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RESUMO 
 

 
 
Esse trabalho descreve um novo método para diferenciação de forma precisa e rápida 

dos fungos C. gossypii (CG) e C. gossypii var. cephalosporioides (CGC) crescidos em 

meio de cultura utilizando imagens  hiperespectrais NIR e análise multivariada de 

reconhecimento de padrões. Foram empregados 5 isolados de CG e 46 de CGC. . Os 

diferentes isolados de CG e CGC foram cultivados em meio Czapek-agar com 12 h de 

fotoperíodo durante 15 dias. As medidas espectrais foram realizadas entre 1000 a 2500 

nm, com 256 bandas, com uma câmera de alta performance com lente de 50 mm. Os 

modelos de reconhecimento de padrão foram desenvolvidos com as estratégias de APS-

LDA e SIMCA. As amostras foram separadas usando o algoritmo de seleção de 

amostras em três conjuntos com o número de amostras: 3, 1 e 1 para CG e 20, 8, 18 para 

CGC, totalizando 23 (Teste), 9 (Validação) e 19 (Predicão) que somam 51 amostras dos 

fungos CG e CGC. Os resultados de predição evidenciaram um erro tipo II para o 

conjunto CG no modelo SIMCA. Enquanto com o APS-LDA não ocorreram erros de 

classificação. No conjunto CGC com um número de 18 amostras de predição não foram 

verificados erros do tipo I e II empregando as estratégias do APS-LDA e SIMCA. Uma 

validação paralela dos resultados obtidos com APS-LDA foi realizada com análise de 

BoxPlot com as variáveis selecionadas pelo APS. Os resultados foram concordantes 

sem evidência de outlies. Portanto, um novo procedimento HSI e APS-LDA para 

diferenciação dos agentes etiliológicos CG e CGG é proposto com as vantagens de 

maior capacidade analítica com múltiplas análises e menor custo observando-se grandes 

números de amostras, rapidez e facilidade de implementação. 

 
 
 
 
 
 
 

Palavras-chave:  Taxonomia de fungos, microrganismos, hiperespectroscopia, análise 

multivariada 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 
 

 

 

This work describes a new method for identification and classification as the precise 

and rapid C. gossypii  (CG) and C. gossypii var. cephalosporioides (CGC) grown in 

culture medium using hyperspectral NIR images and multivariate pattern recognition. 

Five isolates were employees of CG and 46 of CGC. The different isolates of CG and 

CGC were cultured in Czapek agar with 12 h photoperiod for 15 days. The spectral 

measurements were performed between 1000 and 2500nm, with 256 bands with a high-

performance camera with a 50 mm lens. The pattern recognition models were developed 

APS LDA and SIMCA strategies. The samples were separated using the sample 

selection algorithm in three sets the number of samples: 3, 1 and 1 for CG and 20, 8, 18 

to CGC, totaling 23 (Test), 9 (Validation) and 19 (PREDICTION ) totaling 51 samples 

of CG and CGC fungi. The prediction results showed a type II error for the CG set in 

the SIMCA model. As with the APS-LDA there were misclassifications. CGC 

conjunction with a number of 18 prediction samples were not observed errors of type I 

and II using the strategies APS-LDA and SIMCA. A parallel validation of the results 

obtained with APS-LDA was performed with BoxPlot analysis with the variables 

selected by the APS. The results were consistent with no evidence of outlies. Therefore, 

a new procedure HSI and APS-LDA for identification and classification of etiliológicos 

agents CG and CGG is proposed with the advantages of greater analytical capacity with 

multiple analyzes, lower cost observing large numbers of samples, speed and ease of 

implementation. 

 

Keywords: classification, fungi taxonomic, microorganisms, hyperspectroscopy, 

multivariate analysis 
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1.INTRODUÇÃO 

 

 O algodão (Gossypium hirsutum L.) é a mais importante fibra têxtil natural em 

todo o mundo e a sexta maior fonte mundial de óleo vegetal, com grande importância na 

economia de muitos países, dos quais 150 produzem ou consomem cerca de 20 milhões 

de toneladas anuais de algodão em pluma (ULLOA et al., 2010). Estima-se que desde o 

plantio até a comercialização dos produtos feitos com a fibra, a cadeia mundial  

movimenta cerca de US$ 12 bilhões por ano e emprega, em média, 350 milhões de 

pessoas (ABRAPA, 2016). 

 A qualidade da semente do algodão é um dos importantes fatores que 

condicionam o sucesso da cultura no campo. O controle de sua qualidade envolve tanto 

ações governamentais quanto do setor privado. Outro fator importante que condiciona e 

que deve ser destacado, em qualquer cultura, é a incidência de pragas e doenças (REAY

‑JONES et al. 2009; SORIA et al., 2010).  

 As sementes, além de serem um veículo de informações genéticas responsáveis 

por levar características agronômicas ao campo são, também, consideradas o principal 

veículo de disseminação de grande número de patógenos considerados de risco dentro 

ou entre países, como é o caso dos fungos Colletotrichum gossypii var. 

cephalosporioides e C. gossypii, agentes etiológicos da antracnose e ramulose, 

respectivamente, do algodão (WEIR et al., 2012). 

 A antracnose e a ramulose do algodoeiro são doenças distintas causadas por 

patógenos com características morfológicas idênticas (BAILEY et al., 1996). O agente 

causal da ramulose causa a morte do meristema apical da planta, paralisando o seu 

crescimento e estimulando a brotação de gemas laterais, com ramos e entrenós curtos e 

contorcidos, o que reduz o seu porte. Essa doença foi primeiro descrita no Brasil em 

1937, e seu agente etiológico, descrito como Colletotrichum gossypii var. 

cephalosporioides (COSTA et al., 1939), foi considerado como uma forma mais 

agressiva de Colletotrichum gossypii, agente causal da antracnose, inicialmente descrito 

nos Estados Unidos, e que causa tombamentos e morte de plântulas, além de lesões em 

folhas e frutos.  

 Durante muito tempo houve a dúvida se a antracnose e a ramulose do algodoeiro 

eram causadas por dois patógenos distintos. A diferenciação desses patógenos, por meio 
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de marcadores moleculares, foi sugerida por Silva-Mann et al. (2005); no entanto, de 

acordo com Hyde et al. (2009), não existem relatos consistentes de caracteres 

morfológicos e mesmo moleculares, que permitam diferenciar essas variantes. Essa 

controvérsia foi recentemente elucidada por Salustiano et al. (2014), que constataram 

por meio de análise filogenética a distinção entre os agentes causais da ramulose e da 

antracnose, inclusive colocando o agente causal da ramulose como uma linha 

filogenética dentro do complexo de espécies de C. gloesporioides. 

 Ambos os patógenos, C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides são 

transmitidos à planta adulta de algodoeiro por sementes (BARROCAS et al., 2014); 

entretanto, apenas C. gossypii var. cephalosporioides tem importância quarentenária no 

Brasil, sendo o padrão de tolerância sugerido pela autoridade fitossanitária brasileira de 

0% na amostra aleatória de 600 sementes submetida à análise em um lote de tamanho 

máximo de 25.000 kg (BRASIL, 2009). 

 A identificação correta de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides por 

métodos tradicionais não é uma tarefa fácil, mesmo para profissionais experientes. 

Tanaka et al. (1996) recomendam a separação desses fungos desenvolvidos sobre 

sementes com base no hábito de crescimento de ambos sobre raízes e sobre a superfície 

das sementes, o que em termos práticos é subjetivo e com resultados pouco confiáveis 

(PRIHASTUTI et al., 2009). 

 Técnicas moleculares têm sido utilizadas com sucesso na diferenciação de 

espécies complexas em vários gêneros de fungos de importância econômica, dentre os 

quais Colletotrichum (CAI et al., 2011;WEIR et al., 2012), inclusive com o 

desenvolvimento de protocolos para diferenciação dos agentes causais da ramulose e 

antracnose do algodoeiro (SALUSTIANO et al., 2014), no entanto, essas técnicas são 

laboriosas e têm alto custo. 

 Devido à importância quarentenária da ramulose no Brasil, é salutar o 

desenvolvimento de métodos rápidos, baratos e eficientes que permitam a distinção dos 

agentes etiológicos da antracnose e da ramulose do algodoeiro. A utilização de imagens 

hiperspectrais associadas a técnicas de reconhecimento padrão e de classificação podem 

ser uma alternativa para identificação rápida e acurada desses patógenos. Essas técnicas 

têm sido empregadas com sucesso na detecção e quantificação de micotoxinas 

produzidas por fungos filamentosos em grãos (SIRISOMBOON et at., 2013) e na 

identificação e/ou classificação de fungos fitopatogênicos associados a diferentes 

espécies vegetais (SINGH et al., 2012). 
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 As técnicas hiperspectrais se baseiam na identificação de ligações químicas em 

uma molécula e na obtenção de espectros de uma gama de compostos sem a utilização 

de reagentes e com a preservação da constituição da amostra analisada. A 

hiperespectroscopia de imagem no infravermelho próximo (HSI-NIR), utilizada neste 

estudo, por exemplo, é uma imagem de camadas múltiplas, em que cada camada é um 

único comprimento de onda espectral, o qual é utilizado para detectar características em 

função das "impressões digitais", devido às ligações químicas específicas em diferentes 

materiais (LORENTE et al., 2012). Portanto, essas múltiplas camadas espectrais de uma 

imagem geram informações de alta complexidade (DONEUS et al., 2014), que 

associadas a métodos de análises multivariadas para reconhecimento de padrão e de 

classificação podem ser úteis em estudos de identificação/separação de fungos como 

aqueles com características morfológicas idênticas e de difícil diferenciação por 

métodos tradicionais. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar as possibilidades de uso da hiperespectroscopia de imagem no infravermelho 

próximo (HSI-NIR) suportado por modelos de classificação de Algoritmo das Projeções 

Sucessivas – Análise Discriminante Linear (APS-LDA) e Soft Independent Modelling 

of Class Analogies (SIMCA) na identificação/separação dos agentes causais da 

antracnose e ramulose desenvolvidos sobre meio de cultura.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Identificar possíveis diferenças entre as duas espécies e avaliar o uso de 

marcadores moleculares para diferenciação de C. gossypii e C. gossypii var. 

cephalosporioides; 

 

 Processar imagens hiperespectrais NIR de isolados de C. gossypii e C. gossypii 

var. cephalosporioides em condições controladas de armazenamento utilizando 

técnicas de análise multivariada; 

 

 

 Através dos modelos de classificação, identificar e separar os agentes causadores 

da antracnose e ramulose. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

3.1 A cultura do algodão (Gossypium hirsutum L.) 

 

 O algodão é considerado uma das principais culturas agrícolas no Brasil e no 

mundo, exercendo grande importância em termos produtivos, econômicos e sociais, por 

meio da pluma ou fibra que é o seu produto principal (Figura1). Dentre as fibras têxteis, 

naturais ou artificiais, a pluma de algodoeiro é a mais importante pela multiplicidade e 

qualidade de aplicação (FREIRE, 2011). 

