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Resumo

A moniliase do cacaueiro é uma das principais doencas que afetam o cacaueiro no Equador. Considerando a falta de
métodos padronizados para quantificar esta doenga nos frutos, o objetivo deste estudo foi desenvolver um diagrama para
quantificar a severidade da moniliase do cacaueiro. Para padronizar a avaliacdo, desenvolvemos um conjunto de
diagramas de area padrdo com dez imagens. Para validar o diagrama, trinta avaliadores estimaram a severidade de 42
imagens de frutos digitalizados em diferentes niveis de severidade. O diagrama proposto proporcionou bons niveis de
acuracia e precisdo, constituindo-se em uma ferramenta Gtil em estudos epidemiolégicos e para o desenvolvimento de
estratégias de controle da moniliase do cacaueiro como o melhoramento genético vegetal.

Palavras-chave: Fitopatometria. Melhoramento vegetal. Fenotipagem. Quantificacdo. Doenca de plantas.

Abstract

The frosty pod of cacao is one of the major diseases affecting cacao in Ecuador. Considering the lack of standardized
methods to quantify this disease on fruits, the aim of this study was to develop a standard area diagram to quantify the
severity of the cacao frosty pod. To standardize the assessment, we developed one set of standard area diagrams with ten
images. To validate the diagram, thirty raters estimated the severity of 42 scanned fruit images at different severity levels.
The proposed diagram provided good levels of accuracy and precision, constituting thus a useful tool in epidemiological
studies and for the development of strategies to control the cacao frosty pod as the plant breeding.
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Introducéo

O género Theobroma é um dos mais importantes da familia Malvaceae, devido a relevancia
econdmica do cacaueiro, Theobroma cacao L. As sementes do cacaueiro consistem na tnica fonte de
manteiga de cacau e sélidos (liquor), matérias-primas fundamentais da industria de chocolates
(MENEZES; CARMO- NETO, 1993).

Um importante problema fitossanitério para a producgéo de cacau a nivel mundial é amoniliase
do cacaueiro, causada pelo fungo Moniliophthora roreri (Cif.) H. C. Evans, Stalpers, Smason &
Benny (1978), que pode ocasionar reducdo da produtividade em torno de 20 a 90% (EVANS, 2007).
M. roreri € um fungo fitopatdgeno que infecta somente os frutos de espécies dos géneros
Theobroma e Herrania (PHILLIPS-MORA et al., 2006).

A quantificacdo das doencas das plantas € muito importante para estudos de implementacao
de alternativas de controle de doengas em culturas como o uso de cultivares resistentes (ALVAREZ-
ROMERO et al., 2021; AMORIM et al., 2018). A severidade ¢ a variavel que avalia os niveis de
danos das doencas. A severidade da doenga é a proporcdo ou porcentagem da area do tecido do
hospedeiro total afetado pela doenca.

A quantificacdo do tecido doente pode ser realizada com o auxilio de diagramas de area padrdo
(DAP) ou diagramas de severidade (DS) também chamadas escalas diagramaticas ou ainda atraves
da estimativa visual feita pelos avaliadores (ALVAREZ-ROMERO et al., 2021; AMORIM et al.,
2018). Os DAP séo representacdes ilustradas de partes de plantas com sintomas de doengas com
diferentes niveis de severidade, e constituem a principal ferramenta de quantificacdo das doencas das
plantas (AMORIM et al., 2018). O objetivo principal da utilidade da DAP é mostrar de forma real
varios niveis de severidade levando em consideracdo o tamanho, a forma e a distribuicdo das lesdes
ou sintomas reais.

As variaveis usadas para a validacdo dos DAP sdo: LCC (Coeficiente de Correlacdo de
Concordancia de Lin ou pc), coeficiente de correlagdo de Pearson (r) e coeficiente de bias (Cb). O
LCC mede a concordancia da correlacdo entre exatiddo e precisdo (LCC ou pc), e € obtido pelo
produto do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) e um coeficiente de viés (ou viés) (Ch). O
intervalo do coeficiente abrange valores de -1 a 1 quando aplicado a variaveis continuas (LCC=1
quando ha concordancia perfeita, ou quando a concordancia ¢ aleatoria; LCC= -1 quando os valores
estimados aumentam enquanto os reais diminuem). Portanto, quanto mais proximo o coeficiente LCC
estiver de 1, maior serd a concordancia da avaliagio (DEL PONTE et al., 2017; MADDEN;
HUGHES; VAN DEN BOSCH, 2017).

