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RESUMO

COSTA, Maria Beatriz Fraga, Universidade Vila Velha — ES, agosto de 2019. Analise
automatica de imagem em tecido vegetal de cultivo organico e convencional:
milho (Zea mays). Dominik Lenz.

O milho (Zea mays) € uma das maiores fontes de alimentacdo atual movimentando
bilhdes de dolares/ano em industrias alimenticias. A grande exigéncia de um manejo
sanitario tem facilitado o surgimento e insercdo de novas tecnologias. Entretanto,
modelo agricola atual vem gerando sérios problemas de degradacdo ambiental e
sistemas de producdo sustentaveis precisam se tornar o novo foco na agricultura. A
introducdo de novas tecnologias microscopicas permitiu um salto nos estudos celulares.
A citometria de imagem € uma dessas novas técnicas utilizada para auxiliar analises
laboratoriais e no controle de qualidade em exames histopatoldégicos e citologicos.
Apesar do seu uso rotineiro na medicina, esse método € pouco aplicado quando se
refere a pesquisas com vegetais. O objetivo do presente estudo foi identificar a
possibilidade de analises morfolégicas automaticas do vegetal Zea mays (milho) por
meio de citometria de imagem, associada a aprendizagem da maquina e classificacéo
celular. Esse estudo foi realizado a partir de plantios programados do milho sob trés
aplicacoes. A primeira aplicacdo com sementes e adubos de origem organica
(EMCAPA-201) e baseada em sistema de producdo organico em solo ndo impactado
com fertilizantes quimicos e/ou defensivos agricolas, o segundo plantio com 0 mesmo
tipo de semente, com tratamento ndo orgéanico, cultivado sob sistema de producéo
convencional e o terceiro plantio se fez também com cultivo convencional. O 6rgéao
vegetal de escolha foi a folha e duas amostras de cada plantio foram coletadas, ao
acaso, no tempo de trinta dias. Realizou-se a citometria de imagem para essa pesquisa
através de dois softwares gratuitos de livre acesso, o CellProfiler e o CellProfiler-
Analyst. Esses programas foram capazes de identificar e classificar objetos
predeterminados em imagens microscopicas das amostras de tecido foliar vegetal,
implementando um passo de sucesso no processamento automatico de imagem e
avaliacdo morfolégica celular comparada em diferentes culturas utilizando metodologia
reprodutivel e de baixo custo.

Palavras chaves: célula, citometria de imagem, morfologia, planta



ABSTRACT

COSTA, Maria Beatriz Fraga, Universidade Vila Velha - ES, agosto de 2019.
Automatic image analysis in plant tissue of organic and conventional cultivation:
corn (Zea mays). Dominik Lenz.

Corn (Zea mays) is one of the largest sources of food today moving billions of dollars a
year in food industries. The high demand for sanitary management has facilitated the
emergence and insertion of new technologies. However, the current agricultural model
has been generating serious problems of environmental degradation and sustainable
production systems must become the new focus in agriculture. The introduction of new
microscopic technologies has allowed a leap in cellular studies. Image cytometry is one
of these new techniques used to assist laboratory analysis and quality control in
histopathological and cytological examinations. Despite its routine use in medicine, this
method is not widely used when referring to plant research. The aim of the present study
was to identify the possibility of automatic morphological analysis of the Zea mays (corn)
vegetable by image cytometry, associated with machine learning and cell classification.
This study was conducted from programmed maize plantations under three applications.
The first application with seeds and fertilizers of organic origin (EMCAPA-201) and
based on organic production system in soil not impacted with chemical fertilizers and / or
pesticides, the second planting with the same type of seed, under non-organic
treatment, cultivated under conventional production system and the third planting was
also under conventional cultivation. The plant organ of choice was the leaf and two
samples from each planting were randomly collected within thirty days. Image cytometry
was performed for this research using two free open-source software, CellProfiler and
CellProfiler-Analyst. These programs were able to identify and classify predetermined
objects in microscopic images of plant leaf tissue samples, implementing a successful
step in automatic image processing and comparative cell morphological evaluation in
different cultures using reproducible and low cost methodology.

Keywords: cell, image cytometry, morphology, plant



12

1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays) € uma das maiores fontes de alimentacdo atual sendo
cultivado em todo o mundo. Movimenta um mercado de aproximadamente quarenta
bilhdes de ddlares anualmente nas indlstrias de alimentos. Segundo a USDA, o Brasil
produz mais de 90 milhdes de toneladas de milho por ano (Carneiro et al., 2000; Alves
et al., 2015).

