UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA “
CENTRO DE TECNOLOGIA E RECURSOS NATURAIS

UNIDADE ACADEMICA DE ENGENHARIA AGRICOLA CTRN

TESE

AREA DE CONCENTRACAO: PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO
DE PRODUTOS AGRICOLAS

PROCESSAMENTO DE IMAGENS HIPERESPECTRAIS PARA
DIFERENCIACAO DOS AGENTES CAUSAIS DA ANTRACNOSE E
RAMULOSE DO ALGODOEIRO

PRISCILA SIMONE RIBEIRO AIRES

Campina Grande, Paraiba

Junho, 2016



PROCESSAMENTO DE IMAGENS HIPERESPECTRAIS PARA
DIFERENCIACAO DOS AGENTES CAUSAIS DA ANTRACNOSE E
RAMULOSE DO ALGODOEIRO

PRISCILA SIMONE RIBEIRO AIRES

Tese apresentada ao Curso de Pds-
Gradua¢ao em Engenharia Agricola da
Universidade Federal de Campina
Grande, como parte dos requisitos
necessarios para obtengao do titulo de
Doutor em Engenharia Agricola.

AREA DE CONCENTRACAO: Processamento ¢ Armazenamento de Produtos Agricolas

ORIENTADORES: Dr. Everaldo Paulo de Medeiros (EMBRAPA ALGODAO)

Dra. Josivanda Palmeira Gomes (UFCG)

Campina Grande, Paraiba

Junho, 2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA q
CENTRO DE TECNOLOGIA E RECURSOS NATURAIS

UNIDADE ACADEMICA DE ENGENHARIA AGRICOLA CTRN

PARECER FINAL DO JULGAMENTO DA TESE DA DOUTORANDA

PRISCILA SIMONE RIBEIRO AIRES

PROCESSAMENTO DE IMAGENS HIPERESPECTRAIS PARA
DIFERENCIACAO DOS AGENTES CAUSAIS DA ANTRACNOSE E
RAMULOSE DO ALGODOEIRO

BANCA EXAMINADORA PARECER

Profa. Dra. Josivanda Palmeira Gomes

Orientadora

Dr. Everaldo Paulo de Medeiros

Orientador

Dr. Alderi Emidio de Araujo

Examinador



Dr. Acacio Figueiredo Neto

Examinador

Dra. Marcia Rejane de Queiroz Albuquerque Azevedo

Examinadora

Dra. Libia de S. Conrado Oliveira

Examinadora

Junho, 2016




Dedicatoria

Com Carinho,

Ao meu Salvador Jesus Cristo, que
sempre esteve comigo em todos o0s
momentos. A graca dEle me basta. Ao
meu amado esposo Thiago que é sem
divida a melhor companhia. Aos
melhores presentes que wuma mulher
poderia ganhar: meus filhos, Matheus e
Daniel. Agradeco todos os dias por ter
sido agraciada por Deus por tamanha
bengdo, vocés sdo minha principal

inspiragdo e motivagdo.

Dedico.



Agradecimentos

A Deus, Todo Poderoso, Meu Porto-Sequro, Obrigada Deus!
Foi o Teu amor e a Tua for¢ca a minha maior motivacdo para a

concretizacdo deste trabalho;

Ao meu Pai Jodo, minha Mde Sandra e meu irmdo Igot, por

todo amor e carinho;

A Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) pela

oportunidade de cursar este doutorado;

A Embrapa Algoddo por ter me dado a oportunidade de
desenvolver este trabalho, bem como pelo apoio financeiro que foi

essencial para a conclusdo desta pesquisa;

A CAPES, que durante quatro anos, fielmente, me apoiou

para que esta pesquisa fosse concluida com éxito;

A todos os professores da Universidade Federal de Campina
Grande que me instruiram; onde obtive conhecimentos que foram

valiosissimos;

A Profa. Dra. Josivanda Palmeira, que sempre paciente,
esteve de prontiddo para comigo. Grata por ter me aceitado como

orientanda;



Ao Dr. Everaldo Paulo de Medeiros, que me concedeu a
grande oportunidade de realizar esta pesquisa, com ensinamentos
essenciais para tornar-me uma boa profissional. Agradeco seus

conselhos e sua amizade, que levarei por toda vida

Ao pesquisador Wirton Macedo Coutinho, por sua dedicagdo,
conhecimentos e pelo seu grande incentivo que foi essencial para a

realizagdo desta pesquisa;

A minha colega de laboratdrio Lane, pela grande ajuda nos

experimentos;

Aos meus companheiros da Embrapa, Edjane, Chicdo,
Joabson e Welma, que de forma direta ou indireta me ajudaram na

conclusdo desta pesquisa.

Aos queridos pesquisadores, Alderi Emidio, Marcia Rejane,
Acacio Neto e Libia Conrado, por terem, gentilmente, aceitado o

convite para participarem de minha defesa.

Ao meu esposo Thiago, por ter tido paciéncia comigo nas horas
dificeis, por ter me auxiliado nos momentos em que eu mais precisei

e por seu amor e companhia incondicional.

A todos vocés meu afeto e gratiddo.



“O éxito da vida ndo se mede pelo
caminho que vocé conquistou, mas sim
pelas dificuldades que superou no
caminho.” (Abraham Lincoln)



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS . ...ttt ettt et viil
LISTA DE SIGLAS EABREVIACOES ............cooooviiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e, X
RESUMUO ... oottt sttt ettt et st sb et sbe b et eaeeanes Xi
ABSTRACT ..ottt sttt et ettt et sttt et sae e Xii
LINTRODUQGAO ... 14
2L 0BIETIVOS ...ttt ettt ettt ettt et 17
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...........ccocovmiviieeeieeseeeeeeeeeeeeeeeeseees e 18
3.1. A cultura do Algodao (Gossypium Rirsutum L.) .......ccccccceeviiiniiiiniieinieenieeeee e 18
3.2. RamMUIOSE € ANITACIIOSE ....ceruvieiruiiieiiieieiie ettt ettt ettt e et e et e e et e e st e e bt e s eateeseneeesneees 20
3.3. Identificacdo de Microrganismos (C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides)......23
3.4 Identificacdo de Fungos Utilizando Biologia Molecular..............ccoceeeviiiiniiiiniiinnicennnen. 25
3.5 Hiperespectroscopia de imagem no infravermelho proximo e suas aplicagoes ................. 27
3.6 Andlise Multivariada ESPectral ..........cocccviiviiiiiiiiiiiiiieeiieeieeeeeete et 31
3.7 Métodos Multivariados..........cc.eecuiiiiiiiiiiiiiiiieiicit e 33
3.7.1 Reconhecimento de Padroes..........c..cocueviiiiiiiiniiiiiniiiiiiicieicitceeece e 33
3.7.1.1 Andlise de Componentes Principais (PCA).......ccccevviiieiiiiiiiieeieeeeeeeee et 33
BT.2.1 SIMCA Lottt e 34
4. MATERTAL E METODOS .......coooovvvienereeeenmneesssessssnsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 37
4.1. Local de realizag@0 dO €XPETIMENTO .......cccueeerureeriireeriireenieeeniteesieeesneeesseesssreesssseessnseenns 37
4.2, 0rigem dOS fUNZOS ..eeeiuiiieiiieiiee ettt ettt e e st e e st e e sabeeesabeessabeeesbeessseesnnseeeas 37
4.3. Isolados e cultivo em meio de CUltUra .........c.ccoeueeiiiiiiiiiiiniiiieieeceeeeece e 37
4.4, Teste de patogeniCIAAAE .........cceeeriieeriieeiiie et et ete e e iee e stteesaeeesbeeesabeeenabeesnseesaaeeens 42
4.5. Técnicas moleculares (extragdo de DNA, amplificagcdo por PCR e sequenciamento)......43
4.5.1. Microrganismos € condi¢cdes de CUltIVO ........cccueeviiriiiiniiriiiinierececceeee e 43
4.5.2. EXtragc@0 de DINA ... .ottt st 43
4.5.3. Diagnostico molecular de CG € CGC ......couiiiiiiiiiiniiiiiiiieeccececce e 43
4.6. Imagem hiperespectral N0 NIR .......ccccooiiiiiiiiiiii e 44
4.7. Métodos de andlise Multivariada ...........coooueeeriiiiiiiiieiiiieenieeete et 46
4.7.1. Andlise de componentes principais (PCA) ......c.cooveriiiiiiriiinieiecceeeeeee e 46
4.7.2. Andlise de APS-LDA € SIMCA ......cooiiiiieeeeeeeteee et 46

4.7.3. Técnica DEQ OU DOXPIOL ....cueiiiiiiiiiiieniieieeeeeecee et 47



5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..o 48

5.1. Teste de patogeniCIAAE ..........eeeviiiiiiiiiiie ettt e s e e 48
5.2. Imagem hiperespectral N0 NIR .......ccocciiiiiiiiiiiiie e e 50
5.3. Diagndstico molecular de CG € CGC........oooiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeite e 57
6. CONCLUSOES.......ccooouiimiimiitiie ittt 59
T.REFERENCIAS .......oooomiiiiieeeeoeeeeeee e 60
APENDICES.. ...ttt sttt 70

APENDICE — A: Fotos com Detalhes da planta de algoddo apresentando sintomas de
Antracnose nas folhas causada pelo Colletotrichum goSSYpii............cooceeevcueeevcueeanennen. 71
APENDICE — B: Fotos com Detalhes da planta de algoddo apresentando sintomas de
Ramulose nas folhas e haste Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides....... 73

APENDICE — C: Fotos com detalhes do Colletotrichum gossypii na placa de

APENDICE — D: Fotos com detalhes do Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
NA PlACA A PEIT.ceuiiiiiiiiiiiie e ettt ettt e et e e sabee e 76



LISTA DE FIGURAS

Figural. AIZodao Branco.........cccocueeiiiiiiiiiiiiiieeieceeeeee et 18
Figura 2. Distribui¢do de Algodao no Brasil (drea em ha)..........ccocceeiiiiiiinininnen, 19