 

 

 

Figura1. Algodão Branco 

Fonte: Embrapa Algodão 

 

O algodoeiro é uma cultura de grande expressão econômica para o Brasil, 

estando em 2015 dentre os grãos de maiores produtividades, junto com o milho e o 

arroz. A produtividade de grãos do algodão na safra 2014/2015 chegou a 1,54 toneladas. 

Estima-se que na safra de 2015/2016 esse valor subirá para 1,69 toneladas (CONAB, 

2016). Estes valores demonstram a importância da cultura para o país, pela sua 

participação expressiva no contexto socioeconômico, gerando divisas pela exportação e 

como atividade que emprega um crescente número de mão de obra nas diferentes etapas 

de seu cultivo e distribuição final aos consumidores (Figura 2). 
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Figura 2. Distribuição de Algodão no Brasil (área em ha) 

Fonte: CONAB (2016) 

 

A cultura do algodão está entre as mais importantes do mundo. Todos os anos, 

uma média de 35 milhões de hectares de algodão é plantada. A demanda mundial tem 

aumentado gradativamente desde a década de 1950, com o crescimento médio anual de 

2%. O comércio mundial do algodão movimenta anualmente cerca de U$$ 12 bilhões e 

envolve mais de 350 milhões de pessoas em sua produção, desde as fazendas até a 

logística, o descaroçamento, o processamento e a embalagem (ABRAPA, 2016).  

O Brasil é um dos detentores da maior variabilidade existente em espécies de 

algodoeiro tetraploides, o conhecimento a respeito desta variabilidade é pequeno e, em 

boa parte, desatualizado, com o agravante de que estudos apontam que tal variabilidade 

está sendo paulatinamente depauperada devido a fatores agrícolas, socioculturais, 

econômicos, ambientais e fitossanitários (BARROSO, 2006).  
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Por isso, esse cenário de expectativa crescente de produção agrícola poderá não 

se concretizar em decorrência desses problemas, em particular os fitossanitários, que os 

produtores brasileiros vêm enfrentando ultimamente. Uma das questões que tem 

atormentado os produtores agrícolas é a ocorrência de Colletotrichum  gossypii (CG) e 

Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides (CGC), causadores da ramulose e 

antracnose (SUASSUNA e COUTINHO, 2011).  

 

 

3.2 Ramulose e antracnose  

 

 A antracnose e a ramulose do algodoeiro são doenças distintas causadas por 

patógenos com características morfológicas idênticas (Figura 3). O agente causal da 

ramulose causa a morte do meristema apical da planta de algodoeiro, paralisando o seu 

crescimento e estimulando a brotação de gemas laterais, com ramos e entrenós curtos e 

contorcidos, o que reduz o seu porte. Essa doença foi primeiro relatada no Brasil em 

1937, e seu agente etiológico descrito como Colletotrichum gossypii var. 

cephalosporioides (ABRAHÃO e COSTA, 1949; SUASSUNA e COUTINHO, 2011), 

foi considerado como uma forma mais agressiva de Colletotrichum gossypii, agente 

causal da antracnose, inicialmente descrito nos Estados Unidos, e que causa 

tombamento e morte de plântulas, além de lesões em folhas e maçãs (MEHTA et al., 

2005). 
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Figura 3. Detalhes da planta de algodão apresentando sintomas de Ramulose nas folhas e haste (A) e 

Antracnose nas folhas (B) 

Fonte: Priscila Simone 

  

O agente causal da ramulose apresenta como principal modo à longa distância de 

disseminação as sementes, mas, outra via de disseminação é pelo solo contaminado. Por 

qualquer uma delas, o inóculo primário, encontrando ambiente favorável e hospedeiro 

suscetível estabelece focos iniciais de infecção. Estes, com o progresso da doença, darão 

origem a focos secundários que podem levar geralmente a um quadro epidemiológico 

(ARAÚJO et al., 2012).  

 O patógeno C. gossypii, causador da antracnose, pode ocorrer em qualquer parte 

do algodoeiro, podendo ser altamente prejudicial para os frutos. As plântulas do algodão 

quando infectadas, apresentam lesões deprimidas nas raízes e no colo e tem coloração 

pardo-avermelhadas a pardo-escuras, o que resulta em tombamento (KAMEI et al., 

2014). 

  Durante muito tempo persistiu a dúvida se a antracnose e a ramulose do 

algodoeiro eram causadas por dois patógenos distintos. A diferenciação desses 

patógenos por meio de marcadores moleculares foi sugerida por Silva-Mann et al. 

(2005); no entanto, de acordo com Hyde et al. (2009) não existem relatos consistentes 

de caracteres morfológicos e mesmo moleculares que permitam diferenciar essas 

espécies. Essa controvérsia foi recentemente elucidada por Salustiano et al. (2014) , que 

constataram por meio de análises filogenéticas a distinção entre os agentes causais da 

ramulose e da antracnose, inclusive colocando o agente causal da ramulose como uma 

linha filogenética dentro do complexo de espécies de C. gloesporioides. 

A B 
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 Ambos os patógenos, C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides, são 

transmitidos à planta adulta de algodoeiro por sementes ; entretanto, apenas C. gossypii 

var. cephalosporioides tem importância quarentenária no Brasil, sendo o padrão de 

tolerância sugerido pela autoridade fitossanitária brasileira de 0% na amostra aleatória 

de 600 sementes submetida à análise em um lote de tamanho máximo de 25.000 kg 

(BRASIL, 2009). 

 A identificação correta de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides por 

métodos tradicionais não é uma tarefa fácil, mesmo para profissionais experientes. 

Tanaka et al. (1996)  recomendam a separação desses fungos desenvolvidos sobre 

sementes com base no hábito de crescimento de ambos sobre raízes e sobre a superfície 

das sementes, o que em termos práticos é subjetivo e com resultados pouco confiáveis. 

 Técnicas moleculares têm sido realizadas com sucesso na diferenciação de 

espécies complexas em vários gêneros de fungos de importância patogênica, dentre os 

quais Colletotrichum (WEIR et al., 2012), inclusive com o desenvolvimento de 

protocolos para diferenciação dos agentes causais da ramulose e antracnose do 

algodoeiro (SALUSTIANO et al., 2014); no entanto, essas técnicas são laboriosas e têm 

alto custo. 

 Devido a importância quarentenária da ramulose no Brasil, é salutar o 

desenvolvimento de métodos rápidos, baratos e eficientes que permitam a distinção dos  

agentes etiológicos da antracnose e da ramulose do algodoeiro. A utilização de imagens 

hiperspectrais associada a técnicas de reconhecimento padrão e de classificação podem 

ser uma alternativa para identificação rápida e acurada desses patógenos. Essas técnicas 

têm sido empregadas com sucesso na detecção e quantificação de micotoxinas 

produzidas por fungos filamentosos em grãos (SIRISOMBOON et al., 2013) e na 

identificação e/ou classificação de fungos fitopatogênicos associados a diferentes 

espécies vegetais (SINGH et al., 2012). 
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3.3 Identificação de microrganismos (C. gossypii e C. gossypii var. 

cephalosporioides) 

 

Para esclarecer algum fato que envolva os microrganismos responsáveis pela 

antracnose e ramulose, é necessário identificá-los ou pelo menos classificá-los. Em 

relação à identificação de espécies de Colletotrichum as dificuldades encontradas estão 

relacionadas à grande diversidade fenotípica dos isolados fúngicos, a influência dos 

fatores do ambiente na estabilidade dos caracteres morfológicos e culturais, existência 

de formas intermediárias de morfologia das colônias e falta de padronização de 

condições culturais empregadas nos diferentes estudos (BONETT et al., 2010). 

Em princípio, as técnicas para a classificação e identificação de microrganismos 

devem seguir alguns aspectos gerais, tais como: capacidade de identificação universal; 

ter um baixo custo de operação; apresentar um rápido processo de transferência de 

informações; e propiciar o compartilhamento das informações através de bancos de 

dados que devem ser acessíveis e passíveis de atualizações regularmente e possibilitar a 

identificação de diferentes fontes (ASSIS et al., 2011). 

