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CLASSIFICACAO DE MAMOEIROS QUANTO AO TIPO
SEXUAL E CULTIVARES USANDO A ESPECTROSCOPIA
NO INFRAVERMELHO PROXIMO, ANALISES
MULTIVARIADAS E MARCHINE LEARNING

RESUMO

A sexagem do mamoeiro (Carica papaya L.) € uma das préaticas horticolas mais
importantes para o sucesso desta cultura, pois esta espécie apresentar flores femininas,
hermafroditas e masculinas. Todavia, apenas as plantas hermafroditas produzem frutos
com o formato exigido pelo mercado, ou seja, frutos mais alongados e com polpa carnosa.
Desta forma, € necessario o plantio de pelo menos trés mudas por cova para se garantir a
presenca de plantas hermafroditas, o que acarreta um maior custo para o produtor.
Assim, o objetivo geral deste projeto foi verificar a possibilidade de se utilizar a
espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) como um método ndo destrutivo para a
sexagem e identificacdo de cultivares de mamoeiros. Foram utilizados as cultivares ‘T2,
‘Formosa’ e ‘Calimosa’, do grupo Formosa, e “THB’ e ‘Ouro’, do grupo Solo. Os espectros
NIR foram coletados nas sementes e nas folhas dos respectivos seedlings. Os resultados
para a classificagao do tipo sexual dos mamoeiros utilizando as sementes resultou em um
valor de F-score de 0,81 para o grupo de validacdo externa ao se utilizar a analise de
componentes principais e andlise discriminante quadratica (PCA-QDA). Para as folhas
dos seedlings o F-score foi 0,79 usando a PCA e andlise discriminante linear (PCA-LDA).
Em relacdo aos resultados para a classificacdo das cultivares, ao se utilizar as sementes
foi possivel obter valores de F-score apenas para as cultivares ‘THB’ (0,85) e ‘Ouro’ (0,77)
no grupo de validacdo externa com o emprego da regressdao por minimos quadrados
parciais e andlise discriminante (PLS-DA). Para as demais cultivares ndo foi possivel
obter modelos de classificagdo robustos utilizando tanto as sementes quanto as folhas.
Conclui-se que € possivel utlizar a espectroscopia NIR associada as técnicas
multivariadas como método ndo destrutivo para a sexagem e classificacdo de cultivares
de mamoeiro utilizando tanto as sementes quanto as folhas dos seedlings.

Palavras-chave: Carica papaya L.; espectroscopia NIR; sexagem; quimiometria; flores.



CLASSIFICATION OF PAPAYA PLANTS BY SEX AND
CULTIVAR USIND NEAR INFRARED SPECTROSCOPY,
MULTIVARIATE ANALYSIS AND MACHINE LEARNING

ABSTRACT

Papaya plants can have typical pistillate or female flowers, hermaphrodite flowers
and typical staminate or male flowers, but hermaphrodite plants produce fruit with the
shape required by the market, that is, more elongated fruit with fleshy pulp. Therefore, it is
necessary to plant at least three seedlings per hole to ensure the presence of
hermaphrodite plants, which entails a higher cost for the producer. Thus, the general
objective of this study was to verify the possibility of using near infrared spectroscopy
(NIR) as a non-destructive method for sexing and identification of papaya cultivars. The
cultivars ‘T2’, ‘Formosa’ and ‘Calimosa’, from the Formosa group, and ‘THB’ and ‘Ouro’,
from the Solo group, were used. NIR spectra were collected from the seeds and leaves of
the respective seedlings. The results for the classification of the sexual type of papaya
trees using the seeds resulted in a F-score value of 0.81 for the external validation group
applying principal component analysis and quadratic discriminant analysis (PCA-QDA).
For the leaves of the seedling, this value 0.79 using PCA and linear discriminant analysis
(PCA-LDA). Regarding the results for the cultivar classification, when seeds were used it
was possible to obtain F-score values just for the cultivars 'THB' (0.85) and 'Ouro’ (0.77) in
the external validation group applying partial least squares regression and discriminant
analysis (PLS-DA). For the other cultivars it was not possible to obtain good classification
models using both seeds and leaves. It is possible to use NIR spectroscopy associated
with multivariate techniques as a non-destructive method for sexing and classification of
papaya cultivars using both seeds and leaves of seedlings. However, more studies are
needed to improve the performance of the developed models.

Keywords: Carica papaya L.; NIR spectroscopy, sexing; fraud; flowers.
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducéo

O Brasil € um dos principais produtores mundiais de frutas tropicais. Dentre
as espécies de frutiferas tropicais cultivadas no pais pode-se destacar 0 mamoeiro
(Carica papaya L.), que apresenta grande importancia social e econémica para o
agronegocio brasileiro. De acordo com a Food and Agriculture Organization (Faostat,
2021a), o Brasil € o terceiro maior produtor mundial de mamaéo (1.400.00 toneladas
métricas), com 10,72% na producdo mundial. Esta producdo ocorreu em uma area
cultivada de 26.526 hectares (Embrapa, 2019). Em 2018, foram exportadas
42.669,06 toneladas, o que gerou uma renda em torno de US$ 50.061.420,00
(Mapa, 2019).

Em fungéo da grande incidéncia de doengas, o cultivo do mamoeiro requer
renovaclOes frequentes dos pomares (2,5 a 4 anos), demandando constantes
investimentos, em especial na aquisicdo de sementes e mudas (Silva et al., 2016;
Oliveira et al., 1994). Estes materiais propagativos sdo geralmente obtidos via
propagacédo sexuada em funcdo de sua maior eficiéncia econdémica (Boas, 2019;
Farias et al., 2009; Simao, 1998). Todavia, 0 mamoeiro apresenta trés classes de
plantas, ou seja, mondicas, didicas e mondclinas (Ming et al., 2007a; Storey, 1953;
Hofmeyr, 1941) e o cruzamento entre estes tipos gera sementes com diferentes
tipos sexuais (Marin e Gomes, 1986).

As plantas dos diferentes tipos sexuais produzirdo frutos com caracteristicas
distintas, ou seja, as plantas hermafroditas irdo produzir frutos de formato alongado,
piriforme, com pequena cavidade interna e maior valor comercial (Dantas e Castro
Neto, 2000). As plantas femininas irdo produzir frutos de formato arredondado ou
ligeiramente ovalado, cuja cavidade interna € grande, em relacdo a espessura da
polpa, e necessitam da fecundacdo por pdlen de plantas masculinas ou
hermafroditas para produzirem frutos (Costa e Pacova, 2003). Assim, as plantas de
mamoeiro podem apresentar flores pistladas ou femininas tipicas, flores
hermafroditas e flores estaminadas ou masculinas tipicas (Marin et al., 1995; Oliveira

et al., 1994). Desta forma, visando garantir o plantio de plantas hermafroditas que



produzem frutos com o formato dos frutos exigidos pelo mercado consumidor, ou
seja, frutos mais alongados e com polpa carnosa, é necessario o plantio de pelo
menos trés mudas por cova, o que acarreta um maior custo de producéo (Costa e
Pacova, 2003; Siméao, 1998).

Em funcdo da importancia dos tipos sexuais para a cultura do mamoeiro,
varios métodos foram desenvolvidos para identificar os tipos sexuais precocemente,
na tentativa de diminuir o nimero de sementes e/ou mudas a serem utilizados.
Desta forma, pode-se citar os métodos citologicos (Datta, 1971), por biomarcadores
(Jindal e Singh, 1976), de determinacdo dos compostos fendlicos (Parasnis et al.,
1999), e as ferramentas biomoleculares (Parasnis et al., 2000). Apesar da precisao,
estes métodos sao dispendiosos e requerem laboratérios especializados,
dificultando a sua aplicacdo em condi¢des de cultivo.

Similarmente, as diferentes cultivares de mamoeiro sdo comumente
caracterizadas por meio de descritores morfolégicos (Xu et al., 2009), porém este
método é considerado limitado para a cultura do mamoeiro em funcdo da baixa
diversidade genética desta espécie, o que dificulta a identificacdo fenotipica das
plantas (Santana et al., 2004). Desta forma, métodos mais acurados de
diferenciacao das cultivares de mamoeiros vem sendo empregados. Por exemplo, 0
uso de marcadores moleculares, tais como Random Amplification of Polymorphic
DNA (RAPD) e microssatélites (Inter Simple Sequence Repeats — ISSR e Simple
Sequence Repeats - SSR) foram relatados por Degel Barbosa et al. (2011) e Ming et
al. (2007a), respectivamente. Contudo, estes métodos s&do destrutivos, geram
residuos quimicos, demandam tempo e necessitam de laboratérios especializados
para sua execucao.

Neste sentido, métodos mais simples e eficazes de selecdo de mamoeiros de
acordo com o tipo sexual e cultivares, nas sementes e/ou mudas, poderiam
minimizar os problemas decorrentes da sexagem nos plantios comerciais. A
espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) por ser uma técnica analitica rapida
e nao destrutiva poderia ser utilizada para estas finalidades, uma vez que o0s
espectros NIR sdo fontes de informacdes para a identificacdo qualitativa de
amostras (Pasquini, 2003).



Desta forma, a espectroscopia NIR foi utilizada com sucesso para a sexagem
de diferentes materiais bioldgicos, tais como larvas do bicho-da-seda (Tao et al.,
2019), bezerros e vacas (O’Neill et al., 2017), em outros. Similarmente, a
espectroscopia NIR tem sido utilizada para a diferenciacdo de cultivares de soja,
arroz e feijao (Singh et al., 2018), de cultivares de milho doce (Qiu et al., 2019) e
nozes de macadamia (Rahman et al., 2021), porém nao foram encontrados
trabalhos relacionados a sexagem e a classificacédo de cultivares de mamoeiros.

Portanto, o objetivo geral deste trabalho foi verificar a possibilidade de se
utilizar a espectroscopia NIR como um método ndo destrutivo para a sexagem de
mamoeiros e a classificacdo de cultivares, por objetivos especificos: i. verificar a
possibilidade de se utilizar as sementes e folhas dos seedlings para sexagem de
mamoeiros e ii. desenvolver modelos matematicos visando a predicao do tipo sexual

dos mamoeiros e a classificacdo de cultivares.

2. Revisao de literatura

2.1 O Mamoeiro

O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma angiosperma que pertencente a classe
Cicotyledoneae, subclasse Archiclamydeage, ordem Violales, familia Caricaceae e
género Carica, sendo a Unica espécie de interesse comercial deste género (Marin et
al., 1995). Além do género Carica, ha mais quatro géneros na familia Caricaceae,
trés originarios da América tropical (Jarilla, Jacaratia e Vasconcella) e um da Africa
equatorial (Cylicomorpha), Paull e Duarte (2011).

Originario do continente americano, o mamoeiro foi descoberto pelos
espanhdis no Panama e sua provavel introducdo no Brasil ocorreu em 1587
(Serrano e Cattaneo, 2010). Segundo Paull e Duarte (2011), a dispersao inicial desta
espécie na América Central e do Sul foi ajudada pela abundancia de sementes nos
frutos e a longa viabilidade das sementes. No século 18 os navegadores e botanicos
levaram sementes do Caribe para Malaca na Malasia e depois para a india (Storey,
1941). De Malaca o mamoeiro continuou a ser introduzido em diversas localidades
da Asia e do Pacifico Sul. A introdugio do mamoeiro no estado do Havai no Estados

Unidos da América (EUA) foi creditada ao explorador e horticultor espanhol Don



Francisco Marin a partir de sementes oriundas das llhas Marquesas no inicio de
1800 (Paull e Duarte, 2011).

Atualmente o mamoeiro é cultivado em todos o0s paises tropicais e
subtropicais do globo e seus frutos sdo apreciados tanto para o consumo in natura
quanto para a elaboracdo de variados produtos como doces, geléias, iogurtes e
demais subprodutos da industrializacdo (Saloméo et al., 2007).

Em funcdo de sua origem, o mamoeiro se desenvolve melhor em locais cujas
temperaturas médias anuais se situam na faixa de 21 °C a 33°C, com precipitacdes
pluviométricas de 1.500 mm anuais bem distribuidos e com no minimo 66% de
umidade relativa (Paull e Duarte, 2011). A producao de fruto no Brasil ocorre quase
0 ano todo, sendo a menor safra nos meses de junho a agosto.

O mamoeiro é uma das espécies frutiferas tropicais de maior interesse
econOomico e nutricional (Orrillo et al.,, 2019). Em 2019, foram produzidas 13,73
milhdes de toneladas (t) deste fruto em todo o mundo (Faostat, 2021b). Apesar de
ter se originado na América tropical, atualmente a india € o maior produtor mundial
de mamades (6,05 milhdes de t), seguido da Republica Dominicana (1,17 milhdes de
t) e do Brasil (1,16 milhdes de t), (Faostat, 2021b). Dentre os estados brasileiros
produtores de maméo, destaca-se a Bahia, Espirito Santo, Ceara, Rio Grande do
Norte, Minas Gerais e Paraiba (Embrapa, 2019).

Em relacdo ao historico da cultura do mamoeiro no Brasil, principalmente no
tocante a qualidade genética, esta foi marcada pela ocorréncia da doenca
denominada mosaico do mamoeiro que é causada pelo virus Papaya ringspot virus
(PRSV-p), cujos primeiros relatos ocorreram na regido de Monte Alto — SP, cidade
gue era considerada a capital do mamao (Ruggiero et al., 2011).

No processo de controle da doenca, a cultura do mamoeiro migrou para
outras regides agricolas de Sao Paulo até o seu desaparecimento do estado em
meados de 1970. No entanto a cultura migrou para outras regiées do pais, como o
Nordeste do Pard, o extremo Sul da Bahia e Norte do Espirito Santo nos anos de
1975/1976. Nessas regibes foram desenvolvidas técnicas de prevencdo contra o
mosaico do mamoeiro o que permitiu a estabilizacdo da doenca. A partir da década
de 1980 a migracéo da cultura foi impulsionada por motivos mais comerciais do que

fitossanitarios. Outros locais de produ¢cdo como Inhumas — GO, estado do Cear4,



Janauba — MG e estado do Rio Grande do Norte, surgiram assim como a expansao
da cultura destinada ao mercado internacional no final da década de 90 (Durigan,
2014).

