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Resumo

A mancha bacteriana causada por espécies de Xanthomonas, é uma
das principais doencas da cultura do tomateiro para processamento
industrial no Brasil. Para avaliacdo de métodos de controle, faz-se
necessario a determinacao da severidade da doenca, de maneira pratica
e rapida. Neste trabalho, é proposta uma metodologia de avaliacao

da severidade da mancha bacteriana baseada na atribuicdo de notas

de severidade a parcela experimental. Para tanto, desenvolveu-se
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uma escala de notas de 1 a 10, a partir de fotografias de plantas em
linhas de cultivo, com diferentes niveis de doenca, para ser aplicada

a partir dos 50 dias apds o transplante. Para avaliar a eficiéncia do
método, parcelas das cultivares Ohio 8245, Heinz 9553 e Yuba, que
apresentam niveis decrescentes de resisténcia @ mancha bacteriana,
respectivamente, foram inoculadas uma semana apdés o transplante.
Para inoculacao, foram ainda avaliadas duas formas: a direta e a
indireta. Na forma direta, as plantas foram pulverizadas com suspensao
de X. perforans (5x107 unidades formadoras de colonia por mililitro). Na
indireta, foram transplantadas mudas doentes (seis mudas por parcela).
O método de avaliacdo possibilitou diferenciar a cultivar resistente Ohio
8245 da suscetivel Yuba, independentemente da forma de inoculacao.
Jé para a cultivar com resisténcia intermediaria, Heinz 9553, o nivel

de severidade foi influenciado pela forma de inoculacao, apresentando
maior severidade da doenca quando inoculada da forma indireta.
Observou-se correlacéo significativa entre as notas atribuidas por
diferentes avaliadores com a utilizacdo da escala proposta, validando-a
para o adequado julgamento do desempenho de ferramentas de
controle da mancha bacteriana.
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Methodology for
assessment of bacterial
spot severity in processing
tomato

Abstract

Bacterial spot caused by Xanthomonas species is one of the most
important diseases of processing tomato crop in Brazil. In order to
evaluate disease control practices, an efficient method to assess
disease severity is required. In this work, a method is proposed

where the raters give scores of experimental plots based on disease
severity. The scores, which range from 1 to 10, were linked to a set of
pictures showing increasing disease levels on processing tomato plants
in a crop row. The method was evaluated on plots of Ohio 8245,
Heinz 9553 and Yuba cultivars, 50 days after transplanting to the field.
The cultivars were known to have different bacterial spot resistance
responses. Two methods of inoculation were also used: the direct and
the indirect ones. In the first, plants were spray-inoculated with a
suspension of X. perforans (5x10’cfu/mL). In the second, six diseased
seedlings were planted to the plot between the crop rows. By applying
the method for bacterial spot assessment, the resistant cultivars

Ohio 8245 was different from the susceptible one, Yuba, regardless
the inoculation procedure used. On the other hand, the intermediate
cultivar, Heinz 9553, had different behavior, depending on the
inoculation procedure used. Positive correlation was detected among
different evaluators, therefore validating the method for a common
sense performance judgment of the bacterial spot control tools.
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Introducao

A cultura do tomateiro para processamento industrial tem grande
importancia para o agronegdécio brasileiro, estando concentrada
principalmente na regido central do pais (MAROQUELLI; SILVA, 2007).
Um dos principais problemas enfrentados pelos produtores é a

incidéncia de doencas nas lavouras, com destaque para a mancha
bacteriana (GIORDANO et al., 2000; VILLAS-BOAS et al., 2007). Essa
doenca tem sido associada a quatro espécies do género Xanthomonas:

X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforans e X. gardneri (JONES et
al., 2004, QUEZADO-DUVAL; LOPES, 2010).

Para a execucdo de trabalhos que tenham como objetivo desenvolver
alternativas de manejo da doenca, um dos principais fatores a serem
observados é o método de avaliacdo da severidade, a fim de que se
possa separar e selecionar os melhores tratamentos.