Uma variedade de procedimentos laboratoriais satisfaz as condições 

mencionadas acima e pode ser utilizada na classificação taxonômica e na identificação 

de bactérias e/ou fungos. Em laboratórios, estes métodos englobam a análise 

morfológica das colônias, coloração de Gram, exame microscópico e vários testes 

bioquímicos e fisiológicos, sejam eles manuais ou automatizados. No entanto, como tais 

testes bioquímicos dependem de processos metabólicos do microrganismo, o 

crescimento bacteriano e longos períodos de incubação são necessários e acabam sendo 

limitantes na liberação dos resultados. Além disso, muitas vezes estes resultados podem 

ser inconclusivos (SAUER e KLIEM, 2010).  

Em análises de rotina, métodos de identificação de microrganismos são baseados 

na assimilação e reações de fermentação de carboidratos e morfologia. Entretanto, 

embora aplicados largamente, esses testes apresentem várias limitações, pois consomem 

tempo e para algumas espécies consideradas próximas, não são tão acurado. Dessa 

forma, a combinação de vários métodos é necessária para alcançar a identificação 

correta entre as espécies (SANTOS et al., 2012). 
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Geralmente os sistemas rotineiros de identificação de microrganismos são 

baseados em suas características fenotípicas. Na identificação, leva-se em conta o perfil 

morfológico, enzimático, fisiológico e bioquímico, a escolha de um deles, ou de mais de 

um, é determinada pelo nível de identificação requerida, número total de amostras 

examinadas e recursos disponíveis no laboratório (SPOLIDORIO et al., 2011). 

Entretanto, esses métodos convencionais apresentam limitações, uma vez que não são 

capazes de identificar claramente certas espécies, podendo muitas vezes ocorrerem 

resultados falsos negativos e falsos positivos.  

Além disso, as técnicas tradicionais são trabalhosas já que, vários testes, um 

complementando o outro, devem ser realizados para identificação final das espécies 

(YUCESOY et al., 2005). Outro fator limitante na identificação é o custo que envolve 

certos métodos, que embora possam ser mais rápidos acabam não sendo utilizados 

devido à falta dos mesmos em certos laboratórios. Essa questão é de alta relevância nos 

casos de reconhecimento em grande escala. 

Em adição a tais métodos, ainda pode-se utilizar ferramentas de biologia 

molecular como a amplificação de determinados genes por PCR (reação em cadeia da 

polimerase), ensaios imunológicos como ELISA (enzyme linked imunosorbent assay), 

API (Analytical Profile Index), sequenciamento do RNA ribossomal da subunidade 16S 

e marcadores fenotípicos. Porém, estas últimas técnicas são relativamente complicadas, 

laboriosas e de custo elevado (NEPPELENBROEK et al., 2006). 

A biologia molecular tem se mostrado uma ferramenta promissora no campo 

microbiológico, quando aplicada em casos que a metodologia convencional de 

identificação, discriminação e caracterização microbiana apresentam resultados 

inapropriados. Embora seja possível obter resultados rápidos com esses métodos, 

estudos empregando as técnicas moleculares têm apontado desvantagens nessas 

abordagens. As principais são em relação ao custo dos materiais empregados como, por 

exemplo, dos primers, a complexidade na interpretação dos dados, bem como a 

complexidade metodológica dos procedimentos e a necessidade de pessoas preparadas e 

experientes na manipulação e realização dos testes (XU et al., 2002). 

Aliado a biologia molecular, os métodos mais comumente utilizados em 

laboratórios de patologia de sementes para análises de rotina e detecção de fungos 

fitopatógenicos são: inspeção visual das sementes, exame da suspensão de lavagem das 

sementes, incubação em substrato de papel ou método do papel de filtro (“blotter test”) 

e plaqueamento em meio sólido, BDA ou MEA (BRASIL, 2009). 
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Estes métodos, apesar de padronizados em laboratórios de patologia de sementes 

como testes de rotina, são limitados quando existe a necessidade de uma diagnose 

específica em nível de espécie, subespécie ou variedade (BARROCAS et al., 2014). 

Somando-se a isso, a carência de recursos humanos com treinamento adequado para 

detecção e identificação de gossypii var. cephalosporioides em sementes, são fatores 

que facilitam a introdução e disseminação deste fitopatógeno no ambiente. No Brasil, 

existem poucos laboratórios de sanidade de sementes que possuem equipamentos 

adequados e pessoas treinadas para a identificação de fungos em nível intraespecífico. 

Ao utilizar métodos rotineiros de patologia de sementes gossypii var. 

cephalosporioides pode ser confundido com gossypii, agente causal da antracnose, já 

que ambos são transmitidos via sementes e sua distinção morfológica é extremamente 

difícil e inconsistente (MEHTA e METHA, 2010). 

Neste contexto, a taxonomia do Reino Fungi é extremamente complexa, tendo 

em vista a metodologia clássica atualmente utilizada para a classificação de espécies, 

que utiliza características morfológicas, fisiológicas e bioquímicas para a classificação 

de um indivíduo em espécie. Além disso, utilizando estruturas reprodutivas, têm sido 

classificadas espécies sexuais e assexuais, muitas vezes não representando as relações 

filogenéticas entre diferentes grupos (ASSIS, 2011). 

Em virtude disso, a utilização da análise espectroscópica e hiperespectroscópica 

para o estudo da diversidade dos fungos tem crescido substancialmente, permitindo a 

caracterização de isolados clínicos e ambientais de diferentes espécies de fungos.            

O desenvolvimento de novas técnicas de classificação, em particular 

hiprespectroscópicas, poderá permitir a organização de um banco de dados com o(s) 

perfil(s) de cada espécie identificada, possibilitando a posterior identificação de isolados 

com base neste banco de dados (SINGH et al., 2012). 

 

3.4 Identificação de fungos utilizando biologia molecular  

 

A utilização de técnicas moleculares pode ser bastante promissora para 

solucionar os problemas metodológicos na detecção e diferenciação de patógenos. Na 

área de biologia molecular, pesquisas vêm sendo desenvolvidas com objetivo de estudar 

taxonomia, variabilidade genética e detecção de fungos fitopatogênicos, empregando-se 
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PCR, RAPD e RFLP, bem como os métodos imunológicos e enzimáticos (ALESSIO et 

al., 2013). 

Dentre as técnicas acima mencionadas, a técnica PCR é considerada a mais 

adequada para a diagnose devido à sua especificidade. Essa técnica revolucionou a 

biologia molecular, e associada a outras técnicas, ainda é promissora para a diagnose de 

patógenos em geral.  

Para a PCR, os iniciadores são desenhados para anelar em regiões específicas do 

DNA do organismo alvo, reproduzindo assim milhões de cópias de uma determinada 

região e o DNA amplificado pode ser observado por meio de eletroforese. O uso de 

técnicas moleculares que exploram as variações na sequência de nucleotídeos no gene 

que codifica o DNA ribossomal (DNAr) e os espaços intergênicos, fez com que 

ocorresse, na última década, progresso no estudo da ecologia de fungos (ANDERSON e 

PARKIN, 2007). 

A região ITS tem sido a mais utilizada para as análises moleculares do gênero 

Colletotrichum, porém existem preocupações quanto à sua utilização, devido à baixa 

resolução que o gene tem oferecido para diferenciação das espécies. Isolados de C. 

gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides não foram separados em dois grupos 

distintos com a aplicação de algumas técnicas moleculares baseadas na região ITS (CAI 

et al., 2011). 

Mehta e Mehta (2010) avaliaram a variabilidade genética da região ITS DNAr 

entre gossypii e gossypii var. cephalosporioides através das técnicas moleculares 

RAPD, ERIC- e REP-PCR e PCR-RFLP. Com a técnica de RAPD foram utilizados oito 

iniciadores randômicos, os quais revelaram dois grupos distintos, o primeiro sendo 

formado por 94% dos isolados de sementes e o segundo por 95% dos isolados de folhas. 

Na análise ERIC- e REP-PCR, os resultados foram semelhantes aos de RAPD. Quanto 

aos resultados de PCR da região ITS, foi obtido um perfil de bandas semelhantes para 

todos os isolados, não sendo possível a diferenciação entre as variedades. 

Em virtude dessa problemática, muitos desafios ainda existem para a detecção 

de patógenos via testes moleculares. O uso das ferramentas moleculares representa um 

grande avanço na diagnose de patógenos transmitidos por sementes, por exemplo. A 

detecção precisa e rápida de fungos e de outros microrganismos patogênicos em plantas 

cultivadas através da biologia molecular é de extrema relevância, porém em virtude de 

ser uma técnica laboriosa e com custo elevado, ainda há muitas limitações. Nesse 

contexto, o uso de ferramentas espectroscópicas e hiperespectroscópicas de caráter não 
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destrutivo para a identificação, quantificação e separação de patógenos, vem sendo 

aplicada com mais frequência. 

 

3.5 Hiperespectroscopia de imagem no infravermelho próximo e suas aplicações  

 

A partir da metade do século XX, o desenvolvimento de novos dispositivos 

elétricos e eletrônicos permitiu a obtenção de imagens digitais. Com os recentes 

avanços tecnológicos, foi possível adquirir não só imagens em escalas de cinza e RGB 

(RGB: Red, Green, Blue), mas também realizar a aquisição das chamadas Imagens 

Hiperespectrais.  

Estas imagens, além de possuírem informações espaciais, também contem 

informações a respeito da composição química, apresentando 18 espectros ou canais 

espectrais para cada pixel da imagem. Desta forma, têm-se informações locais sobre a 

composição, bem como sobre a distribuição dos componentes na amostra. Quando 

desdobradas em uma matriz de dados, essas imagens podem ser submetidas a técnicas 

quimiométricas adequadas (GELADI et al., 2007). 