A base genética da cultura do mamoeiro no Brasil é restrita, sendo limitada o
namero de cultivares plantadas pelos produtores. Reis et al., (2015), destacaram
que as cultivares dos grupos Solo e Formosa como sendo as mais conhecidas no
pais. Estes ressaltaram ainda que dentre os hibridos do grupo Solo a cultivar
‘Sunrise Solo’ e ‘improved Sunrise Solo cv 72/12’ sdo popularmente conhecidas
como mamao Papaia e Havai. No tocante ao grupo Formosa, as cultivares ‘Tainung
n.1’ e ‘Tainung n.2’ sao hibridos reconhecidos pela alta qualidade de seus frutos e
alta produtividade, que pode chegar a 100 toneladas por hectare (Serrano e
Cattaneo, 2010).

2.2 Tipos de flores

O mamoeiro é uma espécie didica cujas flores se desenvolvem em
inflorescéncias do tipo cimosa ou simpodial (Paull e Duarte, 2011), porém estas sao
classificadas de maneiras diferenciadas devido a grande quantidade de formas de
flores observadas no campo. Em funcdo das flores se desenvolverem em trés
formas bem distintas, ou seja, flores pistiladas ou femininas, flores estaminadas ou
masculinas e flores hermafroditas (Simao, 1998; Storey, 1969), os mamoeiros
apresentam diferentes tipos sexuais, a saber:

Plantas femininas ou pistiladas. Estas produzem flores globosas, medindo de
3 a 4 cm de comprimento por 2 a 2,5 cm de diametro. As flores femininas
apresentavam cinco pétalas carnosas livres ou ligeiramente unidas na base e cinco
sépalas rudimentares. Possuem ovario grande, globoso ou cilindrico, afunilando-se
para o apice, onde se inserem cinco estigmas sésseis em forma de leque. Estas
flores ndo apresentavam estames, constituindo o tipo didico verdadeiro (Oliveira et
al., 2007; Storey, 1941).

Plantas masculinas ou estaminadas. Estas produzem flores dispostas em
racimos longos e em péndulos atingindo mais de um metro de comprimento, sendo

originadas das axilas das folhas superiores. As flores masculinas s&o uniformes e



esbranquicadas, medindo de 2 a 2,5 cm de comprimento por 0,5 cm de diametro. No
tubo da corola, na regido proxima a base das pétalas, encontram-se 10 estames
dispostos em duas séries de cinco. As pétalas sdo mais delicadas que as dos outros
tipos. Estas flores apresentam pistilo rudimentar ou ausente e, quando presente,
atinge metade do tubo da corola. As anteras sdo amarelas, rica em gréos de poélen
(Dantas e Castro Neto, 2000; Storey, 1941)

Plantas hermafroditas. Estas plantas produzem flores em inflorescéncias com
6 a 12 cm de comprimento e cada racimo constitui de duas a seis flores. As flores
femininas sdo alongadas, com 4 a 5 cm de comprimento e 2 cm de diametro, de
base tubular, que se abre em forma de taca e se alarga em cinco pétalas grossas,
de cor creme-claro. As flores apresentam de cinco a 10 estames sésseis, que se
encontravam na regido tubular, préximos a base das pétalas do ovario. Estas
apresentam ovario desenvolvido, porém com volume inferior ao da flor
pistilada(Deputy et al., 2002; Storey, 1941).

As plantas hermafroditas podem apresentar muitas formas, tais como
pentandra, intermediarias, enlongata e estéril, que podem resultar em frutos sem
valor comercial, como é o caso dos frutos carpeldides e pentandricos (Storey, 2020,
1941).

2.3 Reproducdo e tipos sexuais

Segundo Storey (2020), a variacdo do sexo no mamoeiro € um sistema
intrigante, pois esta € uma espécie tridica por apresenta trés classes flores, ou seja,
monoicas, didicas e mondclinas, sendo que o cruzamento entre estes tipos ira gerar
sementes com diferentes tipos sexuais. A variacdo sexual tem despertado
investigagbes por parte dos melhoristas devido aos problemas econdmicos
ocasionados pela segregacao dos tipos sexuais (Parasnis et al., 1999).

Desta forma, por se tratar de uma espécie tridica, a variacdo do sexo no
mamoeiro € controlada por fatores sexuais XY com dois cromossomos Y
ligeiramente diferente, um MSY e um Yh hermafrodita, sendo que a combinacao
desse genes sédo transmitidas para seus parentais em proporc¢des inesperadas (Liu

et al., 2004). Além dessas proporcdes incertas, a recombinagdo em torno desses



genes com o tempo pode acumular mutacdes recessivas deletérias que ocasiona
perdas de caracteristicas de interesse agrondmicos e econdémicos desejaveis
agrondmica (Storey, 1938).

Acredita-se que esse processo de segregacdo sexual possa ser uma possivel
resposta das plantas de mamoeiros as mudancas fisiologicas, ocasionadas por
fatores ambientes, em resposta a determinadas estacfes do ano (Hofmeyr, 1939).
Contudo, € necessario se conhecer o gene responsavel por expressar o tipo sexual
guando a planta esta sob estresse.

Embora, os recentes estudos no mapeamento genémico do mamoeiro indique
qgue as sutis variacdes estruturais do fragmento de DNA masculino provocados pelo
estresse ambiental tenha relacdo com a expressdo sexual da planta (Liao et al.,
2021).

Com base no processo de reversao de pequenos genes localizados na regiao
cromossOmica de um gene de trés alelos, Storey (1953) propds que 0 esse processo
€ o fator determinante para a expressdo sexual, visto que € uma regido dominada
por genodtipos homozigotos masculinos.

Em progénies com dois cromossomos X, Hamilton e lzuno (1967) relataram
que plantas tinham péndulos longos apresentavam algumas flores masculinas ou

hermafroditas, apesar da maioria das flores caracterizarem femininas.

2.4 Herancado sexo

O carater de heranca sexual do mamoeiro € simples e controlado por fatores
genéticos, sendo essa caracteristica monogénica, com trés alelos (Ming et al.,
2007b). O mamoeiro possui trés tipos de inflorescéncia que sédo tipicamente séo
didicas, com flores unissexuais, ou seja, plantas masculinas e femininas, ou
ginodioica, com flores bissexuais e unissexuais e hermafrodita e plantas femininas
(Storey, 1953).

Assim como as formas sexuais sdo distintas, a heranca sexual € repassada
em proporgdes inesperadas para seus desentendes, visto que o alelo dominante

masculino configura-se como fator letal (Liu et al., 2004). Dessa forma, a forte



influéncia que esse alelo exerce na supressdo do crossing-over, pode afetar
caracteristica secundarios como quantidade de flores (Ming et al., 2007b).

Baseado em cruzamento entre espécies de mamoeiro, Storey (1953) prop6s
que a determinacdo do sexo seria do tipo feminino (mm), masculino (Mim) e
hermafrodita (M2m), sendo que as plantas ferminas sdo homozigotas para o alelo
recessivo m e as plantas masculinas e hermafroditas heterozigotas para os alelos M1
e Mz, respectivamente.

Dessa forma, a partir das combinacdes de cruzamentos entre os trés tipos
sexuais conclui-se que as plantas hermafroditas autofecundadas sempre se
segregardo em hermafroditas e fémeas na proporcao 2:1, ou seja, 66% de plantas
hermafroditas para 33% de femininas. Plantas femininas segregardo na proporcao
de 1:1 para plantas hermafroditas e femininas, ou seja, 50% hermafroditas e 50%
femininas se forem fertilizadas com polen de plantas hermafroditas ou na propor¢éao
de 1:1 de plantas masculinas e femininas quando fertilizadas com polen de uma

planta masculina (Storey, 1953).

2.5 Meétodos de sexagem

Os mamoeiros séo tradicionalmente sexados em funcado do fendtipo das
plantas quando estas atingem a fase reprodutiva e emitem as primeiras flores, que
ocorre de trés a quatro meses apos o plantio das mudas (Paull e Duarte, 2011). Para
isso, é necessario o plantio de pelo menos trés mudas por cova visando aumentar
as chances de pelo menos uma seja hermafrodita (Costa e Pacova, 2003; Siméo,
1998). Esta pratica aumenta os custos de producdo em funcdo do numero de
sementes e/ou mudas a serem adquiridos, além da manutencdo das plantas no
campo até que a sexagem seja realizada (Dantas et al., 2013).

Neste sentido, muitos métodos foram desenvolvidos visando a reduzir os
custos de producao da sexagem nos plantios comercias (Oliveira et al., 2007).

Dentre estes métodos pode-se citar o citogenético, em que 0S Cromossomos
do mamoeiro sdo analisados viando identificar as alteragcbes cromossOémicas

relacionadas as caracteristicas moleculares. Contudo, estudos citogenéticos com a



cultura do mamoeiro s&o limitados, pois 0S Cromossomos apresentam muita
semelhanca e exigem laboratoérios especializados (Bajpai e Singh, 2006).

Embora estudos citologicos sejam limitados, Datta (1971) relatou que com o
uso da microscopia de campo claro em amostras de cinco linhagens diferentes de
mamoeiro foi possivel observar diferengas no comprimento nas contricdes primarias
dos cromossomos. Comportamento semelhante foi relatado por Araujo (2008).

O método do teste colorimétricos foi utilizado para diferenciar o tipo sexual em
mamoeiros por Jindal e Singh (1976) ao extrairem os compostos fendlicos de folhas
de plantas masculinas e femininas e também das folhas de mudas em fase de
viveiro. Como isto foi possivel discriminar em 80% as plantas femininas e em 60% as
plantas masculinas com o teste Azul da Prussia. Enquanto no teste usando os
compostos fendlicos totais a precisao foi de 86% e 77% para as plantas femininas e
masculinas, respectivamente.

Em relacdo aos estudos empregando marcadores genéticos para identificar a
regido no DNA ligada a expressado sexual, Chaves-Bedoya et al. (2009) relataram
gue o uso de marcadores moleculares em mudas de mamoeiro para determinar
precocemente o0 tipo sexual resultou na identificagdo de trés marcadores
polimorficos de DNA (Random Amplified Polymorphic DNA — RAPD, Inter Simple
Sequence Repeats — ISSR e Simple Sequence Repeats - SSR). Desta forma, estes
autores conseguiram diferenciar os tipos sexuais do mamoeiro com uso de dois
marcadores especificos para plantas masculinas e hermafroditas e um terceiro para
plantas femininas.

Apesar de todos os estudos direcionados a obtencdo de métodos de
determinacao precoce em sementes e mudas de mamoeiro, estas metodologias tém
aplicabilidade limitada para os produtores, pois estes sdo procedimentos
demorados, onerosos e exigem laboratorios especializados. Desta forma, a
sexagem realizada baseada no fenétipo dos mamoeiros no campo ainda é o
métodos mais utilizado pelos produtores, principalmente em fungéo dos custo serem

menores quando comparados aos métodos anteriormente descritos (Jiménez, 2002).

2.6 Espectroscopia no infravermelho préximo (NIR)



10

A espectroscopia no infravermelho proximo com transformada de Fourier (FT-
NIR) tem sido amplamente utilizada como uma ferramenta répida, precisa e nao
destrutiva em varios campos de aplicacdo (Haqg et al., 2018; Einax, 2007). Estudos
recentes tém demonstrados a possibilidade dessa ferramenta detectar e
identificacdo de qualidade de sementes soja (Ferrazza et al., 2020), identificacdo de
cultivares de milho (Qiu et al., 2019), diferenciacado sexual de plantas (Matias et al.,
2020; Tormena et al., 2020) e animais (Gebru et al., 2018; O’Neill et al., 2017).

A espectroscopia NIR é um método analitico voltado para a interacdo da
matéria com a energia eletromagnética (Vogel, 1981). Essa interagdo ocorre pelo
estado de excitacdo que a energia provoca nas moléculas, como a vibracional,
rotacional e translacional (Be¢ et al., 2021). Neste processo a energia oriunda de
ondas eletromagnéticas ou fétons na faixa que compreende os comprimentos de
onda de 750 nm a 2.500 nm ou equivalente numero de ondas de 13.300 a 4.000 cm-
1 e energia entre 160 kJ mol? e 48 kJ mol! é absorvida pelas moléculas de uma
amostra, sendo convertida em energia vibracional e rotacional podendo apresentar
movimentos harménicos e combinacdes de nivel energético para dois ou mais niveis
de maior energia. A intensidade da absorcdo da radiagdo € dominadas por
sobretons e bandas de combinacdo das transi¢cBes vibracionais de moléculas
organicas, principalmente em grupos funcionais -CH, -NH, -OH e -SH (Pasquini,
2018).

Esta interacdo foi descrita primeiramente em 1800 pelo cientista anglo-
aleméo, Frederick William Herschel, ao estudar o efeito da luz solar,
destacadamente do efeito das diferentes cores do espectro visivel, no aumento da
temperatura. Em seus experimentos utilizando um prisma de vidro e termdémetros
com bulbos de cor pretas, Herschel constatou que a temperatura aumentava
significativamente quando se movia os termdémetros além da luz visivel, fato esse
intitulado por ele como regido calorifica, e posteriormente, chamado de
infravermelho (William Herschel, 1800). Todavia, as primeiras aplicacdes analiticas
usando a espectroscopia NIR foram desenvolvidas apdés um século e meio deste
descobrimento. Isto ocorreu em funcdo de fatores limitantes como a falta de

equipamentos analiticos adequados, da qualidade espectral na regido NIR e a
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dificuldade da se interpretar 0s espectros, principalmente, por inUmeras
sobreposic¢des nas bandas de absorcao (Ciurczak et al., 2021).

Assim sendo, os trabalhos mais relevantes com a utilizacdo da
espectroscopia NIR foram obtidos a partir da década de 50, devido principalmente
ao desenvolvimento da instrumentacéo eletronica e ferramentas matematicas para
contornar a falta de seletividade da informacgdo analitica espectral (Williams, 2019).
Além disso, estudos pioneiros desenvolvidos e disseminados no meio académico
pelo pesquisador Karl Norris impulsionou a técnica (Ben-Gera and Norris, 1968).