Trata-se de um vegetal pertencente a familia Gramineae/Poaceae de carater
mondico. Sua morfologia caracteristica resulta da supressdo, condensagcdo e
multiplicacdo de varias partes da anatomia béasica das gramineas. E uma das mais
eficientes plantas armazenadoras de energia existentes na natureza (Aldrich et al.,
1982).

A grande exigéncia de um manejo sanitario de qualidade dentre o mercado
de nutricdo torna altamente relevante que um controle de pragas no cultivo do milho
seja implantado em todo o sistema produtivo visando a garantia de maior valor
agregado. Esse fato tem facilitado o surgimento e inser¢cdo de novas tecnologias (Colli,
2011), pois para muitas espécies vegetais, o desenvolvimento de programas de
melhoramentos especfficos se justifica para obtencdo de variedades adaptadas ao
sistema de manejo (Oliveira et al., 2011).

O modelo agricola atual vem gerando sérios problemas de degradacao
ambiental e por esse motivo, sistemas de producdo sustentaveis precisam se tornar o
novo foco para produtividade e qualidade na agricultura (Souza, 2015). Entretanto, o
comportamento das espécies utilizadas em producdo organica necessita de mais
estudos cientificos, para que se possa viabilizar melhor a técnica aumentando o
rendimento e a qualidade dos produtos, adequando 0s mesmos as exigéncias de
mercado e tornando fonte de referéncia para produtores e técnicos (Souza, 2005).

Alguns objetivos dos programas de melhoramento vegetal séo
compartilhados entre os sistemas de produgcdo organica e convencional, como por
exemplo, a produtividade e resisténcia a doencas, no entanto, outras prioridades podem
ser diferentes dependendo do sistema a ser adotado (Lammerts van Bueren et al.,
2001).

A introducdo de novas tecnologias aperfeicoando as técnicas microscopicas
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permitiu um salto desde as pequenas observacoes de cavidades na célula vegetal até a
identificacdo de toda a arquitetura molecular da célula (De Roberts, 2014). A citometria
€ uma dessas novas técnicas microscopicas que permitiu a identificacdo e
caracterizacdo de microparticulas dos seres vivos (Bertho, 2015). Ela se refere a
biologia quantitativa celular (Tarnok, 2012) tratando de calcular medidas espaciais e
densitométricas de células individuais e tecidos (Greilhuber, 2008).

A citometria de imagem ¢é utilizada para contar, analisar e classificar
particulas microscopicas estéticas (Tarnok, 2012; Bertho, 2015) e tem sido usada com
sucesso em paises desenvolvidos como técnica auxiliar para analises laboratoriais e no
controle de qualidade em exames histopatolégicos e citolégicos (Bocking et al., 1994).
Isso ocorre devido a maiores possibilidades de softwares para analises das imagens de
tecidos, se destacando dentro da pesquisa médica e cientifica (Tozetti et al., 2014). Ela
permite a contagem de itens subcelulares (Tarnok, 2012) e pode ser utilizada em um
pequeno nimero de células, possibilitando medidas seletivas, identificacdo de possiveis
eventos e o controle de qualidade para imagens histologicas (Bocking, 1995; Carey,
1994).

Apesar do uso rotineiro da citometria de imagem na medicina, esse método é
pouco aplicado quando se refere a pesquisas com vegetais (Vilhar, 2001). Segundo
Greilhuber (2008) os métodos de citometria de imagem (densitometria) podem
proporcionar aos estudos em plantas um incremento de dados nas andlises citologicas.
Isso se deve pela alta precisdo de seus dados, demonstrando enorme relevancia na
contribuicdo em pesquisas nas mais diversas areas (Bertho, 2015).

Sendo assim, objetivo do presente estudo foi identificar a possibilidade de
andlises morfolégicas automaticas do vegetal Zea mays (milho) por meio de citometria
de imagem, associada a aprendizagem da maquina e classificacdo celular. Propor
métodos de baixo custo com microscopia leve e programas gratuitos de livre acesso,
para a realizacdo de diagnodsticos de morfologia celular, baseado em imagens, em

tecido foliar vegetal de diferentes origens e culturas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido na Eco Fazenda Experimental da Universidade
Vila Velha (UVV) no municipio de Guarapari, ES, no ano agricola 2018/2019. O local
situa-se na latitude de 20°35'30"S e longitude de 40°27'26"W.

