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Contagem automatica de galhas de Meloidogyne javanica em raizes de

hortalicas

RESUMO

Os nematoides das galhas, género Meloidogyne spp., destacam-se entre 0s parasitos mais
destrutivos de plantas cultivadas. O sintoma mais caracteristico da doenca é o surgimento de
galhas no sistema radicular. O uso da resisténcia genética € uma das formas mais eficientes,
econdmica e de menor impacto ambiental no controle deste endoparasito, sendo o indice de
galhas uma das metodologias utilizadas para a selecao de variedades resistentes, contudo, é um
método que consiste na avaliacdo visual de galhas e, consequentemente, um processo demorado
e sujeito a erros dos avaliadores. Assim, o trabalho teve como objetivo desenvolver um método
computacional automatizado para contagem de galhas de Meloidogyne javanica. O método
proposto para a contagem automatica foi baseado em cinco etapas, sendo avaliagdo das galhas
pela contagem manual, aquisicdo de imagens a partir de um scanner de mesa, aplicacdo do
modelo computacional e do algoritmo de contagem, e otimizacao de parametros. O menor erro
relativo obtido para o método automatico foi de 1% e maior erro relativo de 32% para raizes de
tomate, o erro relativo médio foi de 13% e o tempo médio de contagem foi de quatro segundos
por raiz, ja o de contagem manual, 19 minutos por raiz. Comparando a contagem automatizada
com a realizada pelos especialistas observou-se erros absolutos médios de 28, 47 e 169 e desvios
padroes médios de 48,7, 102,5 e 220,9 para alface, tomate e salsa, respectivamente,
comprovando a eficiéncia do método computacional.

Palavras-chave: Automatizacdo. indice de galhas. Modelo computacional. Nematoide das
galhas.



Automatic counting galls of Meloidogyne javanica in the root of vegetables

ABSTRACT

The nematode galls, Meloidogyne spp., stand out among the most destructive parasites of
cultivated plants. The most characteristic symptom of the disease is the appearance of galls on
the root system. The use of genetic resistance is one of the most efficient, economical and with
less environmental impact ways to control this endoparasite, and the gall index is one of the
methodologies used for the selection of resistant varieties, yet it is a method which consists of
visual assessment of galls and thus is a time consuming and error prone process of evaluators.
Thus, the work aimed to develop an automated computational method for counting galls of
Meloidogyne javanica. The proposed method for the automatic counting was based on five
stages, with evaluation of galls by manual counting, acquisition of images from a flatbed
scanner, application of computational model and counting algorithm, and parameter
optimization. The lower relative error obtained was 1% and higher relative error of 32% for
tomato root, the mean relative error was 13%. Compared with the automated counting carried
out by experts observed mean absolute error of 28, 47 and 169 and average standard deviation
of 48.7, 102.5 and 220.9 for lettuce, tomato and parsley, respectively.

Keywords: Automation. Computational model. Gall index. Root knot nematode.
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1. INTRODUCAO

Centenas de pesquisas sdo realizadas anualmente com as varias espécies de
Meloidogyne, principalmente na busca por métodos de controle. Estas envolvem diferentes
tipos de avaliacdes, como contagem de galhas e ovos de nematoides. A contagem de galhas
geralmente é expressa em numero total de galhas ou indice de galhas. Na literatura, existem
diversos indices para este tipo de avaliacdo, tais como Di Vito et al. (1979), Hartman e Sasser
(1985), Sasser et al. (1986) e Charchar et al. (2003), sendo o indice de Taylor e Sasser (1978)
um dos mais utilizados mundialmente.

A prética consiste na observacao de raizes, através de microscopio estereoscopico ou a
olho nu, e quantificacdo direta das galhas presentes. Trata-se de um método demorado e sujeito
a erros humanos, principalmente em funcdo da experiéncia do observador. Além disto, como
as raizes se decompdem rapidamente, ndo é possivel armazena-las por longos periodos, caso
seja necessario. Outra limitacdo € o fato da avaliacdo ser destrutiva.

Assim, o desenvolvimento de técnicas mais rapidas e menos sujeitas a erros, que
possibilitem o armazenamento de dados ou imagens para trabalhos futuros, poderdo auxiliar
nas pesquisas nematoldgicas. Um exemplo disto foram os resultados obtidos por Lu et al.
(2005), na qual a adocdo da tecnologia de imagem fluorescente aumentou a eficiéncia e a
acuracia na contagem de fémeas de Heterodera glycines Ichinohe.

O uso de sistemas de informacdo pode ser importante estratégia para este fim. Apesar
da literatura trazer informac0es a respeito do uso da informatica na agricultura, a maior parte
dos trabalhos est& relacionada a captacdo de imagens por satélite e uso de agricultura de
precisdo. Otoboni (2014) utilizou imagens de satélite do Google Earth para identificacdo de
reboleiras de nematoides e monitoramento da distribuicdo temporal através do histérico de areas
de cultivo de café. No mesmo trabalho, 0 autor utilizou o aplicativo de “Scouting” para Iphone
na demarcacgdo de reboleiras presentes em area de soja. Em ambos 0s casos, a presencga de
nematoides nas reboleiras foi comprovada com amostragens de solo e raizes, e posterior analise
laboratorial. Semelhantemente, foi possivel caracterizar plantas de cana-de-agucar sadias e
infectadas por nematoides e pelo inseto Migdolus fryanus através de imagens multiespectrais
RapidEye, para a confec¢do de mapas de classes multiespectrais (MARTIS; GALO, 2014).