A grande maioria dos trabalhos desenvolvidos com esta finalidade

para a cultura do tomateiro para processamento é realizada em casa

de vegetacao, onde a quantificacao da intensidade da doenca tem sido
efetuada de diversas maneiras, tais como: periodo de incubagcao (tempo
entre a inoculacao e o aparecimento dos sintomas), nimero de lesdes,
percentual de area foliar lesionada, tamanho das lesGes, entre outros
(SILVA-LOBO et al., 2005). Entretanto, nem sempre os resultados
obtidos em casa de vegetacdo apresentam correlacdo com os resultados

apresentados em experimentos a campo (SILVA-LOBO, 2000), o que

pode estar relacionado com o componente da doenca que esta sendo
quantificado e o tipo de tratamento (resisténcia varietal, controle quimico,
entre outros tratamentos). Assim, é fundamental a execucao de ensaios
em campo para a validacdo de métodos de manejo, mesmo que estes
tenham sido avaliados em casa de vegetacao.
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Nos trabalhos realizados em campo com mancha bacteriana em
tomateiro para processamento, um dos principais problemas encontrados
é a avaliacao da severidade da doenca, uma vez que as cultivares
utilizadas sao, de habito de crescimento determinado e seu cultivo
rasteiro (GIORDANO et al., 2000). Em estadios mais avancados da
cultura, os ramos das plantas que compdem a linha de plantio se
entrelacam. Desta forma, torna-se dificil o manuseio das plantas para
avaliacao da severidade nas folhas, o que pode também danificar os
ramos e comprometer possiveis avaliacoes de produtividade.

Experimentos realizados a campo geralmente possuem um tamanho
consideravel, com grande ndmero de parcelas experimentais. Assim,

€ conveniente que se empreguem métodos praticos e rapidos de
avaliacdo da doenca, a fim de que este procedimento nao seja
excessivamente laborioso. Em alguns trabalhos, onde foi necessaéria a
avaliacdo da mancha bacteriana do tomateiro em campo, optou-se por
estimar o nivel de severidade da doenca na parcela inteira, ao invés da
avaliacao planta a planta (OBRADOVIC et al., 2004; McINNES et al.,
1988).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar uma

metodologia de avaliacdo da severidade da mancha bacteriana em
parcelas experimentais de tomateiro para processamento industrial,
com base em uma escala de notas que leva em consideracao diferentes
graus de severidade observados nas parcelas.
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Material e Métodos

Para verificar a capacidade do método proposto em diferenciar
tratamentos com diferentes niveis de severidade da doenca, foram
utilizadas trés cultivares de tomate de crescimento determinado com
diferentes niveis de resisténcia @ mancha bacteriana (Ohio 8245, Heinz
9553 e Yuba), de acordo informacdes da literatura (SILVA-LOBO et al.,
2005; YANG et al., 2005) associadas a trabalhos anteriores de campo
e de casa de vegetacdo realizados no Centro Nacional de Pesquisa de
Hortalicas da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa
Hortalicas).

Para o cultivo em campo, as cultivares foram semeadas em bandejas
de poliestireno de 450 células contendo substrato comercial a base de
fibra de c6co. As mudas foram cultivadas em casa de vegetacao por
30 dias, até atingirem o ponto de transplante para o campo,

quando apresentavam de duas a trés folhas verdadeiras. O plantio

foi realizado em campo experimental da Embrapa Hortalicas, no

dia 19 de fevereiro de 2010. Para o transplante, adotou-se um
espacamento de 0,25m entre plantas e 1,50m entre linhas (FiguralA).
Cada parcela foi constituida de uma

! linha de 5m contendo 20 plantas
com as cultivares mencionadas
anteriormente. Nas bordas da parcela,
foram plantadas mudas do acesso
CNPH 1255 (=Hawaii 7981), imune
araca T3 de X. perforans, para evitar
= | a disseminacdo da doenca entre as
e parcelas, ja que esta foi a espécie/raca

Foto: Nadson Pontes

. utilizada no ensaio. Para a ocorréncia
da doenca, as plantas foram inoculadas
| artificialmente sete dias apos o
transplante, por meio do método direto
e indireto, utilizando o isolado CNPH

% 2009-251

Figura 1A. Vista do campo e das parcelas experimentais sete dias apés o transplante.
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de X. perforans T3, proveniente da colecédo de trabalho de bactérias
fitopatogénicas da Embrapa Hortalicas.