A topografia da regido é considerada plana e o clima é classificado como Aw
(clima tropical com estacdo seca de inverno) de acordo com Koppen e Geiger. No
inverno existe muito menos pluviosidade que no verdo sendo a pluviosidade média
anual de 1084 mm?® e a temperatura média anual de 24.4 °C, variando 5.3°C.

As andlises fisico-quimicas de macroelementos do solo foram feitas pelo
Laboratério Agrolab Analises e Controle de Qualidade Ltda (ANEXO). Os plantios foram
realizados no Campo Agrostolégico da fazenda e o processamento das amostras, no

Laboratério Experimental de Parasitologia.

2.2 MATERIAIS PARA CULTIVO

As sementes organicas utilizadas para o plantio do vegetal foram fornecidas
pelo Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao Rural (INCAPER)
de Domingos Martins-ES. A cultivar do milho utilizado foi o EMCAPA-201, de mdltipla
aptiddo com 18 cultivos entre 0os anos de 1992 a 2009 (Souza, 2015). O milho de
origem nao organica foi aquele que se utiliza em alimentacdo animal adquirido em

comercio local.

2.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O delineamento experimental do estudo foi realizado a partir de plantios
programados do milho sob trés aplicagbes variadas. A primeira aplicacédo, denominada
“Organico” foi realizada com sementes e adubos de origem organica (EMCAPA-201) e
baseada em um sistema de producdo orgéanico segundo Souza (2015) em solo néo
impactado com fertilizantes quimicos e/ou defensivos agricolas.

O segundo plantio, denominado “Nao organico-1” foi realizado com o0 mesmo
tipo de semente de origem organica (EMCAPA-201), sob tratamento ndo orgéanico,

cultivado sob sistema de producdo convencional, ou seja, em solo impactado com
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fertilizantes quimicos e defensivos agricolas. O terceiro plantio se fez também sob
cultivo convencional, porém, com sementes de origem ndo organica, denominado “Nao
organico-2".

Duas amostras de cada plantio foram coletadas, ao acaso. O tempo
considerado para a coleta e analise nesse estudo foi de 30 (trinta) dias.

Todos os dados foram organizados conforme Tabela 1:

Tipo de Cultivo Nome da amostra Tempo 1: 30 dias
Organico ak =
g A2 A2.1
- — Bl B1.1
N&o organico-1 B2 B2.1
- — C1 Cl1
N&ao organico-2 C2 C2.1

Tabela 1: Organizacdo das analises conforme cultivo, amostra e tempo de coleta.

2.4 CULTIVO

No local onde se instalou o experimento foi realizado o sistema de plantio
direto, em area onde havia anteriormente cultura de pastagem.

A metodologia para execucdo dos plantios e obtencdo das amostras foi
baseado em Souza (2015) para todos os cultivos, da seguinte forma: Plantio em sulcos.
Semeadura de 2 sementes a cada 20 cm, desbastando-se para 1 planta apos
emergéncia, estabelecendo densidade de 5 sementes por metro linear. Adubacdo a
lanco, na base de 10 tha™, em toda é&rea, antes do sulcamento. Sem controle
fitossanitario.

O plantio de todas as amostras foi realizado de forma idéntica do modo a
buscar um padrdao no desenvolvimento do vegetal, oferecendo as mesmas condi¢cbes

hidricas, temperatura e luminosidade.

2.5 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS
O cultivo transcorreu por 30 trintas até que se coletaram as primeiras
amostras, escolhendo a planta e o ramo foliar aleatoriamente para a andlise

morfologica celular do tecido vegetal coletado (Figura 1).
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Figura 1: Cultivo do milho organico e coleta das amostras. A) Cultivo do milho organico
aos 30 (trinta) dias. B) Amostras de folhas coletadas.

Optou-se pela montagem de laminas temporarias a fresco utilizando agua
destilada como meio e cobrindo as mesmas com laminulas. O material selecionado foi
seccionado a mao livre com lamina cortante, corte do tipo para dérmico da superficie
adaxial da folha, escolhendo os cortes mais finos e transparentes. Apds este
procedimento, o material preparado foi levado para observacao direta em microscépio

optico binocular, sem a necessidade de coloracdo prévia.

2.6 PREPARO DAS IMAGENS

Para a digitalizagdo das imagens foi utilizado um microscopio 6ptico (Leica
Galen Ill) e uma camera digital conectada, com a qual foram realizadas fotografias dos
cortes. As laminas histologicas do tecido vegetal foram fotografadas com o aumento de
10x por meio de fotografia digital onde, para cada amostra, escolheu-se a imagem mais

nitida e com menor sobreposicdo celular.
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As imagens foram processadas de forma padronizada com o tamanho 240 x
300 pixels, no campo onde houvesse menos sobreposicéo celular (Figura 2) e ajustou-
se com menos brilho (-30) por meio do programa ImageJ. Posteriormente foram

armazenadas sem perda de qualidade e salvas em formato de arquivo *.tif.

i w‘tw i
l !