No entanto, outras técnicas de sistemas de informac&o tém sido propostas para diferentes
areas da agricultura, como o uso da transformada de Hough para circulos, juntamente com a
medida de Distancia Euclidiana para contagem de sementes de mamona (ARAUJO et al., 2011)

e 0 método de Esqueletizacdo, rotineiramente utilizado na analise de distribuicdo do sistema
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radicular no campo, com softwares disponiveis no mercado nacional, como o SIARCS (Sistema
integrado para analise de raiz e cobertura do solo) e 0 SAFIRA (Sistema de anélise de fibras e
raizes) (JORGE; RODRIGUES, 2008). Na fitopatologia, ha varios anos, os sistemas de
informatizagdo constituem importantes ferramentas para diagnose de doencas (LATIN et al.,
1987; TRAVIS; LATIN, 1991; BOYD; SUN, 1994).

A utilizacdo de scanner para afericdo de parametros tem sido aplicada em diversos
softwares, como Sigmascan® e ADC BioScientific AM300®, sendo o primeiro um programa de
analise de imagens que utiliza a cor para determinar a quantidade de tecido necrosado ou doente
(KARCHER; RICHARDSON, 2005) ou deficiéncia nutricional exibida pelas folhas, entre
outras variaveis (SSI, 2015). O ADC BioScientific AM300® ¢ um medidor portatil de area foliar
de campo, formado por prancheta, scanner de mesa e computador, que gera medidas de area,
largura, comprimento, perimetro da folha e &rea lesionada por doenca (DE LUCENA, 2011).

Na nematologia, alguns sistemas de informatizacéo tém sido pesquisados para analise
de comportamento e quantificacdo de nematoides (PEET et al., 1990; LU et al., 2005; HAPCA
etal., 2007; RIZVANDI et al., 2008; XU et al., 2013), mas nenhum deles foi aplicado ao estudo
do nematoide das galhas.

Assim, apesar do género Meloidogyne ser considerado o nematoide parasita de planta
mais importante do mundo, ha uma caréncia de técnicas mais avancadas para o0s estudos dos
patossistemas envolvendo as diferentes espécies e seus hospedeiros. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver um software para a contagem de galhas de Meloidogyne spp. em

hortalicas, comparando sua eficiéncia com o método tradicional de avaliacdo visual.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Nematoide das galhas

Meloidogyne spp. € uma pequena parte do filo Nematoda, pertencendo a Ordem
Tylenchida, Subordem Tylenchina e Familia Heteroderida (AGRIOS, 2005). O primeiro relato
do género no Brasil foi feito por Jobert (1877), o qual observou a ocorréncia de galhas na raiz
axial e, mais raramente, em raizes laterais de plantas de café no estado do Rio de Janeiro.
Posteriormente, Goeldi (1887) descreveu o nematoide Meloidogyne exigua como agente causal
da doenca relatada e como espécie tipo de um novo género. Chitwood (1949) descreveu, ou
redescreveu, 0s nematoides de maior ocorréncia e distribuicdo do género como M. incognita,
M. javanica, M. arenaria e M. hapla. Outro trabalho de grande relevancia para a meloidoginose
foi realizado por Taylor e Sasser (1978), no qual os autores destacaram a importancia deste
género, relatando perdas de até 75,5% de produtividade quando nao era utilizado nematicida.

O ciclo de vida de Meloidogyne spp. se inicia com 0s ovos, usualmente na fase
unicelular, depositados pela fémea que se encontra parcial ou completamente inserida na raiz
da planta hospedeira depositados em uma matriz de massa gelatinosa que os mantem agrupados
e 0s protege de efeitos ambientais e predadores. O desenvolvimento do ovo se inicia em poucas
horas apds a deposicdo, resultando em duas células, quatro, oito células, e assim
sucessivamente, até a completa formacdo do nematoide, com estilete visivel ainda preso na
membrana do ovo, conhecido como juvenil de primeiro estadio (J1). A primeira ecdise ocorre
dentro do ovo, passando para o segundo estadio (J2). O J2 eclode através de estimulos como a
umidade, temperatura e exsudatos radiculares, utilizando seu estilete para perfurar a parede
flexivel do ovo. Apds a eclosdo 0 nematoide se movimenta no solo em busca do sistema
radicular, guiado pelos exsudatos radiculares (AGRIQOS, 2005).

Os J2’s se movimentam intercelularmente, migrando para camadas internas do cortex.
Entdo, entrando na base do cilindro vascular, estabelecem um sitio de alimentacdo permanente
na zona de diferenciacdo da raiz, induzindo a divisdo nuclear sem citocinese. Este processo da
origem a grandes células multinucleadas especializadas, denominadas células gigantes
(WILLIAMSON et al., 2003).

