS) TESTADOS.
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FIGURA 8. SUPERFICIE DE RESPOSTA COM DADOS ESTIMADOS PELO MODELO LINEAR COM
RESPOSTA GAUSSIANA DA GERMINACAO DE UREDINIOSPOROS DOS DIFERENTES

ISOLADOS POPULACIONAIS (PR, SC e PR) DE Transzchelia discolor EM FUNCAO DE
TEMPERATURA E DO PERIODO DE MOLHAMENTO (HORAS).
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FIGURA 9. INTERVALO DE CONFIANGCA PARA A TEMPERATURA OTIMA NO PERIODO DE 48

HORAS DE MOLHAMENTO PARA OS DIFERENTES ISOLADOS POPULACIONAIS (PR, SC e SP)
DE Tranzschelia discolor EM AMEIXEIRA (Prunus salicina)
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4.4.2 Temperatura no periodo latente e nimero de pustulas cm™ ex vivo

Nao foram observados sinais da doenca nas temperaturas de 10, 30 e 35°C.
No entanto, essas temperaturas foram retiradas das analises para ajuste do modelo
tanto para periodo latente quanto para nimero de pustulas cm™.

Na temperatura de 13°C foi observado um periodo latente de 14,3, 13,5 e
15,8 dias para os isolados de PR, SC e SP, respectivamente. A temperatura de
13°C foi retirada da analise para o melhor ajuste do modelo polinomial de grau 3, ja
que sem essa temperatura n&o ha prejuizo para estimar o periodo latente minimo,
dado que a temperatura 6tima para menor periodo latente esta distante da
temperatura de 13°C (FIGURA 10).

O periodo latente dos trés isolados populacionais foi afetado pela
temperatura, onde os menores periodos latentes observados foram de 10,3, 8,9 e

10,6 dias, nas temperaturas 6timas de 21,9, 22,1 e 22,4°C estimadas pelo modelo
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ajustado, para os isolados de PR, SC e SP, respectivamente (FIGURA 10). O
periodo latente do isolado do PR nao diferiu do de SC e SP, mas o isolado de SC
apresentou periodo latente menor que SP (FIGURA 11).

Na temperatura de 13°C foi observado um niimero de pustulas cm™ de 0,69,
1,06 e 0,63 para os isolados de PR, SC e SP, respectivamente. A temperatura de
13°C foi retirada da analise para o melhor ajuste do modelo polinomial de grau 3, ja
que sem essa temperatura ndo ha prejuizo para estimar nimero de pustulas cm™
maximo, dado que a temperatura 6tima para nimero de pustulas cm™ esta distante
da temperatura de 13°C (FIGURA 12).

O numero de pustulas cm™ dos trés isolados populacionais foi afetado pela
temperatura. Os maiores numeros de pustulas cm observados foram de 39,8, 158,5
e 63,1, nas temperaturas otimas de 22,2, 22,2 e 22,7°C estimadas pelo modelo
ajustado, para os isolados de PR, SC e SP, respectivamente (FIGURA 13). O
nimero de pustulas cm? do isolado de SC foi maior que isolados de PR e SP
(FIGURA 13).
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FIGURA 10. PERIODO LATENTE (DIAS) DOS ISOLADOS POPULACIONAIS (PR, SC e SP) DE
Tranzschelia discolor. DE DIFERENTES ESTADOS EM FUNCAO DAS DIFERENTES
TEMPERATURAS (°C) EM FOLHAS DE AMEIXEIRA (Prunus salicina)
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FIGURA 11. PERIODO LATENTE (MEDIA DE DIAS) ESTIMADO PELO MODELO POLINOMIO DE
GRAU 3 PARA OS ISOLADOS POPULACIONAIS DE DIFERENTES ORIGENS (PR, SC e SP) DE
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Tranzschelia discolor EM FOLHAS DE AMEIXEIRA (Prunus salicina). A BARRA REPRESENTA O

INTERVALO DE CONFIANCA.
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FIGURA 12. VALORES DE Log 10 DO NUMERO DE PUSTULAS/cm® DOS ISOLADOS
POPULACIONAIS DE Tranzschelia discolor DE DIFERENTES ESTADOS (PR, SC e SP) EM
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FOLHAS DE AMEIXEIRA (Prunus salicina Lind.) EM FUNCAO DAS DIFERENTES TEMPERATURAS