Figura 2: Corte paradérmico da folha do vegetal Zea mays em lamina histolégica. A)
Imagem digitalizada no microscopio 6ptico com aumento de 10x. B) Posterior corte no
campo com menor sobreposicéo celular no tamanho 240 x 300 pixels.

2.7 ANALISE DAS IMAGENS

As imagens obtidas foram analisadas através dos softwares gratuitos
CellProfiler (verséo 3.1.5) (https://cellprofiler.org/) e CellProfiler-Analyst (verséo 2.2.1)
(https://cellprofiler.org/cp-analyst/). A avaliacdo dos parametros anatdmicos do vegetal
(morfologia celular) foi feita por meio do CellProfiler (CP), programa de andlise
automatizada de imagens de microscopia Optica, e a partir deste, foram classificadas
pelo CellProfiler-Analyst (CPA), ambos processos associados a aprendizagem da
maquina.

O software CP possui um conjunto de médulos configuraveis para analise de
imagem, que sdo executados consecutivamente em um pipeline (Figura 3). O pipeline

de cada analise pode ser armazenado e usado para projetos continuados ou futuros.
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Figura 3: Interface de usuario para o CellProfiler 3.1.5

No software CP foi preparado um algoritmo para que se realizasse analise
das imagens e o pipeline utilizado neste estudo empregou 5 (cinco) modulos, descritos

na Tabela 2.

1) Loadlmages

Individual images | i1
2) ColorToGray
il | i2
Conversion method: Split | Image type: RGB | Convert blue
3) Threshold
i2 | i3
Adaptative | Two classes | 0.0-1.0

Size of adaptative window: 50
4) IdentifyPrimaryObjects
i3 | cella | 10-40 pixels | automatic
5) MeasureObjectsSizeShape
cella

Tabela 2: Algoritmo CellProfiler para processamento das imagens. 1) carregar imagens;
2) inversdo da coloracdo da imagem para tons de cinza; 3) producdo de imagem em
preto e branco com base em um limite pré-selecionado; 4) identificacdo do primeiro
objeto — célula; 5) mensuracdo de tamanho e forma do objeto - célula/parede celular.
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ApOs a realizacdo das andlises no softnare CP, de acordo com a
programacao especificada, todos os dados obtidos ficam salvos. Em seguida, os dados
sdo convertidos para o formato “SQIite” e exportados através de um banco de dados
para um outro softnare, o CPA, que seleciona o objeto a ser exportado. Nesse caso,
exportaram-se dados do objeto “cella” (célula), onde a marcacdo para classificacao foi
feita identificando a mesma, excluindo-se o0s objetos considerados artefatos (néo

célula).

2.8 APRENDIZADO DA MAQUINA

O software CPA separa classes de objetos com um classificador podendo
agrupar objetos diferentes de uma mesma imagem ou identificar e classificar objetos
em imagens diferentes. A classificagdo agrupou os objetos para cada imagem que
possuissem caracteristicas semelhantes para que as informacdes obtidas fossem
usadas no aprendizado de maquina envolvendo um procedimento de treinamento de
software para reconhecer os padroes. Em seguida, calculou-se a sensibilidade e
especificidade das imagens.

O CPA possui ferramentas chamadas "Score All' e "Score Image" que
permitem analises quantitativas e qualitativas, respectivamente, dos objetos de imagem.

Através do "Score All", quantificou-se o nimero total de objetos em cada
imagem, comparando-as entre si. A ferramenta "Score Image" foi usada para visualizar
a classificacdo. Ela permite que o analista veja os objetos identificados em toda a
extensdo da imagem de acordo com os dados apresentados por cada aplicacéo

diretamente conectados a informagéo fornecida ao software pelo mesmo.

2.9 ESTUDO ESTATISTICO

A analise estatistica foi proporcionada pelo programa CPA com o algoritmo
“Classificador de Floresta Aleatorio” (Random Forest Classifier) por meio de um modelo
paramétrico. O analista pode determinar a quantidade de parametros a serem
randomizados pelo programa CPA a partir dos dados calculados e fornecidos pelo CP.