Uma vez que a célula gigante inicia sua formac&o o J2 sofre mais duas ecdises, passando
para o terceiro (J3) e quarto estadio (J4), sendo entdo denominados de “salsichoides”. J3 e J4
ndo possuem um estilete funcional e, portanto, ndo se alimentam. Logo apés, o estilete e o bulbo
mediano sdo regenerados e o Utero e vagina sdo formados e, finalmente, os nematoides atingem

0 estddio adulto. Na maioria das espécies do género, a reproducdo se da por partenogénese
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mitética, originando novas fémeas. Os machos, quando presentes, sdo vermiformes e ndo ha
evidéncia da sua alimentacdo, muitas vezes sdo formados quando as condicGes estdo
desfavoraveis ao desenvolvimento de fémeas, como em caso de alta densidade populacional
(PERRY et al., 2009).

No Brasil, as duas principais espécies dentro do género sdo M. incognita e M. javanica
(DIAS et al., 2010). Esses nematoides destacam-se entre os principais fatores limitantes da
produtividade (MOREIRA et al., 2015) e parasitam praticamente todas as plantas cultivadas,
sendo estimadas perdas de 10% na cultura da soja (LORDELLO, 1981) e até 50% em cana-de-
acucar (DINARDO-MIRANDA, 2005). Charchar et al. (2003) observaram perdas de 24,4 a
44,3% em tomate.

Nestas culturas, 0 manejo é complexo e se restringe a exclusdao dos nematoides na area,
cultivo de material isento de nematoide, desinfestacdo de maquinas e equipamentos, utilizacéo
de &gua de irrigacdo isenta de nematoides, rotacdo de cultura com materiais resistentes ou
antagdnicos, alqueive, controle quimico e controle bioldgico (FERRAZ et al., 2010).

O uso de variedades resistentes a nematoides é uma das ferramentas mais importantes
para 0 manejo deste fitoparasita, sendo considerado um dos meétodos mais eficientes,
econdmicos e de melhor aceitacéo pelo produtor (DIAS et al., 2010; FERRAZ et al., 2010).

S4o raros os relatos de resisténcia ao nematoide das galhas em hortaligas, no cultivo do
alface a cultivar Grand Rapids foi considerada resistente por Charchar e Moita (1996), em
sequéncia, Gomes et al. (2000) propuzeram o simbolo Me para o alelo que confere resisténcia
a cultivar Grand Rapids a Meloidogyne spp. Resisténcia ao nematoide das galhas M. incagnita
raca 1 foi relatada por Pinheiro et al. (2009) para as linhagens de tomate 634 (F7), 548 (OP)
Mi, 640 (F7) Mi, 512 (OP) Mi, 629 (F7) Mi e 512 (OP) PST. Outro exemplo de resisténcia sdo
as cultivares de batata-doce BDFMI-16, BDFMI-78, Béarbara e Marcela, resistentes a M.
javanica raca 2 (CHAVES et al., 2013).

Os trabalhos de sele¢do de materiais resistentes baseiam-se no Fator de Reprodugéo do
nematoide (FR) ou no indice de galhas (1G), sendo este ultimo utilizado em diversos trabalhos
para classificar plantas resistentes (PINHEIRO et al., 2009). A avaliacdo da severidade da
formacdo de galhas na raiz se mostrou um método de avaliacdo simples a resisténcia do
nematoide das galhas, sendo utilizado para avaliar o papel de genes na mediacao da resisténcia
de plantas a nematoides (WUBBEN et al., 2014) . Apesar da avalia¢do do indice de galhas ser
amplamente utilizada para sele¢do de gendtipos resistentes, depende do tempo e esta sujeita a

erros humanos, referentes a experiéncia e as condic¢des de trabalho do avaliador. Somando-se a



iSS0, as raizes em sequéncia sdo trituradas para a extracdo dos espécimes e avaliadas quanto ao

fator de reproducéo, sendo um metodo destrutivo, que impossibilita a reavaliacao.

2.2. Uso da informatica na nematologia

A identificacdo de caracteristicas de imagens microscopicas digitalizadas em
nematologia tem sido usada ha mais de 25 anos. Fernandez-Valdivia et al. (1989) e Peet et al.
(1990) foram os primeiros a aplicar esses conceitos na area. Técnicas de analise de imagens
digitais oferecem maneiras alternativas para diferenciar caracteristicas morfolégicas em
imagens microscopicas de nematoides, permitindo assim uma abordagem automatizada para
identificacdo e classificacdo e implica na digitalizacdo da cena observada através de
microscopio (FERNANDEZ-VALDIVIA et al., 1989).