Figura 3. Detalhes da planta de algodao apresentando sintomas de Ramulose nas

folhas e haste (A) e Antracnose nas folhas (B)........ccccceeeiiiiiiiiiiiiieiiieieiecireeeeee e, 21
Figura 4. (a) Desdobramento do hipercubo e (b) Redobramento do hipercubo........... 28
Figura 5. Demonstracdo que cada pixel possui um espectro completo....................... 28
Figura 6. Primeira e segunda PCs no espago tridimensional das varidveis.................. 33
Figura 7. Placa de Petri com goticulas de d4gua na tampa............ccceeeevveeneeeieeneennnen. 40
Figura 8. Placa de Petri aberta com moléculas de 4gua na superficie do fungo.......... 41
Figura 9. A) Camara incubadora (BOD). B) Placa de Petri invertida contendo o
COLLCTOTTICHUNIL ...ttt et e e e et e e e et e e e s sae e e e snsaeeeeennees 41
Figura 10. Espectrometro sisuChema SWIR - Specim®............cccocvviviiiiinieennieennnen. 44
Figura 11. (A) Scanner do Espectrometro sisuChema SWIR - Specim® ; (B) bandeja

O EQUIPAMEITO. ... .vvieieiieeeiiie ettt ee et ee et e ettt e st e e sbteesbteesabeeesasaeensseeensseeennseessseesnns 45
Figura 12. HSI-NIR de cinco isolados de CG e cinco isolados de CGC..................... 46

Figura 13. Sintomas tipicos de ramulose e antracnose em plantas de algodoeiro
inoculadas durante o teste de patogenicidade. A-B. Mancha estrela e lesdes foliares
causadas por C. gossypii var. cephalosporioides. C-D. Morte do meristema apical e
paralisacdo do crescimento da planta. E. Ramos e entrends curtos com redu¢do do
porte da planta. F-G. Lesdes foliares de antracnose causadas por C. gossypii............. 49
Figura 14. Mapa dos scores gerado pela PCA em funcao da distribuicdo espacial dos
pixels em uma imagem hiperespectral (com 256 canais) sem nenhum pré-
PTOCESSAIMNENTO. ¢ ..vteeutreeeireeeiteerteeesteeesseeensseeesseeeateessseesnsaeesnsaeesnsaeessseeensseesssseesnsseens 51
Figura 15. Projecdo dos scores em nivel de pixels para duas amostras de cada classe
ANATISAA. ..ot ettt st et eaeeees 52
Figura 16. Espectros médio HSI-NIR total (a) e cortado (b) na parte inicial das
amOStras CG 37 € CGC 3. ..ttt e 53
Figural7. Grafico dos scores de PC1 x PC2 nos espectros médios HSI-NIR inicial dos
isolados dos fungos CG e CGC com variancia total explicada de 99,77%................... 53
Figura 18. Espectros médios HSI-NIR de 995 a 1381 nm do isolado de CG (CNPA
0037) e as sete varidveis espectrais selecionadas pelo algoritmo SPA representadas na

ordem em que foram escolhidas com a numeragdode 1 a 7......cccoeoveeecveenciveeenieennnen. 54
Figura 19. Grifico dos quartis entre os cincos isolados de CG e 46 isolados de CGC
obtido das sete varidveis selecionadas pelo SPA............cccciviiiiiniiiieneceeee 56

Figura 20. Diagnéstico molecular diferencial por meio de amplificacdo via PCR da
regido IGS de diferentes isolados de Colletotrichum gossypii (CG) e Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides (CGC). M representa o marcador molecular 1kb plus
(Fermentas - SM1331) € B controle NeZativo...........cccveeeiieeeniiieeniieenieeerieeervee e 58



LISTA DE SIGLAS E ABREVIACOES

UFCG - Universidade Federal de Campina Grande
CTRN - Centro de Tecnologia e Recursos Naturais
CG - Colletotrichum gossypii

CGC - Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides
DAE - Dias apds emergéncia

EMBRAPA - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
NIR — Espectrometria de Infravermelho Proximo
PCR - Principal Components Regression

PLS — Partial Least Squares

PCA - Principal Components of Analisys

PC;— Componentes principais

SIMCA - Soft Independent Modelling of Class Analogy



RESUMO

Esse trabalho descreve um novo método para diferenciacdo de forma precisa e rapida
dos fungos C. gossypii (CG) e C. gossypii var. cephalosporioides (CGC) crescidos em
meio de cultura utilizando imagens hiperespectrais NIR e andlise multivariada de
reconhecimento de padrdes. 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
fotoperiodo durante 15 dias. As medidas espectrais foram realizadas entre 1000 a 2500
nm, com 256 bandas, com uma camera de alta performance com lente de 50 mm. Os
modelos de reconhecimento de padrdo foram desenvolvidos com as estratégias de APS-
LDA e SIMCA. As amostras foram separadas usando o algoritmo de selecdo de
amostras em trés conjuntos com o nimero de amostras: 3, 1 e 1 para CG e 20, 8, 18 para
CGC, totalizando 23 (Teste), 9 (Validagao) e 19 (Predicdo) que somam 51 amostras dos
fungos CG e CGC. Os resultados de predi¢do evidenciaram um erro tipo II para o
conjunto CG no modelo SIMCA. Enquanto com o APS-LDA ndo ocorreram erros de
classificagdo. No conjunto CGC com um numero de 18 amostras de predi¢do ndo foram
verificados erros do tipo I e Il empregando as estratégias do APS-LDA e SIMCA. Uma
validacdo paralela dos resultados obtidos com APS-LDA foi realizada com andlise de
BoxPlot com as varidveis selecionadas pelo APS. Os resultados foram concordantes
sem evidéncia de outlies. Portanto, um novo procedimento HSI e APS-LDA para
diferenciacdo dos agentes etiliologicos CG e CGG € proposto com as vantagens de
maior capacidade analitica com multiplas anélises e menor custo observando-se grandes

nimeros de amostras, rapidez e facilidade de implementacao.

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

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 1I 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 etiliolégicos
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



Introdugdo

1.INTRODUCAO

O algodao (Gossypium hirsutum L.) é a mais importante fibra té€xtil natural em
todo o mundo e a sexta maior fonte mundial de 6leo vegetal, com grande importancia na
economia de muitos paises, dos quais 150 produzem ou consomem cerca de 20 milhdes
de toneladas anuais de algodao em pluma (ULLOA et al., 2010). Estima-se que desde o
plantio até a comercializagdo dos produtos feitos com a fibra, a cadeia mundial
movimenta cerca de US$ 12 bilhdes por ano e emprega, em média, 350 milhdes de
pessoas (ABRAPA, 2016).

A qualidade da semente do algoddo é um dos importantes fatores que
condicionam o sucesso da cultura no campo. O controle de sua qualidade envolve tanto
acdes governamentais quanto do setor privado. Outro fator importante que condiciona e
que deve ser destacado, em qualquer cultura, € a incidéncia de pragas e doencas (REAY

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

As sementes, além de serem um veiculo de informagdes genéticas responsdveis
por levar caracteristicas agrondmicas ao campo sdo, também, consideradas o principal
veiculo de disseminacdo de grande nimero de patégenos considerados de risco dentro
ou entre paises, como € o caso dos fungos Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides e C. gossypii, agentes etiologicos da antracnose e ramulose,
respectivamente, do algodao (WEIR et al., 2012).

A antracnose e a ramulose do algodoeiro sdo doencas distintas causadas por
patégenos com caracteristicas morfoldgicas idénticas (BAILEY et al., 1996). O agente
causal da ramulose causa a morte do meristema apical da planta, paralisando o seu
crescimento e estimulando a brotacdo de gemas laterais, com ramos e entrends curtos e
contorcidos, o que reduz o seu porte. Essa doenga foi primeiro descrita no Brasil em
1937, e seu agente etiologico, 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 plantulas, além de lesdes em
folhas e frutos.

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

eram causadas por dois patégenos distintos. A diferenciacdo desses patdgenos, 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), ndao existem relatos consistentes de caracteres
morfoldgicos e mesmo moleculares, que permitam diferenciar essas variantes. Essa
controvérsia foi recentemente elucidada por Salustiano et al. (2014), que constataram
por meio de andlise filogenética a distin¢do 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 patogenos, C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides sao
transmitidos a planta adulta de algodoeiro por sementes (BARROCAS et al., 2014);
entretanto, apenas C. gossypii var. cephalosporioides tem importancia quarentendria no
Brasil, sendo o padrdo de tolerancia sugerido pela autoridade fitossanitdria brasileira de
0% na amostra aleatdéria de 600 sementes submetida a anélise em um lote de tamanho
maximo de 25.000 kg (BRASIL, 2009).

A identificacdo correta de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides por
métodos tradicionais ndo é uma tarefa féacil, mesmo para profissionais experientes.
Tanaka et al. (1996) recomendam a separacdo desses fungos desenvolvidos sobre
sementes com base no hébito de crescimento de ambos sobre raizes e sobre a superficie
das sementes, o que em termos praticos € subjetivo e com resultados pouco confidveis
(PRIHASTUTI et al., 2009).

Técnicas moleculares t€m sido utilizadas com sucesso na diferenciacdo de
espécies complexas em varios géneros de fungos de importincia econdmica, dentre os
quais Colletotrichum (CAI et al., 2011;WEIR et al.,, 2012), inclusive com o
desenvolvimento de protocolos para diferenciacdo dos agentes causais da ramulose e
antracnose do algodoeiro (SALUSTIANO et al., 2014), no entanto, essas técnicas sao
laboriosas e t€m alto custo.