Imagem hiperespectral é uma tecnologia relativamente nova que vem se 

mostrado promissora em diferentes aplicações em diversas áreas. Apresenta vantagens 

como permitir avaliar a distribuição de componentes ou propriedades, permitir 

selecionar áreas de interesse para posterior análise, além da rapidez e natureza não 

destrutiva. Quando se compara a imagem hiperespectral com a obtenção de espectros 

pela espectroscopia clássica, a espectroscopia de imagem (ULRICI et al., 2013), como 

também é chamada, mostra-se muito inovadora e vantajosa, pois fornece 

simultaneamente informação espacial e espectral a uma dada amostra (LEIVA-

VALENZUELA et al., 2014; PIQUERAS et al., 2014; SERRANTI et al., 2011). 

As imagens hiperespectrais podem ser definidas como estruturas tridimensionais 

(hipercubos) formadas por três dimensões: duas espaciais (x - y) e uma referente ao 

comprimento de onda (Ȝ) (BURGER e GOWEN, 2011; GOWEN et al., 2011). 

Os hipercubos possuem muitos dados, estes quando tratados matematicamente, 

podem fornecer muitas informações de interesse sobre a amostra (WU e SUN, 2013). O 

tratamento dos dados dos hipercubos é realizado a partir da aplicação de métodos 

multivariados. Para isso, o hipercubo deve passar por um desdobramento (Figura 4), ou 
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seja, passar de três dimensões (x, y, Ȝ) para duas dimensões {(x × y), Ȝ} (FERRARI et 

al., 2013). 

 

 

Figura 4. Estrutura tridimensional de um hipercubo (Imagens hiperespectrais) (a) 

Desdobramento do hipercubo e (b) Redobramento do hipercubo 

Fonte: Adaptada de De Juan et al. (2005) 

 

Após o processo de desdobramento do hipercubo, o número total de pixels será x 

× y, sendo esta a primeira dimensão das duas dimensões 2D e a segunda sendo o 

comprimento de onda (DE JUAN et al., 2005). Destaca-se também que no processo de 

desdobramento, a informação original não é alterada, uma vez que os pixels podem ser 

analisados como amostras individuais, pois cada pixel representa um espectro 

(CARNEIRO e POPPI, 2014; KUCHERYAVSKIY, 2013), como mostra a Figura 5. 

 

Figura 5.  Demonstração que cada pixel do desdobramento do hipercubo possui um espectro 
completo 

Fonte: Caetano (2015) 
 

O uso de imagens hiperespectrais possui uma vasta aplicação em diversas áreas 

de conhecimento. Na área de fármacos, pode ser utilizada para analisar a uniformidade 

da distribuição de diversos comprimidos comerciais (CRUZ et al., 2011). Na indústria 
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alimentícia, pode ser utilizada para controle de qualidade, como a detecção de fungos 

toxigênicos usando imagens hiperspectrais em grãos (YAO et al., 2008). Na área 

médica, podem ser utilizadas juntamente com técnicas específicas de análise para 

avaliar imagens, como imagens Raman para o estudo de cálculo renal (PIQUERAS et 

al., 2011).  

Na área das ciências forenses, a imagem hiperespectral pode ser utilizada na 

identificação de impressões digitais (TAHTOUH et al., 2011), detecção de componentes 

de explosivos (RUXTON et al., 2012), e de manchas de sangue em locais de crime 

(SCHULER et al., 2012). 

Durante a década de 70, as técnicas de imagens hiperespectrais na região do NIR 

(HI-NIR: Near Infrared – Hyperspectral Images) eram aplicadas a análises de 

sensoriamento remoto, e, apenas a partir dos anos 90, essas técnicas começaram a ser 

utilizadas na área de alimentos (BELLON-MAUREL, 2009). Atualmente, uma grande 

variedade de trabalhos é apresentada na literatura com aplicações das técnicas de HINIR 

para a avaliação de produtos farmacêuticos (PRATS-MONTALBÁN et al., 2012). 

O milho, uma das principais fontes de alimentação humana, animal e também 

matéria-prima importante para produzir o álcool como combustível, também é 

submetido à infecção por fungos toxicogênicos não só no campo, durante a colheita, 

mas também em instalações de armazenamento. Para isso, foi avaliada em sua pesquisa 

a viabilidade de detecção da aflatoxina B1 em grãos de milho inoculados com 

Aspergillus flavus por meio da hiperespectroscopia de imagem no infravermelho 

próximo. Através de cálculos quimiométricos, eles analisaram que os comprimentos de 

onda de 1729 nm e 2344 nm foram identificados para indicar exclusivamente AFB1, 

demonstrando, que a técnica de imagem hiperespectral pode ser usada para detectar a 

aflatoxina em grãos de milho, inoculadas artificialmente, no campo (WANG et al., 

2015). 

Singh et al. (2012) examinaram várias técnicas não invasivas a fim de substituir 

ferramentas manuais para análise de fungos. Contudo, muitos destes métodos não são 

capazes de detectar níveis baixos de infecção em que as mudanças fisiológicas claras 

não são perceptíveis. Porém, Wang et al. (2014)  analisaram que comprimentos de onda 

entre 1000 e 2500 nm podem ser usados para detectar Aflatoxina B1 em concentrações 

tão baixas como 10 ppb, se aplicados diretamente sobre as superfícies do milho, por 

exemplo, e alguns comprimentos de onda chave, tais como 1729 nm e 2344 nm. 
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Yao et al. (2008) utilizou um sistema de imagem hiperespectral de mesa, 

oVNIR-100E, para aquisição de dados espectrais e espaciais, com a finalidade da 

viabilidade do uso de dados de imagens espectrais para a classificação de espécies 

fúngicas. Utilizou-se um total de cinco espécies de fungos e constataram que as cinco 

são altamente separáveis, com a precisão da classificação de 97,7%.  

Para a detecção de patógenos, Shah e Khan (2014) utilizaram duas técnicasμ 

imagem hiperespectroscópica e imagens de raio-x. A precisão de classificação foi de 80 

a 100% em várias combinações de pragas e grãos. Os hipercubos foram analisados 

através da aplicação de técnicas quimiométricas, tais como análise de componentes 

principais (PCA) para fins de exploração, pelos mínimos quadrados parciais e análise 

discriminante (PLS-DA) para a classificação de três tipos de trigo e intervalo PLS-DA 

(iPLS-DA) para a seleção de um conjunto reduzido de intervalos de comprimento de 

onda efetivo. O estudo demonstrou que os resultados da boa classificação foram obtidos 

quando o intervalo inteiro de comprimento de onda investigados foi considerado, e 

também quando apenas três de 121 pequenos intervalos de comprimento de onda foram 

explorados (120λ-1230, 148λ-1510 e 1601-1622 nm).  

Williams et al. (200λ) fizeram a classificação de dureza do milho , utilizando 

imagens hiperespectrais no infravermelho próximo com análise multivariada e análise 

de imagem para distinguir entre grãos de milho duro , intermediário e macio de 

linhagen. Os dados foram obtidos utilizando uma Câmera MatrixNIR com uma faixa 

espectral de λ60-1662nm e a faixa espectral utilizada no infravermelho foi de 1000nm a 

24λ8nm (pelo SisuChema SWIR). A reprodutibilidade dos resultados obtidos com os 

diferentes conjuntos de dados indica que o método proposto apresentou potencial real 

para usos futuros de classificação. 

Yao et al. (2008) utilizou imagens hiperespectrais (visível e infravermelho 

próximo) para diferenciar fungos de diferentes espécies. Os resultados indicaram que 

todos os cinco fungos analisados foram altamente separáveis com a precisão da 

classificação de 97,7%. Além disso, todos os cinco fungos puderam ser classificados 

usando apenas três faixas estreitas: 743 nm, 458 nm e 541 nm. 

Kong et al. (2013) exploraram a viabilidade de identificação de variedades de 

sementes de arroz usando imagens hiperespectrais e análise de dados multivariadas. Os 

autores concluíram que a técnica de imagens hiperespectrais na identificação de 

cultivares é uma técnica de classificação bastante eficaz. 
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Sistemas de imagens hiperespectrais estão começando a ser usados como uma 

ferramenta científica para a avaliação da qualidade alimentar. Portanto, trabalhos 

recentes têm-se centrados no desenvolvimento de novos sistemas baseados nesta 

técnica. Lorente et al. (2012) descreveram em seu artigo obras recentes que utilizam 

imagens hiperespectrais para a inspeção de frutas e legumes,  explicando as diferentes 

tecnologias disponíveis para adquirir as imagens, a sua utilização para a inspeção não 

destrutiva e características externas desses produtos. 

 

3.6 Análise multivariada espectral 

 

Quando estamos trabalhando com imagens no infravermelho, cujos espectros 

são similares (como duas canetas esferográficas, por exemplo), é necessário empregar 

técnicas quimiométricas com a finalidade de extrair informações relevantes que podem 

ser visualmente imperceptíveis. Assim, técnicas de redução de dimensionalidade, 

segmentação, análise exploratória, resolução, compressão, entre outras se fazem 

necessárias, e envolve a extração de informações relevantes, oriundas de dados 

químicos obtidos através de um determinado número de amostras, utilizando para isso, 

ferramentas matemáticas e estatísticas (KUMAR et al., 2014; DOMINGO et al., 2014). 

A análise multivariada de dados possui várias linhas de atuação, entre elas, 

podemos citar as mais usuais que são: planejamento e otimização de experimentos, 

reconhecimento de padrões e calibração multivariada (DE BARROS NETO et al., 

2006). 

O uso de dados multivariados é capaz de reduzir a quantidade de ruído, 

melhorando a precisão e fornecendo a capacidade de determinação simultânea de muitas 

propriedades de uma amostra através de um único sinal multivariado (KUMAR et al., 

2014). Diante dessas vantagens, a calibração multivariada tornou-se uma ferramenta 

indispensável para a determinação quantitativa em química analítica. Na literatura são 

reportados diversos métodos usados para a construção de modelos de calibração 

multivariada, em que muitos deles essencialmente diferem pela obtenção da inversa 

generalizada para estimar os coeficientes de regressão. 