Neste contexto, a espectroscopia NIR, por apresentar promissores resultados
de forma r4pida, ndo destrutiva, ndo invasiva e precisos, sendo aplicado em
meétodos analiticos de caracterizacao fisicas-quimicas, concentracdes de compostos
e qualidade de amostras de alimentos (Véstia et al., 2019; Sirisomboon, 2018),
farmacos (Mishra et al., 2021; Pedersen et al., 2021), solos (Bao et al., 2021;
Barthes e Chotte, 2021) e plantas (Eshkabilov et al., 2021; Lee et al., 2018; MingMei;
et al., 2017).

Além destas aplicacfes, a espectroscopia NIR surge como uma possibilidade
para a sexagem do mamoeiro, pois varios estudos tem demostrado a eficiéncia da
espectroscopia NIR para a identificacdo sexual em diferentes materiais biol6gicos,
tais como, larvas do bicho-da-seda (Tao et al., 2019), bezerros e vacas (O’Neill et
al., 2017). No tocante a espécies vegetais, a espectroscopia NIR foi utilizada para a
diferenciacdo sexual de Phoenix dactylifera L. (Khan et al., 2021), selecdo de
genitores sexuais e hibridos de Urochloa decumbens (Matias et al., 2020) e

dimorfismo sexual em plantas de erva-mate (Tormena et al., 2020).

Quimiometria

A gquimiometria se relaciona ao uso de ferramentas e métodos matematicos,
estatisticos e computacionais para a analise de dados quimicos de natureza
multivariada (Martens e Nees, 1984), sendo bastante utilizada em dados coletados
no infravermelho préximo (Slutsky, 1998). Esta pode ser dividida em quatro
principais vertentes: pré-processamento dos dados, analise exploratéria dos dados,

classificagao supervisionada e calibracao multivariada (Neto et al., 2006).
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Neste sentido, o reconhecimento de tendéncias dos dados por meio de
ferramentas computacionais (Softwares) permite uma melhor resolu¢cdo dos dados.
Desse modo, esse reconhecimento acontece a partir de um primeiro conjunto de
dados que de forma categorizada € utilizado para a construcdo de modelos de
classificacdo, com base em afericdes de parametros relativos a cada espécie, com a
finalidade de se verificar niveis de similaridade entre as amostras exploradas
(Williams, 2019; Otto, 2016).

A calibracdo multivariada consiste nas propriedades matematicas matriciais,
sendo essa vertente como uma das mais importantes da quimiometria, pois com isso
€ possivel estabelecer relacdes matematicas baseadas em observacdes indiretas
e/ou instrumentais para se estimar propriedades fisicas e quimicas de amostras
transformadas em parametros numéricos (Souza e Poppi, 2012). Vale ressaltar que
a calibracao é dividida em trés etapas, ou seja, a andlise treinamento ou calibracao e
validag&o ou teste.

Ao se utilizar os espectros NIR, antes de se realizar a calibracdo, é
necessario empregar o0 pré-processamento dos dados. Essa etapa consiste na
eliminagcdo ou reducdo de fontes de variacdo aleatdria ou sisteméticas néo
desejaveis no sentido de maximizar a extracdo das informac¢des das amostras que

de fato interessam ao pesquisador (Pasquini, 2003).

Pré-processamento dos dados

Os procedimentos de pré-processamentos aplicados a espectroscopia NIR se
relacionam com frequéncia a correcdo do espalhamento da luz. Esses
procedimentos visam a reducgdo ou eliminacdo de fontes de variacao sistematicas
indesejaveis no conjunto de calibragdo (Pasquini, 2003). Dessa maneira, pode-se
maximizar a extracao de informacdes das amostras com qualidade e de acordo com
0 objetivo do estudo.

Para a correcdo do espalhamento da luz sao utilizados com frequéncia a
correcdo do espalhamento multiplicativo de luz (multiplicative scatter correction -
MSC) e a variagdo normal padréo (standard normal variate - SNV). O métodos MSC

€ baseado na aplicacdo matematica de regressdo em razdo de um espectro de
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referéncia que agrupa os dados espectrais brutos em torno da sua média espectral
(Martens e Nees, 1984). J4 o SNV néo utiliza um espectro médio de referéncia, e sim
um vetor de normalizac&o por meio nas linhas das matrizes, no qual € subtraido um
valor de todos os dados médios e, em seguida, divididos pelos respectivos desvios-
padroes (Dhanoa et al., 1994).

Além destes, os procedimentos de alinhamento da linha de base sé&o
realizados com objetivo de reduzir os ruidos provocados pelo deslocamento da linha
da base por meio da relacdo sinal/ruido espectrais, sendo o0 método de Savitzky-
Golay o mais utilizado (Véras et al., 2012).

O alisamento por Savitzky-Golay acentua 0s picos espectrais pela correcao
do deslocamento da linha da base por sucessiveis ajustes polinomiais de primeira e
segunda ordem, denominada de parte/janela do espectro. Portanto, a execucao de
uma regressao polinomial dos pontos (primeira e segunda ordem) para determinar
um valor do ponto central (x) da janela, sendo este a ser o valor de referéncia para
subavaliacéo (Savitzky and Golay, 1964).

ApoOs do pré-processamento, a proxima etapa € a construcdo do modelo ou
calibracdo multivariada. Essa etapa, corresponde as varias técnicas matematicas
utilizadas de forma simultaneamente ou ndo para analise do conjunto de dados,
sendo esse um processo complexos, e por isso realizado por meio de aplicacbes de
programas computacionais (Martens e Naes, 1984).

Por esse motivo, as ferramentas matematicas multivariadas sdo selecionadas
de acordo com os objetivos e hip6teses da pesquisa (Hair et al., 2009). Dentre essas
ferramentas, as amplamente utilizada sdo: Andlise de Componente Principal -
Andlise Discriminante Linear (PCA-LDA); Analise de Componente Principal - Analise
Discriminante Quadratica (PCA-QDA); Analise de componentes principais - Maquina
de vetores de suporte (PCA — SVM); Algoritmo de projecdes sucessivas - Analise
Discriminante Linear (SPA-LDA); Algoritmo de projecdes sucessivas - Andlise
Discriminante Quadratica (SPA-QDA); Algoritmo de projecbes sucessivas -
Maquinas de vetor de suporte (SPA-SVM); Algoritmos genéticos - Andlise
Discriminante Linear (GA-LDA); Algoritmos genéticos - Analise Discriminante
Quadratica (GA-QDA); Algoritmos genéticos - Maquinas de vetor de suporte (GA-
SVM); Modelagem Soft Independente da Analogia de Classes (SIMCA); minimos
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quadrados parciais para andlise discriminante (PLS-DA); Maquinas de vetor de
suporte (SVM); Programa de modelagem Independente para analogia de classes
(SIMCA) (Qiu et al., 2019; Balabin e Lomakina, 2011; Hair et al., 2009; Sjostrom et
al., 1986).

Andlise de componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) é uma técnica de projecao dos
dados multivariados com o objetivo de visualizar a estrutura, encontrar similaridades
entre amostras, detectar amostras andmalas (outliers) e reduzir a dimensionalidade
do conjunto de dados (Souza e Poppi, 2012). E baseada no principio algébrico
linear, entre dois grupos de dados (X e Y), em que X é a variavel resposta e Y a
variavel depende, sendo que suas possiveis correlacdes for transformadas em um

terceiro conjunto de dados mais simples (Neto et al., 2006).

Regressao por minimos quadrados parciais (PLS)

A regressao por minimos quadrados parciais (PLS) tem como obijetivo criar
uma relacao linear entre os valores originais das variaveis medidas (X) e as variaveis
de interesse (Y) para encontrar uma solugdo. Assim, a regresséo de PLS pode
encontrar os componentes principais (denominados de variaveis latentes) pela
covariancia entre os escores de X e Y determinados a partir da maximizacdo da
matriz X (Sjostrom et al., 1986). Vale ressaltar que para se obter uma boa relacéo de
explicacdo da variancia do eixo X e a predicdo dependente Y é imprescindivel que
as variaveis latentes sejam harmonicas.

Dessa forma, a construcao do modelo de regressao é baseada no numero de
variaveis latentes e calculando-se um limiar para que seja proporcionado um menor
erro possivel de predicéo (Zorzetti e Harynuk, 2011). Esses valores obtidos entre os
valores de referéncia e previstos devem ser testados, mediante um conjunto de
dados externos para avaliar a real capacidade preditiva do modelo (Souza et al.,
2013).
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Por fim, neste método todos os componentes presentes nas amostras podem
ser desconhecidos e apresentar variaveis anémalas que ainda pode ser realizado,
porém deste que 0S mesmos parametros e amostras sejam similares aos utilizados

no modelo de calibracéo e validac&o (Lorber e Kowalski, 1988)

Andlise discriminante (AD)

A andlise discriminante é um método de para classificar novos parametros a
partir de grupos existentes, sendo assim, € necessario o entendimento das
caracteristicas mais importantes das amostras. Como o numero de observacdes em
cada grupo é diferente, a probabilidade de ocorréncia de um grupo pode ser maior
do que a do outro grupo, portanto as regras de classificacado levam em consideragao
a probabilidade prévia dessas ocorréncias, que pode ser estimada em cada classe
pelas proporcdes de observacoes (Hair et al., 2009).

Os métodos de anadlise discriminante podem ser divididos em: analise
discriminante linear (LDA) e andlise discriminante quadratica (QDA). Ambas partem
do pressuposto que o conjunto de dados possui uma distribuicdo normal em cada
classe especifica, sendo que na LDA a matriz de covariancia de cada grupo é
considera igual, enquanto na QDA essas matrizes podem ou néo ser diferentes (Hair
et al., 2009; Johnson e Wichern, 2007).

Neste sentindo, caso a quantidade de classes seja maior de dois, é
necessario realizar um ajuste na extensao natural do discriminante linear de Fisher
mediante a analise discriminante multipla. A partir do modelo construido combinado
com seus ajustes, ele pode ser utilizado para classificar amostras desconhecidas
(Morais et al., 2019; Ballabio e Consonni, 2013).

Maquina de vetores de suporte (SVM)

A maquina de suporte de vetores (SVM) é um algoritmo computacional com
grande aplicabilidade (Haykin, 2009). Criado incialmente para resolugcdo de

problemas de aprendizagem de maquinas, o seu uso foi ampliado para classificacao
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de padrbes e calibracio em métodos quimiométricas, principalmente pela sua
robustez (Balabin e Lomakina, 2011).

A técnica SVM é uma ferramenta estatistica baseada na classificacdo binaria
para resolver problemas néo lineares. Sua construcdo é por meio de um hiperplano
como superficie de decisdo para maximizacao de suas margens de separacao entre
classes positivas e negativas, sendo assim possivel caracterizar os mesmos dados
de formar linear (Noble, 2006).

A sua utilizacdo para analise de dados espectrais € principalmente pela
flexibilidade de minimizar o risco de erros. Com a introducdo de um coeficiente de
determinacdo € possivel limitar a classificacdo pela soma da taxa do erro de

treinamento e padrdes de separacéo previamente determinados (Otto, 2016).

Avaliacdo dos modelos

A avaliacdo da real eficacia do desempenho dos modelos desenvolvidos é a
Ultima etapa para entdo ser aplicado e recomendado para pesquisa. Assim sendo,
os parametros que fornece a descricdo da efichcia dos modelos é obtido, por
exemplo, por meio da tabela de confusdo (Hair et al., 2009).

Os parametros utilizados para a construcdo desta tabela sdo as taxas dos
falsos positivos (FP), falso negativos (FN), verdadeiro positivos (VP), verdadeiros
negativos (VN), sensibilidade, especificidade, precisdo, eficiéncia, acuracia e F-
escore (Benos et al., 2021)

Dessa formar, esses parametros medem a capacidade de predicdo de um
dado modelo através de equacdes, onde seus parametros sdo obtidos através dos
resultados encontrados para um dado conjunto de teste. Assim sendo, temos: a
acuracia representa o numero de amostras classificadas corretamente, para ambas
as classes. A sensibilidade e especificidade mensuram a proporcdo de amostras
positivas e negativas, aqui sendo consideradas para fins de classificacdo como
pertencentes ao grupo de amostras das classes definidas. E por fim, o F-score que é
o produto da meédia harménica entre sensibilidade e especificidade que

representando a acuracia real do modelo (Hair et al., 2009).
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CAPITULO 2 - Sexagem de sementes e folhas de mamoeiros utilizando
espectroscopia no infravermelho préximo combinadas a técnicas

multivariadas e machine learning

Resumo - As plantas de mamoeiro (Carica papaya L.) podem apresentar
flores femininas, hermafroditas e masculinas. Todavia, somente as hermafroditas
produzem frutos com o formato alongado que é exigido e valorizado pelo mercado
consumidor. A selecdo destas plantas é realizada baseada no fenétipo das mesmas
e ocorre ap0s o plantio das mudas, aumentando os custos de producdo. Desta
forma, este trabalho teve por objetivo verificar a possibilidade de se utilizar a
espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) como método ndo destrutivo para a
sexagem de mamoeiros. Foram utilizados as cultivares ‘T2’, ‘Formosa’ e ‘Calimosa’,
do grupo Formosa, e ‘THB’ e ‘Ouro’, do grupo Solo. Os espectros NIR foram
coletados nas sementes e nas folhas dos respectivos seedlings. Ao se utilizar as
sementes, foi possivel obter um valor de F-score de 0,81 para o grupo de validacéo
externa usando a analise de componentes principais e andlise discriminante
quadratica (PCA-QDA). Para as folhas, este valor foi um pouco menor, ou seja, 0,79
usando PCA e analise discriminante linear (PCA-LDA). Conclui-se que € possivel
utilizar a espectroscopia NIR associada as técnicas multivariadas como método nédo
destrutivo para a sexagem de mamoeiros utilizando tanto as sementes quanto as
folhas dos seedlings.