Segundo De la Blanca et al. (1992), os objetivos das técnicas de analise de imagens
digitais sdo extrair a informacdo geométrica e estrutural mais relevante a partir das imagens e
combina-las para produzir conceitos de alto nivel. Ha trés etapas principais neste processo: o
primeiro esta relacionado com os algoritmos de limpeza, alisamento, desenrolamento,
armazenamento e exibicao das imagens; o segundo usa técnicas de reconhecimento de padrdes
para definir as diferentes formas geométricas em imagens reproduzidas a partir de niveis de
cinza de pixels e informacéo textural regional; o Gltimo passo € o0 uso de técnicas de inteligéncia
artificiais e estatisticas para a identificacdo, classificacdo e a tomada de decisdes através da
combinacdo de informacdes fornecidas a partir do passo dois. Ainda de acordo com De la
Blanca et al. (1992), uma limitacdo dentro da Nematologia é a identificacdo precisa de espécies
problematicas, devido as dificuldades de assimilar e analisar o grande nimero de diversas
caracteristicas morfoldgicas por métodos microscopicos convencionais. Assim, com o objetivo
de desenvolver uma alternativa rapida e objetiva para a identificacdo e classificacdo de
nematoides, foram utilizadas imagens de transmissdo adquiridas através de diferentes objetivas
em um fotomicroscopio, acoplado a um mddulo de digitalizacdo de imagens. Dois programas
de software baseados em linguagem C da Imaging Technology (Boston, MA) foram
empregados para gerenciar 0s processos de aquisicao e exibicao. Algumas partes dos algoritmos
foram realizadas utilizando o pacote de analise de imagem Visilog. De uma forma geral, 0s
autores adotaram caracteristicas do nematoide, como o corpo, cabeca e formato da cauda, e a
presenca ou auséncia de bulbos do estilete. Para a estimativa das caracteristicas, a notacdo 010
representou uma determinada sequéncia de pixels pretos e brancos, representado por 0 e 1,

respectivamente, presentes numa imagem binaria. Além disto, para abordar a identificacdo de
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nematoides de forma automatizada, desenvolveram um conjunto de algoritmos de analise de
imagem para detectar algumas caracteristicas utilizadas no processo de identificacdo de
nematoides.

Ainda dentro da taxonomia de nematoides, Dubey e Sharma (2014) ressaltam a
importancia da informatica para a identificacdo de cinco espécies do género Mylonchulus,
utilizando microscépio e camera digital, com a qual identificaram diferencas morfologicas
utilizadas nos calculos taxonémicos. Anteriormente, foi utilizado o sistema de anélise de
imagem digital para estudar caracteristicas fisicas e detec¢do de diferencas existentes entre
populacdes de Bursaphelenchus xylophilus (PEET et al., 1990). A anélise baseada em esqueleto
apresentou acuracia de 83,7% na deteccdo automatica de Caenorhabditis elegans Maupas, em
populagdes isoladas ou sobrepostas (RIZVANDI et al., 2008), enquanto a técnica “correlated
random walk model in two dimensions” foi adotada em estudos de estimulo a movimentacao
do nematoide Phasmarhabditis hermaphrodita Schneider (HAPCA et al., 2007).

As medicdes de caracteristicas morfoldgicas das diferentes fases de desenvolvimento
tém sido utilizadas para distinguir os nematoides da batata Globodera rostochiensis
(Wollenweber) Skarbilovich e G. pallida Stone. Para estudar as popula¢fes européias e sul-
americanas, Franco (1978) utilizou o computador de analise de imagem (Quantimet 720 Metals
Research Ltd.,Melbourn, Herts) para comparar as imagens opticamente derivadas de perimetros
e areas de juvenis de segundo estadio e de machos. O Quantimet inclui um microscépio para
produzir uma imagem a partir de especimes montadas. A imagem é digitalizada 10,5 vezes por
segundo por um scanner Plumbicon de 720 linhas, e a saida € passada para um detector, no qual
caracteristicas sdo selecionadas para a medigdo de acordo com a intensidade da cor e cinzento
comum. Segundo o autor, a precisdo da medi¢do depende muito da obtencdo suficiente de
contraste entre o espécime a ser medido e 0s outros materiais na lamina.

Recentemente, o software Elegance foi utilizado no estudo de conexdes sinapticas
(conectomas) do sistema nervoso de Caenorhabditis elegans (XU et al., 2013). De acordo com
0s autores, o software acelera a aquisi¢do do conjunto minimo de dados necessario, permitindo
a descoberta de novos conectomas e permite a reconstru¢do de conectividade em qualquer
regidao do neurdpilo de tamanho suficientemente pequeno.

No que tange a avalicdo de reproducédo de nematoides usando a informatica como aliada,
poucos trabalhos foram desenvolvidos até 0 momento, limitando-se ao estudo da reproducao
de Heterodera glycines. Para este nematoide, a selecdo de cultivares resistentes em geral é feita
usando indice de parasitismo (RAO-ARELLI; ANAND, 1988) e indice de fémea adulta



(HANCOCK etal., 1987; DAVIS et al., 1996), sendo ambos considerados dificeis e demorados.
Assim, Lu et al. (2005) desenvolveram um sistema de imagem para realizar o processo de
contagem de fémeas de Heterodera glycines em raizes de soja infectadas mais eficiente, o qual
consiste de um sistema de iluminagdo composto de lampada de halogéneo fechado com filtros,
uma camera com lentes de zoom e um computador. Como as raizes, 0s cistos e as fémeas
produziram autofluorescéncia, o sistema de imagem foi considerado muito eficiente, sendo
mais precisa do que a contagem sob microscopio, e 60% mais rapida do que o método

tradicional.