Levando em consideragdo a importancia da moniliase no cacaueiro e a auséncia de DAP
validados para avaliar a severidade desta doenca no cacaueiro, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e validar diagramas de area padrdo (DAP) para medir com precisdo e confiabilidade a
severidade da moniliase em cacaueiro que servird de base na validacao de variedades com resisténcia
genética horizontal ou outras ferramentas do manejo integrado de doencas. Os resultados gerados
poderdo fornecer mais informacdes sobre fitopatometria. Portanto, a hipotese deste trabalho foi que
0s DAPs influenciam na avaliacdo da severidade da moniliase no cacaueiro acrescentando a
confiabilidade e exatiddo das estimacdes.
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Material e métodos

Para o desenvolvimento do diagrama de area padrdo (DAP), frutos de cacaueiro do genétipo
CCNB51 infectados com M. roreri com diferentes severidades foram coletados no municipio
Francisco de Orellana, no Equador localizado nas coordenadas 0°39°56,20” S e 76°22°26,08” W,
totalizando ao final da coleta 42 frutos, os quais foram digitalizadas por meio de uma camera digital
Canon Powershot SX70 HS, com resolugdo de 300 dpi (pontos por polegada) e fundo azul. As fotos
digitalizadas foram salvas no formato png (grafico de rede portétil), e cada fruto foi analisado quanto
a proporcao da area lesionada (severidade) usando o software Assess 2.0.

A severidade de cada fruto estimada com o uso do programa foi considerada como a severid
ade real da doenca e utilizada como referéncia nas avaliaces para validacdo da escala. Frutos reais
com severidades seguindo um padréo linear foram escolhidos para elaborar os diagramas, para  a
elaboracdo dos diagramas, foram considerados os critérios propostos por (DEL PONTE et al., 2017),
com algumas modifica¢Ges. Utilizando o software Adobe Illustrator CS5, foi desenhada um fruto
padrdo de area conhecida, que foi utilizada para representar os dez niveis de severidade do DAP, a
fim de reproduzir os sintomas observados nos frutos, e verificar o percentual de danos no software
Assess 2.0. Por fim, com as informagdes acima, foram elaborados os DAP para a quantificacdo da
intensidade do dano ou severidade.

A validacdo dos diagramas foi realizada em duas etapas distintas, onde primeiramente, 30
avaliadores sem experiéncia em quantificar doencas de plantas avaliaram 40 imagens de frutos de
cacaueiro com diferentes niveis de severidade sem utilizar a escala como ferramenta. As imagens
foram projetadas em slides do MS PowerPoint, com tempo programado de 60s por imagem. Apds
30 minutos, os avaliadores tiveram que avaliar 0 mesmo conjunto de frutos, mas em ordem diferente.
Nesta etapa, 30 avaliadores receberam o diagrama de area padréo proposto (Figura 2).

A partir dos dados de cada avaliador, a exatiddo e precisdao foram determinadas usando o
coeficiente de correlagdo de concordancia de Lin (LCC), coeficiente de bias (Cb), mudanga de escala
(s.shift), mudanca de localizacdo (I.shift), regresséo linear simples entre a severidade real (variavel
quantificada no programa Assess 2.0) e a severidade estimada (variavel estimada com e sem o0 uso de
DAP), realizando as analises separadamente com os dados sem e com o uso dos DAP. Além disso, a
precisao foi avaliada por meio do coeficiente de correlacdo (r) e pela variancia dos erros (severidade
estimada menos severidade real). Todo o processamento e analise de dados, além dos graficos, foram
realizados com R v. 4.1.2 (TEAM, 2017).