Palavras-chaves: Carica papaya L, sexagem, quimiometria, analise

multivariada.
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1. Introducéo

O mamoeiro (Carica papaya L.) é comercialmente propagado por via sexuada
(sementes) em funcéo da maior eficiéncia econdmica (Boas, 2019). No entanto, este
método de propagacdo apresenta algumas limitacées devido a grande variabilidade
genética e fenotipica (Jiménez, 2002).

Por ser uma espécie poligama, o mamoeiro pode apresentar trés classes de
plantas, ou seja, mondicas, didicas e mondclinas (Hofmeyr, 1941; Storey, 1953).
Assim, o cruzamento entre estes tipos, mesmo de forma controlada, ird gerar
sementes com diferentes tipos sexuais. Desta forma, as plantas de mamoeiro
podem apresentar flores pistiladas ou femininas tipicas, flores hermafroditas e flores
estaminadas ou masculinas tipicas (Marin e Gomes, 1986; Oliveira et al., 1996).

As plantas que apresentam flores pistiladas sdo denominadas femininas e os
frutos oriundos destas flores sdo mais arredondados. Por outro lado, as plantas com
flores hermafroditas produzem frutos com formato piriforme ou alongados e polpa
carnosa, sendo estes preferidos pelo mercado consumidor (Paull and Duarte, 2011).
Desta forma, os mamoeiros sdo tradicionalmente sexados em funcdo do fendtipo
das plantas quando estas atingem a fase reprodutiva e emitem as primeiras flores.
Para isso, é necessario o plantio de pelo menos trés mudas por cova visando
aumentar as chances de pelo menos uma ser hermafrodita (Siméo, 1998; Costa e
Pacova, 2003). Esta pratica aumenta os custos de producdo em fungdo do namero
de sementes e/ou mudas a serem adquiridos, além da manuten¢éo das plantas no
campo até que a sexagem seja realizada (Dantas et al., 2013)

Neste sentido, varios trabalhos foram desenvolvidos visando a identificacédo
precoce do tipo sexual dos mamoeiros no sentido de se diminuir o nimero de
sementes e/ou mudas a serem adquiridas. Dentre os métodos desenvolvidos, pode-
se citar os citolégicos que utilizam a determinacao da dimenséo dos estdbmatos e a
contagem dos cloroplastos presente nas células-guarda (Datta, 1971), os
citogenéticos que utilizam o numero e andalise do comportamento cromossémicos
das plantas masculinas, femininas e hermafroditas (Araujo, 2008), os teores de
compostos fenolicos pela extracdo destes compostos presente nas folhas, peciolos

e tecidos das plantas masculinas e femininas (Jindal e Singh, 1976) e ferramentas
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biomoleculares, tais como marcadores do tipo Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) que mapeiam os padrdes aleatérios da banda de DNA polimérfico
amplificado ligados ao tipo sexual das plantas de mamoeiro (Chaves-Bedoya et al.,
2009; Honoré et al., 2020).

Apesar da preciséo, estes métodos sdo demorados, dispendiosos e requerem
laboratérios especializados, dificultando a sua aplicagdo. Dessa forma, métodos
mais rapidos e eficientes para a selecdo dos tipos sexuais do mamoeiro usando as
sementes ou nas mudas, poderiam minimizar os problemas decorrentes da sexagem
desta espécie. Nesse sentido, espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) surge
como uma possibilidade para a sexagem do mamoeiro, pois varios estudos tem
demostrado a eficiéncia da espectroscopia NIR para a identificacdo sexual em
diferentes materiais biol6gicos, tais como, larvas do bicho-da-seda (Tao et al., 2019),
bezerros e vacas (O’'Neill et al., 2017).

No tocante a espécies vegetais, a espectroscopia NIR foi utilizada para a
diferenciacdo sexual de Phoenix dactylifera L. (Khan et al., 2021), selecdo de
genitores sexuais e hibridos de Urochloa decumbens (Matias et al., 2020) e
dimorfismo sexual em plantas de erva-mate (Tormena et al., 2020). No entanto, ndo
foram encontrados trabalhos relacionados a sexagem de mais espécies vegetais,
especialmente em sementes e folhas de mamoeiros. Portanto, o objetivo geral deste
trabalho foi verificar a possibilidade de se utilizar a espectroscopia NIR como um
método ndo destrutivo para a sexagem de mamoeiros e, por objetivos especificos: i.
verificar a possibilidade de se utilizar as sementes e folhas dos seedlings para
sexagem de mamoeiros e ii. desenvolver modelos matematicos visando a predicdo

do tipo sexual dos mamoeiros.

2. Material e Métodos
2.1 Material Vegetal

Foram utilizados dois lotes de sementes de cinco cultivares de C. papaya L.
fornecidas pela empresa Feltrin® Sementes (Farroupilha, Brasil). As amostras foram
constituidas pelas cultivares ‘T2’, ‘Formosa’ e ‘Calimosa’, do grupo Formosa, e ‘THB’

e ‘Ouro’, do grupo Solo. Esses lotes, foram adquiridos em agosto de 2019 (primeiro


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rapd
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lote) e em abril de 2020 (segundo lote), constituindo assim o conjunto de calibragao
e de validacdo externa (Tabela 1).
Além das sementes, foram utilizados também as folhas recém maduras que

apresentavam trés foliolos dos seedlings de cada semente.

2.2 Aquisicao dos espectros NIR

A aquisicdo dos espectros NIR foi realizada em duas etapas, ou seja, a
primeira relativa a aquisicdo dos espectros das sementes e folhas dos seus
respectivos seedlings (conjunto de treinamento). A segunda etapa, se relacionou ao
segundo lote de sementes e das folhas dos respectivos seedlings (conjunto de

validacdo externa). Os espectros foram coletados da seguinte forma:

2.2.1 Sementes

Para a coleta dos espectros NIR foram utilizadas 150 sementes de cada uma
das cultivares anteriormente descritas, o que totalizou 750 sementes para o conjunto
de treinamento. Para o conjunto de validacao externa foram coletados 350 espectros
das sementes, 70 de cada cultivar. Estas foram agrupadas por cultivares e
armazenadas em becker de vidro, sendo transferidos para um dessecador de vidro
por 24 horas a temperatura ambiente (~25 °C) visando a uniformizacdo do teor de
umidade das sementes.

Em seguida, cada semente, previamente identificada com numeracao Unica,
foi transferida para um suporte metalico acoplado ao acessorio de reflectancia difusa
Near Infrared Reflectance Accessory (NIRA) do espectrofotdmetro FT-IR Spectrum
100N (PerkinElmer, Shelton, Estados Unidos) previamente calibrado, e os espectros
NIR foram obtidos duas vezes, sendo as sementes reviradas aleatoriamente apos
cada leitura. O suporte foi colocado diretamente na saida do feixe de luz do NIRA no

intuito de se evitar a entrada de luz externa.

2.2.2 Folhas
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Apés a obtencdo dos espectros NIR das sementes, estas foram
individualmente semeadas a dois centimetros de profundidade em sacos plasticos
pretos medindo 15 cm de diametro x 20 cm de altura, contendo o substrato
comercial composto de cascas de pinus e eucaliptos (Multiplant® Citrus), e estes
foram identificados visando associar cada semente ao seu respectivo seedlings.

A medida que os seedlings apresentavam as folhas totalmente expandidas
contendo trés foliolos, foram coletados dois espectros NIR em folhas alternadas, nas
posicbes da segunda lamina foliar e préximo da nervura central, utilizando o
acessorio de fibra éptica do espectrofotometro FT-IR Spectrum 100N (PerkinElmer,
Shelton, Estados Unidos), colocando o mais préximo possivel da superficie das
folhas.

Os espectros NIR das sementes e folhas foram obtidos no modo de
reflectancia difusa na regido do infravermelho préximo (NIR) com transformada de
Fourier (FT). Previamente a coleta de espectros, o equipamento foi calibrado
utilizando o padrdo Spectralon® e apos 150 leituras espectrais, realizava-se uma
nova calibracdo do equipamento. Os dados foram obtidos na faixa espectral entre
4.000 a 10.000 cm™, sendo realizados 64 scans, com resolucéo espectral de 16 cm™?
e um intervalo de 2 cm™. Os espectros foram coletados como log(1/R), onde R é a
refletancia relativa (Miralbés, 2008).

2.3 Meétodo de referéncia: identificacdo do tipo sexual

Quando as mudas atingiram uma altura média de 16 cm, estas foram
transplantados para o solo utilizando o espacamento de 50 cm x 50 cm. No
momento em que as plantas iniciaram a emissao dos botbes florais, procedeu-se o
processo de identificacdo visual do tipo sexual de acordo com as caracteristicas
morfolégicas descrita por Simdo (1998) e Storey (1969), sendo identificadas as

plantas femininas, hermafroditas e masculinas (Figura 1).

2.4 Quimiometria
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Todos os dados espectrais foram importados e processados em ambiente
MATLAB® versdo 8.4 (R2014b) (The MathWorks Inc., Natick, MA, EUA) juntamente
com a plataforma PLS Toolbox versdo 7.9.3 (Eigenvector Research, Inc, Manson,
WA, EUA) e algoritmos feitos no laboratorio de pesquisa.

Aos dados espectrais referentes as sementes e as folhas foram aplicados
diversos pré-processamentos, sendo estes avaliados pelos resultados para o
conjunto de validacédo cruzada pelo método venetian blinds (CV VB) com 5 splits.
Para as sementes, o melhor conjunto de validacdo interna foi obtido através da
suavizacgao espectral do tipo Savitzky e Golay - SG (1964) com 21 pontos de janela
e ordem polinomial de segunda ordem, seguido de uma corre¢cédo de linha de base
do tipo automatic weighted least aquares (AWLS) com normalizagéo vetorial, sendo
este o pré-processamento selecionado. J4 para os dados obtidos a partir das folhas,
foi utilizada a primeira derivada SG (31 pontos de janela, segunda ordem
polinomial), seqguido de AWLS corregao de linha de base com normalizacédo vetorial.

Para os dados de sementes e folhas, todo o espectro na regido de 10.000 —
4.000 cm™ foi utilizado. Para todos os casos, a média espectral foi utilizado como
espectro representativo para cada amostra. Similarmente, foram utilizados um
conjunto de treinamento, composto de 70 % dos dados iniciais e o0 conjunto de
validacdo interna, composto de 30 % dos dados (Pasquini, 2018). O primeiro
subconjunto incluiu a maioria das amostras e foi o conjunto utilizado para a
construcdo e otimizacdo dos modelos supervisionados. O segundo subconjunto, foi
composto pelas demais amostras e serviu para a avaliagdo parcial da performance
dos modelos.

Os dados foram organizados de forma a se obter uma matriz final com a
presenca das cinco cultivares e os diferentes tipos sexuais (feminino e hermafrodita),
tanto para o conjunto espectral das sementes e folhas. A selecdo das amostras foi
realizada a partir do algoritmo de selecdo de Kennard e Stone (1969). Este foi
aplicado, com o objetivo de reduzir o viés na divisdo entre 0s conjuntos de
treinamento e validacao interna dos modelos. A divisdo foi realizada de forma a se
obter porcentagens semelhantes, para as duas classes, em cada uma das
cultivares, construindo assim um modelo que continha informacdo proporcional

relacionada tanto as diferentes cultivares quanto aos tipos sexuais (Tabela 1).
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Para testar a real eficacia dos modelos de sementes e folhas, foi utilizado
integralmente o segundo lote amostral, no processo de validacdo externa, sendo 0s
resultados estatisticos para este conjunto 0os mais importantes e representativos da

real eficacia dos modelos.
2.5 Modelos supervisionados

A andlise discriminante linear (LDA) e quadratica (QDA), bem como maquina
de vetores suporte (SVM) foram utilizadas tendo como os scores obtidos a partir da
PCA como dados de entrada (Fisher, 1936; Bedin et al., 2021).

A PCA-LDA é uma técnica multivariada supervisionada de classificacao
(Wold, 1966; Moo-Young, 2019;) e os scores de classificacdo da LDA, na forma n&o-
Bayesiana, podem ser obtidos para uma i-ésima amostra para uma k-ésima classe
através da seguinte equacéo (Tibshirani, 1996):

Lix = i — Z10" X pooledXi — i) (1)

Em que x; representa uma medida desconhecida para uma i-ésima amostra,
X, representa uma medicdo média para a k-ésima classe k, e finalmente,
Y.poolea COMO & Matriz de covariancia combinada.

A PCA foi utilizada pois apresenta a vantagem de ser simples e rapida,
embora ndo seja recomendada para conjuntos de dados de poucas classes, além de
gue o conjunto amostral ter que atender o pressuposto de normalidade.

Para PCA-QDA, de forma analoga e ndao-Bayesiana, pode ser definida como
(Tibshirani, 1996):

Qik = (% — ) T (%3 — Xy) (2)

Como representado nas equacdes, como principal diferenca, LDA e QDA
assume diferentes estruturas de dados: LDA considera que as classes envolvidas
tém uma matriz de variancia-covariancia semelhantes, contrariamente a QDA, que
assume a presenca de diferencas significantes entre 0s grupos e suas matrizes,
calculando, para cada classe, uma matriz de variancia-covariancia. Ambos assumem
que o conjunto de dados segue uma distribuicdo normal em cada classe
especificada. Na LDA, a matriz de covariancia de cada grupo é considerada igual,

enquanto em QDA essas matrizes podem ser diferentes.
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J& para a classificagdo através de PCA-SVM, ha uma clara diferenciagéao:
este modelo assume uma relagdo nao-linear dos dados, efetivando uma mudancga
de espaco através de uma funcdo de nucleo, assim modificando a estrutura dos
dados, classificando as amostras através de hiperplanos que tém o objetivo de
maximizar as diferengas entre os grupos. Neste estudo, apenas a funcdo de base
radial (RBF) foi utilizada por ser costumeiramente utilizada em problemas de
classificacdo binaria, apresentando resultados satisfatérios em diversos casos. Para
esta funcdo, temos a seguinte equacdo (Mazumder et al., 2011):

k(x;, z]-) = exp(—v ||x; — z]-2||) (3)

Na qual, x; e z; séo vetores de medidas para as amostras e y € um parametro
para ajuste para espacamento da funcdo RBF.