Para este estudo optou-se por randomizar 20 itens (display*topfeatures).
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3 RESULTADOS

3.1 IMAGENS OBTIDAS

Por meio do corte paradérmico da folha do vegetal foi possivel observar ao
microscépio Optico a presenca da epiderme que é a primeira camada de células junto a
presenca de estbmatos (Figura 4). Foi a partir desse tipo de imagem, destacando-se
somente a camada celular e excluindo os estdbmatos, que se realizou a analise
automatizada do tecido foliar vegetal (Zea mays - milho) para identificacdo morfolégica
celular, por meio de citometria de imagem, associada a aprendizagem da maquina.

Sendo assim, a utilizacdo de laminas histolégicas temporarias, sem uso de
produtos quimicos ou reagentes mostrou-se viavel para observacao do tecido vegetal e
obtencdo das imagens corroborando com a inten¢do de se fazer uma pesquisa de valor

acessivel.

Figura 4: Imagens obtidas das amostras ap0s o corte com o programa ImageJ. A)
Amostras organicas; B) Amostras ndo orgéanicas-1; C) Amostras ndo organicas-2.

3.2 ANALISE AUTOMATICA COM O CP
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O CP foi usado para criar o pipeline e processar as imagens. O programa foi
capaz de analisar as imagens microscopicas das amostras deste estudo,
implementando um passo de sucesso no processamento automatico de imagem em

tecido vegetal (Figura 5).
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Figura 5: Identificacdo de objetos na imagem Al.1 usando o pipeline do CP. A) Imagem
original carregada no programa; B) Inversdo da coloracdo da imagem para tons de
cinza = i2; C) Producdo da imagem em preto e branco com limite pré-selecionado
(threshould) = i3; D) Identificacdo do objeto célula: “cella”; os objetos identificados de
acordo com o tamanho e a forma maximos e minimos sdo mostrados em verde; objetos
que ndo estavam dentro dos parametros estabelecidos sdo mostrados em rosa; E)
Objetos identificados a partir da imagem D. Nesta etapa o CP realiza mensuracéo de
tamanho, forma, contagem de objetos aceitos e exclusdo de objetos sem informacdes
compativeis.

Os objetos identificados nesse estudo, denominados “cella” (célula), foram
identificados em todas as imagens e, para cada amostra, calculou-se parametros como,
nimero total de objetos aceitos, area da imagem convertida em objeto entre outros. Os

parametros calculados estéo representados na Tabela 3:
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IdentifyPrim Obj Al1l A2.1 Bl.1 B2.1 Cl.1 C2.1
Accepted objects 302 230 203 198 252 226
10th pctile diameter 11,6 13 14,0 12,8 12,9 131
Median diameter 14,8 16,8 18,3 18,0 16,3 16,4
90th pctile diameter 19,4 22,8 24,2 25,8 219 23,1
ACBO (%) 80,0 77,6 81.8 80,4 82,4 79,2
Feature Mean | Median| Mean | Median | Mean | Median | Mean | Median| Mean | Median| Mean | Median
Eccentricity 0,80 0,85 0,71 0,74 0,71 0,74 0,72 0,73 0,68 0,70 0,68 0,70
Major Axis Length 23,26 20,34 22,41 20,51 24,51 23,18 24,76 22,12 21,53 19,88 22,68 20,83
Minor Axis Length 11,34 11,04 14,34 13,87 15,86 15,68 15,56 15,66 14,47 14,02 14,74 14,26
Orientation -1,36 | -14,44 -9,82 | -15,97 -2,53 -17,27 | 29,37 50,53 | -24,87 | -57,00 | -13,65 | -37,52
Compactness 1,44 1,28 1,20 1,14 1,20 1,16 1,22 1,17 1,18 1,13 1,21 1,12
Area 191,03 | 171,00 | 242,80 | 220,50 | 290,28 | 262,00 | 292,38 | 254,50 | 235,32 | 208,50 | 252,18 | 211,50
Center_X 122,21 | 122,00 | 119,96 116 128,87 | 138,00 | 128,75 | 130,50 | 112,62 | 116,00 | 116,85 | 117,50
Center_Y 146,65 | 143,50 | 146,89 | 147,00 | 152,00 ( 155,00 | 147,98 | 139,00 | 148,23 | 145,00 | 149,46 | 152,50
Center_Z 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Extent 0,75 0,76 0,69 0,70 0,66 0,67 0,66 0,66 0,69 0,70 0,66 0,67
Perimeter 64,22 57,69 68,69 64,66 77,48 73,28 79,32 71,62 66,89 63,12 69,42 64,40
Solidity 0,88 0,89 0,87 0,88 0,86 0,86 0,85 0,86 0,87 0,89 0,87 0,88
FormFactor 0,61 0,63 0,64 0,65 0,61 0,60 0,59 0,59 0,65 0,66 0,65 0,66
EulerNumber 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
MaximumRadius 5,26 5,00 6,48 6,3 6,99 7,00 6,79 7,04 6,47 6,32 6,62 6,32
MeanRadius 2,34 2,35 2,72 2,68 2,88 2,87 2,81 2,82 2,71 2,67 2,75 2,69
MedianRadius 2,07 2,00 2,42 2,24 2,57 2,83 2,51 2,24 2,43 2,24 2,45 2,24
MinFeretDiameter 10,60 10,00 14,08 13,53 16,00 15,65 15,59 15,53 14,11 13,36 14,60 13,91
Max FeretDiameter 22,52 19,79 22,65 21,10 24,92 23,60 25,08 22,67 21,83 20,62 22,95 20,84
Zernike_ 0 0 0,52 0,54 0,60 0,60 0,59 0,60 0,58 0,59 0,62 0,63 0,61 0,63