Segundo Breitkreitz et al. (2014), o planejamento e otimização de experimentos 

consiste em estabelecer e conduzir o menor número de experimentos necessários para 

extrair o máximo de informação dos dados coletados de modo a avaliar e/ou otimizar 

um produto ou processo.  
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Já, o reconhecimento de padrões é utilizado visando a obtenção de modelos 

matemáticos que sejam capazes de reconhecer ou classificar amostras (IQBAL et al., 

2014). Esta técnica pode ser: supervisionada ou não supervisionada. A escolha de qual  

deve ser utilizada irá depender das informações disponíveis e do objetivo pretendido 

(GREDILLA et al., 2013). Nas técnicas supervisionadas deve existir um conhecimento 

prévio sobre a identidade das amostras, para que seja possível a classificação (YI et al., 

2013). Já nas técnicas não supervisionadas não é exigido o conhecimento prévio sobre a 

identidade das amostras. Os métodos supervisionado e não supervisionado que serão 

explanados nesta tese são a Análise Discriminante por Mínimos Quadrados Parciais e a 

Análise por Componentes Principais. 

O uso dos métodos espectroscópicos em análise quantitativa geralmente está 

associado ao uso de ferramentas quimiométricas. Modelos de calibração por PLS 

(Partial Least-Square Regression - regressão por mínimos quadrados parciais) são os 

mais utilizados e estão intimamente relacionados a outros modelos de calibração 

multivariada tais como o MLR (Multiple Linear Regression) e o PCR (Principal 

Components Regression). A calibração multivariada é o processo de construção de um 

modelo que visa a previsão de características ou propriedades de interesse de amostras 

desconhecidas (BEEBE, 1998). O modelo construído irá relacionar, em geral, os 

espectros das amostras com a propriedade de interesse, que pode ser de origem química, 

física ou biológica (GELADI, 2003). 

Em sistemas químicos a concentração de uma ou mais espécies pode ser 

estimada a partir da medida das propriedades deste sistema, tal como a absorção de 

radiação eletromagnética que apresenta uma relação linear entre o espectro e a 

concentração da amostra, conhecida como Lei de Beer-Lambert, que matematicamente 

pode ser descrita como: 

 

AȜ= εȜbC 

 

Onde AȜ corresponde ao valor da absorbância em um número de onda 

específico, εȜ corresponde à absortividade molar do material nesse número de onda, b é 

o caminho óptico e C a concentração da amostra. 
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3.7 Métodos Multivariados  

 

3.7.1 Reconhecimento de padrões  

3.7.1.1 Análise de Componentes Principais (PCA) 

 

A PCA é uma técnica de reconhecimento de padrões não-supervisionado, cujo 

princípio é manipular matematicamente um conjunto de dados de natureza multivariada, 

objetivando a redução da dimensionalidade das variáveis e representação das variações 

existentes na forma de componentes principais (PCs) (Figura 6) (HUANG et al., 2015). 

As PCs são as representações dos novos eixos formados a partir da combinação 

linear das variáveis originais e nelas estão contidas as informações mais relevantes dos 

dados. Elas são sempre ortogonais (perpendiculares) umas às outras, e sucessivas PCs 

descrevem quantidades decrescentes da variância explicada dos dados. Em geral, poucas 

PCs são necessárias para que toda ou a maior parte da variância dos dados seja 

explicada (BORRÁS et al., 2014). 

 

 

 

Figura 6. Análise de componentes principais (PCA) - Primeira e segunda PCs no espaço 

tridimensional das variáveis 
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O método da PCA é representado pela Equação: 

X = TPT + E 

Na PCA ocorre à decomposição da matriz X em um produto de duas matrizes, a 

matriz dos escores (T) e a matriz dos pesos (P), somada com a matriz de erros (E) (DE 

SOUZA e POPPI, 2012). Os escores representam as coordenadas das amostras (ou 

pixels, no caso de imagens) no espaço das PC’s, enquanto que os pesos (loadings) 

representam a relevância das variáveis originais em cada PC. 

A Análise de Componentes Principais (PCA: Principal Component Analysis) se 

apresenta como uma ferramenta muito comum e eficaz na redução de dimensionalidade, 

mantendo as informações mais relevantes do conjunto de dados (BEEBE et al., 1998).  

A aplicação da PCA em imagens hiperespectrais é de grande utilidade para a 

extração de informações a respeito de características importantes da amostra, uma vez 

que é possível comprimir os dados, preservando informações fundamentais, e interpretar 

a correlação entre as variáveis utilizadas e a estrutura da amostra. Assim, a PCA pode 

ser utilizada como um instrumento para seleção de características da imagem (PRATS-

MONTALBÁN et al., 2011). 

PCA é uma técnica bastante utilizada como base para outras técnicas 

quimiométricas multivariadas como, por exemplo, o SIMCA, que é uma técnica de 

reconhecimento de padrão supervisionado. 

 

3.7.2.1 SIMCA 

 

A modelagem independente flexível por analogia de classe (SIMCA, do inglês 

Soft Independent Modelling of Class Analogy) é a principal técnica para o 

desenvolvimento de modelos supervisionados que modela a localização das classes no 

espaço multidimensional pelo cálculo de PCs separadamente para cada categoria. Nesse 

sistema, uma amostra desconhecida pode ser classificada como pertencente a uma, a 

mais de uma ou a nenhuma das categorias predefinidas (BRERETON, 2003). Uma 

classe é modelada a partir do número de PCs selecionados por validação cruzada.  
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O sistema SIMCA apresenta duas grandes vantagens em comparação a outros 

métodos de reconhecimento de padrões (HERRERO LATORRE et al., 2013). Cada 

classe de dados é modelada separadamente do resto das classes, o que evita a influência 

de uma sobre as outras no processo de definição das classes. Além disso, SIMCA é 

capaz de detectar outliers, o que significa que a técnica é capaz de identificar amostras 

que não pertençam a quaisquer das classes determinadas. Assim como os outros 

procedimentos supervisionados de reconhecimento de padrões, a SIMCA consiste dos 

seguintes passos (BERRUETA et al., 2007): 

(i) Seleção de um conjunto de treinamento, de validação e de teste, que 

consistem de objetos de associação de classes conhecidas para as quais as variáveis são 

medidas;  

(ii) Seleção das variáveis, para eliminar aquelas que correspondam a ruído ou 

que não tenham poder discriminante;  

(iii) Construção de um modelo utilizando o conjunto de treinamento, gerando 

categorias que agrupam as variáveis medidas;  

(iv) Validação do modelo utilizando um conjunto independente de amostras, 

para avaliar a consistência da classificação. 

 O número de PCs em cada classe não deve ser muito alto, pois há risco de se 

modelar baseado em ruído ou em dados aleatórios, e nem deve ser muito baixo, pois se 

pode deixar de incluir variação suficiente, diminuindo o poder explanatório do conjunto 

de dados (BERRUETA et al., 2007).  

Também é possível a construção de modelo SIMCA contendo uma só classe, 

assim as amostras podem ser classificadas como pertencentes à classe predefinida ou 

como não pertencente a qualquer classe. O método é validado por estabelecimento de 

um conjunto de amostras de validação que seja independente do conjunto de amostras 

de treinamento que foi utilizado para construir o modelo. O conjunto de amostras para 

validação deve ser previamente conhecido para que se verifique a fidelidade de sua 

classificação. Se não houver amostras independentes suficientes para validação externa 

do modelo, uma validação cruzada interna pode ser realizada. Para este tipo de 

validação interna, o próprio conjunto de dados é dividido em dois subconjuntos: 

treinamento e validação (ALMEIDA et al., 2013). 

A validação cruzada interna é realizada pela segmentação do conjunto de dados. 

Um dos segmentos é deixado de fora e um modelo é construído com o restante dos 

segmentos, o conjunto de treinamento. Este modelo é então validado com o segmento 
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externo, o conjunto de validação. O procedimento é repetido tantas vezes quantas forem 

os segmentos deixados de fora e, para cada modelo, este conjunto externo é utilizado 

para validação. Ao longo do processo teremos, portanto, diversos conjuntos de 

treinamento e de validação. Assim, ao final da validação cruzada, haverá não apenas um 

modelo, mas um grupo de modelos que descrevem o conjunto de dados (ENGKILDE et 

al., 2007). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

4.1 Local de realização do experimento 

 

 O trabalho foi desenvolvido na Unidade Acadêmica de Engenharia Agrícola 

(UAEA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no Laboratório de 

Fitopatologia e no Laboratório Avançado de Tecnologia Química (LATECQ), da 

Embrapa Algodão, em Campina Grande, Paraíba. 

 

4.2 Origem dos fungos  

Neste estudo foram utilizados 5 isolados de Colletotrichum gossypii (CG) e 46 

isolados de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides (CGC), oriundos da Coleção 

de Trabalho de Culturas de Microrganismos Fitopatogênicos da Embrapa Algodão. 

