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RESUMO

Transgénico € todo organismo cujo material genético sofreu alguma alteracdo na
estrutura a partir da técnica do DNA recombinante (BECHANE, 2012) e séo
empregados a fim de obter determinadas caracteristicas como aumento na
produtividade, diminuicdo do uso de herbicidas. Na cultura do algodoeiro, utiliza-se
essas técnicas para resolver alguns problemas como resisténcia a pragas. Assim
surgiu a necessidade de controlar as culturas transgénicas para evitar a
contaminacdo das culturas convencionais (CIB, 2018). Diante disso necessita-se
fazer a deteccdo, identificacdo de eventos transgénicos. Alguns métodos
convencionais séo laboriosos, caros, demorados e ndo preservam as amostras.
Deste modo o objetivo deste trabalho é desenvolver uma metodologia alternativa
baseadas na espectroscopia NIR, para a identificacdo e distincdo de sementes
convencionais e transgénicas do algodoeiro, que ocorra de forma rapida, pouco
onerosa, nao destrutiva. Assim foram adquiridas 20 amostras de sementes de
algodao,10 convencionais e 10 transgénicas, cedidas pela EMBRAPA Algodao
localizada em Campina Grande — PB. Os espectros NIR de todas as amostras
foram registrados e uma andlise exploratéria dos dados foi realizado, a partir da
técnica de Analise de Componentes Principais (PCA) pode-se observar uma
tendéncia de separacdo entre as classes, e, assim conseguiu escolher o melhor pré-
processamento a ser utilizado no desenvolvimento dos modelos de reconhecimento
de padrbes supervisionados, SIMCA. Tanto a PCA quanto o SIMCA mostraram uma
boa capacidade de distincdo entre a espécie convencional e transgénicos
apresentando uma taxa de classificacéo correta de 100% a um nivel de confianca de
95%.

Palavras-chave: Metodologias Alternativas. Algodoeiro. Quimiometria.



ABSTRACT

Transgenic is any organism whose genetic material has undergone some change in
structure from the recombinant DNA technique (BECHANE, 2012) and are employed
in order to obtain certain characteristics such as increased productivity, decreased
use of herbicides. In cotton growing, these techniques are used to solve some
problems such as pest resistance. Thus arose the need to control transgenic crops to
avoid contamination of conventional crops (CIB, 2018). Therefore, it is necessary to
detect, identify transgenic events. Some conventional methods are laborious,
expensive, time consuming and do not preserve samples. Thus the objective of this
work is to develop an alternative methodology based on NIR spectroscopy, for the
identification and distinction of conventional and transgenic cotton seeds, which
occurs quickly, inexpensively, non-destructively. Thus were obtained 20 cotton seed
samples, 10 conventional and 10 transgenic, provided by EMBRAPA Cotton located
in Campina Grande - PB. The NIR spectra of all samples were recorded and an
exploratory analysis of the data was performed. From the Principal Component
Analysis (PCA) technique, it was possible to observe a tendency of separation
between the classes, and thus was able to choose the best pre. -processing to be
used in the development of supervised pattern recognition models, SIMCA. Both
PCA and SIMCA showed good distinction between conventional and transgenic
species with a correct classification rate of 100% at a confidence level of 95%.

Keywords: Alternative Methodologies. Cotton. Chemometrics.
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1. INTRODUCAO

Nao é de hoje que os homens vém exercendo a pratica do melhoramento
vegetal, desde os tempos mais remotos 0s mesmos buscavam selecionar os tipos
de plantas que melhor se adaptavam as suas necessidades. Esta foi uma forma de
domesticacdo das plantas e uma maneira revolucionaria para a obtencdo dos
alimentos (BOREM & MILACH, 2010).

Ao longo do tempo esse melhoramento vegetal ficou cada vez mais
controlado por causa de alguns estudos, como por exemplo o de Mendel que deu
inicio a uma nova area da ciéncia a genética (CARRER, BARBOSA, RAMIRO,
2010), Karl Ereky utilizou o termo biotecnologia para se referir a todas as linhas de
trabalho cujos produtos eram produzidos a partir de matéria bruta com o auxilio de
organismos vivos (STEINBERG, 2002), James Watson e Francis Crick descobriram
a dupla hélice do DNA, e o desenvolvimento mais acelerado neste campo de
conhecimento s6 se deu com Stanley Cohen e Herbert Boyer, com o avanco da
engenharia genética, cuja informacdo permitia a alteracdo direta do material
genético do DNA/RNA (GIEHL, 2006; VIEIRA, 2006).

Nos ultimos anos a producdo de transgénicos se expandiu praticamente em
todas as regifes agricolas do planeta (JAMES, 2013). Thieman e Palladino, 2004,
citam que a manipulacdo genética pode ser a solugcdo para evitar cenarios de fome,
os alimentos podem ser mais nutritivos, mais resistentes a pragas e de maior
adaptacao em locais mais pobres em nutrientes.