Fotos: Nadson Pontes

Figura 1B. Inoculacdo das plantas por meio da

pulverizacdo de suspensdo bacteriana

Figura 1C. Mudas doentes utilizadas

para inoculacdo pelo método indireto.

No método direto, as
plantas foram pulverizadas
com suspensao bacteriana
(6x10’ ufc/mL). (Figura
1B). J& no método indireto,
plantas da cultivar Yuba,
previamente inoculadas e

apresentando sintomas de
mancha bacteriana (Figura 1C), foram transplantadas ao lado da

parcela experimental (trés plantas de cada lado, distribuidas de forma
equidistante) (Figura 1D). O objetivo deste método foi simular a
ocorréncia de plantas voluntarias de tomate (tigueras), que podem
servir como fonte de in6culo da mancha bacteriana em lavouras

Figura 1D. Dlposic,:éo daudas doetes em ‘

relacdo as plantas da parcela.
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comerciais (QUEZADO-DUVAL et al., 2008). Essas plantas foram
retiradas apds 30 dias, simulando o processo de catacao (remocao das
tigueras) que também é efetuado nas lavouras comerciais.

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso, com os
tratamentos em esquema fatorial, onde os fatores avaliados foram:
cultivares e métodos de inoculacdo. Para cada tratamento foram
realizadas trés repeticoes.

Para a avaliacdo da intensidade da mancha bacteriana nas parcelas,
foi elaborada uma escala de notas de1a10, onde as notas foram
associadas a imagens de parcelas com diferentes niveis de intensidade
da doenca (Figura2).

A avaliacdo da intensidade da doenca utilizando esta escala foi
efetuada 65 dias apds a inoculacao, época em que a lavoura esta
“fechada” em virtude do enlace entre os ramos das plantas, sendo o
periodo critico para a avaliacdo da severidade da doenca.

Para avaliar o efeito dos fatores, bem como da interacao entre estes,
utilizou-se a metodologia desenvolvida por Akritas et al. (2007) para o
estudo do efeito da interacado para dados ordinais (categéricos). A andlise
foi efetuada utilizando o procedimento MIXED do programa SAS 9.1
(Statistical Analysis System, SAS Institute Inc., Cary, NC). Verificada a
significancia do efeito dos fatores ou de sua interacao, realizou-se o
teste para comparacao de médias. Os dados foram transformados para
valores em postos por bloco, utilizando o procedimento RANK do
programa SAS. As médias dos dados transformados foram submetidas,
ao teste de diferengca minima significativa (LSD) ao nivel de significancia
de 5%. Para verificar a correlacdo entre as notas de diferentes
valiadores utilizando a escala, foram convidados técnicos de diversos
segmentos da cadeia do tomateiro para processamento industrial para
avaliar a intensidade da mancha bacteriana no campo, a partir dos 50
dias do transplante. Sete avaliadores foram levados para um campo
experimental onde foi possivel observar parcelas com diferentes niveis
de intensidade da doenca, em razao de diferentes tratamentos de
controle quimico.
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10

Fotos: Alice Quezado

Figura 2. Escala de notas proposta. Fotos de parcelas com diferentes intensidades da

mancha bacteriana e a respectiva nota atribuida.
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Foi calculado o coeficiente de correlacdo em postos de Spearman,

0 que é uma medida de correlacao nao paramétrica, entre as notas
atribuidas pelos avaliadores, por meio do procedimento CORR do
programa SAS.

T T T TR

Fotos: Nadson Pontes

Figura 3. Campo experimental utilizado para avaliar a utilizacdo da escala proposta.

Técnicos da cadeia produtiva do tomate para processamento foram orientados para
a utilizacdo da escala. Estes atribuiram notas as diversas parcelas, sendo as notas

comparadas entre os avaliadores por meio de andlise de correlacao.
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Resultados e Discussao

Ap6s efetuada a anélise de varidncia ndo paramétrica, foi possivel
observar interacao significativa entre os fatores, cultivares e métodos
de inoculacdo (Qui-quadrado, p<0,01). Sendo assim, foi efetuado

o desdobramento para avaliar o efeito das cultivares para cada
método de inoculagdo, bem como as diferencas entre os métodos

em cada cultivar. Para as cultivares Ohio 8245 e Yuba, ndo houve
diferenca entre os métodos de inoculacao (Qui-quadrado, p<0,01).