3. MATERIAL E METODOS

3.1.Avaliacéo visual de galhas

O experimento foi conduzido no periodo de marco a junho de 2013, em casa de
vegetacdo na Universidade Estadual de Londrina (UEL), Londrina-PR, cujas coordenadas séo
latitude de 23°32°90” S e longitude de 51°20°4517” O de Greenwich, com altitude média de
587 metros. Foi utilizado mistura de solo:areia na proporgcao 1:2, esterilizado em autoclave
vertical por 2 horas a 120 °C. Vasos com capacidade de 5 L foram dispostos em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com dez repeti¢cdes, sendo o estudo realizado com trés espécies
de plantas diferentes.

As plantulas de tomate cv. Santa Clara, salsa cv. Lisa e alface cv. Boston Branca foram
produzidas em bandejas de poliestireno expandido com 128 células em substrato comercial
estéril. Apos 30 dias de semeadas, as plantulas foram transplantadas para os vasos €, apds cinco
dias, inoculadas com 5000 ovos e eventuais juvenis de segundo estadio (J2) de Meloidogyne
javanica, calibrando para aproximadamente 500 ovos e juvenis de segundo estadio (J2) mL™,
distribuindo-se 10 mL em quatro orificios equidistantes, localizados de 2 a 3 cm ao caule da
planta e com 2 a 3 cm de profundidade. O in6culo foi obtido a partir de populagdo pura,
multiplicada em tomateiro cv. Santa Clara em casa de vegetacdo. A extracdo de nematoides foi
realizada segundo o método proposto por Hussey e Barker (1973), adaptado por Boneti e Ferraz
(1981). A quantificacdo do in6culo foi realizada em lamina de contagem de nematoides (cadmara
de Peters), sob microscopio optico.

Ap0s 60 dias, a parte aérea foi descartada, o sistema radicular foi cuidadosamente lavado
e acondicionado em sacos plasticos previamente identificados. No laboratério, determinou-se a
massa fresca da raiz, em balanga semi-analitica.

Em seguida, procedeu-se a contagem visual de galhas, a olho nu, utilizando fundo
branco sob iluminacdo artificial, sendo cada amostra avaliada por quatro especialistas
diferentes, para posterior comparacdo, o0 tempo de contagem de cada avaliador foi

cronometrado.

3.2.Aquisicédo de Imagens
As mesmas raizes submetidas a avaliacdo anterior foram submetidas a aquisicdo de
imagens. Para isto, foi confeccionada uma caixa de vidro com as dimensdes internas do scanner,
sendo 29,7 x 21,5 x 4,0 cm (comprimento, largura e altura) e 0,5 cm de espessura (Figura 1).
Utilizou-se scanner HPscanjet 2200c e fundo azul marinho de polipropileno com as dimensdes
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29,4 x 21,2 cm. O scanner foi acoplado a um computador, no qual utilizou-se o programa
VueScan versdo 9.2.04 para digitalizacao. Configurou-se o programa para obtencédo de imagens
com 300 dpi de resolucdo. A utilizacdo de escanner possibilitou a padronizacdo do ambiente,
sendo possivel a utilizacdo do mesmo ambiente para todas as aquisi¢es de imagens.

A caixa de vidro foi posicionada sobre o scanner e verteu-se 500 mL de &4gua no seu
interior. Para melhor distribuicao, evitando a sobreposi¢éo, cada raiz foi subdividida de acordo
com o volume em até quatro amostras com auxilio de pinca e bisturi. Por fim, o fundo azul foi
adicionado cuidadosamente sob a superficie da dgua, evitando a formacéo de bolhas de ar e a
tampa do scanner foi posta sobre a caixa de vidro. Iniciou-se a aquisicdo de imagem no
computador e cronometrou-se 0 tempo necessario para a digitalizacdo. A configuracdo do
scanner para aquisi¢do e um exemplo de imagem obtida podem ser vistos nas Figuras 1A e 1B,

respectivamente. Cronometrou-se o tempo de acomodacgédo de amostra com massa fresca de 30

g com duas subdivisdes, repetindo-se este procedimento por cinco vezes.

Figura 1. Processo de aquisicdo de imagem, Scanner HPscanjet 2200c, caixa de vidro com 500
mL de agua e amostra de raiz, fundo azul (A). Imagem digitalizada (B).

3.3.Modelo computacional
O modelo de visdo computacional para a contagem de galhas foi desenvolvido em
conjunto com um estudante de mestrado do Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia da
Computacdo, do Departamento de Computagdo da Universidade Estadual de Londrina,
Frederico Onldemburg Peres. O algoritmo de contagem de galhas foi desenvolvido utilizando
técnicas conhecidas na area de processamento de imagens e inteligéncia artificial em ciéncia da
computacdo, como métodos de segmentacao e algoritmo genético. O método constitui-se de

duas etapas principais: otimizacdo de parametros e execucao.



Um algoritmo genético foi utilizado na otimizacdo dos parametros existentes dentro do
algoritmo de execucdo, utilizando uma base prévia de imagens contadas por humanos para
treino e comparacdo, afim de se aproximar o maximo possivel dos valores encontrados pelos

especialistas.