 

4.3 Isolados e cultivo em meio de cultura 

 

 Todos os isolados foram preservados pelo método de Castellani e foram 

coletados de plantas de algodoeiro com sintomas típicos de antracnose ou ramulose em 

diferentes regiões produtoras de algodão nos Estados de Goiás e Mato Grosso (Tabela 

1). 
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Tabela 1 – Isolados de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides usados neste 

estudo 

Espécie CNPA Hospedeiro/substrato Origem 

 

C. gossypii 

 

0037 

 

Algodão - semente 

 

Acreúna- GO 

C. gossypii 0095 Algodão - semente MT 

C. gossypii 0109 Algodão - semente MT 

C. gossypii 457-1 Algodão - semente MT 

C. gossypii 457-2 Algodão - semente MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0038 Algodão - folha Rondonópolis - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0039 Algodão - folha Mineiros - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0040 Algodão - folha Pedra Preta - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0041 Algodão - folha Pedra Preta - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0043 Algodão - folha Novo São Joaquim - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0044 Algodão - folha Pedra Preta - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0045 Algodão - folha Pedra Preta - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0046 Algodão - folha Pedra Preta - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0048 Algodão - folha Rondonópolis - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0049 Algodão - folha Rondonópolis - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0051 Algodão - folha Sapezal - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0052 Algodão - folha Primavera do Leste - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0053 Algodão - folha Santa Helena de Goiás - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0056 Algodão - folha Alto Taquari - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0057 Algodão - folha Mineiros - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0059 Algodão - folha Mineiros - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0061 Algodão - folha Primavera do Leste - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0062 Algodão - folha Mineiros - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0063 Algodão - folha Mineiros - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0067 Algodão - folha Chapadão do Céu - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0069 Algodão - folha Pedra Preta - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0070 Algodão - folha Itiquira - MT 
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C. gossypii var. cephalosporioides 0071 Algodão - folha Itiquira - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0072 Algodão - folha Primavera do leste - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0074 Algodão - folha Itiquira - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0075 Algodão - folha Itiquira - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0078 Algodão - folha Primavera do Leste - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0079 Algodão - folha Primavera do Leste - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0082 Algodão - folha Chapadão do Céu - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0083 Algodão - folha Itiquira - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0084 Algodão - folha Pedra Preta - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0086 Algodão - folha Novo São Joaquim - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0104 Algodão - folha Santa Helena de Goiás - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0105 Algodão - folha Santa Helena de Goiás - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0107 Algodão - folha Santa Helena de Goiás - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0113 Algodão - folha Campo Verde - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0116 Algodão - folha Campo Verde - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0117 Algodão - folha Campo Verde - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0121 Algodão - folha Campo Verde - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0123 Algodão - folha Santa Helena de Goiás – GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0124 Algodão - folha Santa Helena de Goiás - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0127 Algodão - folha Cachoeira Dourada - GO 

C. gossypii var. cephalosporioides 0132 Algodão - folha Alto Taquari - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0133 Algodão - folha Alto Taquari - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0134 Algodão - folha Alto Taquari - MT 

C. gossypii var. cephalosporioides 0135 Algodão - folha Itiquira - MT 
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 Para obtenção das imagens hiperspectrais, os diferentes isolados avaliados foram 

crescidos em placas plásticas de Petri de 9 cm de diâmetro contendo 20 mL de meio de 

cultura Czapeck-ágar. Os diferentes isolados testados foram incubados durante 15 dias 

em câmara de crescimento tipo B.O.D, com temperatura de 25 oC e fotoperíodo de 12 

horas. 

 Com a finalidade de conseguirmos uma metodologia eficaz no período de 

incubação as placas, contendo os fungos, foram colocadas na B.O.D na horizontal. Após 

o período de dois dias, começou-se a observar que a tampa da placa de Petri apresentava 

gotículas de água (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7. Placa de Petri contendo o fungo Colletotrichum  gossypii com gotículas de água na tampa 

 

 Mesmo após ser verificado que a placa estava com gotículas de água em sua 

superfície, decidiu-se fazer a leitura no Spectrometro. Como é possível observar na 

Figura 8, o fungo absorveu parte da água e em virtude disso, a leitura ficou 

comprometida. Esse fenômeno interferiu nos resultados, pois sobressaíam os espectros 

que continham as moléculas de água.  
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Figura 8. Placa de Petri aberta com água na superfície do fungo Colletotrichum gossypii 

 

Após o uso dessa técnica, verificou-se que o procedimento mais adequado seria 

inverter a placa, pois dessa forma, toda a umidade iria para a tampa e não cairia na 

placa, como pode ser observado na Figura 9. 

 

              

Figura 9.  A) Câmara incubadora (BOD). B) Placa de Petri invertida contendo o Colletotrichum 

gossypii 

 

A B 



Material e Métodos 

42 

 

4.4 Testes de Patogenicidade 

 

 A capacidade dos isolados de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides 

causarem doenças em plantas de algodoeiro foi testada neste estudo. Foram avaliados 

três isolados de C. gossypii (CNPA 0735, CNPA 0736 e CNPA 0738) e cinco isolados 

de C. gossypii var. cephalosporioides (CNPA 0060, CNPA 0080, CNPA 0094, CNPA 

0117 e CNPA 0123). Cada isolado foi crescido em placas de Petri contendo meio BDA 

(Batata – Dextrose – Ágar) em câmara de crescimento tipo B.O.D com temperatura de 

25 oC e fotoperíodo de 12 horas durante 10 dias para estimular a esporulação dos 

patógenos. Na preparação da suspensão de inóculo, foram adicionados 10 mL de água 

destilada esterilizada em cada placa. Os conídios foram liberados das colônias fúngicas, 

com o auxílio de alça de Drigalski, e a suspensão resultante filtrada em uma camada 

dupla de gaze esterilizada. A suspensão de conídios foi ajustada para 1x105 esporos por 

mL, utilizando-se hemacitômetro. 

 Plantas de algodoeiro da cultivar BRS Cedro, reconhecidamente suscetível a 

ambos os patógenos, foram crescidas em vasos plásticos de 5 litros (duas plantas por 

vaso), contendo uma mistura de turfa e vermiculita (3:1), e mantidas em casa-de-

vegetação com controle de temperatura (25 ± 5 oC) e umidade (80%) durante 40 dias. 

As plantas foram inoculadas aos 36 DAE (Dias Após a Emergência), pulverizando-se a 

suspensão de conídios dos patógenos, previamente preparadas, com um pulverizador 

pressurizado a ar, sobre as plantas até o ponto de escorrimento. O tratamento controle 

consistiu de plantas pulverizadas apenas com água destilada esterilizada. Cada 

tratamento foi constituído de quatro repetições arranjadas em blocos ao acaso. 

 

 

4.5 Técnicas moleculares (extração de DNA, amplificação por PCR e 

sequenciamento) 
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4.5.1 Microrganismos e condições de cultivo 

Os isolados foram mantidos em meio para crescimento rápido (2 g de Peptona, 

10 g de Dextrose, 1,5 g de Caseína, 2 g de Extrato de Levedura e 16 g de ágar para 1 L 

de H2O). A obtenção de massa micelial para extração de DNA os isolados foram 

crescidos em fracos de 250 mL com 50 mL de meio descrito acima sob agitação de 

150rpm por aproximadamente 3 dias a 25 o C. 

4.5.2 Extração de DNA 

 

O DNA total dos isolados monospóricos (Tabela 1) foi extraído seguindo 

procedimentos de extração por CTAB (Doyle e Doyle, 1990) de micélio macerado em 

nitrogênio líquido. A quantificação do DNA extraído foi feita por meio do 

espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) e em gel de agarose 0,8% 

para análise da quantidade e qualidade das amostras. As amostras foram diluídas para 

uma concentração de 50 ng ȝL‑. 

4.5.3 Diagnóstico molecular de CG e CGC 

 

Para diagnóstico molecular diferencial entre CG e CGC foi utilizada a região 

IGS (Intergenic Spacer) do rDNA. Um fragmento de 3.3 kb de CG e outro de 2.7 Kb de 

CGC foram completamente sequenciados e os gaps entre CG e CGC foram localizados 

para desenho de um set de primers que permitissem o diagnóstico molecular via PCR.  

Os primers IGS detect F2-5’GAAAAGTAAGTACCCCCGAA3’ e IGS detect 

R- TGGCGGCGGTGAGTCGGGGTGC amplificam um fragmento de 432 pb para CG 

e 148 pb em CGC. As reações de PCR foram realizadas em volume de 20 µL utilizando 

50 ng de DNA total; tampão 1X com 2 mM de MgCl2; dNTPs 0,4 mM; Taq DNA 

Polimerase 1U e 0,2 µM de cada primer. As condições para amplificação foram de 

desnaturação inicial a 94°C por 3 minutos, 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 15 

segundos, anelamento dos primers a 65°C por 15 segundos, síntese 72 ºC por 30 

segundos. Finalizados os ciclos foi realizada uma extensão de 72ºC por 10 minutos. 
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4.6 Imagem hiperespectral no NIR 

 A obtenção das HSI-NIR dos isolados de CG e CGC foram adquiridas por meio 

do espectrômetro sisuChema SWIR - Specim®, Spectral Imaging Ltd., Oulu, Finland. 

As condições utilizadas foram: faixa de varredura de 5 cm por linha, lente de 50 mm, 

resolução espectral de 10 nm; o número de pixels espacial foi de 320/s, resolução 

espacial de 150 ȝm e a faixa espectral utilizada foi de 1000 a 2500 nm, com 256 bandas, 

uma câmera de alta performance e o software ChemaDAQ. (Figura 10).  

  

 

Figura 10. Espectrômetro sisuChema SWIR - Specim® , responsável pela obtenção das imagens 

hiperespectrais 

 

 A altura entre a lente e a amostra foi definida em 31 cm, a velocidade do 

transportador foi fixada em 30mm/s  para assegurar a mesma forma espacial do isolado 

na imagem e o tempo de exposição foi ajustado em 3.000 ȝs para garantir uma 

intensidade de luz adequada. Para a realização das medidas, as placas de Petri contendo 

amostras de CG e CGC foram colocadas em cima da bandeja do equipamento (Figura 

11). 