Entretanto, houve diferenca entre os métodos de inoculacao na
severidade da mancha bacteriana observada em Heinz 9553 (Qui-
quadrado, p<0,01). Maior severidade foi observada quando da
inoculacao pelo método indireto em relacdo ao método direto nesta
cultivar (Figura 4).

7
=
T 5 Ab O Inoculagdo direta
e Aa m [noculagio indireta
S 5
—
Q
=
v 4 |
3 Ba
% Ba
N
= 2 . .
Yuba Heinz 9553 Ohio 8245

65 dias apds a incubagao

Figura 4. Médias das notas de severidade da doenca atribuidas as diferentes variedades,
inoculadas pelos métodos direto e indireto. Médias seguidas da mesma letra maitscula
(barras de mesma cor) e minuscula (barras de cores diferentes) ndo diferem entre si pelo
teste LSD ao nivel de significancia de 5%.
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A ocorréncia de altos niveis de severidade nas parcelas inoculadas
indiretamente ressalta o potencial de tigueras com mancha bacteriana
agirem como fonte de inéculo para o inicio de epidemias. Apenas
10 dias ap6s transplante das mudas doentes, foi possivel observar a
disseminacao da doenca para plantas da parcela principal (Figura 5).

Foto: Nadson Pontes

Figura 5. Primeiros sintomas de mancha bacteriana (circulo) em plantas da parcela

préximas a uma das mudas doentes (retangulo) utilizadas na inoculacédo pelo método
indireto.
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Tabela 1. Coeficientes de correlacdo de Spearman entre as notas de severidade
da mancha bacteriana atribuidas pelos avaliadores utilizando a escala proposta.

1,00

0,63** 1,00

0,67** 0,69** 1,00

0,44* 0,65** 0,46* 1,00

0,69** 0,96** 0,61* 0,63* 1,00

0,69** 0,75** 0,54* 0,67** 0,79** 1,00
0,77** 0,92** 0,78** 0,68** 0,87** 0,83* 1,00

O Mmoo wmw >

Niveis de significancia: ** p<0,01 e * p<0,05.

Este fato corrobora as observacdes de Quezado-Duval et al. (2008).
Estas plantas sdo oriundas da resteva (restos culturais, frutos e
sementes) que permanece apo6s a colheita, e podem ser as responsaveis
pela manutencao do in6culo no campo de uma safra para a outra.

Chama a atencao o fato da maior severidade observada na cultivar
Heinz 9553 com a inoculacao indireta em relacao a direta. Para

que ocorra a infeccao, é necessario que, além da presenca do
patégeno, haja condicdes ambientais favoraveis a ocorréncia da

doenca (alta umidade e alta temperatura). Caso estas condicoes
favoraveis demorem a ocorrer apds a inoculacao, talvez nao haja inéculo
vidvel quando da ocorréncia destas. Quando se utiliza plantas doentes
(inoculacao indireta), o patégeno ja esta colonizando o tecido vegetal e
o inoculo pode permanecer viavel por mais tempo, até que as condicoes
sejam favoraveis a dispersao e infeccao de novas plantas, o que
justificaria a maior severidade nas parcelas inoculadas de forma indireta.

Vale ressaltar que, seguindo este raciocinio, nas outras cultivares
também deveria ter sido observada maior severidade quando da
inoculacao pelo método indireto. Entretanto, como a disseminacao
da doenca das tigueras para as plantas da parcela se déd ao acaso,
este processo pode ter acontecido de forma desuniforme. Apesar de



18 Metodologia de avaliacdo da severidade da mancha bacteriana em tomateiro para processamento
industrial

ser a forma de inoculacdo que melhor representa a realidade, fatos
como este contribuem para a pouca utilizacdo do método indireto para
a inoculacao.

Independente do método de inoculacao, a avaliacao por meio da escala
permitiu identificar diferencas entre os niveis de resisténcia entre as
cultivares avaliadas (Qui-quadrado, p<0,01). Quando as cultivares
foram inoculadas pelo método direto, Ohio 8245 e Heinz 9553
apresentaram menor intensidade da doenca, sendo estatisticamente
iguais entre si e diferindo da cultivar Yuba. Para o método indireto, a
cultivar Ohio 8245 foi a mais resistente, diferindo das cultivares Heinz
9553 e Yuba, que foram iguais entre si.