Tabela 3: Mensuracdo de parametros dentre os objetos aceitos realizada pelo CP.

3.3 CLASSIFICACAO COM O CPA

Depois de identificar e analisar o objeto de interesse no CP, os dados foram

exportados para o CPA, no formato “SQIlite”, como arquivo Unico com as imagens

selecionadas aos pares, para cada classificacdo e posterior comparagcao entre elas. A

comparacao se fez entre as duas amostras organicas (Al.1 e A2.1), entre uma amostra

organica (Al.1) e as duas outras convencionais (B1.1 e C1.1) e por Ultimo entre as
duas amostras convencionais.

A classificacdo foi realizada da seguinte forma: através da especificacdo do

programador, 200 objetos foram selecionados pelo programa. Em seguida criou-se

duas classes “Image1_*" e “Image2_*", onde para cada imagem, 50 objetos “cella”

foram identificados, separados e colocados em sua determinada classe de acordo com

a imagem de origem (Figura 6).
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Figura 6: Interface de usuario para classificacdo no CPA

As informacdes obtidas envolveram um procedimento de treinamento de
software para reconhecer os padrOes. Este processo agrupou os objetos de cada
amostra com caracteristicas semelhantes e excluiu os objetos de configuracées nao
compativeis (artefatos). A aprendizagem da maquina se realizou entdo formando uma
familia de algoritmos e a programacéo converteu dados paramétricos randomizados em
analise estatistica

Apoés o aprendizado da maquina e posterior classificacdo, a sensibilidade,
especificidade e o desvio padrédo foram calculados para cada analise comparativa entre
as imagens. A ferramenta "Score All* foi utilizada para obter o nimero de objetos
classificados em cada imagem de acordo com a comparacéo entre as classes, isto €, 0
resultado quantitativo. Em seguida, a ferramenta "Score Image" foi usada para
identificar e corrigir erros de classificacdo celular. Este processo envolveu uma
comparagao qualitativa entre a imagem original e a imagem classificada com base nas
informacdes fornecidas ao programa.