Os dados obtidos posteriormente foram analisados com a precisdo ou exatiddo geral (igual a
concordancia) das estimativas, que se refere a como as estimativas de severidade estdo proximas da
severidade real (BOCK et al.,, 2016; MADDEN; HUGHES; VAN DEN BOSCH, 2007) foi
determinada para cada avaliador e condi¢do (sem DAP e com DAP) com base no coeficiente de
correlacdo de concordancia de Lin (LCC, p c), conforme sugerido para dados de doencas de plantas
(BOCK et al., 2010; MADDEN; HUGHES; VAN DEN BOSCH, 2007). Além disso, os dois
componentes da precisdo geral (precisdo e enviesamento) foram explorados para investigar as
ramificacdes dos erros.

Para comparar a precisdo e confiabilidade entre os métodos de estimativa de severidade (sem
DAP e com DAP), um modelo linear generalizado misto foi ajustado aos dados dos parametros de
concordancia-LCC para cada avaliador. As avaliacdes (sem DAP e com DAP), e os avaliadores foram
considerados fatores de efeito fixo e aleatérios no modelo, respectivamente. As médias dos minimos
quadrados de cada parametro de concordéancia LCC entre os metodos de avaliagdo da condigdo foram
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comparadas com base no Teste de Tukey no nivel de significAncia de 5%. A confiabilidade ou
reprodutibilidade entre avaliadores foi avaliada usando dois métodos diferentes: correlacdo
intraclasse (ICC), conforme descrito em SCHWANCK; DEL PONTE (2014), e correlacdo de
concordancia geral (OCC), que é um método LCC multi-avaliador aprimorado. Os ICC foram
comparados com base nos intervalos de confiancga.

Resultados e discusséo
Nos campos de culturas selecionadas de cacaueiro no Equador, frutos com sintomas

caracteristicos de moniliase foram observados com lesdes de coloracdo chocolate-preto em diferentes
niveis de severidade e até podriddo total nos frutos (Figura 1).

Figura 1 - Frutos com sintomas de moniliase (Moniliopthora roreri) em diferentes niveis de severidade. A)
severidade = 0%; B severidade=79,48%; C) severidade=83,25; D) severidade= 64,52%. Fonte: Os autores.

@) DAP  proposto neste estudo é composta de 10 niveis de severidade,  seguindo
um padrdo de intervalos linear que vai de 1 a 70% (Figura 2).

Os diagramas de area padrdo (DAP) foram desenhados com 10 imagens de frutos, cada uma
com diferentes severidades de moniliase do cacaueiro conforme recomendado nas boas préaticas de
uso dos DAPs (DEL PONTE et al., 2017). Para o diagrama de severidade, os valores de severidade
utilizados foram 1; 5; 15; 20; 25; 30; 40; 50; 60; 70% (Figura 2).

Para 100% dos avaliadores, a concordancia evidenciada pelo coeficiente de concordancia Lin-
LCCC (pc) foi melhorada quando foram utilizados diagramas com incrementos. No caso dos
avaliadores quando nao utilizaram o DAP, as faixas de concordéancia (pc) foram de 0,332 a 0,529,
porém, quando utilizaram o DAP proposto com a concordancia (pc) variou de 0,769 a 0,986. Os
coeficientes de localizacdo (u) e deslocamento de escala (v) melhoraram quando o DAP foi utilizado
pelos avaliadores, as faixas de deslocamento de localizacdo sem o uso de DAP foi de 0,414 a 0,719,
quando eles usaram o DAP, a mudanca de localizagéo (u) variou de -0,015 a 0,2127. Enquanto a
escala muda (v) sem diagrama, os intervalos foram de -0.820 a 1,050.
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Figura 2 - Diagrama de &rea padrdo para avaliar a severidade da moniliase no cacaueiro. Fonte: Os autores.

A analise do modelo linear generalizado misto mostrou que os valores de todos 0s parametros
estatisticos (r, Cb, v, u, pc) melhoraram significativamente quando o DAP proposto foi usado pelo
grupo de avaliadores para estimar a severidade da moniliase do cacaueiro, comparado a ndo utilizagdo
de DAP (Tabela 1). Os resultados das estatisticas de ICC e OCC mostraram uma melhora geral e
significativa na confiabilidade entre avaliadores para o grupo de avaliadores que usaram o DAP
(Tabela 2).