Devido a importancia quarentendria da ramulose no Brasil, é salutar o
desenvolvimento de métodos rapidos, baratos e eficientes que permitam a distingao dos
agentes etiolégicos da antracnose e da ramulose do algodoeiro. A utilizacdo de imagens
hiperspectrais associadas a técnicas de reconhecimento padrio e de classificacdo podem
ser uma alternativa para identificacdo rdpida e acurada desses patdgenos. Essas técnicas
ttm sido empregadas com sucesso na detec¢do e quantificagdo de micotoxinas
produzidas por fungos filamentosos em graos (SIRISOMBOON et at., 2013) e na
identificacdo e/ou classificacdo de fungos fitopatogénicos associados a diferentes

espécies vegetais (SINGH et al., 2012).
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As técnicas hiperspectrais se baseiam na identificacdo de ligacdes quimicas em
uma molécula e na obtencdo de espectros de uma gama de compostos sem a utilizacao
de reagentes e com a preservacdo da constituicio da amostra analisada. A
hiperespectroscopia de imagem no infravermelho préximo (HSI-NIR), utilizada neste
estudo, por exemplo, é uma imagem de camadas multiplas, em que cada camada é um
tnico comprimento de onda espectral, o qual € utilizado para detectar caracteristicas em
funcdo das "impressdes digitais", devido as ligacdes quimicas especificas em diferentes
materiais (LORENTE et al., 2012). Portanto, essas multiplas camadas espectrais de uma
imagem geram informacdes de alta complexidade (DONEUS et al., 2014), que
associadas a métodos de andlises multivariadas para reconhecimento de padrio e de
classificacdo podem ser tteis em estudos de identificacdo/separacdo de fungos como
aqueles com caracteristicas morfologicas idénticas e de dificil diferenciagdo por

métodos tradicionais.

16



Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as possibilidades de uso da hiperespectroscopia de imagem no infravermelho
proximo (HSI-NIR) suportado por modelos de classificagdo de Algoritmo das Projecoes
Sucessivas — Andlise Discriminante Linear (APS-LDA) e Soft Independent Modelling
of Class Analogies (SIMCA) na identificagdo/separacdo dos agentes causais da

antracnose e ramulose desenvolvidos sobre meio de cultura.

2.2 Objetivos especificos

v' Identificar possiveis diferengas entre as duas espécies e avaliar o uso de
marcadores moleculares para diferenciagdo de C. gossypii e C. gossypii var.

cephalosporioides;
v" Processar imagens hiperespectrais NIR de isolados de C. gossypii e C. gossypii

var. cephalosporioides em condi¢des controladas de armazenamento utilizando

técnicas de analise multivariada;

v Através dos modelos de classificag@o, identificar e separar os agentes causadores

da antracnose e ramulose.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A cultura do algodao (Gossypium hirsutum L.)

O algodao € considerado uma das principais culturas agricolas no Brasil e no
mundo, exercendo grande importancia em termos produtivos, econdmicos e sociais, por
meio da pluma ou fibra que € o seu produto principal (Figural). Dentre as fibras téxteis,
naturais ou artificiais, a pluma de algodoeiro é a mais importante pela multiplicidade e

qualidade de aplicagcdo (FREIRE, 2011).

Figural. Algoddo Branco

Fonte: Embrapa Algodao

O algodoeiro é uma cultura de grande expressdo econdmica para o Brasil,
estando em 2015 dentre os grdos de maiores produtividades, junto com o milho e o
arroz. A produtividade de graos do algodao na safra 2014/2015 chegou a 1,54 toneladas.
Estima-se que na safra de 2015/2016 esse valor subird para 1,69 toneladas (CONAB,
2016). Estes valores demonstram a importancia da cultura para o pais, pela sua
participacdo expressiva no contexto socioecondmico, gerando divisas pela exportacdo e
como atividade que emprega um crescente numero de mao de obra nas diferentes etapas

de seu cultivo e distribui¢do final aos consumidores (Figura 2).

18



Revisdo Bibliogrifica

104 404040

B 4000 - 16000
1o CHP = 0
D700 = 73300

B 7300 - 132808

Chprga M prssigiag

Figura 2. Distribui¢do de Algodao no Brasil (drea em ha)

Fonte: CONAB (2016)

A cultura do algodio esta entre as mais importantes do mundo. Todos os anos,

uma média de 35 milhdes de hectares de algodao € plantada. A demanda mundial tem

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

2%. O comércio mundial do algodao movimenta anualmente cerca de U$$ 12 bilhdes e

envolve mais de 350 milhdes de pessoas em sua producgdo, desde as fazendas até a

logistica, o descarogamento, o processamento € a embalagem (ABRAPA, 2016).

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

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

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

estd sendo paulatinamente depauperada devido a fatores agricolas, socioculturais,

econdmicos, ambientais e fitossanitarios (BARROSO, 2006).
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Por isso, esse cendrio de expectativa crescente de produgdo agricola poderd nio
se concretizar em decorréncia desses problemas, em particular os fitossanitarios, que os
produtores brasileiros vém enfrentando ultimamente. Uma das questdes que tem
atormentado os produtores agricolas € a ocorréncia 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 sdo doengas distintas causadas por
patégenos com caracteristicas morfolégicas idénticas (Figura 3). O agente causal da
ramulose causa a morte do meristema apical da planta de algodoeiro, paralisando o seu
crescimento e estimulando a brotacdo de gemas laterais, com ramos e entrends curtos e
contorcidos, o que reduz o seu porte. Essa doenga foi primeiro relatada no Brasil em
1937, e seu agente etiolégico descrito como Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides (ABRAHAO 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 plantulas, além de lesdes em folhas e macas (MEHTA et al.,

2005).
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Figura 3. Detalhes da planta de algodao 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 a longa distancia de
disseminacg@o as sementes, mas, outra via de disseminacao € pelo solo contaminado. Por
qualquer uma delas, o inéculo primario, encontrando ambiente favordvel e hospedeiro
suscetivel estabelece focos iniciais de infeccdo. Estes, com o progresso da doencga, dardo
origem a focos secundérios que podem levar geralmente a um quadro epidemiolégico
(ARAUIJO et al., 2012).

O patégeno C. gossypii, causador da antracnose, pode ocorrer em qualquer parte
do algodoeiro, podendo ser altamente prejudicial para os frutos. As plantulas do algodao
quando infectadas, apresentam lesdes deprimidas nas raizes e no colo e tem coloracdo
pardo-avermelhadas a pardo-escuras, o que resulta em tombamento (KAMEI et al.,
2014).

Durante muito tempo persistiu a divida se a antracnose e a ramulose do
algodoeiro eram causadas por dois patdgenos distintos. A diferenciacdo desses
patégenos por meio de marcadores moleculares foi sugerida por Silva-Mann et al.
(2005); no entanto, de acordo com Hyde et al. (2009) ndo existem relatos consistentes
de caracteres morfolégicos e mesmo moleculares que permitam diferenciar essas
espécies. Essa controvérsia foi recentemente elucidada por Salustiano et al. (2014) , que
constataram por meio de andlises filogenéticas a distingdo 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.
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Ambos os patégenos, C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides, sdo
transmitidos a planta adulta de algodoeiro por sementes ; entretanto, apenas C. gossypii
var. cephalosporioides tem importancia quarentendria no Brasil, sendo o padrdo de
tolerancia sugerido pela autoridade fitossanitdria brasileira de 0% na amostra aleatdria
de 600 sementes submetida a andlise em um lote de tamanho méximo de 25.000 kg
(BRASIL, 2009).

A identificacdo correta de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides por
métodos tradicionais ndo é uma tarefa facil, mesmo para profissionais experientes.
Tanaka et al. (1996) recomendam a separagdo desses fungos desenvolvidos sobre
sementes com base no hédbito de crescimento de ambos sobre raizes e sobre a superficie
das sementes, o que em termos praticos € subjetivo e com resultados pouco confidveis.

Técnicas moleculares tém sido realizadas com sucesso na diferenciacdo de
espécies complexas em varios géneros de fungos de importancia patogénica, dentre os
quais Colletotrichum (WEIR et al., 2012), inclusive com o desenvolvimento de
protocolos para diferenciacdo dos agentes causais da ramulose e antracnose do
algodoeiro (SALUSTIANO et al., 2014); no entanto, essas técnicas sdo laboriosas e tém
alto custo.

Devido a importancia quarentendria da ramulose no Brasil, é salutar o
desenvolvimento de métodos rapidos, baratos e eficientes que permitam a distingao dos
agentes etioldgicos da antracnose e da ramulose do algodoeiro. A utilizacdo de imagens
hiperspectrais associada a técnicas de reconhecimento padrdo e de classificagdo podem
ser uma alternativa para identificacdo rdpida e acurada desses patdgenos. Essas técnicas
ttm sido empregadas com sucesso na detec¢do e quantificagdo de micotoxinas
produzidas por fungos filamentosos em graos (SIRISOMBOON et al., 2013) e na
identificacdo e/ou classificacdo de fungos fitopatogénicos associados a diferentes

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

cephalosporioides)

Para esclarecer algum fato que envolva os microrganismos responsaveis pela
antracnose e ramulose, € necessdrio identificd-los ou pelo menos classificd-los. Em
relacdo a identificacdo de espécies de Colletotrichum as dificuldades encontradas estao
relacionadas a grande diversidade fenotipica dos isolados fiingicos, a influéncia dos
fatores do ambiente na estabilidade dos caracteres morfoldgicos e culturais, existéncia
de formas intermedidrias de morfologia das colonias e falta de padronizacdo de
condig¢des culturais empregadas nos diferentes estudos (BONETT et al., 2010).

Em principio, as técnicas para a classificacio e identificacdo de microrganismos
devem seguir alguns aspectos gerais, tais como: capacidade de identificacdo universal;
ter um baixo custo de operacdo; apresentar um rdpido processo de transferéncia de
informacdes; e propiciar o compartilhamento das informacdes através de bancos de
dados que devem ser acessiveis e passiveis de atualizagOes regularmente e possibilitar a
identificacdo de diferentes fontes (ASSIS et al., 2011).

Uma variedade de procedimentos laboratoriais satisfaz as condig¢des
mencionadas acima e pode ser utilizada na classificacdo taxondmica e na identificacdo
de bactérias e/ou fungos. Em laboratorios, estes métodos englobam a analise
morfoldgica das colonias, coloracdo de Gram, exame microscOpico € varios testes
bioquimicos e fisioldgicos, sejam eles manuais ou automatizados. No entanto, como tais
testes bioquimicos dependem de processos metabdlicos do microrganismo, o
crescimento bacteriano e longos periodos de incubagdo sido necessdrios e acabam sendo
limitantes na liberagdo dos resultados. Além disso, muitas vezes estes resultados podem
ser inconclusivos (SAUER e KLIEM, 2010).