Material e Métodos 

45 

 

 

Figura 11. (A) Scanner do espectrômetro sisuChema SWIR - Specim® ; (B) bandeja do 
equipamento 
 
 

Os isolados foram medidos em uma linha de varredura contemplando quatro 

unidades com leituras simultâneas de duas a duas. A aquisição das HSI inclui a 

digitalização da matriz linear pelo detector ao longo do eixo Y e o movimento do 

isolado sobre o eixo X, e os espectros NIR no eixo Z da amostra. Assim, um dado 

hipercubo 3D que representava as HSI continha a informação da imagem espacial e 

espectral (NIR) que poderá ser utilizada para identificar os patógenos CG e CGC 

(Figura 12). 
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Figura 12. Imagens hiperespectrais no infravermelho próximo de cinco isolados de Colletotrichum 

gossypii e de cinco isolados de Colletotrichum var. cephalosporioides   

 

Os HSI-NIR foram salvos em formato bruto e o pré-processamento dos dados 

foi realizado a partir das médias de cada amostra de HSI-NIR, nas quais os dados foram 

centrados na média dos espectros NIR e suavização por Savitzky Golay com uma janela 

de 2 pontos antes e 2 pontos depois do ponto central com um polinômio de segunda 

ordem. 

 

4.7 Métodos de análise multivariada 

4.7.1 Análise de Componentes Principais (PCA) 

 O conjunto de dados HSI-NIR médio dos 51 isolados de CG e CGC foi 

analisado com uma PCA. Os espectros médios de cada isolado foram retirados 

selecionando toda uma imagem do isolado, e, escolhendo-se o quadro em que estariam 

dispostos os espectros, adicionando-se a média da seleção empregando o software 

UnBio Evince versão 2.6.0; em seguida,  realizou-se uma PCA no ambiente do software 

The Unscranbler X.3. 

 

4.7.2 Análise de APS-LDA e SIMCA 

 O APS-LDA precisa de três matrizes espectrais chamadas de treinamento, 

validação e predição. Esses conjuntos foram construídos empregando-se o algoritmo KS  
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([32]) o qual separou as amostras oriundas dos isolados de CG em 3, 1 e 1 e   20, 8, 18  

para CGC, totalizando 23 (Treinamento, 9 (Validação) e 19 (Predição) que somaram os 

51 isolados fúngicos de  CG e CGC. Foi atribuído um índice de classe para  os isolados 

avaliados chamados de Group_Train, Group_Test e Group_Pred. Este índice para os 

isolados da classe CG foi atribuído o número 1 e para os isolados CGC foi indicado o 

número 2. N1 e N2 representaram os números de variáveis de mínimo (1) e máximo 

(20) que o APS-LDA selecionaria, respectivamente. 

 A resposta do APS-LDA fornece o número de erros dos conjuntos de teste e de 

previsão, bem como o custo obtido pelo conjunto teste com o número ótimo de 

variáveis. Para saber qual foi a amostra em que houve erro e em qual classe ela foi 

incluída, aplica-se o conjunto de previsão ao algoritmo multilda.m com as variáveis (l) 

selecionadas pelo SPA, por exemple: [class,errors] = 

multilda(Pred(:,l),Train(:,l),Group_Train,Group_Pred). 

 Realizou-se ainda uma PCA para cada grupo de isolados de CG e CGC para um 

modelo SIMCA. As amostras foram validadas empregando-se a rotina de full cross-

validation ficando para o conjunto de treinamento/ validação cruzada 4 e 28 amostras, e 

para o conjunto de previsão 1 e 18 amostras dos conjuntos dos isolados de CG e CGC, 

respectivamente. 

 

4.7. 3. Técnica DEQ ou boxplot 

 As variáveis escolhidas pelo APS nos dados HSI-NIR foram selecionadas e 

colocadas no Microsoft Excell® para aplicar os dois métodos DEQ para os cinco 

isolados  de CG e os 46 isolados de CGC. Os valores dos limites inferior (LL) e limite 

superior (UL), equações 3 e 4, representam as intensidades dos outliers. 

 

LL = q(0,25) – 1,5 (q(0,75) – q(0,25))  (equação 3) 

       UL = q(0,75) + 1,5 (q(0,75) – q(0,25))          (equação 4) 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

5.1 Testes de patogenicidade 

 

 Todos os isolados de CG e CGC testados induziram sintomas, respectivamente, 

de antracnose e de ramulose nas plantas de algodoeiro inoculadas aos 36 DAE (Figura 

13). As plantas inoculadas com CGC apresentaram sintomas iniciais de ramulose, ou 

seja, lesões foliares em forma de estrela - mancha estrela (Figuras 13A e 13B ), entre 

uma e duas semanas após a inoculação do fungo; entre 20 e 30 dias, os sintomas 

evoluíram para morte do meristema apical (Figura 13C) e paralisação do crescimento da 

planta e brotação de gemas laterais (Figura 13D), com ramos e entrenós curtos e 

contorcidos, reduzindo o porte da planta (Figura 13E). As plantas inoculadas com CG 

exibiram sintomas de antracnose, ou seja, lesões escuras ao longo das nervuras das 

folhas entre 20 e 30 dias após a inoculação do patógeno (Figura 13D). Os sintomas nas 

plantas inoculadas com os isolados de CG se restringiram a apenas lesões foliares. Os 

tratamentos controle, ou seja, as plantas inoculadas com água destilada esterilizada não 

exibiram sintomas de doenças.  

Estudar o progresso da doença, a partir da fonte de inóculo, possibilita conhecer 

a dinâmica da interação entre o patógeno e o hospedeiro, contribuindo assim para o 

manejo adequado da doença e o consequente aumento da produtividade da cultura. 

Além disso, o resultado dessas observações pode auxiliar no estabelecimento de padrões 

de tolerância para patógenos associados às sementes (SINGH et al., 2012). 
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Figura 13.  Sintomas típicos de antracnose e ramulose em plantas de algodoeiro 

inoculadas durante o teste de patogenicidade. A-B. Mancha estrela e lesões foliares 

causadas por C. gossypii var. cephalosporioides. C-D. Morte do meristema apical e 

paralisação do crescimento da planta. E. Ramos e entrenós curtos com redução do porte 

da planta. F-G. Lesões foliares de antracnose causadas por C. gossypii. 

 

 De acordo com Araújo (2012), patógenos associados às sementes podem reduzir 

a germinação e o vigor, além de contribuir para a deterioração de sementes durante o 

período de armazenamento. Sementes infectadas podem introduzir patógenos em novas 

áreas, bem como aumentar o inóculo em lavouras já estabelecidas. Se o inóculo 

primário, transportado via semente, encontrar ambiente favorável e o hospedeiro for 

suscetível, focos iniciais de infecção podem ser estabelecidos. A partir daí poderá 

ocorrer o progresso da doença no espaço e no tempo, a partir do inóculo secundário 

produzido nas lesões. 

 Os sintomas da Ramulose, provocados pelo fungo CGC, aparecem 

primeiramente nas folhas jovens, tanto na haste principal como nas laterais, na forma de 
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manchas necróticas, mais ou menos circulares quando situadas no limbo entre as 

nervuras, e alongadas quando no sentido longitudinal. O tecido necrosado tende a cair, 

formando perfurações. As lesões, principalmente das nervuras, acarretam o 

desenvolvimento desigual dos tecidos foliares, ocasionando o enrugamento da 

superfície do limbo.          O fungo afeta o meristema apical provocando sua necrose, o 

que estimula o desenvolvimento dos brotos laterais que se transformam em “ramos 

extranumerários”, conferindo à planta um aspecto de superbrotamento ou 

envassouramento. Os internódios, via de regra, apresentam intumescimento e as plantas 

doentes ficam com porte reduzido (ARAÚJO et al., 2012). 

 

 

5.2 Imagem hiperespectral no NIR 

 

 As imagens hiperespectrais NIR obtidas para as classes dos agentes etiológicos 

da ramulose e antracnose podem ser visualizadas na Figura 14. Nesta imagem observa-

se a estrutura morfológica das colônias dos fungos representada conforme sua 

distribuição espacial em relação a sua composição química agrupada em unidades de 

pixels. Cada pixel de tamanho de 150 µm 2 é a unidade mínima contendo um espectro 

NIR com 256 variáveis ou comprimento de onda (ou ainda canais). 

Um espectro médio para cada amostra das classes dos agentes etiológicos da 

ramulose e antracnose foi obtido para construção dos modelos de reconhecimento de 

padrões. A imagem HSI foi processada realizando-se uma seleção com o máximo de 

área amostrada a qual representa cerca de 100.000 pixel ou espectros na faixa 1000 a 

2500. 

Na Figura 15, pode-se evidenciar a distribuição dos pixels no nível da PC1 e 

PC2 em relação às classes em conjunto. Nesta figura, observam-se duas amostras por 

classe avaliada. Pode-se verificar também que mesmo separando-se bem cada classe e 

consequentemente cada amostra, próximo ao score 0, verificou-se sobreposição das 

amostras. O motivo pelo qual isso ocorre provavelmente seja por se tratar de fungos da 

mesma espécie e estes possuírem composições semelhantes. 
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Figura 14. Mapa dos scores, dos fungos Colletotrichum gossypii e Colletotrichum 

gossypii var. cephalosporioides, gerado pela PCA em função da distribuição espacial 

dos pixels em uma imagem hiperespectral (com 256 canais) sem nenhum pré-

processamento. 
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Figura 15. Projeção dos scores em nível de pixels para duas amostras de cada classe analisada de 

Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides 

 

Como a presença de água é evidente, conforme observado na Figura 14 e nos 

espectros referentes às absorções de 1400 e 1900 e, portanto, essa não é uma 

característica própria dos fungos, usou-se a região espectral de 995 a 1381 nm nos 

escores da PCA em função da diferença média observada entre as classes e que dessa 

possuem alinhamento com os componentes químicos desta matriz (Figura 16). 
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Figura 16. Espectros médio Imagens Hiperespectrais (NIR) total (a) e cortado (b) na parte inicial das 

amostras Colletotrichum gossypii 37 e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides 39 

 

Na figura 17, é possível observar através do gráfico dos scores que as amostras 

dos isolados fúngicos de CG ficaram localizados nos scores negativos no extremo da 

PC1, enquanto que os isolados de CGC ficaram ao longo da PC1 no sentido dos scores 

positivos, com uma variância explicada igual a 97,06 % e PC2 igual a 2,71 %. A 

variância total explicada dos fungos foi de 99,77 %, mesmo havendo uma certa 

sobreposição entre as amostras dos isolados de CG e CGC. 