Os resultados foram coerentes com os resultados descritos na literatura
(GIORDANO et al., 2000; SILVA-LOBO et al., 2005; YANG et al.,
2005), onde Ohio 8245, Heinz 9553 e Yuba apresentaram niveis de
resisténcia elevado, intermediario e baixo, respectivamente. Assim, por
meio do uso da escala de notas, foi possivel separar tratamentos (no
caso, cultivares) com diferentes niveis de severidade dos sintomas da
mancha bacteriana.

Avaliacdes da severidade da mancha bacteriana com base na
observacao da parcela inteira e na atribuicdo de notas foram utilizadas
para a avaliacdo da doenca em tomate para processamento industrial
por Nascimento (2009). Entretanto, o baixo nimero de categorias
(notas de 1 a 5) e a falta de uma referéncia visual podem ter contribuido
para que neste trabalho, as avaliac6es nao tenham permitido detectar
diferencas entre os tratamentos. Duarte et al. (2007) avaliaram a se-
veridade da requeima em tomate para processamento utilizando uma
escala descritiva, originalmente descrita por James (1971) para batata.
Nesse trabalho, eles também atribuiram a severidade a parcela inteira,
entretanto, como resultado de uma estimativa da avaliacdo planta a
planta. Este tipo de avaliacdo nao é pratico, principalmente devido

ao entrelacamento de plantas no cultivo rasteiro, o que dificulta seu
emprego por parte de técnicos da cadeia produtiva.
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O método ideal para mensurar a severidade de doencas de plantas

é aquele que permite obter acurécia, precisao e confiabilidade dos
valores estimados (CAMPBELL; MADDEN, 1990). Para se determinar
a acuricia e precisao de métodos de quantificacdo de doencas,

é necessario obter os valores reais de variaveis denominadas

“gold standard”, como o percentual de area foliar lesionada, as

quais servirdo como “padrdo” para que os valores estimados sejam
comparados com estes (MADDEN et al., 2007). Entretanto, em
estagios avancados da cultura do tomateiro para processamento, a
tomada dos valores reais destas varidveis é bastante complexa, tendo
em vista os motivos discutidos anteriormente.

A confiabilidade da avaliacdo refere-se a auséncia de variacdo em
estimativas quando a mesma amostra de doenca é avaliada pelo
mesmo avaliador em dois momentos, ou por outro avaliador
(CAMPBELL; MADDEN, 1990). Quanto mais préximo de 1 (r=1) for o
coeficiente de correlacao entre as estimativas dos avaliadores, maior
serd a confiabilidade dos valores obtidos, ndo necessariamente devendo
ser iguais as estimativas (MADDEN et al., 2007). No presente trabalho,
ao se comparar as notas atribuidas pelos avaliadores utilizando a
escala, foi possivel observar coeficientes de correlacao significativos
(p<0,05) entre todos os avaliadores, os quais demonstram haver um
nivel de correlacdo entre as notas com variacao de moderado a
extremamente forte (Tabela 1), seguindo a interpretacao da magnitude
dos coeficientes de correlacdo sugerida por Cohen (1988). Assim,
pode-se observar que além de permitir a separacao das cultivares

com diferentes niveis de resisténcia, a escala propicia consenso na
determinacdo dos melhores tratamentos de controle em funcao das
dos avaliadores, ou seja, um tratamento considerado ruim por um
determinado avaliador (alta intensidade da doenca) sera assim avaliado

por todos, da mesma forma o caso contrério.

A utilizacdo de métodos que possam classificar tratamentos com
base no nivel de severidade pode suprir esta deficiéncia, pois muitas
vezes o objetivo principal de determinado estudo nao é estabelecer a
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quantidade exata de doenca sobre uma determinada planta, mas sim
de classificar os diferentes tratamentos avaliados quanto ao nivel de
severidade da doenca.

Aliado a esse fato, a escala proposta, por propiciar uma referéncia
visual, pode também auxiliar nos trabalhos com a mancha bacteriana
onde se desejar avaliacoes em diferentes momentos, para célculo da
Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), por exemplo,
ou para comparacao do nivel de doenca entre ensaios conduzidos em
diferentes épocas.
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