No Brasil uma cultura que teve grande crescimento de area para plantio foi o
algoddo, devido a alta demanda do mercado interno e externo, aumento da
demanda doméstica e global de proteina para alimentacdo humana e animal
(ABAPA, 2018).

Uma problematica envolvendo os algodoeiros sdo os danos causados por
insetos e pragas, deste modo as mudancas feitas no algodao é de suma importancia
e essa melhoria estd sendo feita utilizando principalmente tecnologias transgénicas
(BAOHANG, 2019), onde pode-se obter uma nova variedade com maior teor de
proteinas e Oleos das sementes (WILKINS,2000), recuperar variedades mais férteis
e resistentes a insetos (BOLEK et al, 2005).

Com o crescimento de aprovacdes para o plantio dos transgénicos se dando

de forma tao rapida, para que seja liberado para comercializagdo o mesmo deve
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passar por rigorosos testes (BRASIL, 2005), entdo se faz necessario o
monitoramento, identificacdo, deteccdo da presenca de organismos geneticamente
modificados (OGMs) em culturas agricolas e em produtos derivados (SMALL, 2006).

Geralmente alguns modos convencionais de deteccdo dos transgénicos sao
meétodos caros, onerosos, destroem as amostras (PETIT et al., 2003). Dessa forma
surgiu a necessidade de metodologias diferenciadas que tenham maior
sensibilidade, confiabilidade, custos mais baixos, com certa rapidez quando
comparadas aos meétodos convencionais. Dentre esses novos métodos vem se
destacando a espectrometria no infravermelho préximo (NIR) (OBEID et al, 2004).

A espectroscopia NIR se torna uma ferramenta alternativa util para a
identificacdo de transgénicos, pois possui como caracteristicas ser um método que
nao necessitar da preparacdo da amostra, o tempo e o custo de andlise séo
reduzidos, pode ter a caracterizagdo simultdnea de mudltiplos componentes
influenciados pelo gendtipo, viabilidade de se fazer a analise online, € uma técnica
nao destrutiva e ndo invasiva (HAI-FENG et al, 2012).

O NIR apresenta algumas desvantagens, como ter espectros complexos e
ndo sdo de interpretacdo direta. Além do mais, tem a exigéncia de se ter pessoas
com experiéncia para aplicar as ferramentas matematicas avancadas no
desenvolvimento de modelos de calibracdo (MAGALHAES, 2014). Algumas das
desvantagens enumeradas sao ultrapassadas, com a utilizacdo de técnicas
guimiométricas (PEREIRA, 2011).

Neste trabalho esta sendo utilizado o reconhecimento de padrdes que é uma
das linhas de atuacdo da andlise multivariada de dados, onde no mesmo pode obter
modelos matematicos que sejam capazes de reconhecer ou classificar amostras
(IQBAL, SUN, ALLEN, 2014). Pode ser uma técnica nao-supervisionada ou
supervisionada, como por exemplo, a Analise de Componentes Principais (PCA), e a
modelagem independente flexivel por analogia de classes (SIMCA),
respectivamente. A escolha de qual técnica deve ser utilizada dependera das
informacdes disponiveis e do objetivo pretendido (GREDILLA et al, 2013).

Portanto, diante de tudo que foi exposto o presente trabalho visa desenvolver
uma metodologia simples e precisa capaz de distinguir os genotipos convencionais e
transgénicos do algodoeiro utilizando espectroscopia NIR, aliada a métodos
guimiométricos de reconhecimento de padrées como o SIMCA (Soft Independent

Modeling Class Analogy).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
Desenvolver uma metodologia baseada na espectroscopia NIR e métodos

quimiométricos de reconhecimento de padrées, capazes de distinguir entre

genaotipos convencionais e geneticamente modificados de algodéo.

2.2 Objetivo Especifico

- Registrar os espectros dos gendtipos convencionais e geneticamente modificados
de algoddes utilizando o NIR;

- Verificar qual o melhor pré-tratamento espectral;

- ldentificar quais as varidveis espectrais estdo relacionadas com a modificacdo

genética.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Organismo Geneticamente Modificados

A genética se firmou como uma nova ciéncia a partir dos experimentos de
Mendel, em 1865. Por volta de 1953 ocorreu o descobrimento da dupla hélice do
DNA por James Watson e Francis Crick (CARRER, BARBOSA, RAMIRO, 2010), que
contribuiram para os avancos da biotecnologia. O desenvolvimento mais acelerado
neste campo de conhecimento s6 se deu a partir de 1973 por Stanley Cohen e
Herbert Boyer, com o desenvolvimento da engenharia genética, cuja informacéo
permitia a alteracdo direta do material genético do DNA/RNA (GIEHL, 2006; VIEIRA,
2006).