3.4.Algoritmo de contagem de galhas

O algoritmo de contagem teve como objetivo contar protuberancias circulares da
imagem obtida. Devido a variabilidade de volume entre as raizes, algumas precisaram ser
divididas em multiplas imagens para melhor acomodar a totalidade das mesmas, buscando
evitar sobreposicdo de galhas. Sendo assim, foi necessario executar o algoritmo em cada uma
das imagens que a comp@e e soma-las para entdo obter-se o total de galhas presentes na raiz.

Para o processo de contagem, primeiramente, uma etapa de threshold foi utilizada com
0 intuito de separar o fundo e as raizes em si, seguido de um corte de tamanho estatico para
eliminar as bordas da caixa de vidro, e aplicou-se um filtro de mediana com intuito de retirar
ruido da imagem. No processo adotado, para cada pixel da imagem que pertence a area da raiz,
propagou-se um circulo com centro no pixel em questdo, possibilitando encontrar o maior raio
gue um circulo poderia ter sem escapar dos limites da raiz, determinados previamente na etapa
de threshold. Esses valores para cada pixel foram armazenados numa matrix de dimensdes
iguais as da imagem.

Posteriormente, comparou-se 0s valores de raio de cada pixel com o0s seus vizinhos,
contando quantos vizinhos possuem valor menor do que o do préprio pixel, armazenando numa
nova matrix tambem de dimensdes idénticas a da imagem. Esta etapa foi necessaria para evitar
que maltiplos picos de raio fossem contados dentro de uma Unica galha, o que geraria grande
quantidade de falsos positivos. Finalmente, percorreu-se essa matriz de vizinhangas e contou-
se 0s picos. O nimero obtido foi considerado a quantidade de galhas encontradas na imagem.

Esta sequéncia foi realizada para cada uma das imagens que compunham a mesma raiz,
somando-se 0s valores para obter-se a contagem total da raiz. Quando ndo existiam mais
imagens referentes a raiz em questdo, calculou-se o valor absoluto da diferenca entre o total de
pontos encontrados e o valor esperado e dividiu-se pelo valor esperado, obtendo-se o erro
relativo.

O valor esperado utilizado pelo modelo foi obtido a partir da média dos valores da
contagem a olho nu, realizada inicialmente pelos quatro avaliadores. O erro relativo foi usado

para validacdo das populag¢Ges no algoritmo genético.

10



3.5.0timizacé&o de parametros

Foi proposta a utilizacdo de um algoritmo genético com o objetivo de otimizar os
parametros do algoritmo de contagem. Como definido por Mitchell em 1999, algoritmo
genético é uma heuristica de busca que simula o processo de selecdo natural. E geralmente
utilizado em problemas de busca e otimizagdo. O algoritmo é composto de duas etapas: o teste
e validacdo de uma populacéo existente e a introducdo de uma nova geragéo a partir da anterior,
ambas descritas a seguir, incluindo os detalhes que dizem respeito a implementacdo do método
neste problema especifico.

Assim, cada populagéo foi composta por dez individuos, cada qual com sete genes. Estes
genes correspondem as sete varidveis necessarias ao método de contagem descrito
anteriormente. Sendo assim, um individuo € definido por um conjunto de parametros para as
funcbes do algoritmo de contagem.

O objetivo desta etapa foi otimizar tais parametros para um conjunto especifico de
imagens, possibilitando a contagem posterior de qualquer imagem com caracteristicas
semelhantes, isto €, mesmo tipo de raiz e forma de aquisi¢cdo semelhante.

Uma nova populacdo surge a cada geracdo do algoritmo e deve ser validada. No
diagrama que exibe o processo de validacdo de uma populacao, inicialmente um individuo da
populacdo é selecionado, representado por um conjunto de parametros. O algoritmo de
contagem € executado para cada uma das imagens do conjunto de teste, utilizando o0s
parametros definidos pelo individuo. A média dos erros relativos obtidos é calculada para o
individuo em questdo e utilizado como valor fitness no algoritmo genético. O préximo
individuo é entdo selecionado e 0 mesmo processo € realizado até que toda a populagdo possua
um valor de fitness (Figura 2A).

Ja para o algoritmo genético, uma populacao inicial é gerada aleatoriamente, composta
de dez individuos com valores dos genes aleatdrios dentro dos limites permitidos por cada
variavel. O processo descrito anteriormente para validagdo da populacéo é executado. Os dois
individuos com melhor fitness sdo entdo selecionados como os pais da proxima geracao (Figura
2B).
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Figura 2. Diagramas de otimizacdo de parametros. A) Algoritmo de validacdo de uma
populacdo através do calculo do fitness da mesma. B) Etapas gerais do algoritmo genético.

A partir dos pais selecionados, surge uma nova geracdo, em que cada individuo é o
resultado de uma combinacao aleatdria dos genes de seus pais. Essa nova geracdo passa entdo
por um processo de mutacdo, onde cada gene de cada individuo tem 5% de chance de receber
um valor novo aleatdrio, perdendo a heranca original dos pais. Os pais sdo sempre mantidos
intactos e adicionados como membros da proxima geracdo, como forma de prevenir a regressdo
da solugéo encontrada pelo algoritmo.