Em andlises de rotina, métodos de identificacdo de microrganismos sao baseados
na assimilacdo e reacOes de fermentacdo de carboidratos e morfologia. Entretanto,
embora aplicados largamente, esses testes apresentem vdrias limitagdes, pois consomem
tempo e para algumas espécies consideradas proximas, ndo sdo tdo acurado. Dessa
forma, a combinacdo de varios métodos é necessdria para alcancar a identificacdo

correta entre as espécies (SANTOS et al., 2012).
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Geralmente os sistemas rotineiros de identificacio de microrganismos sao
baseados em suas caracteristicas fenotipicas. Na identificacdo, leva-se em conta o perfil
morfoldgico, enzimético, fisioldgico e bioquimico, a escolha de um deles, ou de mais de
um, € determinada pelo nivel de identificacdo requerida, nimero total de amostras
examinadas e recursos disponiveis no laboratério (SPOLIDORIO et al., 2011).
Entretanto, esses métodos convencionais apresentam limitacdes, uma vez que nao sao
capazes de identificar claramente certas espécies, podendo muitas vezes ocorrerem
resultados falsos negativos e falsos positivos.

Além disso, as técnicas tradicionais sdo trabalhosas ja que, vdrios testes, um
complementando o outro, devem ser realizados para identificacdo final das espécies
(YUCESOY et al., 2005). Outro fator limitante na identificacdo € o custo que envolve
certos métodos, que embora possam ser mais rdpidos acabam ndo sendo utilizados
devido a falta dos mesmos em certos laboratdrios. Essa questdo € de alta relevancia nos
casos de reconhecimento em grande escala.

Em adi¢do a tais métodos, ainda pode-se utilizar ferramentas de biologia
molecular como a amplificacdo de determinados genes por PCR (reacdo em cadeia da
polimerase), ensaios imunoldgicos como ELISA (enzyme linked imunosorbent assay),
API (Analytical Profile Index), sequenciamento do RNA ribossomal da subunidade 16S
e marcadores fenotipicos. Porém, estas tltimas técnicas sdo relativamente complicadas,
laboriosas e de custo elevado (NEPPELENBROEK et al., 2006).

A biologia molecular tem se mostrado uma ferramenta promissora no campo
microbiolégico, quando aplicada em casos que a metodologia convencional de
identificacdo, discriminagdo e caracterizacdo microbiana apresentam resultados
inapropriados. Embora seja possivel obter resultados rdpidos com esses métodos,
estudos empregando as técnicas moleculares t€ém apontado desvantagens nessas
abordagens. As principais sdo em relagdo ao custo dos materiais empregados como, por
exemplo, dos primers, a complexidade na interpretacio dos dados, bem como a
complexidade metodoldgica dos procedimentos e a necessidade de pessoas preparadas e
experientes na manipulacao e realizagdo dos testes (XU et al., 2002).

Aliado a biologia molecular, os métodos mais comumente utilizados em
laboratérios de patologia de sementes para andlises de rotina e detec¢do de fungos
fitopatdgenicos sdo: inspecdo visual das sementes, exame da suspensdo de lavagem das
sementes, incubacdo em substrato de papel ou método do papel de filtro (“blotter test”)

e plaqueamento em meio sélido, BDA ou MEA (BRASIL, 2009).
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Estes métodos, apesar de padronizados em laboratérios de patologia de sementes
como testes de rotina, sdo limitados quando existe a necessidade de uma diagnose
especifica em nivel de espécie, subespécie ou variedade (BARROCAS et al., 2014).
Somando-se a isso, a caréncia de recursos humanos com treinamento adequado para
deteccao e identificagdo de gossypii var. cephalosporioides em sementes, sao fatores
que facilitam a introdugdo e disseminacdo deste fitopatdgeno no ambiente. No Brasil,
existem poucos laboratérios de sanidade de sementes que possuem equipamentos
adequados e pessoas treinadas para a identificagdo de fungos em nivel intraespecifico.

Ao utilizar métodos rotineiros de patologia de sementes gossypii var.
cephalosporioides pode ser confundido com gossypii, agente causal da antracnose, ja
que ambos sdo transmitidos via sementes e sua distingdo morfoldgica € extremamente
dificil e inconsistente (MEHTA e METHA, 2010).

Neste contexto, a taxonomia do Reino Fungi é extremamente complexa, tendo
em vista a metodologia cldssica atualmente utilizada para a classificacdo de espécies,
que utiliza caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas para a classificacao
de um individuo em espécie. Além disso, utilizando estruturas reprodutivas, t€ém sido
classificadas espécies sexuais e assexuais, muitas vezes ndo representando as relacoes
filogenéticas entre diferentes grupos (ASSIS, 2011).

Em virtude disso, a utilizacdo da andlise espectroscdpica e hiperespectroscopica
para o estudo da diversidade dos fungos tem crescido substancialmente, permitindo a
caracterizacdo de isolados clinicos e ambientais de diferentes espécies de fungos.
O desenvolvimento de novas técnicas de classificagdo, em particular
hiprespectroscépicas, poderd permitir a organizacdo de um banco de dados com o(s)
perfil(s) de cada espécie identificada, possibilitando a posterior identificacao de isolados

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

3.4 Identificaciao de fungos utilizando biologia molecular

A utilizacdo de técnicas moleculares pode ser bastante promissora para
solucionar os problemas metodoldgicos na deteccdo e diferenciacdo de patdgenos. Na
area de biologia molecular, pesquisas vém sendo desenvolvidas com objetivo de estudar

taxonomia, variabilidade genética e deteccao de fungos fitopatogénicos, empregando-se
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PCR, RAPD e RFLP, bem como os métodos imunoldgicos e enzimaticos (ALESSIO et
al., 2013).

Dentre as técnicas acima mencionadas, a técnica PCR € considerada a mais
adequada para a diagnose devido a sua especificidade. Essa técnica revolucionou a
biologia molecular, e associada a outras técnicas, ainda é promissora para a diagnose de
patégenos em geral.

Para a PCR, os iniciadores sdo desenhados para anelar em regides especificas do
DNA do organismo alvo, reproduzindo assim milhdes de cépias de uma determinada
regido e o DNA amplificado pode ser observado por meio de eletroforese. O uso de
técnicas moleculares que exploram as variagdes na sequéncia de nucleotideos no gene
que codifica o DNA ribossomal (DNAr) e os espagos intergénicos, fez com que
ocorresse, na ultima década, progresso no estudo da ecologia de fungos (ANDERSON e
PARKIN, 2007).

A regido ITS tem sido a mais utilizada para as andlises moleculares do género
Colletotrichum, porém existem preocupacdes quanto a sua utilizacdo, devido a baixa
resolugdo que o gene tem oferecido para diferenciacdo das espécies. Isolados de C.
gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides nao foram separados em dois grupos
distintos com a aplicacdo de algumas técnicas moleculares baseadas na regido ITS (CAI
etal., 2011).

Mehta e Mehta (2010) avaliaram a variabilidade genética da regido ITS DNAr
entre gossypii € gossypii var. cephalosporioides através das técnicas moleculares
RAPD, ERIC- e REP-PCR e PCR-RFLP. Com a técnica de RAPD foram utilizados oito
iniciadores randomicos, os quais revelaram dois grupos distintos, o primeiro sendo
formado por 94% dos isolados de sementes € o segundo por 95% dos isolados de folhas.
Na anélise ERIC- e REP-PCR, os resultados foram semelhantes aos de RAPD. Quanto
aos resultados de PCR da regido ITS, foi obtido um perfil de bandas semelhantes para
todos os isolados, ndo sendo possivel a diferenciacdo entre as variedades.

Em virtude dessa problematica, muitos desafios ainda existem para a deteccdo
de patégenos via testes moleculares. O uso das ferramentas moleculares representa um
grande avanco na diagnose de patdgenos transmitidos por sementes, por exemplo. A
deteccao precisa e rapida de fungos e de outros microrganismos patogé€nicos em plantas
cultivadas através da biologia molecular € de extrema relevancia, porém em virtude de
ser uma técnica laboriosa e com custo elevado, ainda hd muitas limitacdoes. Nesse

contexto, o uso de ferramentas espectroscOpicas e hiperespectroscopicas de cardter ndo
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destrutivo para a identificacdo, quantificacdo e separacdo de patdgenos, vem sendo

aplicada com mais frequéncia.

3.5 Hiperespectroscopia de imagem no infravermelho proximo e suas aplicacoes

A partir da metade do século XX, o desenvolvimento de novos dispositivos
elétricos e eletrOonicos permitiu a obtencdo de imagens digitais. Com os recentes
avangos tecnoldgicos, foi possivel adquirir ndo s6 imagens em escalas de cinza e RGB
(RGB: Red, Green, Blue), mas também realizar a aquisi¢do das chamadas Imagens
Hiperespectrais.

Estas imagens, além de possuirem informacdes espaciais, também contem
informacdes a respeito da composi¢cdo quimica, apresentando 18 espectros ou canais
espectrais para cada pixel da imagem. Desta forma, t€ém-se informacdes locais sobre a
composi¢do, bem como sobre a distribuicio 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 aplicagdes em diversas dreas. Apresenta vantagens
como permitir avaliar a distribuicdo de componentes ou propriedades, permitir
selecionar areas de interesse para posterior andlise, além da rapidez e natureza ndo
destrutiva. Quando se compara a imagem hiperespectral com a obtencdo de espectros
pela espectroscopia cléssica, a espectroscopia de imagem (ULRICI et al., 2013), como
também ¢é chamada, mostra-se muito inovadora e vantajosa, pois fornece
simultaneamente informacdo espacial e espectral a uma dada amostra (LEIVA-
VALENZUELA et al., 2014; PIQUERAS et al., 2014; SERRANTTI et al., 2011).