Os dados de cada analise comparativa sdo demonstrados nas Figuras 7, 8, 9
e 10:
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: A Confusion matrix (Classification Accuracy: 89.00%)
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Figura 7: Comparacdo entre as imagens Al.l e A2.1; A) Precisdo em 89%;
Especificidade de 0,92 e sensibilidade de 0,86; Desvio padrao de 0,08 e 0,14
respectivamente. B) Dados de “Score All’. Na amostra A1.1 (ImageNumber_1), 52 de
302 objetos classificados (equivalente a 17,2%) demonstraram semelhanca com a
amostra A2.1; Na amostra A2.1 (ImageNumber_2), 45 de 230 objetos classificados
(equivalente a 19,6%) demonstraram semelhanca com a amostra Al1.1. C) Dados de
“Score Image”. Cor laranja: A1.1/ Cor azul: A2.1.
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Confusion matrix (Classification Accuracy. 91.00%)
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Figura 8: Comparacdo entre as imagens Al.l e B1l.l; A) Precisdo em 91%;
Especificidade de 0,90 e sensibilidade de 0,92; Desvio padrdo de 0,10 e 0,08
respectivamente. B) Dados de “Score All’. Na amostra A1.1 (ImageNumber_1), 17 de
302 objetos classificados (equivalente a 5,6%) demonstraram semelhanca com a
amostra B1.1; Na amostra B1.1 (ImageNumber_2), 51 de 230 objetos classificados
(equivalente a 25,1%) demonstraram semelhanca com a amostra Al1.1. C) Dados de
“Score Image”. Cor laranja: A1.1/ Cor azul: B1.1.
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! A Confusion matrix (Classification Accuracy: 80.00%)
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Figura 9: Comparacdo entre as imagens Al.l e C1.1; A) Precisdo em 80%;
Especificidade de 0,80 e sensibilidade de 0,80; Desvio padrao de 0,20. B) Dados de
“Score AlI’. Na amostra A1.1 (ImageNumber_1), 50 de 302 objetos classificados
(equivalente a 16,5%) demonstraram semelhanca com a amostra C1.1; Na amostra
C1.1 (ImageNumber_2), 35 de 226 objetos classificados (equivalente a 15,5%)
demonstraram semelhangca com a amostra A1.1. C) Dados de “Score Image”. Cor azul:
Al.1/Cor laranja: C1.1.
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A,‘ Confusion matrix (Classification Accuracy: 70.00%)
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Figura 10: Comparacdo entre as imagens Bl.1 e C1.1; A) Precisdo em 70%;
Especificidade de 0,72 e sensibilidade de 0,68; Desvio padrdo de 0,28 e 0,32
respectivamente. B) Dados de “Score Al’. Na amostra B1.1 (ImageNumber_1), 56 de
203 objetos classificados (equivalente a 27,6%) demonstraram semelhanca com a
amostra C1.1; Na amostra C1.1 (ImageNumber_2), 79 de 226 objetos classificados
(equivalente a 35%) demonstraram semelhanca com a amostra Al.l. C) Dados de
“Score Image”. Cor azul: B1.1/ Cor laranja: C1.1.
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4 DISCUSSAO

A metodologia desenvolvida para a pesquisa mostrou-se reprodutivel e
pouco dispendiosa, com obtencdo de imagens microscopicas do 6rgdo vegetativo do
milho (folha) a partir da confec¢@o de laminas temporarias simples feitas com cortes a
mao livre. Por meio da citometria de imagem com os softwares livres gratuitos
CellProfiler e CellProfiler-Analyst, promoveu-se a andlise automatica de imagem para
avaliar morfologia celular em tecido vegetal.

A identificacdo do nivel nutricional da planta somente € possivel pela analise
quimica da mesma, porém ocorrem certos sintomas (inclusive morfolégicos)
caracteristicos de uma ou outra desordem manifestadas nos casos mais graves, e 0
orgédo de controle escolhido para observacdo dessas desordens geralmente € a folha,
uma vez que ela é a fonte do metabolismo da planta e nela se reflete qualquer
mudanca nutricional (Coelho et al., 2007). Por isso se faz importante o desenvolvimento
de técnicas de imagem que ndo exijam o uso da analise quimica.

A andlise foliar utilizada como método diagnostico de alteragdes nutricionais
se baseia no fato da existéncia de uma relevante relagcdo entre o suprimento de
nutrientes e os niveis de elementos presentes, onde a elevacdo ou reducdo de suas
concentracdes sao correspondentes ao aumento ou diminuicdo do nivel de producéo do
vegetal (Alvarez et al., 1999; Coelho et al., 2007), fundamentando entéo, a escolha da
folha como o6rgao vegetal de estudo para essa pesquisa.

O CellProfiler é uma ferramenta de software de codigo aberto versétil para
quantificar dados de imagens bioldgicas, particularmente em experimentos de alto
rendimento (Carpenter, 2006; Kamentsky, 2011). Enquanto isso, o CellProfiler-Analyst
permite que se explore os dados, classificando-se, incluido um sistema supervisionado
de aprendizado da maquina que pode ser treinado para calcular a precisdo da
classificacédo (Jones, 2009).

A Citometria de imagem é uma tecnologia considerada recente que obteve
grandes avancos no decorrer das Ultimas décadas, uma vez que aperfeicoamentos de
softwares e hardwares ainda surgem e conduzem a novas técnicas para analise celular
(Tarnok, 2012). Por esse motivo ela se torna facilmente empregavel nas andlises

laboratoriais histolégicas para uma identificacdo de parametros morfoldégicos (Tozetti et
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al., 2014; Buzin et al., 2015) além de proporcionar uma despesa significativamente mais
baixa, pois, sua utilizacdo requer amostras menores e utiliza menos reagentes (Lenz et
al., 2005; Laffers et al., 2006; Mittag et al., 2006).