Ap0s o teste de validacdo de cada populacdo, verificou-se as condi¢cdes de parada do
algoritmo. Em geral, o algoritmo termina a execucdo gquando atinge um erro minimo pré-
determinado pelos operadores, mas isso em teoria possibilita que o algoritmo execute
infinitamente caso o erro minimo nunca seja atingido. Para evitar este problema, o algoritmo
também pode parar se atingir um dado nimero de iteracdo sem apresentar nenhuma melhora na

solucéo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos pelo método de contagem automético foram favoréveis, sendo o
menor erro relativo de 1% para a raiz de alface repeticdo 6 e salsa e tomate repeticdes 3, e maior
erro relativo de 32% para a raiz de tomate, repeticao 6, com erro relativo médio total de 13%
(Tabela 1). A contagem de estruturas circulares vem sendo realizada na agricultura com
propositos diversos, como no exemplo de Dunn et al. (2004) utilizando imagens digitais de
parreira de uva Cabernet Sauvignon, analisadas pelo programa “Easy Acess” versaos 6.3, para
contar os frutos e estimar a produtividade antes da colheita, obtendo correlacdo de 85% com o

peso de frutos.

Tabela 1. Numero de galhas contadas por avaliadores (AVL) e pelo método de contagem
automatizado (AUTO) e erro absoluto (EABS) e relativo (EREL), obtidos pela comparagéo
entre ambos, e médias de valores (MD) em raizes de alface, tomate e salsa, inoculadas com

5000 ovos de Meloidogyne javanica.

Raiz Alface Salsa Tomate

AVL AUTO EABS EREL AVL AUTO EABS EREL AVL AUTO EABS EREL

01 574 507 66 0,12 547 575 29 0,05 1216 873 343 0,28
02 403 394 09 0,02 384 293 91 0,24 599 557 42 0,07
03 464 489 25 0,05 367 365 02 0,01 886 897 11 0,01
04 368 426 58 0,16 358 277 81 0,23 1121 940 181 0,16
05 116 97 19 0,16 389 370 19 0,05 710 880 170 0,24
06 458 461 03 0,01 205 240 35 0,17 1334 906 428 0,32
07 332 312 20 0,06 265 229 36 0,14 555 481 74 0,13

08 581 605 24 0,04 452 369 83 0,18 914 810 104 011

MD 412 411 28 0,8 371 340 47 0,13 917 793 169 0,17

Comparando-se a contagem de galhas realizada pelo método automatizado com a
quantificacdo manual a olho nu realizada pelos especialistas, observou-se erros médios
absolutos do algoritmo de 28, 47 e 169 e desvios padrdes dos avaliadores de 49, 102 e 221 para

alface, salsa e tomate, respectivamente, sendo os erros absolutos obtidos pelo método
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automatizado proximos e inferiores aos desvios padrdes obtidos pela contagem manual
(Tabelas 1 e 2), comprovando que 0 méetodo automatizado foi mais preciso do que a contagem
manual. Os resultados foram melhores para alface, seguido por salsa e por ultimo tomate, tanto
no método manual como no automatizado. Ou seja, conforme aumentou-se o desvio padréo,
aumentou-se também os erros absolutos e relativos, evidenciando que nos casos em que houve
maior dificuldade de identificacdo das galhas no método computacional, houve também uma
maior imprecisdo da contagem a olho nu. Semelhantemente, comparando-se a severidade de
antracnose (Colletrotrichum destructivum) em folhas de tabaco (Nicotiana benthamiana) apos
96 dias de inoculagao, através de andlise visual e o Software de analise de imagens “Scion”,

obteve-se uma correlacdo de 74% a probabilidade de P=0,0001 (WIJEKOON et al., 2008).

Tabela 2. Numero de galhas contadas por quatro avaliadores (AV1 a AV4) e comparacao por
desvio padrdo (DESV) e as médias de desvio padrdo (MD) em raizes de alface, tomate e salsa,
inoculadas com 5000 ovos de Meloidogyne javanica.

Raiz Alface Salsa Tomate

AV1 AV2 AV3 AV4 DEV AVl AV2 AV3 AV4 DEV AVl AV2 AV3 AV4 DEV

1 651 545 564 533 53,38 609 723 468 386 1494 1249 1262 1025 1326 1314
2 420 436 424 333 47,32 427 485 306 318 86,6 562 550 538 745 98,0
3 512 404 565 375 89,49 370 475 407 216 109,7 822 905 1166 651 214,5
4 452 360 354 306 6099 352 386 347 347 188 877 1603 936 1067 331,2
5 112 132 117 102 1250 313 384 297 460 60,3 923 886 677 355 2604
6 530 418 454 430 50,27 205 87 207 320 951 1282 1490 1629 934 302,2
7 434 289 338 266 74,48 151 162 150 597 2214 274 693 494 760 218,9