As imagens hiperespectrais podem ser definidas como estruturas tridimensionais
(hipercubos) formadas por trés dimensdes: duas espaciais (X - y) e uma referente ao
comprimento de onda (A) (BURGER e GOWEN, 2011; GOWEN et al., 2011).

Os hipercubos possuem muitos dados, estes quando tratados matematicamente,
podem fornecer muitas informacdes de interesse sobre a amostra (WU e SUN, 2013). O
tratamento dos dados dos hipercubos € realizado a partir da aplicacdo de métodos

multivariados. Para isso, o hipercubo deve passar por um desdobramento (Figura 4), ou
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seja, passar de trés dimensdes (X, y, A) para duas dimensdes {(x X y), A} (FERRARI et
al., 2013).

(&)

v
X XY

(o)

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)

Ap6s o processo de desdobramento do hipercubo, o nimero total de pixels serd x
Xy, sendo esta a primeira dimensao das duas dimensdes 2D e a segunda sendo o
comprimento de onda (DE JUAN et al., 2005). Destaca-se também que no processo de
desdobramento, a informacao original ndo € 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. Demonstracdo que cada pixel do desdobramento do hipercubo possui um espectro
completo
Fonte: Caetano (2015)

O uso de imagens hiperespectrais possui uma vasta aplicacdo em diversas areas
de conhecimento. Na drea de farmacos, pode ser utilizada para analisar a uniformidade

da distribui¢do de diversos comprimidos comerciais (CRUZ et al., 2011). Na industria
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alimenticia, pode ser utilizada para controle de qualidade, como a detec¢do de fungos
toxigénicos usando imagens hiperspectrais em graos (YAO et al., 2008). Na 4rea
médica, podem ser utilizadas juntamente com técnicas especificas de andlise para
avaliar imagens, como imagens Raman para o estudo de célculo renal (PIQUERAS et
al., 2011).

Na érea das ciéncias forenses, a imagem hiperespectral pode ser utilizada na
identificacdo de impressoes digitais (TAHTOUH et al., 2011), deteccao 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 regido do NIR
(HI-NIR: Near Infrared — Hyperspectral Images) eram aplicadas a andlises de
sensoriamento remoto, e, apenas a partir dos anos 90, essas técnicas comecaram a ser
utilizadas na drea de alimentos (BELLON-MAUREL, 2009). Atualmente, uma grande
variedade de trabalhos € apresentada na literatura com aplicacdes das técnicas de HINIR
para a avaliacdo de produtos farmacéuticos (PRATS-MONTALBAN et al., 2012).

O milho, uma das principais fontes de alimentacdo humana, animal e também
matéria-prima importante para produzir o dlcool como combustivel, também ¢é
submetido a infec¢do por fungos toxicogénicos ndo s6 no campo, durante a colheita,
mas também em instalacdes de armazenamento. Para isso, foi avaliada em sua pesquisa
a viabilidade de detec¢do da aflatoxina Bl em grios de milho inoculados com
Aspergillus flavus por meio da hiperespectroscopia de imagem no infravermelho
proximo. Através de cdlculos quimiométricos, eles analisaram que os comprimentos de
onda de 1729 nm e 2344 nm foram identificados para indicar exclusivamente AFBI,
demonstrando, que a técnica de imagem hiperespectral pode ser usada para detectar a
aflatoxina em grdos de milho, inoculadas artificialmente, no campo (WANG et al.,
2015).

Singh et al. (2012) examinaram vérias técnicas ndo invasivas a fim de substituir
ferramentas manuais para analise de fungos. Contudo, muitos destes métodos ndo sdo
capazes de detectar niveis baixos de infeccdo em que as mudancas fisioldgicas claras
ndo sdo perceptiveis. Porém, Wang et al. (2014) analisaram que comprimentos de onda
entre 1000 e 2500 nm podem ser usados para detectar Aflatoxina B1 em concentracdes
tao baixas como 10 ppb, se aplicados diretamente sobre as superficies 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 aquisicdo de dados espectrais e espaciais, com a finalidade da
viabilidade do uso de dados de imagens espectrais para a classificacdo de espécies
fangicas. Utilizou-se um total de cinco espécies de fungos e constataram que as cinco
sdo altamente separdveis, com a precisao da classificacdo de 97,7%.

Para a deteccdo de patogenos, Shah e Khan (2014) utilizaram duas técnicas:
imagem hiperespectroscopica e imagens de raio-x. A precisdo de classificagdo foi de 80
a 100% em varias combinagdes de pragas e graos. Os hipercubos foram analisados
através da aplicagdao de técnicas quimiométricas, tais como analise de componentes
principais (PCA) para fins de exploracdo, pelos minimos quadrados parciais e analise
discriminante (PLS-DA) para a classificagdo de trés tipos de trigo e intervalo PLS-DA
(iPLS-DA) para a selecdo de um conjunto reduzido de intervalos de comprimento de
onda efetivo. O estudo demonstrou que os resultados da boa classificagdo foram obtidos
quando o intervalo inteiro de comprimento de onda investigados foi considerado, e
também quando apenas trés de 121 pequenos intervalos de comprimento de onda foram
explorados (1209-1230, 1489-1510 ¢ 1601-1622 nm).

Williams et al. (2009) fizeram a classifica¢do de dureza do milho , utilizando
imagens hiperespectrais no infravermelho proximo com analise multivariada e analise
de imagem para distinguir entre graos de milho duro , intermedidrio e macio de
linhagen. Os dados foram obtidos utilizando uma Camera MatrixNIR com uma faixa
espectral de 960-1662nm e a faixa espectral utilizada no infravermelho foi de 1000nm a
2498nm (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 classificacao.

Yao et al. (2008) utilizou imagens hiperespectrais (visivel e infravermelho
proximo) para diferenciar fungos de diferentes espécies. Os resultados indicaram que
todos os cinco fungos analisados foram altamente separdveis com a precisdo da
classificagdo de 97,7%. Além disso, todos os cinco fungos puderam ser classificados
usando apenas trés faixas estreitas: 743 nm, 458 nm e 541 nm.

Kong et al. (2013) exploraram a viabilidade de identificacdo de variedades de
sementes de arroz usando imagens hiperespectrais e andlise de dados multivariadas. Os
autores concluiram que a técnica de imagens hiperespectrais na identificacdo de

cultivares € uma técnica de classificagdo bastante eficaz.
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Sistemas de imagens hiperespectrais estdo comecgando a ser usados como uma
ferramenta cientifica para a avaliagdo da qualidade alimentar. Portanto, trabalhos
recentes tém-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 inspecdo de frutas e legumes, explicando as diferentes
tecnologias disponiveis para adquirir as imagens, a sua utilizacdo para a inspecdo nao

destrutiva e caracteristicas externas desses produtos.

3.6 Analise multivariada espectral

Quando estamos trabalhando com imagens no infravermelho, cujos espectros
sdo similares (como duas canetas esferograficas, por exemplo), € necessdrio empregar
técnicas quimiométricas com a finalidade de extrair informacgdes relevantes que podem
ser visualmente imperceptiveis. Assim, técnicas de reducdo de dimensionalidade,
segmentacdo, andlise exploratéria, resolugdo, compressdo, entre outras se fazem
necessdrias, € envolve a extracdo de informacgdes relevantes, oriundas de dados
quimicos obtidos através de um determinado nimero de amostras, utilizando para isso,
ferramentas matematicas e estatisticas (KUMAR et al., 2014; DOMINGO et al., 2014).

A andlise multivariada de dados possui vdrias linhas de atuagdo, entre elas,
podemos citar as mais usuais que sdo: planejamento e otimizacdo de experimentos,
reconhecimento de padrOes e calibracio multivariada (DE BARROS NETO et al.,
2006).

O uso de dados multivariados € capaz de reduzir a quantidade de ruido,
melhorando a precisio e fornecendo a capacidade de determinacao simultanea de muitas
propriedades de uma amostra através de um unico sinal multivariado (KUMAR et al.,
2014). Diante dessas vantagens, a calibracdo multivariada tornou-se uma ferramenta
indispensdvel para a determinagcdo quantitativa em quimica analitica. Na literatura sao
reportados diversos métodos usados para a construcio de modelos de calibracdo
multivariada, em que muitos deles essencialmente diferem pela obtencdo da inversa
generalizada para estimar os coeficientes de regressao.

Segundo Breitkreitz et al. (2014), o planejamento e otimizagdo de experimentos
consiste em estabelecer e conduzir o menor nimero de experimentos necessarios para
extrair o maximo de informacdo dos dados coletados de modo a avaliar e/ou otimizar

um produto Ou processo.
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Ja, o reconhecimento de padrdes € utilizado visando a obten¢do de modelos
matematicos que sejam capazes de reconhecer ou classificar amostras (IQBAL et al.,
2014). Esta técnica pode ser: supervisionada ou ndo supervisionada. A escolha de qual
deve ser utilizada ird depender das informacdes disponiveis e do objetivo pretendido
(GREDILLA et al., 2013). Nas técnicas supervisionadas deve existir um conhecimento
prévio sobre a identidade das amostras, para que seja possivel a classificacdo (YI et al.,
2013). Ja nas técnicas ndo supervisionadas ndo € exigido o conhecimento prévio sobre a
identidade das amostras. Os métodos supervisionado e nao supervisionado que serdo
explanados nesta tese sd@o a Anélise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais e a
Andlise por Componentes Principais.

O uso dos métodos espectroscopicos em andlise quantitativa geralmente estd
associado ao uso de ferramentas quimiométricas. Modelos de calibragdo por PLS
(Partial Least-Square Regression - regressdo por minimos quadrados parciais) sdo os
mais utilizados e estdo intimamente relacionados a outros modelos de calibracdao
multivariada tais como o MLR (Multiple Linear Regression) e o PCR (Principal
Components Regression). A calibracdo multivariada € o processo de construcao de um
modelo que visa a previsdo de caracteristicas ou propriedades de interesse de amostras
desconhecidas (BEEBE, 1998). O modelo construido ird relacionar, em geral, os
espectros das amostras com a propriedade de interesse, que pode ser de origem quimica,
fisica ou bioldgica (GELADI, 2003).