O classificador SVM € obtido através da seguinte funcao:

f(x) = sign(Z?j{’ ayik(xi,2;) + b) (4)

Em que, N5, € o numero de vetores de suporte; a; representa o multiplicador
de Lagrange, y; é a classe, podendo assumir o valor de + 1, k(xi,zj) sendo uma
funcado de nucleo, definido pela equacéo (x) e b é a tendéncia (bias) do parametro.

O SVM é recomendado para a determinacdo de classes a partir de muitas
variaveis, por ser rapido e eficiente para separacdes nado lineares. Contudo, a
desvantagem desse método é a demora no processamento quando se tem um
grande conjunto de repeticbes, ndo se adequando bem a variaveis com muitos

ruidos.
2.2.3 Avaliagdo dos modelos

Os modelos foram avaliados quanto a sua eficAcia mediante a parametros
estatisticos. Tais parametros medem a capacidade de predicdo de um dado modelo
por meio de equacdes, onde seus parametros sdo obtidos através dos resultados
encontrados para um dado conjunto de teste, que, neste caso, sera considerado
como conjunto de teste (validacdo interna) e validacdo externa. A acuracia
representa 0 numero de amostras classificadas corretamente, para ambas as
classes. A sensibilidade e especificidade mensuram a proporcdo de amostras

positivas e negativas, aqui sendo consideradas para fins de classificacdo como
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pertencentes ao grupo de amostras de femininas e hermafroditas, respectivamente.
Por fim, foi avaliado a média harmdnica entre sensibilidade e especificidade,
conhecida como F-score, representando a acuracia real do modelo, quando é levada
em conta os diferentes tamanhos das classes, calculada a partir dos valores de
sensibilidade e especificidade. Os parametros aqui citados podem ser calculados a
partir das seguintes equacoes:

Acuracia (%) = (%) x 100 (5)
iy oeqs TP

Sensibilidade (%) = (TP+FN) x 100 (6)

Especificidade (%) = (TNTiVFP) x 100 (7)

2 x Sensitivity x Specificity
Sensitivity+Specificity

F — score (%) =

(8)

Em que os valores de TP e TN representam o numero de verdadeiros
positivos (TP) e negativos (TN), enquanto FP e FN equivalem ao numero de falsos
positivos (FP) e negativos (FN), respectivamente. Todos estes valores foram obtidos

a partir do conjunto de treinamento e de validacdo externa.

3. Resultados
3.1 Sementes
3.1.1Espectros NIR

Os espectros NIR sem pré-processamento (brutos) das sementes de todas as
cultivares combinadas em funcdo de cada tipo sexual (feminino e hermafrodita)
podem ser observados na Figura 2. Vale destacar que foram identificadas apenas
plantas femininas e hermafroditas, ndo sendo observadas plantas masculinas no
conjunto amostral.

De maneira geral os espectros NIR foram semelhantes entre as cultivares e
entre as sementes hermafroditas e femininas, ndo sendo possivel identificar
diferencas espectrais entre os tipos sexuais (Figura 2). Os espectros NIR foram
dominados por dois picos, um na faixa de 5.158 cm™? e outro na de 6.984 cm
(Figura 2). Estes estdo associados as bandas de ligacbes e de vibracdes
assimétricas do OH e de estiramento e ao primeiro sobretom da ligacdo OH,

relacionados a presenca de agua nas sementes (Purcell et al., 2009). Outra regido
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que mostrou alguma diferenca entre os tipos sexuais foi na faixa de 4.720 cm™ que
corresponde ao primeiro sobretom de CH. Esta regido se relaciona a presenca de

lipideos que sdo abundantes nas sementes de mamoeiro (Chielle, 2014).

3.1.2 Desenvolvimento dos modelos de classificacédo

No tocante ao valor de F-score do conjunto de validacdo externa (0,81), o
modelo PCA-QDA foi o considerado o mais adequado visando a classificacdo das
sementes femininas e hermafroditas. De maneira geral, os resultados encontrados
no conjunto de validacdo externa foram muito bons, ou seja, valores superiores a
0,80 para acuracia, 0,84 para sensitividade e 0,78 para especificidade (Tabela 2).

Para distinguir e classificar o comportamento das amostras em hermafroditas
e femininas, foram construidas as matrizes de confusdo. Usando o modelo PCA-
QDA para os conjuntos de validacéo cruzada (teste) foram observados 12 erros e 58
acertos em um total de 70 amostras consideradas hermafroditas e 17 erros e 60
acertos em um total de 77 amostras consideradas femininas (Tabela 3). Para o
conjunto de validagdo externa, foram observados 21 erros e 74 acertos para as
amostras consideradas hermafroditas e 10 erros e 53 acertos para as amostras
consideradas femininas (Tabela 3).

3.2 Folhas
3.2.1 Espectros NIR

Similarmente ao observado para as sementes, os espectros NIR das folhas
nao diferiram quanto as plantas femininas e hermafroditas, exibindo um padréo
espectral semelhante. Todavia, vale ressaltar que os espectros médios mostraram
uma pequena diferenciacdo entre os tipos sexuais (Figura 3).

Os espectros NIR das folhas foram dominados pelos picos nas regifes de
4.720 e 6.984 cm™ que se relacionam a presenca de agua, ao primeiro sobretom da

C-H e aos primeiros sobretons das combinac¢des N-H e O-H (Williams, 2001).

3.2.2 Desenvolvimento dos modelos de classificacéo
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Foram testados diferentes modelos matematicos visando obter um com o
melhor desempenho a partir das folhas dos mamoeiros (Tabela 4). Em funcdo dos
resultados de F-score, sensibilidade e especificidade, principalmente em relacdo aos
valores de F-score obtidos no conjunto de validagao externa (0,79), o modelo PCA-
LDA se mostrou o mais adequado visando a classificacdo das folhas oriundas dos
seedlings femininos e hermafroditas (Tabela 4). Para o conjunto de validacao
externa das folhas foram observados valores superiores de 0,79 de acuracia, 0,83
de sensitividade e 0,76 de especificidade (Tabela 4).

O mesmo procedimento utilizado para o desenvolvimento dos modelos de
classificacdo das sementes foi aplicado as folhas. Desta forma, construiu-se
matrizes de confusdo para os conjuntos de validacdo cruzada e validacdo externa
(Tabela 5). Aplicando-se o modelo PCA-LDA para o conjunto de validacao cruzada
(teste) foram observados 4 erros e 21 acertos em um total de 70 amostras
consideradas hermafroditas e 3 erros e 23 acertos em um total de 77 amostras
consideradas femininas (Tabela 5). Para o conjunto de validacdo externa, foram
observados 19 erros e 60 acertos para as amostras consideradas hermafroditas e 9
erros e 44 acertos para as amostras consideradas femininas (Tabela 5).

4. Discussao

4.1 Sementes

De um total de 750 espectros NIR coletados a partir das sementes, apenas
495 foram utilizados, pois muitas sementes da cultivar ‘Ouro’ ndo germinaram e
muitas plantas das demais cultivares ndo sobreviveram até a emisséo das primeiras
flores (Tabela 1). Do total de plantas usadas para a identificacdo do tipo sexual, 235
foram classificadas como femininas (47,5%) e 260 como hermafroditas (52,5%).
Estes resultados ficaram proximos aos obtidos pelas empresas produtoras de
sementes que utilizam apenas progenitores hermafroditas (M2 m) para a produgéo
de sementes de mamoeiros, ou seja 33% de plantas femininas e 67% de plantas
hermafroditas (Costa, 2003).
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Apesar das diferencas entre cultivares e tipos sexuais, os espectros NIR das
sementes pouco diferiram em relagcdo a estas variaveis e se caracterizaram pela
presenca de agua (5.158 e 6.984 cm™), ou seja, 47+0,9% de umidade, mesmos
tendo sido submetidas ao processo de desidratacdo em dessecador por 24 h. Por
outro lado, foram observadas variacdes na regido na faixa de 4.720 cm™ (Figura 2)
que corresponde a presenca de lipideos que sdo abundantes nas sementes de
mamoeiro (Chielle, 2014). Desta forma, pode haver diferencas na composicado de
acidos graxos entre as sementes de mamoeiros femininos e hermafroditas que
levaram as diferencas espectrais na regiao do primeiro sobretom de CH.

O maior numero de amostras e as diferencas espectrais podem ter
contribuido para a melhor performance dos modelos de classificacdo desenvolvidos
com os espectros NIR das sementes (Tabela 2) em relacdo a das folhas (Tabela 5).
Foram testados 12 tipos diferentes de modelos matematicos e, apesar dos modelos
mais sofisticados terem apresentados 6timos resultados (Tabela 2 e 5), destacando
0 uso de algoritmos genéticos e andlise discriminante quadratica (GA-QDA),
modelos mais simples como o PCA-LDA, PCA-QDA e PCA-SVM também
apresentaram resultados satisfatérios quanto as estatisticas para a discriminacao
das sementes quanto ao tipo sexual (Tabela 2).

A escolha do modelo desenvolvido usando PCA-QDA com dois PCs se
relacionou a simplicidade e aos bons valores de acuracia, sensibilidade,
especificidade e, principalmente, de F-score, tanto para as amostras do conjunto de
validacéo interna (treinamento) quanto para o de validacao externa (Tabela 2), o que
demonstra a robustez deste modelo. Nicolai et al. (2007), ressaltaram a importancia
de se utilizar conjuntos de validacdo externa no desenvolvimento de modelos de
calibracdo multivariada, pois grande parte das calibracbes sdo feitas usando os
mesmos conjuntos amostrais. Desta forma, a performance obtida com o lote de
sementes do conjunto de validacdo externa demonstra o 6timo desempenho do

modelo escolhido.

4.1 Folhas
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Em relagdo as folhas, um numero ainda menor de plantas foi utilizado para a
identificacdo do tipo sexual, ou seja, 64 plantas foram classificadas como femininas
(42,1%) e 88 como hermafroditas (57,9%), Tabela 1. Estes resultados se
aproximaram mais da proporcdo teérico obtida da autofecundacdo de plantas
hermafroditas (M2m), 33% de plantas femininas e 67% de plantas hermafroditas
(Costa, 2003). Destaca-se que houve uma incidéncia severa de acaros nos
seedlings de todas as cultivares, o que comprometeu a qualidade das folhas a
serem utilizadas para a obtencao dos espectros NIR, sendo necessaria a aplicacao
de enxofre para controlar esta praga (Vieira et al., 2004). Apesar do numero de
amostras ter sido menor, o numero total de plantas (n=152) foi superior a faixa de 50
a 100 amostras recomendada por Pasquini (2003) para estudo envolvendo a
espectroscopia NIR.

Os espectros NIR das folhas refletiram o alto teor de agua neste tecido, sem
grandes diferencas entre as cultivares e tipos sexuais (Figura 3). As folhas de
mamoeiro apresentam em média 96,9 - 98,6% de umidade como relatado por Cruz
et al., (2004), o que se relacionou aos picos associados as bandas de ligacdes e de
vibracdes assimétricas do OH (5.158 cm™!) e de estiramento e ao primeiro sobretom
da ligacdo OH (6.984 cm™). O mesmo foi observado por Haq et al. (2018), que
utilizou espectros NIR de folhas de mamoeiro para discriminar plantas infectadas
com begomovirus.

Apesar do menor numero de amostras e da auséncia de diferencas
espectrais, a performance dos modelos de classificagdo desenvolvidos com o0s
espectros NIR das folhas podem ser considerados como muito bons (Tabela 5).
Também foram testados 12 modelos matematicos e, ao contrario do observado para
as sementes, os modelos mais sofisticados ndo apresentaram melhores resultados
em relacdo as mais simples (Tabela 5). Desta forma, a aplicacdo do PCA-LDA
resultou em melhor classificacdo das folhas oriundas dos seedlings femininos e
hermafroditas, sendo observados valores superiores de acuracia, sensitividade,
especificidade, e F-score no conjunto de validagao externa (Tabela 5).

O uso de folhas imaturas também foi eficiente para a diferenciacdo do tipo
sexual de tamareiras (Phoenix dactylifera L.) e o uso do PCA-LDA possibilitou a

discriminacédo tanto no conjunto de calibracdo (R?=0,90) quanto no de validacéo
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interno (R?=0,88) (Khan et al., 2021). Desta forma, as folhas, tanto quanto as
sementes, se caracterizam com tecido que pode ser utilizado visando a classificagcédo

das plantas quanto aos diferentes tipos sexuais.

5. Concluséao

E possivel a sexagem de mamoeiros utilizando tanto as sementes quanto as
folhas dos seedlings utilizando a espectroscopia no infravermelho préximo (NIR)
associada as técnicas multivariadas de calibragéo.

Os valores de F-escore obtidos com o uso do PCA-QDA para as sementes
(0,81) e com o PCA-LDA para as folhas (0,79), no conjunto de validacdo externa,
demonstram a acuracia dos resultados encontrados.

Os modelos desenvolvidos podem ser utilizados como um método rapido e
precoce de determinacao do tipo sexual dos mamoeiros, o que pode contribuir para

a reducéo do custo de producéo desta cultura.
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Tabelas

Tabela 1. Namero de sementes e folhas utilizadas no conjunto de calibracdo (treinamento), validacdo cruzada (teste) das

cultivares de mamoeiro ‘Calimosa’, ‘Formosa’, ‘T2’, ‘Ouro’ e ‘THB'.

Sementes Folhas
e — S namero de amostras -
Treinamento Teste Treinamento Teste
Hermafoditas Femininas Hermafroditas Femininas Hermafroditas Femininas Hermafroditas Femininas
Calimosa 47 48 20 20 17 16 7 7
Formosa 50 55 21 24 11 19 5 8
T2 50 66 21 28 23 23 10 10
Ouro 5 4 2 1 0 0 0 0
THB 13 10 6 4

Total 165 183 70 77 59 62 25 26
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Tabela 2. Desempenho do conjunto de treinamento, teste e validag&o externa para o

tipo sexual de sementes de mamoeiros.