Tabela 1 - Anélise dos pardmetros do coeficiente de correlagéo de concordancia Lin-LCC (pc) para as avaliagdes
feitas pelos avaliadores representando a exatiddo (tipos de enviesamento), precisao (coeficiente de correlagao).

Método N nb Ve Chd re pcf

Sem DAP 30 0541a 0914b 0868b 0,392b 0,451b

Com DAP 30 -0,030b 0965a 099%a 0950a 0,953a
8 Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo séo significativamente diferentes (Teste de Tukey, com um nivel
do 5%).

b Mudanca de localizagéo (p).

¢ Mudanca de escala (v).

d Fator de correcdo Bias (Ch) mede o quanto a linha de melhor ajuste se desvia de 45° e ¢ uma medida de preciséo.
¢ Coeficiente de correlagcdo como medida de preciséo (r).

f Coeficiente de correlacdo de concordancia de Lin (LCC), que combina as medidas de precisdo (r) e exatiddo (Ch)
para medir a exatidao geral (concordancia) com os valores reais de severidade.
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Tabela 2 - Medidas de confiabilidade das avaliagdes da severidade da moniliase do cacaueiro de 30 avaliadores.

Método Coeficiente de Correlacdo de
correlagdo Intra-Classe ~ Concordancia Geral
(ICC)p (95% IC)? (Oce)p
Com DAP 0,975 (0,963-0,985) 0,975
Sem DAP 0,939 (0,909-0,963) 0,935

2 Calculado com decisBes do modelo ICC de acordo com Schwanck e del Ponte, 2014.
b Estatistica de concordancia geral para avaliar a concordancia entre multiplos observadores.

O DAP desenvolvido neste estudo € o primeiro diagrama de &rea padrdo para avaliar a
severidade da moniliase no cacaueiro e que analisaram a melhoria na exatiddo, precisdo e
confiabilidade das avaliacGes realizadas com e sem o uso do DAP. Os avaliadores que nao utilizaram
o DAP tenderam a superestimar a severidade da doenca (Figura 3 e Figura 4), um fendmeno
semelhante foi observado em outras culturas (ALVAREZ-ROMERO et al., 2021; DUARTE et al.,
2013). De maneira geral, podemos dizer que o DAP desenhado e nesta pesquisa ajudou aos trinta
avaliadores melhorarem consideravelmente suas avaliagdes, reduzindo o viés que tendia a

superestimar os danos (Figura 3 e Figura 4).
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Figura 3 - Gréficos de boxplot dos erros absolutos das estimativas da severidade da moniliase do cacaueiro feitas com o

DAP, e sem DAP, com trinta avaliadores. Fonte: Os autores.
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Figura 4 - Gréfico de dispersao da relagdo entre erro absoluto (estimativas menos real) e severidade real das estimativas
da moniliase do cacaueiro feitas com o DAP, e sem DAP. Fonte: Os autores.

Atualmente ndo existem ferramentas disponiveis para avaliar a severidade da moniliase no
cacaueiro, sendo uma necessidade urgente para os pesquisadores e melhoristas de cacaueiro, 0
diagrama de area padrdo (DAP) proposto forneceu melhorias em geral em acuracia, precisao e
confiabilidade e deve ser amplamente recomendado e utilizado na quantificacdo da severidade da
moniliase no cacaueiro, em investigacdes de campo, principalmente para avaliar novos métodos de
controle como novos gendtipos de cacaueiro. A maioria dos gendtipos de cacau é suscetivel a esta
doenca e esta doenca esta distribuida nos principais paises produtores de cacaueiro, dessa maneira,
de acordo com os resultados obtidos, observa-se que 0 DAP é uma ferramenta importante para estudar
0 desenvolvimento de M. roreri a partir de frutos doentes, portanto esta ferramenta de pesquisa
deve ser utilizada em estudos epidemioldgicos de moniliase.

Conclustes

O diagrama de area padrdo (DAP) proposto neste estudo aumentou a acuracia e precisao das
avaliacbes. O DAP também incrementou a confiabilidade das avaliaces feitas pelos avaliadores
sendo uma importante ferramenta para avaliar severidade da moniliase do cacaueiro, na
determinacdo de medidas de controle e em qualquer outra situacdo que necessite medidas precisas
de quantificacdo da doenca em questao.
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