Em sistemas quimicos a concentracdo de uma ou mais espécies pode ser
estimada a partir da medida das propriedades deste sistema, tal como a absorcdo de
radiacdo eletromagnética que apresenta uma relacdo linear entre o espectro e a
concentracdo da amostra, conhecida como Lei de Beer-Lambert, que matematicamente

pode ser descrita como:

Al= eAbC

Onde AA corresponde ao valor da absorbancia em um nimero de onda
especifico, e\ corresponde a absortividade molar do material nesse numero de onda, b ¢

o caminho 6ptico e C a concentragdo da amostra.
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3.7 Métodos Multivariados

3.7.1 Reconhecimento de padroes

3.7.1.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

A PCA € uma técnica de reconhecimento de padrdes nao-supervisionado, cujo
principio € manipular matematicamente um conjunto de dados de natureza multivariada,
objetivando a reducdo da dimensionalidade das varidveis e representacdo das variacoes
existentes na forma de componentes principais (PCs) (Figura 6) (HUANG et al., 2015).

As PCs sdo as representacdes dos novos eixos formados a partir da combinagdo
linear das varidveis originais e nelas estdo contidas as informacdes mais relevantes dos
dados. Elas sdo sempre ortogonais (perpendiculares) umas as outras, e sucessivas PCs
descrevem quantidades decrescentes da variancia explicada dos dados. Em geral, poucas
PCs sdo necessdrias para que toda ou a maior parte da variancia dos dados seja

explicada (BORRAS et al., 2014).

Variavel 2
& PCa T S PCy

Variavel 2

Variavel 1

Figura 6. Andlise de componentes principais (PCA) - Primeira e segunda PCs no espago

tridimensional das variaveis
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O método da PCA ¢ representado pela Equagdo:
X=TP" +E

Na PCA ocorre a decomposicao 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 espaco das PC’s, enquanto que os pesos (loadings)
representam a relevancia das varidveis originais em cada PC.

A Andlise de Componentes Principais (PCA: Principal Component Analysis) se
apresenta como uma ferramenta muito comum e eficaz na reducdo de dimensionalidade,
mantendo as informag¢des mais relevantes do conjunto de dados (BEEBE et al., 1998).

A aplicacdo da PCA em imagens hiperespectrais € de grande utilidade para a
extracdo de informacgdes a respeito de caracteristicas importantes da amostra, uma vez
que € possivel comprimir os dados, preservando informagdes fundamentais, e interpretar
a correlac@o entre as varidveis utilizadas e a estrutura da amostra. Assim, a PCA pode
ser utilizada como um instrumento para sele¢do de caracteristicas da imagem (PRATS-
MONTALBAN et al., 2011).

PCA € uma técnica bastante utilizada como base para outras técnicas
quimiométricas multivariadas como, por exemplo, o SIMCA, que é uma técnica de

reconhecimento de padrao supervisionado.

3.7.2.1 SIMCA

A modelagem independente flexivel por analogia de classe (SIMCA, do inglés
Soft Independent Modelling of Class Analogy) é a principal técnica para o
desenvolvimento de modelos supervisionados que modela a localizacdo das classes no
espaco multidimensional pelo cdlculo 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 € modelada a partir do nimero de PCs selecionados por validagdo cruzada.
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O sistema SIMCA apresenta duas grandes vantagens em comparagdo a outros
métodos de reconhecimento de padroes (HERRERO LATORRE et al., 2013). Cada
classe de dados é modelada separadamente do resto das classes, o que evita a influéncia
de uma sobre as outras no processo de definicao das classes. Além disso, SIMCA ¢é
capaz de detectar outliers, o que significa que a técnica é capaz de identificar amostras
que ndo pertencam a quaisquer das classes determinadas. Assim como 0S outros
procedimentos supervisionados de reconhecimento de padrdes, a SIMCA consiste dos
seguintes passos (BERRUETA et al., 2007):

(1) Selecdo de um conjunto de treinamento, de validacdo e de teste, que
consistem de objetos de associacdo de classes conhecidas para as quais as varidveis sao
medidas;

(i1) Selecdo das varidveis, para eliminar aquelas que correspondam a ruido ou
que nao tenham poder discriminante;

(iii) Constru¢do de um modelo utilizando o conjunto de treinamento, gerando
categorias que agrupam as varidveis medidas;

(iv) Validagdo do modelo utilizando um conjunto independente de amostras,
para avaliar a consisténcia da classificacao.

O ndmero de PCs em cada classe ndo deve ser muito alto, pois hd risco de se
modelar baseado em ruido ou em dados aleatérios, € nem deve ser muito baixo, pois se
pode deixar de incluir variacao suficiente, diminuindo o poder explanatério do conjunto
de dados (BERRUETA et al., 2007).

Também € possivel a constru¢do de modelo SIMCA contendo uma sé classe,
assim as amostras podem ser classificadas como pertencentes a classe predefinida ou
como ndo pertencente a qualquer classe. O método € validado por estabelecimento de
um conjunto de amostras de validacdo que seja independente do conjunto de amostras
de treinamento que foi utilizado para construir o modelo. O conjunto de amostras para
validacdo deve ser previamente conhecido para que se verifique a fidelidade de sua
classificagdo. Se ndo houver amostras independentes suficientes para validacdo externa
do modelo, uma validacdo cruzada interna pode ser realizada. Para este tipo de
validacdo interna, o préprio conjunto de dados é dividido em dois subconjuntos:
treinamento e validagao (ALMEIDA et al., 2013).

A validacdo cruzada interna € realizada pela segmentacdo do conjunto de dados.
Um dos segmentos é deixado de fora e um modelo é construido com o restante dos

segmentos, o conjunto de treinamento. Este modelo € entdo validado com o segmento
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externo, o conjunto de validacdo. O procedimento é repetido tantas vezes quantas forem
os segmentos deixados de fora e, para cada modelo, este conjunto externo € utilizado
para validacdo. Ao longo do processo teremos, portanto, diversos conjuntos de
treinamento e de validacao. Assim, ao final da validacao cruzada, haverd ndo 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 METODOS

4.1 Local de realizacdo do experimento

O trabalho foi desenvolvido na Unidade Académica de Engenharia Agricola
(UAEA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), no Laboratério de
Fitopatologia e no Laboratério Avancado de Tecnologia Quimica (LATECQ), da

Embrapa Algodao, em Campina Grande, Paraiba.

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 Cole¢ao

de Trabalho de Culturas de Microrganismos Fitopatogénicos da Embrapa Algodao.

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 tipicos de antracnose ou ramulose em

diferentes regides produtoras de algoddo nos Estados de Goids e Mato Grosso (Tabela

0.
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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 Algodao - semente  Acretdna- GO
C. gossypii 0095 Algoddo - semente ~ MT
C. gossypii 0109 Algoddo - semente ~ MT
C. gossypii 457-1 Algoddo - semente ~ MT
C. gossypii 457-2 Algoddo - semente ~ MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0038 Algodao - folha Rondonépolis - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0039 Algodao - folha Mineiros - GO
C. gossypii var. cephalosporioides 0040 Algodao - folha Pedra Preta - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0041 Algodao - folha Pedra Preta - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0043 Algodao - folha Novo Séo Joaquim - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0044 Algodao - folha Pedra Preta - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0045 Algodao - folha Pedra Preta - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0046 Algodao - folha Pedra Preta - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0048 Algodao - folha Rondonépolis - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0049 Algodao - folha Rondonépolis - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0051 Algodao - folha Sapezal - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0052 Algodao - folha Primavera do Leste - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0053 Algodao - folha Santa Helena de Goias - GO
C. gossypii var. cephalosporioides 0056 Algodao - folha Alto Taquari - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0057 Algodio - folha Mineiros - GO
C. gossypii var. cephalosporioides 0059 Algodao - folha Mineiros - GO
C. gossypii var. cephalosporioides 0061 Algodio - folha Primavera do Leste - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0062 Algodao - folha Mineiros - GO
C. gossypii var. cephalosporioides 0063 Algodao - folha Mineiros - GO
C. gossypii var. cephalosporioides 0067 Algodio - folha Chapadéo do Céu - GO
C. gossypii var. cephalosporioides 0069 Algodio - folha Pedra Preta - MT
C. gossypii var. cephalosporioides 0070 Algodao - folha Itiquira - MT
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C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.
C. gossypii var.

C. gossypii var.

cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides
cephalosporioides

cephalosporioides

0071

0072

0074

0075

0078

0079

0082

0083

0084

0086

0104

0105

0107

0113

0116

0117

0121

0123

0124

0127

0132

0133

0134

0135

Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha
Algodao - folha

Algodao - folha
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Itiquira - MT

Primavera do leste - MT
Itiquira - MT

Itiquira - MT

Primavera do Leste - MT
Primavera do Leste - MT
Chapadao do Céu - GO
Itiquira - MT

Pedra Preta - MT

Novo Séo Joaquim - MT
Santa Helena de Goids - GO
Santa Helena de Goids - GO
Santa Helena de Goids - GO
Campo Verde - MT

Campo Verde - MT

Campo Verde - MT

Campo Verde - MT

Santa Helena de Goids — GO
Santa Helena de Goids - GO
Cachoeira Dourada - GO
Alto Taquari - MT

Alto Taquari - MT

Alto Taquari - MT

Itiquira - MT
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Para obten¢do das imagens hiperspectrais, os diferentes isolados avaliados foram
crescidos em placas plasticas de Petri de 9 cm de didmetro contendo 20 mL de meio de
cultura Czapeck-dgar. Os diferentes isolados testados foram incubados durante 15 dias
em cAmara de crescimento tipo B.0.D, com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12
horas.

Com a finalidade de conseguirmos uma metodologia eficaz no periodo de
incubacdo as placas, contendo os fungos, foram colocadas na B.O.D na horizontal. Apds
o periodo de dois dias, comecou-se a observar que a tampa da placa de Petri apresentava

goticulas de dgua (Figura 7).