Modelo Conjunto  Acurécia Sensitividade Especificidade sco-re
Treinamento 0.72 0.73 0.71 0.72
IPCA-LDA (1 PC) y T‘ZSte~ 0.76 0.78 0.74 0.76
aldacao 0.78 0.87 0.72 0.78
Externa
Treinamento 0.85 0.86 0.85 0.85
2PCA-QDA (2 PC) y TzsteN 0.80 0.78 0.83 0.80
aligacao 0.80 0.78 0.83 0.81
Externa
Treinamento 0.98 0.97 0.98 0.97
SPCA-SVM (10 Teste 0.59 0.62 0.54 0.58
PC i =
) validagao /4 0.86 0.15 0.25
Externa
Treinamento 0.56 0.59 0.54 0.56
4SPA-LDA
Teste 0.61 0.62 0.59 0.60
Treinamento 0.66 0.61 0.70 0.65
SSPA-QDA
S Q Teste 0.64 0.52 0.77 0.62
Treinamento 0.57 0.63 0.50 0.56
6SPA-SVM
S S Teste 0.51 0.58 0.43 0.49
Treinamento 0.57 0.59 0.54 0.56
'GA-LDA
G Teste 0.51 0.53 0.49 0.51
Treinamento 0.76 0.78 0.75 0.76
SGA-QDA
Q Teste 0.73 0.73 0.73 0.73
Treinamento 0.67 0.60 0.75 0.67
9GA-SVM
Teste 0.55 0.55 0.56 0.55
Treinamento 0.58 0.62 0.54 0.58
10
SIMCA (1 PCs) Teste 0.52 0.82 0.20 0.32
Treinamento 0.54 0.50 0.58 0.54
11 _
PLSDABLVS)  rogte 0.62 0.58 0.66 0.62
12SVM (k = 0.14; Treinamento 0.85 0.89 0.81 0.85
c=1000) Teste 0.54 0.64 0.44 0.52

IPCA-LDA: Andlise de Componente Principal - Analise Discriminante Linear; 2 PCA-QDA: Andlise de
Componente Principal - Andlise Discriminante Quadrética; SPCA — SVM: Analise de componentes
principais - Maquina de vetores de suporte; *SPA-LDA: Algoritmo de projecdes sucessivas - Analise
Discriminante Linear; 5SPA-QDA: Algoritmo de projecdes sucessivas - Andlise Discriminante
Quadrética; °SPA-SVM: Algoritmo de projecdes sucessivas - Maquinas de vetor de suporte; “"GA-LDA:
Algoritmos genéticos - Andlise Discriminante Linear; 8GA-QDA: Algoritmos genéticos - Analise
Discriminante Quadratica; °GA-SVM: Algoritmos genéticos - Maquinas de vetor de suporte; °SIMCA:
Modelagem Soft Independente da Analogia de Classes; 1'PLS-DA: minimos quadrados parciais para
andlise discriminante; 12SVM: Maquinas de vetor de suporte.
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Tabela 3. Matriz de confusdo para os conjuntos de validacdo cruzada (teste) e
validagéo externa do desempenho do modelo PCA-QDA das sementes de todas as

cultivares combinadas, separadas de acordo com o tipo sexual do mamoeiro,

femininas e hermafroditas.

Out Class

Hermafrodita

Feminina

Teste Validacdo externa
TP =39,5% | FP =11,6% TP = 46,8% FP =6,3%
(n=58) (n=17) (n=74) (n=10)
FN =8,2% TN =40,8% FN=13,3% | TN =33,5%
(n=12) (n=60) (n=21) (n=53)
Hermafrodita Feminina Hermafrodita Feminina

Target Class

Target Class

TP = True Positive; FP=False Positive; FN=False Negative; TN=True Negative




45

Tabela 4. Desempenho do conjunto de treinamento, teste e validag&o externa para o
tipo sexual de folhas de seedlings de mamoeiros.

Modelo Conjunto  Acuracia Sensitividade Especificidade F-score
Treinamento 0.74 0.74 0.75 0.74
IPCA-LDA Teste 0.86 0.88 0.84 0.86
(1 PC) Validacéao
0.79 0.83 0.76 0.79
Externa
Treinamento 0.88 0.90 0.85 0.87
2PCA-QDA Teste 0.84 0.92 0.76 0.83
(10 PC) ; =
Validagao 0.70 0.87 0.58 0.70
Externa
Treinamento 0.88 0.87 0.88 0.87
SPCA-SVM Teste 0.59 0.62 0.56 0.59
(6 PC) . =
Validagao 0.43 0.49 0.39 0.43
Externa
Treinamento 0.56 0.57 0.55 0.56
‘SPA-LDA
Teste 0.55 0.58 0.53 0.55
Treinamento 0.79 0.81 0.76 0.78
SSPA-QDA
Teste 0.76 0.81 0.72 0.76
Treinamento 0.79 0.65 0.49 0.56
SPA-SVM
Teste 0.55 0.73 0.36 0.48
Treinamento 0.69 0.70 0.68 0.69
"GA-LDA
Teste 0.55 0.56 0.54 0.55
Treinamento 0.92 0.90 0.93 0.91
8GA-QDA
Teste 0.76 0.69 0.84 0.76
Treinamento 0.86 0.95 0.76 0.84
GA-SVM
Teste 0.71 0.69 0.72 0.70
Treinamento 0.52 0.53 0.51 0.52
10SIMCA (3 PCs)
Teste 0.55 0.85 0.24 0.37
Treinamento 0.58 0.53 0.63 0.58
1PLS-DA (3 LVs)
Teste 0.61 0.58 0.64 0.61
125yM (k = 0.57; Treinamento 0.65 0.69 0.61 0.65
c=1000) Teste 0.63 0.77 0.48 0.59

IPCA-LDA: Andlise de Componente Principal - Andlise Discriminante Linear; 2 PCA-QDA: Andlise de
Componente Principal - Analise Discriminante Quadratica; 3PCA — SVM: Andlise de componentes principais -
Maquina de vetores de suporte; “SPA-LDA: Algoritmo de projeces sucessivas - Andlise Discriminante Linear;
SSPA-QDA: Algoritmo de projecdes sucessivas - Andlise Discriminante Quadratica; 8SPA-SVM: Algoritmo de
projecdes sucessivas - Maquinas de vetor de suporte; "GA-LDA: Algoritmos genéticos - Andlise Discriminante
Linear; 8GA-QDA: Algoritmos genéticos - Andlise Discriminante Quadratica; *GA-SVM: Algoritmos genéticos -
Maquinas de vetor de suporte; °SIMCA: Modelagem Soft Independente da Analogia de Classes; 'PLS-DA:
minimos quadrados parciais para andalise discriminante; 12SVM: Maquinas de vetor de suporte
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Tabela 5. Matriz de confusdo para os conjuntos de validagao (teste) e validacao
externa do desempenho do modelo PCA-QDA das folhas de todas as cultivares

combinadas, separadas de acordo com o tipo sexual do mamoeiro, femininas e

hermafroditas.

Teste Validacdo externa

) TP =41,2% FP =5,9% TP =41,2% FP =5,9%
»n  Hermafrodita
3 (n=21) (n=3) (n=60) (n=9)
O
= o FN =7,8% TN =45,1% FN =7,8% TN =45,1%
o) Feminina

(n=4) (n=23) (n=19) (n=44)
Hermafrodita Feminina Hermafrodita Feminina

Target Class

Target Class

TP = True Positive; FP=False Positive; FN=False Negative; TN=True Negative
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Figuras

Figura 1. Método do método de referéncia para a identificacdo do tipo sexual dos
mamoeiros. (A) flores femininas (a — ovario grande e em formado arredondado; b —
estigma em forma de leque), (B) flores hermafroditas (a — androceu; b — ovério) e (C)

flores masculinas (a — androceu; b — ovario rudimentar).
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Figura 2. Espectros NIR brutos médios das sementes de mamoeiros. (A) espectros
de todas as cultivares combinadas e espectros das cultivares (B) ‘Calimosa’, (C)

‘Formosa’, (D) ‘T2, (E) ‘Ouro’ e (F) ‘THB’ separadas de acordo com o tipo sexual do

mamoeiro (femininas e hermafroditas).
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Figura 3. Espectros NIR brutos médios das folhas de mamoeiros. (A) espectros de
todas as cultivares combinadas e espectros médios das cultivares (B) ‘Calimosa’, (C)

‘Formosa’, (D) T2’ e (E) ‘THB’ separadas de acordo com o tipo sexual do mamoeiro

(femininas e hermafroditas).
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CAPITULO 3 - Short communication: Classificacdo de cultivares de mamoeiros
por espectroscopia no infravermelho proximo combinada & PLS-DA e machine

learning

Resumo - O mamoeiro (Carica papaya L.) € uma importante espécie frutifera
tropical cujas cultivares pertencem a dois grupos, o Solo e o Formosa. As cultivares
apresentam caracteristicas distintas que sédo geralmente diferenciadas por meio de
descritores morfologicos. Todavia, este método é considerado limitado para a cultura
do mamoeiro, pois a baixa diversidade genética desta espécie dificulta a
identificacdo fenotipica das plantas. Desta forma, a espectroscopia no infravermelho
proximo (NIR) poderia ser alternativa a classificacdo destes materiais, pois 0s
espectros NIR sdo fontes de informacdes para a identificacdo qualitativa de
amostras. Assim, este trabalho teve por objetivo verificar a possibilidade de se
utilizar a espectroscopia NIR em amostras de sementes e folhas de seedlings de
diferentes cultivares de mamoeiros visando a sua classificacdo. Foram utilizadas
sementes e folhas dos seedlings das cultivares ‘T2’, ‘Formosa’ e ‘Calimosa’, do
grupo Formosa, e THB’ e ‘Ouro’, do grupo Solo. Ao se utilizar as sementes, foi
possivel obter bons valores de F-score apenas para as cultivares ‘THB’ (0,85) e
‘Ouro’ (0,77) no grupo de validagdo externa utilizando regressao por minimos
guadrados parciais e andlise discriminante (PLS-DA). Para as demais cultivares nao
foi possivel obter bons modelos de classificagéo utilizando as sementes e as folhas.
Conclui-se que é possivel a classificacao das cultivares de mamoeiro ‘THB’ e ‘Ouro’
utiizando sementes por meio da espectroscopia NIR combinada a técnica
multivariada de calibracdo PLS-DA. Os modelos gerados podem ser utilizados para
a certificacdo da origem do material vegetal, bem como no controle de fraudes.
Entretanto, sdo necessarios mais estudos visando melhorar o desempenho dos
modelos desenvolvidos, por exemplo com uso de selecdo de variaveis.

Palavras-chaves: Carica papaya L, NIR, sementes, folhas, fraudes, autenticacéo.


https://www.google.com/search?rlz=1C1CHBF_pt-BRBR923BR923&sxsrf=ALeKk01VnTXz07lfBwRgND77VnjZTJXDCQ:1624057746299&q=Machine+learning&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiO9b_IpqLxAhUHqZUCHYMLDK0QkeECKAB6BAgBEDU
https://www.google.com/search?rlz=1C1CHBF_pt-BRBR923BR923&sxsrf=ALeKk01VnTXz07lfBwRgND77VnjZTJXDCQ:1624057746299&q=Machine+learning&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiO9b_IpqLxAhUHqZUCHYMLDK0QkeECKAB6BAgBEDU
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1. Introducéo

O mamoeiro (Carica papaya L.) pertence a familia Caricaceae e € 0 Unico
membro do género Carica (Paull and Duarte, 2011). Esta é uma das espécie frutifera
tropicais de maior interesse econdmico e nutricional (Orrillo et al., 2019) e, em 2019,
foram produzidas 13,73 milhdes de toneladas (t) deste fruto em todo o mundo
(Faostat, 2021b). Apesar de ter se originado na América tropical, atualmente a india
€ 0 maior produtor mundial de mamdes (6,05 milhdes de t), seguido da Republica
Dominicana (1,17 milhdes de t) e do Brasil (1,16 milhdes de t), (Faostat, 2021b).

As cultivares existentes de mamoeiros séo classificadas em dois grupos, ou
seja, o grupo Solo e o Formosa (Dantas et al., 2013). Os mamoeiros do grupo Solo
sdo 0s mais cultivados no mundo em funcédo das altas produtividades das plantas,
boas caracteristicas organolépticas de seus frutos, além deste serem de tamanho
médio (350 - 600 g) preferido pelos consumidores. Os mamoeiros do grupo Formosa
também sdo bastante produtivos e seus frutos tém oOtima qualidade organoléptica,
porém estes sdo bem maiores com massa variando de 800 a 1.100 g (Dantas et al.,
2013).

As cultivares destes grupos apresentam caracteristicas distintas e podem ser
oriundas de linhagens ou linhas puras com elevado nivel de homozigose, bem como
de hibridos resultante do cruzamento entre parentais diferentes. Dessa forma, para
testar e garantir que as cultivares sdo inédita e até mesmo para proteger os direitos
dos desenvolvedores, sdo utilizados descritores morfolégicos como caracterizagao
descritiva agrondmica destes materiais (Sandoval et al., 2017).

Os descritores morfologicos séo tradicionalmente utilizados por constituirem
um meétodo simples e confiavel de identificacdo de cultivares (Xu et al., 2009).
Todavia, este método é considerado limitado para a cultura do mamoeiro, pois a
baixa diversidade genética desta espécie dificulta a identificacdo fenotipica das
plantas (Santana et al., 2004). Desta forma, métodos mais acurados de
diferenciacao das cultivares de mamoeiros vem sendo empregados. Por exemplo, o
uso de marcadores moleculares, tais como Random Amplification of Polymorphic
DNA (RAPD) e microssatélites (Inter Simple Sequence Repeats — ISSR e Simple
Sequence Repeats - SSR) foram relatados por Degel Barbosa et al. (2011) e Ming et
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al. (2007a), respectivamente. Contudo, estes métodos sao destrutivos, geram
residuos quimicos e demandam tempo e necessitam de laborat6rios especializados
para sua execucao.