8 650 504 551 619 6591 388 455 402 562 79,0 854 1154 911 658 210,3

MD 49 102 221

Neste trabalho, a média da massa fresca de raiz foi 32,62, 43,34 e 30,87 g para alface,
salsa e tomate, respectivamente (Tabela 3), e a contagem manual de cada sistema radicular foi
em média de 19 minutos (Tabela 4). O método desenvolvido neste trabalho leva um tempo

médio de quatro segundos por raiz, executado por um computador de configuracdes medianas.
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Soma-se a este 0 tempo necessario para a aquisicdo de imagens pelo scanner, em media 23
segundos a 300 dpi de resolucéo, e o tempo de acomodacéo das raizes na caixa de vidro, em
média 02:40 minutos para uma raiz de 30 g (Tabela 5), ou seja, o total foi de 03:07 minutos, o
que representa um ganho alto em tempo gasto nessa tarefa, em média de 16 minutos, sendo
aproximadamente 84% mais rapido. Resultados semelhantes de ganho de tempo na avaliacéo
de nematoides foram obtidos para a contagem de fémeas a cistos de H. glycines (LU et al.,
2005).

Tabela 3. Massa fresca de raiz de alface, salsa e tomate ap6s 60 dias de cultivo em vasos
infestados com 5000 ovos de Meloidogyne javanica.

Massa fresca de raiz (g)

Raiz 1 2 3 4 5 6 7 8 Média Geral
Alface 29,59 23,25 24,41 5545 21,74 34,75 26,64 4511 32,62

Salsa 58,31 48,69 27,45 53,21 50,07 36,82 3459 37,61 43,34
Tomate 38,68 2422 2457 40,18 26,07 3791 21,61 33,68 30, 87

Tabela 4. Tempo médio despendido para quantificacdo manual de galhas em minutos por todos
os avaliadores em plantas de alface, salsa e tomate, inoculadas com 5000 ovos de Meloidogyne
javanica.

Tempo médio (minutos)

Raiz 1 2 3 4 5 6 7 8 Média Geral

Alface 19 16 15 16 12 19 18 21 17

15



Salsa 24 18 17 19 18 10 11 18 17

Tomate 27 15 20 26 17 32 16 21 22

Além da agilidade do processo, 0 uso de scanner é um método de baixo custo, que tem
como vantagem o armazenamento de uma colegéo in situ de imagens permanentes, que podem
ser posteriormente reanalisadas (HAN et al., 2008). Dentro da fitopatologia, a eficiéncia da
tecnologia de obtencdo de imagens digitais foi confirmada para contagem de unidades
formadoras de colénia (UFCs) de bactérias (GEISSMANN, 2013), para medir a area de lesdo
de antracnose de pepino (KWACK et al., 2005), quantificacdo de infeccdo fungica foliar
(WIJEKOON, 2008) e construcdo e validacdo de escala diagramética para avaliacdo de
severidade de mancha de Phoma em cafeeiro (SALGADO, 2009).

Tabela 5. Tempo médio para acomodacao de raiz de 30 gramas em caixa de vidro.

Tempo Médio (minutos)
Repeticdo 1 2 3 4 5 Média

Tempo 02:46 02:29 02:32 02:54 02:36 02:40

Vale ressaltar que o tempo necessario para o treinamento do algoritmo, calibragem do
sistema, antes que este pudesse ser utilizado foi de aproximadamente duas horas para atingir os
parametros 6timos. Esse tempo é necessario para cada base de dados, mas uma vez executado
o0 treinamento, o algoritmo funciona com qualquer imagem com caracteristicas semelhantes as
utilizadas no treinamento, isto é, cor de fundo, cor aproximada das raizes, bordas de corte e raio
aproximado das galhas. Se estas condigdes ndo forem atendidas, o algoritmo ainda pode efetuar
a contagem, mas os resultados 6timos podem nao ser atingidos.

O método automatizado propiciou contagem com eficiéncia superior a dos especialistas,
com baixa divergéncia em relacdo ao desvio padrdo dos mesmos, porém, com economia de
tempo e de custo financeiro, devido a dispensabilidadede utilizacdo de mé&o de obra
especializada.

Os resultados obtidos neste trabalho representam contribuicdes para o atual estado da
arte, visto que foi apresentado um modelo inédito de contagem computacional automatizada de
galhas em raizes, em conjunto com um modelo de otimizagdo de parametros de tal método,
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possibilitando a adaptacdo e aplicagdo da técnica proposta a diferentes bases de dados. Para
trabalhos futuros, propéem-se o desenvolvimento de uma forma mais eficaz de otimizacéo, o
que possibilitard& menor tempo de treinamento, e a utilizacdo de outras metodologias para
identificacdo das galhas na fase de contagem, o que permitiria reducdo de falsos positivos e

verdadeiros negativos e, consequentemente, maior precisdo no processo como um todo.
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5. CONCLUSAO

Obteve-se erros absolutos médios de 28, 47 e 169 menores com a contagem
automatizada, comparando-se com o desvio padrdo médio dos avaliadores 48, 102 e 220 para
alface, salsa e tomate, respectivamente.

Obteve-se menor tempo para a contagem automatizada, em média trés minutos,
comparando com a contagem manual, em média 19 minutos, ganho de 84%.

O método automatizado propiciou contagem com eficiéncia superior a dos
especialistas, com baixa divergéncia em relacdo ao desvio padrdo dos mesmos, em termos de

porcentagem de erro.
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