Figura 7. Placa de Petri contendo o fungo Colletotrichum gossypii com goticulas de d4gua na tampa

Mesmo apds ser verificado que a placa estava com goticulas de dgua em sua
superficie, decidiu-se fazer a leitura no Spectrometro. Como € possivel observar na
Figura 8, o fungo absorveu parte da 4gua e em virtude disso, a leitura ficou
comprometida. Esse fendmeno interferiu nos resultados, pois sobressaiam os espectros

que continham as moléculas de dgua.
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Figura 8. Placa de Petri aberta com 4gua na superficie do fungo Colletotrichum gossypii

Ap6s 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 ndo cairia na

placa, como pode ser observado na Figura 9.

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

gossypii
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4.4 Testes de Patogenicidade

A capacidade dos isolados de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides
causarem doencas em plantas de algodoeiro foi testada neste estudo. Foram avaliados
trés 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 — Agar) em cAmara de crescimento tipo B.O.D com temperatura de
25 °C e fotoperiodo de 12 horas durante 10 dias para estimular a esporula¢do dos
patdgenos. Na preparacdo da suspensio de indculo, foram adicionados 10 mL de dgua
destilada esterilizada em cada placa. Os conidios foram liberados das coldnias fungicas,
com o auxilio de al¢a de Drigalski, e a suspensdo resultante filtrada em uma camada
dupla de gaze esterilizada. A suspensio de conidios foi ajustada para 1x10° esporos por
mL, utilizando-se hemacitometro.

Plantas de algodoeiro da cultivar BRS Cedro, reconhecidamente suscetivel a
ambos os patdgenos, foram crescidas em vasos pldsticos de 5 litros (duas plantas por
vaso), contendo uma mistura de turfa e vermiculita (3:1), e mantidas em casa-de-
vegeta¢do com controle de temperatura (25 + 5 °C) e umidade (80%) durante 40 dias.
As plantas foram inoculadas aos 36 DAE (Dias Apds a Emergéncia), pulverizando-se a
suspensdo de conidios dos patégenos, 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 dgua destilada esterilizada. Cada

tratamento foi constituido de quatro repeti¢cdes arranjadas em blocos ao acaso.

4.5 Técnicas moleculares (extracdo de DNA, amplificacio por PCR e

sequenciamento)
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4.5.1 Microrganismos e condi¢oes de cultivo

Os isolados foram mantidos em meio para crescimento rdpido (2 g de Peptona,
10 g de Dextrose, 1,5 g de Caseina, 2 g de Extrato de Levedura e 16 g de dgar para 1 L
de H,O). A obteng¢do de massa micelial para extracio de DNA os isolados foram
crescidos em fracos de 250 mL com 50 mL de meio descrito acima sob agitacdo de

150rpm por aproximadamente 3 dias a 25 ° C.

4.5.2 Extracao de DNA

O DNA total dos isolados monospdricos (Tabela 1) foi extraido seguindo
procedimentos de extragdo por CTAB (Doyle e Doyle, 1990) de micélio macerado em
nitrogénio liquido. A quantificacdo do DNA extraido foi feita por meio do
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) e em gel de agarose 0,8%
para andlise da quantidade e qualidade das amostras. As amostras foram diluidas para

uma concentragao de 50 ng pul-.

4.5.3 Diagnostico molecular de CG e CGC

Para diagnostico molecular diferencial entre CG e CGC foi utilizada a regido
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 diagndstico 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 reacdes de PCR foram realizadas em volume de 20 uL utilizando
50 ng de DNA total; tampao 1X com 2 mM de MgCl,; dNTPs 0,4 mM; Tag DNA
Polimerase 1U e 0,2 uM de cada primer. As condi¢des para amplificacdo foram de
desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, 40 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 15
segundos, anelamento dos primers a 65°C por 15 segundos, sintese 72 °C por 30

segundos. Finalizados os ciclos foi realizada uma extensao de 72°C por 10 minutos.
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4.6 Imagem hiperespectral no NIR

A obtencdo das HSI-NIR dos isolados de CG e CGC foram adquiridas por meio
do espectrometro sisuChema SWIR - Specim®, Spectral Imaging Ltd., Oulu, Finland.
As condicdes utilizadas foram: faixa de varredura de 5 cm por linha, lente de 50 mm,
resolucdo espectral de 10 nm; o nimero de pixels espacial foi de 320/s, resolucao
espacial de 150 um e a faixa espectral utilizada foi de 1000 a 2500 nm, com 256 bandas,

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

Figura 10. Espectrometro sisuChema SWIR - Specim® , responsavel pela obtengdo 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 exposicdo foi ajustado em 3.000 ps para garantir uma
intensidade de luz adequada. Para a realizacdo das medidas, as placas de Petri contendo
amostras de CG e CGC foram colocadas em cima da bandeja do equipamento (Figura

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

Os isolados foram medidos em uma linha de varredura contemplando quatro
unidades com leituras simultineas de duas a duas. A aquisi¢do das HSI inclui a
digitalizagdo 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 informacdo da imagem espacial e
espectral (NIR) que podera ser utilizada para identificar os patégenos CG e CGC
(Figura 12).
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Figura 12. Imagens hiperespectrais no infravermelho préximo 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 suavizacao por Savitzky Golay com uma janela
de 2 pontos antes e 2 pontos depois do ponto central com um polindmio de segunda

ordem.

4.7 Métodos de analise multivariada
4.7.1 Analise 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 selecdo empregando o software
UnBio Evince versao 2.6.0; em seguida, realizou-se uma PCA no ambiente do software

The Unscranbler X.3.

4.7.2 Analise de APS-LDA e SIMCA

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

validacdo e predi¢cao. Esses conjuntos foram construidos empregando-se o algoritmo KS
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([32]) o qual separou as amostras oriundas dos isolados de CGem 3,1 e 1e 20,8, 18
para CGC, totalizando 23 (Treinamento, 9 (Validacao) e 19 (Predi¢do) que somaram os
51 isolados fungicos de CG e CGC. Foi atribuido um indice de classe para os isolados
avaliados chamados de Group_Train, Group_Test e Group_Pred. Este indice para os
isolados da classe CG foi atribuido o nimero 1 e para os isolados CGC foi indicado o
nimero 2. N1 e N2 representaram os ndmeros de varidveis de minimo (1) e maximo
(20) que o APS-LDA selecionaria, respectivamente.

A resposta do APS-LDA fornece o nimero de erros dos conjuntos de teste e de
previsdo, bem como o custo obtido pelo conjunto teste com o nimero Otimo de
varidveis. Para saber qual foi a amostra em que houve erro e em qual classe ela foi
incluida, aplica-se o conjunto de previsao ao algoritmo multilda.m com as varidveis (1)
selecionadas pelo SPA, por exemple: [class,errors] =
multilda(Pred(:,1), Train(:,1),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/ validacdo cruzada 4 e 28 amostras, e
para o conjunto de previsdo 1 e 18 amostras dos conjuntos dos isolados de CG e CGC,

respectivamente.

4.7. 3. Técnica DEQ ou boxplot

As varidveis 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), equagdes 3 e 4, representam as intensidades dos outliers.

LL = q(0,25) — 1,5 (q(0,75) — q(0,25)) (equacio 3)

UL = q(0,75) + 1,5 (q(0,75) — q(0,25)) (equacio 4)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

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, lesdes foliares em forma de estrela - mancha estrela (Figuras 13A e 13B ), entre
uma e duas semanas apds a inoculacdo do fungo; entre 20 e 30 dias, os sintomas
evoluiram para morte do meristema apical (Figura 13C) e paralisacdo do crescimento da
planta e brotacdo de gemas laterais (Figura 13D), com ramos e entrends curtos e
contorcidos, reduzindo o porte da planta (Figura 13E). As plantas inoculadas com CG
exibiram sintomas de antracnose, ou seja, lesdes escuras ao longo das nervuras das
folhas entre 20 e 30 dias apds a inoculag¢do do patégeno (Figura 13D). Os sintomas nas
plantas inoculadas com os isolados de CG se restringiram a apenas lesdes foliares. Os
tratamentos controle, ou seja, as plantas inoculadas com dgua destilada esterilizada nao
exibiram sintomas de doengas.

Estudar o progresso da doenca, a partir da fonte de in6culo, possibilita conhecer
a dindmica da interacdo entre o patdgeno e o hospedeiro, contribuindo assim para o
manejo adequado da doenca e o consequente aumento da produtividade da cultura.
Além disso, o resultado dessas observacdes pode auxiliar no estabelecimento de padrdes

de tolerancia para patégenos associados as sementes (SINGH et al., 2012).
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Figura 13. Sintomas tipicos de antracnose e ramulose em plantas de algodoeiro
inoculadas durante o teste de patogenicidade. A-B. Mancha estrela e lesdes foliares
causadas por C. gossypii var. cephalosporioides. C-D. Morte do meristema apical e
paralisacdo do crescimento da planta. E. Ramos e entrends curtos com redugdo do porte

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

De acordo com Aratjo (2012), patégenos associados as sementes podem reduzir
a germinacgdo e o vigor, além de contribuir para a deterioracdo de sementes durante o
periodo de armazenamento. Sementes infectadas podem introduzir patégenos em novas
dreas, bem como aumentar o inéculo em lavouras ja estabelecidas. Se o in6culo
primdrio, transportado via semente, encontrar ambiente favordvel e o hospedeiro for
suscetivel, focos iniciais de infeccdo podem ser estabelecidos. A partir dai poderd
ocorrer o progresso da doenca no espago € no tempo, a partir do inéculo secundério
produzido nas lesoes.

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 necroéticas, mais ou menos circulares quando situadas no limbo entre as
nervuras, e alongadas quando no sentido longitudinal. O tecido necrosado tende a cair,
formando perfuragdes. As lesdes, principalmente das nervuras, acarretam o
desenvolvimento desigual dos tecidos foliares, ocasionando o enrugamento da
superficie do limbo. O fungo afeta o meristema apical provocando sua necrose, o
que estimula o desenvolvimento dos brotos laterais que se transformam em “ramos
extranumerarios”, conferindo a planta um aspecto de superbrotamento ou
envassouramento. Os internddios, via de regra, apresentam intumescimento e as plantas

doentes ficam com porte reduzido (ARAIjJ Oetal., 2012).