Neste sentindo, o desenvolvimento de métodos rapidos, ndo destrutivos,
robustos e precisos para identificar as diferentes cultivares de mamoeiro se faz
necessario. A espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) poderia ser uma
técnica analitica a ser utilizada, pois os espectros NIR sdo fontes de informacdes
para a identificacdo qualitativa de amostras (Pasquini, 2003). Dessa formar, estudo
recentes tem demonstrado a possibilidade de diferenciagcdo de cultivares de soja,
arroz e feijao (Singh et al., 2018), de cultivares de milho doce (Qiu et al., 2019) e
nozes de macadamia (Rahman et al., 2021).

Entretanto, na literatura ha auséncia de trabalhos utilizando a espectroscopia
NIR para a identificacdo de cultivares de mamoeiros. Da mesma forma, para uma
melhor discriminacdo das cultivares € necessério o desenvolvimento de modelos
multivariados de classificacdo (Pasquini, 2003). Assim, as informacdes espectrais
devem ser combinada a andlises quimiométricas, tais como a regressao por minimos
quadrados parciais e andlise discriminante (PLS-DA), pois esta € um método de
classificacdo linear (Ballabio and Consonni, 2013) supervisionado aplicado a
espectroscopia NIR que apresentar forte correlagcdo entre a caracteristica a ser
predita (cultivares) e o espectro NIR (Kusumaningrum et al., 2017). Da mesma
forma, por ser um método de classificacdo nao linearizado (Balabin and Lomakina,
2011), a maquina de suporte de vetores (SVM) também pode ser empregado para
gerar modelos de classificagéo.

Desta forma, este trabalho teve por objetivo verificar a possibilidade de se
utilizar a espectroscopia NIR em amostras de sementes e folhas de seedlings de
diferentes cultivares de mamoeiros visando a sua classificacdo. Os modelos gerados
poderiam ser utilizados para a certificacdo da origem do material vegetal, bem como

no controle de fraudes.
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2. Material e Métodos
2.1 Material Vegetal

Sementes de mamoeiro (Carica papaya L.) das cultivares ‘T2’, ‘Formosa’ e
‘Calimosa’, do grupo Formosa, e ‘THB’ e ‘Ouro’, do grupo Solo, foram fornecidas
pela empresa Feltrin® Sementes (Farroupilha, Brasil). Estas foram divididas em dois
lotes visando constituir o conjunto de calibragdo (treinamento) e de validagao
externa (Tabela 1). Além das sementes, foram utilizados também as folhas recém

maduras que apresentavam trés foliolos dos seedlings de cada semente.

2.2 Aquisicado dos espectros NIR

A aquisicdo dos espectros NIR foi realizada nas sementes e folhas de seus
respectivos seedlings no conjunto de calibragdo (treinamento). Em seguida, o
segundo lote de sementes e das folhas dos respectivos seedlings foram utilizados
para a obtencdo dos espectros NIR (conjunto de validacédo externa). Os espectros

foram coletados da seguinte forma:

2.2.1 Sementes

Para a coleta dos espectros NIR foram utilizadas 150 sementes de cada uma
das cultivares anteriormente descritas, o que totalizou 750 sementes para o conjunto
de treinamento. Para o conjunto de validacdo externa foram coletados 350 espectros
das sementes, 70 de cada cultivar. Estas foram agrupadas por cultivares e
armazenadas em becker de vidro, sendo transferidos para um dessecador de vidro
por 24 horas a temperatura ambiente (~25 °C) visando a uniformizacédo do teor de
umidade das sementes.

Em seguida, cada semente, previamente identificada com numeracao Unica,
foi transferida para um suporte metéalico acoplado ao acessorio de reflectancia difusa
Near Infrared Reflectance Accessory (NIRA) do espectrofotbmetro FT-IR Spectrum
100N (PerkinElmer, Shelton, Estados Unidos) previamente calibrado, e os espectros
NIR foram obtidos duas vezes, sendo as sementes reviradas aleatoriamente apoés
cada leitura. O suporte foi colocado diretamente na saida do feixe de luz do NIRA no

intuito de se evitar a entrada de luz externa.
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2.2.2Folhas

Apés a obtencdo dos espectros NIR das sementes, estas foram
individualmente semeadas a dois centimetros de profundidade em sacos plasticos
pretos medindo 15 cm de diametro x 20 cm de altura, contendo o substrato
comercial composto de cascas de pinus e eucaliptos (Multiplant® Citrus), e estes
foram identificados visando associar cada semente ao seu respectivo seedlings.

A medida que os seedlings apresentavam as folhas totalmente expandidas
contendo trés foliolos, esses foram limpos e secas com papel macio e depois
encaminhado para laboratorio e mantidas a temperatura ambientes (~25 °C) antes
de todas as coletas espectrais. Posteriormente, procedeu as coletadas de dois
espectros NIR em folhas alternadas, nas posicdes da segunda lamina foliar e
proximo da nervura central, utilizando o acessorio de fibra Optica do
espectrofotometro FT-IR Spectrum 100N (PerkinElmer, Shelton, Estados Unidos),
colocando o mais proximo possivel da superficie das folhas.

As amostras de sementes e folhas foram submetidas a analise NIR e os
dados espectrais gerados ocorreram por meio do detector FT-IR (Fourier-Transform
Near-Infrared). Previamente a coleta de espectros, o equipamento foi calibrado
utilizando o padrdo Spectralon® e apés 150 leituras espectrais, realizava-se uma
nova calibragdo do equipamento. Os dados foram obtidos na faixa espectral entre
4.000 a 10.000 cm, sendo realizados 64 scans, com resolucédo espectral de 16 cm?
e um intervalo de 2 cm™. Os espectros foram coletados como log(1/R), onde R é a

refletancia relativa (Miralbés, 2008).

2.3 Quimiometria

Os dados espectrais foram todos foram todos importados e processados em
ambiente MATLAB® versédo 8.4 (R2014b) (The MathWorks Inc., Natick, MA, EUA)
juntamente com a plataforma PLS Toolbox versao 7.9.3 (Eigenvector Research, Inc,
Manson, WA, EUA) e algoritmos feitos no laboratério de pesquisa.

Previamente a constru¢cdo dos modelos quimiométricas multivariados, o0s
dados espectrais das amostras referentes as sementes e as folhas foram
submetidos a pré-processamentos, sendo estes avaliados pelos resultados para o

conjunto de validacdo cruzada pelo método venetian blinds (CV VB) com 5 splits.
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Para as sementes, o melhor conjunto de validacdo interna foi obtido através da
suavizacao espectral de Savitzky-Golay (Savitzky and Golay, 1964) com 21 pontos
de janela e ordem polinomial de segunda ordem, seguido de uma correcéo de linha
de base do tipo AWLS com normalizacéo vetorial, sendo este o pré-processamento
selecionado. Ja para os dados obtidos a partir das folhas, foi utilizada a primeira
derivada SG (31 pontos de janela, segunda ordem polinomial), seguido de AWLS
correcdo de linha de base com normalizacao vetorial.

Para os dados de sementes e folhas, todo o espectro na regidao de 10.000 —
4.000 cm foi utilizado. Para todos os casos, a média espectral foi utilizado como
espectro representativo para cada amostra. Similarmente, foram utilizados um
conjunto de treinamento, composto de 70% dos dados iniciais e o conjunto de
validacdo interna, composto de 30% dos dados (Pasquini, 2018). O primeiro
subconjunto incluiu a maioria das amostras e foi o conjunto utilizado para a
construcéo e otimizacdo dos modelos supervisionados. O segundo subconjunto, foi
composto pelas demais amostras e serviu para a avaliacdo parcial da performance
dos modelos.

Os dados foram organizados de forma a se obter uma matriz final com a
presenca das cinco cultivares, tanto para o conjunto espectral das sementes e
folhas. A selecdo das amostras foi realizada a partir do classico algoritmo de selecdo
de Kennard and Stone (1969). Este foi aplicado, com o objetivo de reduzir o viés na
divisdo entre os conjuntos de treinamento e validacdo interna dos modelos. A divisao
foi realizada de forma a se obter porcentagens semelhantes, para as duas classes,
em cada uma das cultivares, construindo assim um modelo que continha informacao
proporcional relacionada tanto as diferentes cultivares (Tabela 1).

Para testar a real eficacia dos modelos de sementes e folhas, foi utilizado
integralmente o segundo lote amostral, no processo de validacdo externa, sendo 0s
resultados estatisticos para este conjunto 0s mais importantes e representativos da

real eficacia dos modelos.

2.4 Modelos supervisionados
Para o desenvolvimento dos modelos supervisionados foi utilizado a

regressao por minimos quadrados parciais com analise discriminante (PLS-DA) e



56

magquinas de vetores de suporte (SVM). A analise PLS-DA foi escolhida por ser uma
técnica multivariada de classificacdo linear (Wong et al.,, 2013) que separa as
amostras em grupos conhecidos e preveé classes de novas amostras (Sjostréom et al.,
1986). Os modelos de classificacdo baseado no PLS-DA utilizam a relacdo entre
uma matriz X multivariada independente e um vetor de resposta que permite um
valor 0 ou 1 que indica a qual classe a amostra pertence, ou seja, se a classe
pertencer a amostra € classificada com 1, caso contrario é classificada como 0
(Ballabio and Consonni, 2013).

Adotou-se também a classificacdo por meio SVM pois nem sempre a PLS-DA
produz resultados positivos quando se trata de matrizes complexas (Cortes and
Vapnik, 1995). A SVM assume uma relacdo nao-linearidade dos dados, efetivando
uma mudanca de espaco através de uma funcédo de nucleo, assim modificando a
estrutura dos dados, classificando as amostras através de hiperplanos que tém o
objetivo de maximizar as diferencas entre os grupos. Neste estudo, apenas a fungao
de base radial (RBF) foi utilizada por ser costumeiramente utilizada em problemas de
classificacdo binaria, apresentando resultados satisfatérios em diversos casos. Para
esta funcdo, temos a seguinte equacdo (Mazumder et al., 2011):

k(xi,2) = exp(-v [|xi — z[)) (1)

Na qual, x; e z; séo vetores de medidas para as amostras e y € um parametro
para ajuste para espagcamento da funcdo RBF.

J& o classificador SVM é obtido através da seguinte funcéo:

f(x) = sign(Tie) aiyik(x;, z;) + b) (2)

Em que, N5, € 0 numero de vetores de suporte; a; representa o multiplicador
de Lagrange, y; é a classe, podendo assumir o valor de + 1, k(xi,zj) sendo uma
funcdo de nucleo, definido pela equacao (x) e b € a tendéncia (bias) do parametro.
Funcionando muito bem para determinacdo de classes a partir de muitas variaveis, é
rapido, também é eficiente para separacdes nao lineares. Contudo, a desvantagem
desse método € a demora no processamento quando se tem um grande conjunto de

repeticdes, ndo trabalhando bem com variaveis com muitos ruidos.
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2.4.1 Avaliacao dos modelos

Os modelos foram avaliados quanto a sua eficacia através de parametros
estatisticos. Tais parametros medem a capacidade de predicdo de um dado modelo
através de equacdes, onde seus parametros sao obtidos por meio dos resultados
encontrados para um dado conjunto de teste, que, neste caso, foram considerados o
conjunto de validacdo cruzada (teste) e de validagdo externa. Dentre estes
parametros, foram escolhidos a sensibilidade e especificidade, que se relacionam a
propor¢cdo de amostras positivas e negativas. Além destes, foi avaliado a média
harménica entre sensibilidade e especificidade, conhecida como F-score,
representando a acuracia real do modelo, quando é levada em conta os diferentes
tamanhos das classes, calculada a partir dos valores de sensibilidade e

especificidade. Estes parametros foram determinados a partir das seguintes

equacoes:
Sensibilidade (%) = (TPTJFPFN) x 100 3
Especificidade (%) = (TNTiva) x 100 4)
F — score (9) = 2XSensitivity x Specificity (5)

Sensitivity+Specificity

Na qual os valores de TP e TN representam o numero de verdadeiros
positivos (TP) e negativos (TN), enquanto FP e FN equivalem ao numero de falsos
positivos (FP) e negativos (FN), respectivamente. Todos estes valores foram obtidos

a partir do conjunto de calibracao (treinamento) e de validacdo externa.

3. Resultados
3.1 Sementes
3.1.1 Espectros NIR

Os espectros NIR brutos das sementes das diferentes cultivares de
mamoeiros apresentaram semelhancas entre si sem mostrarem diferencas em
funcdo das cultivares (Figura 1A). Por outro lado, foi possivel constatar que os
espectros NIR médios das trés cultivares do grupo Formosa (‘T2’, ‘Formosa’ e
‘Calimosa’) apresentaram-se diferentes em relagédo as cultivares ‘Ouro’ e ‘THB’ que

séo do grupo Solo (Figura 1B).
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Em relacdo as posicoes e intensidades das bandas de absorcdo, foram
observados trés picos nas regides situadas a 6.922 cm, 5.178 cm™ e 4.000 cm™.
Dessa forma, as maiores diferencas entre as amostras foram observadas em 6.922
cm? e 5.178 cm, ou seja, a amostras da cultivar ‘THB’ apresentaram maiores
absorbancias em 6.922 cm e as da cultivar ‘Ouro’ as menos em 5.178 cm, o que

as diferenciou das demais (Figura 1B).

3.2.2 Desenvolvimento dos modelos de classificacédo

Né&o foi possivel obter bons modelos de classificacdo para todas as cultivares,
porém para as cultivares do grupo Solo (‘THB’ e ‘Ouro’) foram observados
excelentes resultados de sensibilidade, especificidade e F-score ao se utilizar o PLS-
DA para o conjunto de validacdo cruzada (Tabela 2). Todavia, ao se utilizar o PLS-
DA no conjunto de validacdo externa foi observado uma piora na performance na
discriminagéo das cultivares, sendo observados valores de F-score de 0,74, 0,00,
0,60, 0,77 e 0,85 para as cultivares ‘Calimosa’, ‘Formosa’, ‘T2, ‘Ouro’ e ‘THB’,
respectivamente (Tabela 2). Vale destacar que os valores de sensibilidade, ou seja,
o numero de verdadeiros positivos (TP) foi de 0,97 para as cultivares ‘Calimosa’ e
‘THB’ (Tabela 2).