Segundo Greilhuber (2008) o método de citometria de imagem
(densitometria) pode proporcionar aos estudos em plantas um incremento de dados nas
analises fitoquimicas, biomoleculares e citolégicas. Isso se deve pela alta precisdo de
seus dados, demonstrando enorme relevancia na contribuicAo em pesquisas nas mais
diversas é&reas (Bertho, 2015).

Ao conhecimento dos autores, este estudo se faz precursor quando se trata
de uma combinacdo entre microscopia Optica, andlise de imagem automatizada e
classificacdo celular baseado na aprendizagem da maquina realizado em tecido
vegetal.

A principio, uma comparacdo entre trés diferentes métodos de producédo do
vegetal pode se mostrar importante na busca de maiores informacdes a respeito dos
organismos utilizados em culturas organicas, uma vez que sistemas de producao
sustentaveis se tornaram de grande destaque na pratica da agricultura. Ao mesmo
tempo, se faz necessaria a possibilidade de criacdo de novos métodos para avaliacao
de impactos a partir da morfologia celular do vegetal, principalmente no que diz respeito

a adubacé&o quimica e aos defensivos agricolas utilizados em cultivos convencionais.
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5 CONCLUSAO

A citometria de imagem possibilitou analises morfolégicas automatizadas em
tecido vegetal, associada a aprendizagem da maquina e classificacdo celular por meio
dos softwares CellProfiler e CellProfiler-Analyst. Esses programas foram capazes de
identificar e classificar objetos predeterminados em imagens microscopicas das
amostras avaliando a morfologia celular de forma comparada em diferentes culturas
utilizando metodologia reprodutivel e de baixo custo.

As limitagbes do presente estudo podem resultar da falta de literatura em
revisbes paritarias a cerca da utilizacdo dos softwares CP e CPA em analises de tecido
de origem vegetal. Mais estudos s@o necessarios para obter maiores conhecimentos
sobre a utilizacdo destes programas em plantas, especialmente sobre sua capacidade
de analisar imagens de forma comparativa, tendo em vista a necessidade de inovacoes
tecnolégicas a cerca do comportamento de culturas, como as do milho organico e

convencional, dentro de uma producdo mundial.
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7 ANEXO

) Analises fisico-quimicas de macroelementos: N° 4715/18-001.1 Rev.00

MATRIZ: SOLO
PONTO DE COLETA: CAMPO AGROSTOLOGICO DATA E HORA DA COLETA: 2411012012 - 03:00 0
PROPRIEDADE: ECO FAZENDA UVY PROFUNDIDADE 0-20 em
CULTURA EXISTENTE: PASTAGEM CULTURA A SER PLANTADA- MILHO
EMBALAGEM PLASTICA, LACRADA. NAQ REFRIGERADA. 25/10/2018 250102018
8.Resultades
ANALISES FISICO-QUIMICAS
Parameiro Unidade Resuitado
Acidez Potencial (H1Al) cmol; fém? 3,15
Aluminio total emol fdm? 0,209
Calcio e il 2.36
Capacidade de Troca de Catons (CTC) cmol {om? 7.53
Fasforo total mg lgm? 789
Magnésio emoly fam? 173
Maténa Organica gag/dm? 1,52
pH 10% em agua - 492
Potassio mg lom? 104,0
Saturagio em bases (V) % 58,17
Soma de bases (SB) Bl o .
INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
Parametro analisade Expressdo | Multo baixe | Balxo Médio Alte | Multo Alto
l Textura argllosa 25 6-10 >10
|Féstoro Textura média mgldm? - =10 11-20 >20 -
Texlura arenosa <20 21-30 >30
Potassio mg/dm? - =30 31-60 > 60 -
3
Calclo cmols/dm? - 215 16-40 =40 -
Magnésio cmols/dm? - <05 06-10 =10 -
|Aluminio emole/dm? - <03 | o04-10| >10 4
Maténa Organica dag/am? - =15 16-30 =30 -
Acdez Potencial cmols/dm? - <25 26-50 »50 -
Soma de Bases cmols/dm? - <20 21-50 >50 -
Capacidade de Troca de Catlons (CTC) cmol-fam? - <45 46-10 >10 -
Saluracdo de Bases % <25 26-50 51-70 71-90 >90
| Acidez Neutro Alcalinidade
pHemH:0 Elevada Média Fraca 70 Fraca Elevada
<50 51-59 60-69 a 71-78 »>78

Fonte: INCAPER - Manud de Recomendagdo de Calagem & Adubacae para o Estado do Espinto Santo
4* Aproximac3o. Vitéria 2001
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