5.2 Imagem hiperespectral no NIR

As imagens hiperespectrais NIR obtidas para as classes dos agentes etiologicos
da ramulose e antracnose podem ser visualizadas na Figura 14. Nesta imagem observa-
se a estrutura morfoldgica das colonias dos fungos representada conforme sua
distribuicao espacial em relacdo a sua composicdo quimica agrupada em unidades de
pixels. Cada pixel de tamanho de 150 um * é a unidade minima contendo um espectro
NIR com 256 varidveis ou comprimento de onda (ou ainda canais).

Um espectro médio para cada amostra das classes dos agentes etiologicos da
ramulose e antracnose foi obtido para construcdo dos modelos de reconhecimento de
padrées. A imagem HSI foi processada realizando-se uma sele¢do com o méaximo de
area amostrada a qual representa cerca de 100.000 pixel ou espectros na faixa 1000 a
2500.

Na Figura 15, pode-se evidenciar a distribuicdo dos pixels no nivel da PCI1 e
PC2 em relacdo as 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, proximo ao score 0, verificou-se sobreposi¢do das
amostras. O motivo pelo qual isso ocorre provavelmente seja por se tratar de fungos da

mesma espécie e estes possuirem composi¢oes semelhantes.
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Figura 14. Mapa dos scores, dos fungos Colletotrichum gossypii e Colletotrichum

gossypii var. cephalosporioides, gerado pela PCA em funcdo da distribuicao espacial

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

processamento.
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Figura 15. Projecdo dos scores em nivel de pixels para duas amostras de cada classe analisada de

Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides

Como a presenca de dgua é evidente, conforme observado na Figura 14 e nos
espectros referentes as absorcdes de 1400 e 1900 e, portanto, essa ndo é uma
caracteristica propria dos fungos, usou-se a regido espectral de 995 a 1381 nm nos
escores da PCA em funcdo da diferenca média observada entre as classes e que dessa

possuem alinhamento com os componentes quimicos 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, € possivel observar através do gréafico dos scores que as amostras
dos isolados fingicos 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 variancia explicada igual a 97,06 % e PC2 igual a 2,71 %. A
variancia total explicada dos fungos foi de 99,77 %, mesmo havendo uma certa

sobreposicdo entre as amostras dos isolados de CG e CGC.

0.15F ST
| o " i CG
s @ CGC
0.1 . ® |
® 2 ]
- D5 ® | ]
£ = . ‘. L] L ™
- —— —— — -
a 0 v " e b —
v = ' . e o ®e
005 :
D o |
|
015k | ®
1 1 1 | | 1 1 1
0.8 0.6 0.4 0.2 0 0.2 04 0.6 0.8

PCT(97.06%)

Figural7. Grafico 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

variancia total explicada de 99,77%
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Observando essas diferencas de espectros, que se mostraram eficientes no
modelo PCA, atribuiu-se o modelo SIMCA para avaliar essa diferenca (Tabela 2).

Entre as 62 varidveis espectrais do HSI-NIR (995 a 1381 nm) que foram
analisadas pela PCA, sete varidveis foram escolhidas pelo algoritmo SPA que sdo: 43,
62, 1, 15, 28, 5 e 57, que corresponderam as varidveis espectrais 1261, 1381, 995, 1083,
1166, 1020 e 1350 nm (Figura 18). Elas representaram os grupamentos quimicos de 2°
sobretom de CH com o final do grupo CH em 1261 nm, 1° sobretom de OH com as
combinagdes de 1° sobretom de CH, abrangendo as regides 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 inicio do 1° sobretom de OH com a combinacdo do 1° sobretom de CH

em 1350 nm.

021

0.18

0.16

0.14

=
]
T

995 1188 1381
HSI-NIR spectrum average (nm)

Figura 18. Espectros médios HSI-NIR de 995 a 1381 nm do isolado de CG (CNPA
0037) e as sete varidveis espectrais selecionadas pelo algoritmo SPA representadas na

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

Um modelo SPA-LDA construido com sete varidveis espectrais NIR tem o
menor custo obtido no conjunto de validagdo de 0.24 e o erro de classificacdo no
conjunto de validagdo igual a 0, e erro do conjunto de predicdo também igual a O

(Tabela 2).
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Tabela 2. Classificagdo | Matriz Y Modelo
com os modelos
SIMCA e o SPA-LDA SPA-LDA
das amostras dos
fungos CG (1) e CGC
(2).Isolado
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

*QO APS selecionou 7 varidveis 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 cdlculos 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 minimo, 1° quartil, mediana, 3° quartil

e maximo (Figura 19).
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Figura 19. Grifico dos quartis entre os cincos isolados de Colletotrichum gossypii e 46 isolados de

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

O método com a HSI-NIR e os algoritmos SIMCA e SPA-LDA que tratam
matematicamente os dados hiperespectrais sdo confidveis e de precisdo. Os resultados
obtidos com o modelo SIMCA nao evidenciaram erros do tipo I. Os resultados dos
isolados de CG e CGC nao apresentaram significancia estatistica (o)) ao nivel de 5% dos

dados totais, e forneceram 1 erro do tipo II, quando a andlise estatistica dos dados dos
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isolados de CGC ndo conseguiu rejeitar a hipétese do fungo CG. Isso deve ter ocorrido
em funcdo de que CGC € uma variacao interespecifica de CG em estudo.

As amplitudes dos sinais obtidos nas sete varidveis escolhidas pelo SPA
apresentaram diferengas 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
varidveis espectrais diferentes entre os isolados de CG e CGC (Figura 16) o que
promoveu uma perfeita separacdo pelo método LDA.

Os valores de minimo e maximo 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 ndo
existiram valores possiveis de outliers. Dessa forma, os valores adjacentes foram
simplesmente os pontos dos dados de miximo e minimo, o que corrobora com a
autenticidade do modelo APS-LDA para os HSI-NIR dos fungos.

A regidao de 995 a 1381 nm favoreceu as caracteristicas de absor¢dao dos grupos
de aminodcidos, enzimas e proteinas que estdo diretamente ligadas as expressdes
bioquimicas com relacdo a estruturas de composicao genética, ou seja, 0s grupamentos
CHj3;, CH,, CH, ArCH, OH, ArOH e NH que fornecem uma intensidade do HSI-NIR,
que aliado ao algoritmo APS-LDA resultaram em uma separacdo de 100% entre as duas
classes de fungos CG e CGC, tal qual a técnica genética PCR, no entanto, consumindo

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

5.3 Diagnostico molecular de CG e CGC

Com o resultado do teste de PCR, que permite replicacdo in vitro, de
forma rdpida, do 4cido desoxirribonucleico (ADN), através de uma quantidade minima
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 € que algumas técnicas imunoldgicas e enziméticas apresentam
limitagcdes quanto a sua confiabilidade e precisdo. As reagdes de amplificacdo com
DNAs gendmicos extraidos das amostras dos fungos do algoddao foram realizadas

seguindo-se o protocolo descrito no item 4.5.4.
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Figura 20. Diagndstico molecular diferencial por meio de amplificacdo via PCR da
regido 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. CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvida uma nova estratégia analitica empregando-se
imagens hiperespectrais NIR e estratégias de tratamento de dados com selecdo de
variaveis com APS, construcio de modelos de classificacio LDA e SIMCA em
amostras de duas classes de fungos patogénicos do algodoeiro. Nesse estudo e proposta,
ndo se constatou erros do tipo I ou II ao nivel de 95% de confianca na classificagdo dos
fungos CG e CGC a partir da sele¢do de sete varidveis espectrais com APS no modelo
LDA. Com o SIMCA contatou-se apenas um erro tipo II em que uma amostra de
predicdo CG foi classificada nas duas classes CG e CGC. Em procedimento de
avaliacdo de desempenho essa serd uma amostra a qual exige ser investigada por uma
técnica de biologia molecular em nivel de DNA.

A combinacdo das técnicas de imagens hiperespectrais NIR com APS-LDA e
SIMCA foi eficientes para identificacdo e classificacdo dos fungos CG e CGC de forma
rapida com multiplas amostras, automatizada, ndo destrutiva, com nivel de simplicidade

inferior, quando comparada com técnicas de biologia molecular.
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b
1
¥
:
&
£

71



Apéndices

72



Apéndices

APENDICE - B: Fotos com Detalhes da planta de algoddo apresentando sintomas

de Ramulose nas folhas e haste Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides

73



Apéndices

74



Apéndices

APENDICE - C: Fotos com detalhes do Colletotrichum gossypii na placa de Petri

(CMPA45T-2)

(CMPAO109)

(CMPADDIT) (CMNPADDSS)

75



Apéndices

APENDICE - D: Fotos com detalhes do Colletotrichum gossypii var.

cephalosporioides na placa de Petri

(CNPA 0039)

(CNPA 0043) (CMPA 0044)

76



Apéndices

(CMPA 00400 (CMNPA 00417

(CMNPA0045) (CMPA 0046)

(CNPA 0045) (CNPA 0048)

77



Apéndices

(CNPA 0051) (CNPA 0052)

(CHPA 0053) (CMPA DO5E)

(CMPA DDST) (CMPA D059)

78



Apéndices

(CMPA DDEL)

(CMPA0062) (CMPA 0063)

(CMPA006T) (CMPA 0070

79



Apéndices

(CNPADOTL) (CMNPADDTZ)

(CNPAOO74) (CMPA 0075)

(CHPA 00738) (CMNPA QDTS

80



Apéndices

(CMPA DOEZ)

(CMPA 00E3) (CMPA 00E4)

(CNPA 0026)

81



Apéndices

(CNPA 0104) (CNPA 0105)

(CNPA 0116) (CNPA 0117)

(CMNPA D107 (CNPADI1Z)

82



Apéndices

(CNPA0121) (CNPA0123)

(CMPADLI24)

(CMPA0133) (CHPA0134)

83



Apéndices

(CNPA 0127) (CNPA 0132)

(CNPA 0135)

84