Ao se aplicar o SVM os resultados de F-score foram ainda mais baixos, sendo
observados valores de 0,29, 0,06, 0,36, 0,68 e 0,62 para as cultivares ‘Calimosa’,
‘Formosa’, ‘T2’, ‘Ouro’ e ‘THB’, respectivamente (Tabela 2). Todavia, os valores de
sensibilidade para as cultivares ‘Calimosa’ (0,96) e ‘THB’ (0,95) foram muito bons
(Tabela 2).

3.2 Folhas
3.2.1Espectros NIR

Os espectros NIR brutos das folhas dos seedlings das diferentes cultivares de
mamoeiros se mostraram bastante semelhantes apresentando dois picos nos
numeros de onda de 6.922 cm™ e 5.178 cm™ (Figura 2A). Os espectros NIR médios
também nao apresentaram diferencas entre as cultivares dos dois grupos de
mamoeiros e 0s picos em 6.922 cm™ e 5.178 cm! estdo associados as bandas de

ligacOes e de vibracdes assimétricas do OH, de estiramento e ao primeiro sobretom
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da ligacdo OH, relacionados a presenca de agua nas folhas (Purcell et al., 2009).
Vale ressaltar que néo foi possivel obter espectros NIR das folhas da cultivar ‘Ouro’
devido a alta infestacdo por acaros que provocou alta taxa de mortalidade nos

seedlings desta cultivar.

3.2.2 Desenvolvimento dos modelos de classificacédo

Os modelos de classificacdo para as cultivares utilizado as folhas dos
seedlings apresentou performance inferior em relacdo aos desenvolvidos a partir das
sementes, ndo sendo possivel a discriminacdo das amostras em funcdo das
cultivares (Tabela 3). Os melhores resultados foram obtidos ao se utilizar o PLS-DA,
mesmo assim os valores de F-score foram muito baixos e variaram entre 0,00
(‘Calimosa’) a 0,46 (‘T2’), Tabela 3. O uso do SVM néo obteve melhores resultados,
pelo contrario, com esta técnica os valores de F-score foram inferiores (0,00 a 0,11),
apesar de excelente resultados de sensibilidade terem sido observados para as
cultivares ‘Calimosa’ (0,99), ‘Formosa’ (0,98) e “THB (1,00) no conjunto de validagao

externa (Tabela 3).

4. Discussao
4.1 Sementes

Apesar das diferencas nos espectros NIR médios entre as cultivares do grupo
Solo (‘Ouro’ e ‘THB’) em relagéo as do grupo Formosa (‘T2’, ‘Formosa’ e ‘Calimosa’),
nao foi possivel obter bons modelos de classificacdo para todas as cultivares ao se
utilizar o conjunto de validacdo externa (Tabela 2). Como as maiores diferencas
foram observadas nos nimeros de onda de 5.178 cm™! para a cultivar ‘Ouro’ e de
6.922 cm? para a ‘THB’ (Figura 1B), e os modelos foram desenvolvidos sem a
selecdo de variaveis, isto pode ter influenciado a performance dos modelos em
classificar corretamente as cultivares de mamoeiro.

Mesmo usando o PLS-DA que € um método de classificacdo supervisionado
aplicado a espectroscopia NIR por apresentar forte correlacdo entre a caracteristica
a ser predita (cultivares) e o espectro NIR (Kusumaningrum et al., 2018), esta

deveria ter sido associada a selecdo de variaveis. Fernandes et al. (2011) relataram
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que o uso de selecdo de variaveis, ou seja, entre dois e oito comprimentos de onda,
associados ao método de algoritmos das projecfes sucessivas e regressao linear
multipla (SPA-MLR) resultou em melhores modelos de classificacdo de biodiesel e
erros quadrados médios de predicdo (RMSEP) de apenas 0,95%. Da mesma forma,
Qiu et al. (2019) relataram que a selecao de varidveis ndo reduziu a performance
dos modelos de classificagdo de sementes de duas cultivares de milho doce ao
usarem PLS-DA, sendo observados valores de acuréacia de 99,19%.

No tocante a sementes de mamoeiros, estas foram discriminadas
corretamente com uma acurécia de 100% em relagdo a sementes de pimenta-do-
reino (Piper nigrum L.) com uso da modelagem independente e flexivel por analogia
de classes (SIMCA) e imagens hiperespectrais no infravermelho proximo (Orrillo et
al., 2019). Isto demonstra que estas sementes apresentam padrbes espectrais
anicos, porém os espectros NIR das sementes das diferentes cultivares foram
bastantes semelhantes, o que pode ter influenciado nos resultados.

4.2 Folhas

As folhas dos seedlings das diferentes cultivares apresentaram espectros NIR
brutos e médios muito semelhantes entre si, sendo estes dominados pelas bandas
de vibracdes assimétricas do OH (5.158 cm™) e de estiramento e ao primeiro
sobretom da ligacdo OH (6.984 cm™) que se relacionam a presenca de agua nas
folhas. Lopes Cruz et al. (2004) relataram que as folhas de mamoeiro apresentam
em média 96,9 - 98,6% de umidade. Desta forma, os modelos de classificacdo das
cultivares utilizado as folhas dos seedlings apresentaram resultados inferiores
(Tabela 3) se comparados aos desenvolvidos com as sementes (Tabela 2).

O mesmo comportamento foi relatado por Haq et al. (2018) ao utilizarem
espectros NIR de folhas de mamoeiros sadios e infectados por begomovirus.
Todavia, estes autores observaram que as folhas infectadas apresentaram um pico
no nimero de onda 2.391,54 cm™ que ndo era detectado nas folhas sadias. Assim,
os modelos PLS-DA com a selecéo desta varidvel foram eficientes em classificar as
folhas sadias em relacéo as infectadas pelo virus. Contudo, as folhas dos seedlings
das diferentes cultivares ndo apresentaram diferencas espectrais 0 que pode ter

levado aos baixos valores de sensibilidade, especificidade e F-score (Tabela 2).
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5. Conclusao

E possivel a classificacdo das cultivares de mamoeiro ‘THB’ e ‘Ouro’
utilizando sementes por meio da espectroscopia no infravermelho proximo (NIR)
combinada a técnica multivariada de calibragcdo PLS-DA. No entanto, ndo foi
possivel classificar corretamente as demais cultivares utilizando tanto as sementes
quanto as folhas dos seedlings.

Os modelos gerados podem ser utilizados para a certificacdo da origem do
material vegetal, bem como no controle de fraudes. Entretanto, sdo necessarios
mais estudos visando melhorar o desempenho dos modelos desenvolvidos, por

exemplo com uso de selecao de variaveis.
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Tabelas

Tabela. 1. Numero de sementes e folhas utilizadas no conjunto de calibracdo

(treinamento), validacéo cruzada (teste) das cultivares de mamoeiro.

_ Sementes Folhas
Cultivares
Treinamento Teste Treinamento  Teste

Calimosa 95 40 33 14
Formosa 105 45 30 13
T2 116 49 46 20
Ouro 9 3 0

THB 23 10 12

Total 348 147 121 51
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Tabela. 2. Performance dos modelos de classificagdo desenvolvidos com os espectros NIR das sementes de cinco cultivares
de mamoeiro para os conjuntos calibragéo (treinamento), validacéo cruzada (teste) e validacdo externa.

Para cult 1PLS-DA (10 LVs) 2SVM

arametros ultivares Sensibilidade Especificidade F-score Sensibilidade Especificidade F-score

Calimosa 0.71 0.83 0.77 0.40 0.87 0.55

Formosa 0.58 0.90 0.71 0.70 0.79 0.74

Treinamento T2 0.79 0.92 0.85 0.79 0.81 0.78

Ouro 1.00 0.98 0.99 0.89 1.00 0.94

THB 0.96 0.99 0.97 0.39 0.99 0.56

Calimosa 0.63 0.79 0.70 0.37 0.81 0.51

Validacs Formosa 0.51 0.87 0.64 0.54 0.74 0.62

. T2 0.75 0.89 0.81 0.72 0.76 0.74

Ouro 0.67 0.98 0.80 0.11 1.00 0.20

THB 0.87 0.98 0.92 0.09 1.00 0.17

Calimosa 0.68 0.84 0.75 0.38 0.94 0.54

Formosa 0.62 0.83 0.71 0.73 0.68 0.70

Predicao T2 0.78 0.94 0.85 0.74 0.82 0.78

Ouro 0.67 1.00 0.80 0.67 1.00 0.80

THB 0.90 0.98 0.94 0.30 1.00 0.46

Calimosa 0.60 0.97 0.74 0.17 0.96 0.29

validacéo Formosa 0.00 0.83 0.00 0.03 0.65 0.06

externa T2 0.48 0.81 0.60 0.23 0.83 0.36

Ouro 0.77 0.77 0.77 0.65 0.71 0.68

THB 0.75 0.97 0.85 0.46 0.95 0.62

IPLS-DA = regressao por minimos quadrados parciais e analise discriminante; 2SVM = maquinas de vetor de suporte.
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Tabela. 3. Performance dos modelos de classificagcdo desenvolvidos com os espectros NIR das folhas dos seedlings de cinco

cultivares de mamoeiro para os conjuntos calibracéo (treinamento), validacéo cruzada (teste) e validacéo externa.

1PLS-DA (10 LVs) 2SVM
Parametros Cultivares o o F- o o F-
Sensibilidade Especificidade Sensibilidade Especificidade

score score

Calimosa 0.39 0.84 0.53 0.09 0.84 0.16

_ Formosa 0.43 0.88 0.58 0.10 0.93 0.18

Treinamento

T2 0.61 0.79 0.69 0.80 0.23 0.36

Ouro 0.75 0.84 0.79 0.00 1.00 0.00

Calimosa 0.36 0.73 0.48 0.00 1.00 0.00

_ Formosa 0.27 0.82 0.41 0.00 1.00 0.00

Validacao Cruzada

T2 0.37 0.65 0.47 1.00 0.00 0.00

Ouro 0.33 0.87 0.48 0.00 1.00 0.00

Calimosa 0.43 0.68 0.53 0.14 0.92 0.24

_ Formosa 0.23 0.95 0.37 0.00 1.00 0.00

Predicéo

T2 0.60 0.71 0.65 0.90 0.10 0.18

Ouro 0.25 0.87 0.39 0.00 1.00 0.00

Calimosa 0.10 0.94 0.18 0.00 0.99 0.00

Formosa 0.00 0.99 0.00 0.06 0.98 0.11

Validagédo externa

T2 0.52 0.42 0.46 0.98 0.04 0.08

Ouro 0.29 0.62 0.40 0.00 1.00 0.00

IPLS-DA = regressao por minimos quadrados parciais e andlise discriminante; 2SVM = maquinas de vetor de suporte.



67

Figuras

0.6
0.55

0.5
0.45

Absorbance

o
IS

0.35
0.3

0.25 - - - - -
10000 9000 8000 7000 6000 5000 4000

Absorbance
©
I
[4)]

0.35

0.3 ~ : ~ ~ -
10000 9000 8000 7000 6000 5000 4000
Wavenumber (cm'1 )

Figura. 1. Espectros NIR brutos totais (A) e médios (B) das sementes de mamoeiros.
Espectros de todas as cultivares combinadas e médios das cultivares ‘Calimosa’ (C1),
‘Formosa’ (C2), T2’ (C3), ‘Ouro’ (C4) e ‘THB’ (C5).
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Figura. 2. Espectros NIR brutos totais (A) e médios (B) das folhas de mamoeiros.
Espectros de todas as cultivares combinadas e médios das cultivares ‘Calimosa’ (C1),
‘Formosa’ (C2), ‘T2’ (C3), e ‘THB’ (C5).
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CAPITULO 4 - Consideragdes Finais

A realizacdo deste projeto de pesquisa permitiu a identificacdo do tipo sexual e
classificagdo de cultivares de mamoeiros por meio da espectroscopia no infravermelho
préximo (NIR) combinadas a diferentes ferramentas matematicas.

Quando comparadas aos métodos analiticos baseados em analises laboratoriais
(marcadores moleculares e/ou de compostos organicos) a classificacao do tipo sexual e de
cultivares com a espectroscopia NIR apresentou como vantagens a sua caracteristica néo
destrutiva, a possibilidade de se analisar uma grande quantidade de amostras em um
tempo reduzido, bem como a reducao de custos laboratoriais e operacionais.

Os modelos desenvolvidos poderiam ser utilizados por empresas que produzem e
comercializam sementes de mamoeiros, pois com isto seria possivel a venda de sementes
dos diferentes tipos sexuais separadamente, com consequente agregacdo de valor. Da
mesma forma, os modelos poderiam ser utilizados para a averiguacdo de fraudes,
especialmente no tocante ao material genético (cultivares).

Similarmente, os modelos poderiam ser transferidos para espectrometros NIR
portateis e assim, seria possivel a classificacdo das mudas de mamoeiros em condi¢cdes
de viveiro tanto em funcéo do tipo sexual quanto em relagéo as cultivares.

Contudo, é importante salientar que pesquisas futuras precisam ser desenvolvidas
visando testar o desempenho dos modelos desenvolvidos com novas fontes de variacéo,
tais como: diferentes cultivares, variacdes das safras e condi¢cBes de cultivo. Além disso,
os fatores ambientais, incluindo o clima, solo e atmosfera, também podem afetar as
caracteristicas fenotipicos das cultivares. Desta forma, estudos futuros também devem
considerar esses fatores.

Por fim, a realizacdo deste trabalho pode identificar lacunas a serem respondidas
em trabalhos futuros, como: incorporacdo de amostras de plantas com inflorescéncia
masculinas; determinagcdo de compostos quimicos presentes nas sementes,

desenvolvimentos de modelos multivariados néo lineares e selecdo de variaveis.