(°C).
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FIGURA 13. NUMERO DE PUSTULAS/CM? ESTIMADO PELO MODELO POLINOMIO DE GRAU 3
PARA OS DIFERENTES ISOLADOS POPULACIONAIS (PR, SC e SP) DE Tranzschelia discolor EM
FOLHAS DE AMEIXEIRA (Prunus salicina) A BARRA REPRESENTA O INTERVALO DE
CONFIANCA.
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4.5 DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que temperatura de 24°C e duracéo do periodo de
molhamento de 48 horas sao ideais para maxima germinagao de uredinidosporos de
T. discolor dos trés isolados populacionais testados. Observaram-se diferencas
quanto ao periodo latente e nimero de pustulas cm™ para os isolados de diferentes
estados, sendo o SC o mais agressivo por apresentar o menor periodo latente (8,9
dias) e maior nimero de pustulas per cm? (158,5).

O minimo de 3 horas de duragdo de molhamento foram suficientes para os
esporos dos trés isolados populacionais germinarem nas faixas de temperaturas

testadas (10 a 35°C), demonstrando a alta adaptabilidade dos esporos de T. discolor
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em germinarem com umidade disponivel por pouco tempo e em baixas
temperaturas, o que pode auxiliar a entender quando uma epidemia desta doenca
pode se tornar um problema. Este resultado foi similar ao encontrado por Martins &
Amorim (1999), onde urediniésporos de T.discolor na cultura do pessegueiro
germinaram em um periodo minimo de 2 horas de molhamento em uma faixa menos
ampla de temperaturas (8 a 23°C).

Ogawa & English (1987), na cultura do pessegueiro, avaliaram a germinagao
de urediniosporos de Tranzschelia pruni-spinosae var. discolor (atualmente
classificada como T. discolor) em diferentes condicbes e determinaram a
temperatura 6tima para a germinagédo é de 13 a 26 °C, a minima € de 10 °C ou
inferior e a maxima é de cerca de 38 °C, dados que também se aproximam dos
encontrados neste trabalho.

A germinagdo dos esporos aumentou conforme o acréscimo de horas de
molhamento, e a partir de 24 horas o crescimento apresentou tendéncia a estabilizar
até atingir o maximo em 48 horas de duragao, assim como observado por Martins
(1999), com o mesmo patossistema, em que a partir de 24 horas de molhamento a
germinacgao estabilizou seu comportamento. A autora ainda relata que foram
observadas percentagens de germinacdo maxima de 85% em um dos ensaios, o
que se assimila com os encontrados para os trés isolados (PR, SC e SP), em que se
observaram valores acima de 85% no periodo de molhamento de 48 horas, na faixa
de temperaturas entre 20 e 25°C.

Soto-Estrada et al., (2005) estudaram o comportamento de T.discolor em
funcdo da exposicdo a diferentes periodos de molhamento e observaram que os
urediniésporos germinaram apds um periodo de 4 horas de exposigdo a umidade, se
enquadrando dessa maneira aos resultados ja descritos na literatura e ao
encontrado neste trabalho.

Para outros patossistemas com fisiologias similares como a ferrugem da
videira (Phakopsora euvitis) e ferrugem asiatica da soja (Phakopsora pachyrhizi) o
minimo de duracdo do periodo de molhamento necessario para infeccdo, que
envolve o processo de germinagao, na temperatura de 15°C foi de 6h e 10h
respectivamente, demonstrando as variagdes que podem ocorrem em patdégenos
com carateristicas similares de desenvolvimento (MARCHETTI et al.,1976).

Mesmo para patossistemas com fisiologia, ciclo de vida e hospedeiros

diferentes, a duracdo do periodo de molhamento disponivel pode interferir na
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germinagao de seus esporos. Junior et al., 2016 realizaram experimentos com trés
espécies diferentes de agentes causais da podriddo apical da goiaba
(Botryosphaeria dothidea, Neofusicoccum parvum e Neofusicoccum rirbis) testando
o efeito de diferentes periodos de molhamento e temperatura na germinagao de
conidios. O resultado obtido foi 0 de germinagao de conidios das trés espécies na
faixa de temperatura de 10 a 40°C, e com o ajuste do modelo estatistico beta
generalizada aos dados reais e estimados, através do valor significantemente
diferente de zero de um dos parametros da equacado que representa a taxa de
aumento da percentagem de germinagao de acordo com o periodo de molhamento
testado para as trés espécies, concluiram que ha um aumento na germinagcéo de
conidios com o aumento do periodo de molhamento.