 

 

Figura17. Gráfico dos scores de PC1 x PC2 nos espectros médios de imagens hiperespectrais (NIR) dos 

isolados dos fungos Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides com 

variância total explicada de 99,77% 
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 Observando essas diferenças de espectros, que se mostraram eficientes no 

modelo PCA, atribuiu-se o modelo SIMCA para avaliar essa diferença (Tabela 2). 

 Entre as 62 variáveis espectrais do HSI-NIR (995 a 1381 nm) que foram 

analisadas pela PCA, sete variáveis foram escolhidas pelo algoritmo SPA que são: 43, 

62, 1, 15, 28, 5 e 57, que corresponderam às variáveis espectrais 1261, 1381, 995, 1083, 

1166, 1020 e 1350 nm (Figura 18). Elas representaram os grupamentos químicos de 2° 

sobretom de CH com o final do grupo CH em 1261 nm, 1° sobretom de OH com as 

combinações de 1° sobretom de CH, abrangendo as regiões de CH3, CH2, segundo 

sobreton ArOH em 1381 nm, 2° sobretom de CH com o grupo ArCH em 1083 nm e 

com os grupamentos CH3 e CH2 em 1166 nm, 2° sobretom de NH com o grupo RNH2 

em 1020 nm e início do 1° sobretom de OH com a combinação do 1° sobretom de CH 

em 1350 nm. 

  

 

 

Figura 18. Espectros médios HSI-NIR de 995 a 1381 nm do isolado de CG (CNPA 

0037) e as sete variáveis espectrais selecionadas pelo algoritmo SPA representadas na 

ordem em que foram escolhidas com a numeração de 1 a 7. 

 

 Um modelo SPA-LDA construído com sete variáveis espectrais NIR tem o 

menor custo obtido no conjunto de validação de 0.24 e o erro de classificação no 

conjunto de validação igual a 0, e erro do conjunto de predição também igual a 0 

(Tabela 2). 
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Tabela 2. Classificação 
com os modelos 

SIMCA e o SPA-LDA 
das amostras dos 

fungos CG (1) e CGC 
(2).Isolado 

Matriz Y Modelo 

SPA-LDA 

CG (CNPA 0738) 1 1 

CGC (CNPA 0039) 2 2 

CGC (CNPA 0041) 2 2 

CGC (CNPA 0044) 2 2 

CGC (CNPA 0045) 2 2 

CGC (CNPA 0046) 2 2 

CGC (CNPA 0051) 2 2 

CGC (CNPA 0052) 2 2 

CGC (CNPA 0056) 2 2 

CGC (CNPA 0062) 2 2 

CGC (CNPA 0067) 2 2 

CGC (CNPA 0074) 2 2 

CGC (CNPA 0082) 2 2 

CGC (CNPA 0083) 2 2 

CGC (CNPA 0086) 2 2 

CGC (CNPA 0113) 2 2 

CGC (CNPA 0116) 2 2 

CGC (CNPA 0121) 2 2 

CGC (CNPA 0124) 2 2 

 

*O APS selecionou 7 variáveis dos espectros médios HSI-NIR. 
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 A quantidade de isolados de CG foi muito pequena quando comparada a 

quantidade de isolados de CGC. No entanto, utilizou-se um DEQ que serve para 

autentificar os cálculos feitos pelo algoritmo APS-LDA. As intensidades dos sete 

espectros selecionados para as cinco amostras de CG e 46 amostras de CGC deram 35 e 

322 unidades, respectivamente, e foi calculado o mínimo, 1° quartil, mediana, 3° quartil 

e máximo (Figura 19). 

 

 

 
Figura 19. Gráfico dos quartis entre os cincos isolados de Colletotrichum gossypii e 46 isolados de 

Colletotrichum gossypii var. cephalosporioidese obtido das sete variáveis selecionadas pelo SPA. 

 

 O método com a HSI-NIR e os algoritmos SIMCA e SPA-LDA que tratam 

matematicamente os dados hiperespectrais são confiáveis e de precisão. Os resultados 

obtidos com o modelo SIMCA não evidenciaram erros do tipo I. Os resultados dos 

isolados de CG e CGC não apresentaram significância estatística (α) ao nível de 5% dos 

dados totais, e forneceram 1 erro do tipo II, quando a análise estatística dos dados dos  
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isolados de  CGC não conseguiu rejeitar a hipótese do fungo CG. Isso deve ter ocorrido 

em função de que CGC é uma variação interespecífica de CG em estudo. 

 As amplitudes dos sinais obtidos nas sete variáveis escolhidas pelo SPA 

apresentaram diferenças entre os 1st e 3rd quartis, sendo 0,11 e 0,13 para os isolados de 

CG e de 0,17 e 0,23 para os isolados de CGC, respectivamente, contendo os 50% das 

variáveis espectrais diferentes entre os isolados de CG e CGC (Figura 16) o que 

promoveu uma perfeita separação pelo método LDA. 

Os valores de mínimo e máximo das intensidades dos espectros dos isolados de  

CG foram 0,09 e 0,18 e dos isolados de CGC foram 0,13 e 0,33, e os valores adjacentes 

aos LL e UL de 0,70 e 0,20para  CG, e de 0,09 e 0,37 para os CGC , de modo que não 

existiram valores possíveis de outliers. Dessa forma, os valores adjacentes foram 

simplesmente os pontos dos dados de máximo e mínimo, o que corrobora com a 

autenticidade do modelo APS-LDA para os HSI-NIR dos fungos. 

 A região de 995 a 1381 nm favoreceu as características de absorção dos grupos 

de aminoácidos, enzimas e proteínas que estão diretamente ligadas às expressões 

bioquímicas com relação a estruturas de composição genética, ou seja, os grupamentos 

CH3, CH2, CH, ArCH, OH, ArOH e NH que fornecem uma intensidade do HSI-NIR, 

que aliado ao algoritmo APS-LDA resultaram em uma separação de 100% entre as duas 

classes de fungos CG e CGC, tal qual a técnica genética PCR, no entanto, consumindo 

menos tempo e material analítico, genético sem destruir  a amostra analisada. 

 

5.3 Diagnóstico molecular de CG e CGC 

 

 Com o resultado do teste de PCR, que permite replicação in vitro, de 

forma rápida, do ácido desoxirribonucleico (ADN), através de uma quantidade mínima 

de material genético pode-se amplificar em poucas horas, desta forma, detectando os 

marcadores genéticos dos fungos CG e CGC em classes distintas (Figura 20). O 

problema dessa técnica é que algumas técnicas imunológicas e enzimáticas apresentam 

limitações quanto a sua confiabilidade e precisão. As reações de amplificação com 

DNAs genômicos extraídos das amostras dos fungos do algodão foram realizadas 

seguindo-se o protocolo descrito no item 4.5.4.  
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Figura 20. Diagnóstico molecular diferencial por meio de amplificação via PCR da 

região IGS de diferentes isolados Colletotrichum gossypii (CG) e Colletotrichum 

gossypii var. cephalosporioides (CGC). M representa o marcador molecular 1kb plus 

(Fermentas - SM1331) e B controle negativo. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

 Neste trabalho foi desenvolvida uma nova estratégia analítica empregando-se 

imagens hiperespectrais NIR e estratégias de tratamento de dados com seleção de 

variáveis com APS, construção de modelos de classificação LDA e SIMCA em 

amostras de duas classes de fungos patogênicos do algodoeiro. Nesse estudo e proposta, 

não se constatou erros do tipo I ou II ao nível de 95% de confiança na classificação dos 

fungos CG e CGC a partir da seleção de sete variáveis espectrais com APS no modelo 

LDA. Com o SIMCA contatou-se apenas um erro tipo II em que uma amostra de 

predição CG foi classificada nas duas classes CG e CGC. Em procedimento de 

avaliação de desempenho essa será uma amostra a qual exige ser investigada por uma 

técnica de biologia molecular em nível de DNA. 

 A combinação das técnicas de imagens hiperespectrais NIR com APS-LDA e 

SIMCA foi eficientes para identificação e classificação dos fungos CG e CGC de forma 

rápida com múltiplas amostras, automatizada, não destrutiva, com nível de simplicidade 

inferior, quando comparada com técnicas de biologia molecular. 
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APÊNDICE – A: Fotos com Detalhes da planta de algodão apresentando sintomas 

de Antracnose nas folhas causada pelo Colletotrichum gossypii 
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APÊNDICE – B: Fotos com Detalhes da planta de algodão apresentando sintomas 

de Ramulose nas folhas e haste Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides 
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APÊNDICE – C: Fotos com detalhes do Colletotrichum gossypii na placa de Petri 
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APÊNDICE – D: Fotos com detalhes do Colletotrichum gossypii var. 

cephalosporioides na placa de Petri 
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