Com este resultado, foi possivel presumir que estes patossiestemas
apresentam uma ampla faixa de condi¢des favoraveis (temperatura para germinagao
de conidios e alta germinagdo conforme a disponibilidade de umidade) para o
desenvolvimento da podridao apical da goiaba, o que dificulta o ajuste de um modelo
de previsdo para doenca. Resultado similar ao encontrado neste trabalho, que
devido a ampla faixa de temperaturas para germinacdo de urediniosporos de T.
discolor, o desenvolvimento da enfermidade se torna um desafio para a previsao de
suas epidemias quando se relaciona condicbes ambientais como temperatura e
umidade.

Com os resultados obtidos em relagdo a germinagado dos uredionidésporos
em amplas faixas de temperaturas e com o minimo periodo de molhamento, aliado
as condi¢cdes ambientais favoraveis que ocorrem nas regides de clima subtropical
como dos Estados de Sao Paulo, Parana e Santa Catarina, € possivel concluir que
uma epidemia da doenga pode ocorrer com intensidade preocupante para as regides
produtoras de ameixa.

Os isolados estudados neste trabalho apresentam origem distintas, sendo
dois provenientes de areas experimentais (PR e SC) na qual o manejo cultural e
quimico é minimo ou ausente, o que poderia explicar a agressividade do isolado SC
em seu periodo latente e nimero de pustulas cm™ em relagdo ao originario de uma
area de manejo convencional (SP) onde praticas de controle sdao adotadas
rotineiramente e podem influenciar na menor agressividade e desenvolvimento do
fungo. Provavelmente haja interferéncia do clima dos estados de origem de cada

isolado populacional
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O periodo de laténcia consiste no periodo entre a infeccdo e o aparecimento
de estruturas reprodutivas do patégeno (VAN DER PLANK, 1975; BEDENDO, 2011).
No caso da ferrugem da ameixeira este processo se encerra com o inicio da
esporulacdo das pustulas. Com o periodo de laténcia € possivel calcular quantos
ciclos do patégeno podem ocorrem em um ciclo da cultura e comparar isolados
populacionais de diferentes estados produtores de ameixa e determinar se ha
diferengas nas épocas e intensidades das epidemias causadas por T.discolor.

O periodo latente dos trés isolados populacionais utilizados foi afetado pela
temperatura em sua duragdo. Diversos estudos com ferrugens encontraram a
mesma resposta aos procedimentos experimentais testando a mesma influencia
(MARTINS, 1994; ANGELLOTTI et al., 2013) e o menor periodo latente foi de 7 dias
para P. euvitis e 18 dias para T.discolor. Para mesmo patossistema, Navarro (2017),
encontrou 0 mesmo periodo de laténcia de 7 dias para P. euvitis em duas espécies
de videira (Vitis vinifera e Vitis labrusca).

Martins & Amorim (1996) observaram o menor periodo latente e crescimento
mais intenso de T.discolor a temperatura de 23 °C, resultado similar ao encontrado
neste trabalho onde o isolado populacional SC apresentou o menor periodo latente e
maior nimero de puUstulas cm™ nas temperaturas de 22,1 e 22,2°C respectivamente.
Outros estudos demonstram que pode haver diferengas de apenas um dia no
periodo latente de P. euvitis para 15 porta-enxertos diferentes sob condicdes
ambientais controladas (ANGELLOTTI et al., 2009), resultado parecido ao deste
trabalho em relacdo a diferenca dos dias entre os trés isolados populacionais
testados.

4.6 CONCLUSOES

1) A temperatura 6tima para a maxima germinagao de urediniésporos a 48 hora
de duracdo de periodo de molhamento nao se diferiu estatisticamente para os trés
isolados populacionais, sendo em torno de 24°C a faixa ideal.

2) Os trés isolados populacionais (PR, SC e SP) germinaram na faixa de 10 a
35°C, a partir da menor duracédo de periodo de molhamento (3 horas) até a maior
(48 horas).
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3) O menor periodo latente e maior nimero de pustulas/cm? observado foi
isolado populacional SC, se demonstrando mais agressivo em relagao aos isolados
PR e SP.
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