O termo biotecnologia em si foi originalmente utilizado pelo hingaro Karl
Ereky, em 1919, para se referir a todas as linhas de trabalho cujos produtos eram
produzidos a partir de matéria bruta com o auxilio de organismos vivos
(STEINBERG, 2002). Nos dias de hoje muitos pesquisadores utilizam a
biotecnologia para atender a determinadas demandas, onde o conhecimento desta
area da ciéncia permite a aquisicdo de plantas geneticamente modificadas de
maneira mais controlada (BOREM, 2005).

Assim € dito que Organismo Geneticamente Modificado (OGMs) séao
organismos vivos, que podem ser plantas, animais ou microorganismos, Ccujo
material genético foi alterado por meio da engenharia genética (TOZZINI, 2004).
Popularmente Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) s&do conhecidos
como transgénicos, esses termos sao utilizados como sinénimos, no entanto alguns
autores consideram como transgénicos todo organismo cujo material genético sofreu
alteracdo em sua estrutura a partir da técnica do DNA recombinante, com a
introducdo de fragmentos genéticos de um organismo de espécie diferente na
espécie destinataria. Deste modo os transgénicos podem ser considerados OGM,
mas os OGM nado sado obrigatoriamente considerados transgénicos (BECHANE,
2012).

Nos ultimos anos a producédo de transgénicos se expandiu praticamente em
todas as regibes agricolas do planeta (JAMES, 2013), isso faz com que a transgenia

seja a tecnologia agricola de adocdo mais rapida na histéria da agricultura moderna.
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(ISAAA, 2018). Quando o assunto é plantacdo de algoddo, em relagdo ao Brasil a
area destinada ao cultivo de algod&o transgénicos aumentou significativamente em
2017. Algumas das razbes para esse crescimento foram a rentabilidade, precos
favoraveis, alta demanda do mercado interno e externo, disponibilidade das
sementes e 0 aumento das &reas de plantio. Os fatores que podem influenciar a
expansdao futura desses cultivos de OGMs incluem aumento da demanda domeéstica
e global de proteina para alimentacdo humana e animal, necessidade da producéo
de biocombustiveis e aquecimento do mercado de algodao (ISAAA,2018).

O papel do algodoeiro foi fundamental na histéria da economia mundial,
permanecendo até a atualidade. O algodoeiro é cultivado em mais de 100 paises,
em todos os continentes, equivalendo a 2,8% das terras araveis do globo. A cultura
do algodoeiro € explorada por grandes e pequenos agricultores, exercendo grande
importancia em termos econdmicos, sociais e produtivos (ABAPA, 2018).

A matéria prima obtida diretamente do algodoeiro s&o os fios e tecidos. No
entanto o algoddo é muito versatil e suas subpartes também possuem valor
comercial. O 6leo do caroco do algoddo € o segundo Oleo de semente mais
importante a nivel global, que é utilizado para fins culinarios. O residuo do bagaco
da producdo de 6leo é uma racdo rica em proteina, servindo para alimentar gado
ruminante (SINGH,2018).

Algumas pragas causam danos ao algodoeiro, a principal praga € o bicudo
(Anthomonus grandis), um coleéptero que induz a abscisdo de estruturas
reprodutivas ao se alimentar ou ovopositar em botdes florais. Outra praga importante
€ o pulgdo do algodoeiro (Aphis gossypii), vetor do Cotton Leaf Roll D, art Virus, que
transmite um virus capaz de causar grandes prejuizos em cultivares susceptiveis a
doenca azul (RICHETTI,2006), os danos causados por essas pragas acabam
reduzindo a produtividade, diminuindo o lucro das plantacdes, entre outros danos e
para combater algumas dessas pragas, muitos produtores utilizam um elevado
volume de inseticidas resultando em impactos ambientais negativos.

. Mas com o avanco das técnicas transgénicas no meio agricola, e com o
surgimento de variedades de algoddo transgénico tolerantes a herbicidas e as
pragas, essas técnicas constituem ferramentas importantes para o manejo da
cultura. Elas podem ser introduzidas nos diferentes sistemas de producéo, reduzindo
0s prejuizos causados pelas pragas. O beneficio da inser¢cdo de cultivares

transgénicas tolerantes a herbicidas ou resistentes a insetos ocorre por causa da
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reducdo de perdas, de custos com manejo e da quantidade de inseticidas lancados

nas lavouras.

3.1.1 Vantagens e Desvantagens dos OGMs

As culturas transgénicas oferecem algumas promessas dramaticas para
solucdes de alguns problemas como adaptacdo de alguma cultivar em ambientes
com climas extremos, como toda tecnologia nova, a mesma pode apresentar certos
riscos, principalmente quando se trata de OGMs que podem reunir combinacdes de
genes que n&o sdo encontrados na natureza, dessa forma se torna um organismo
guestionavel quanto ao seu uso (KUMAR et al, 2014).

Alguns defensores dos transgénicos afirmam que os alimentos sdo tdo
seguros quanto outros alimentos. Eles acreditam que os reguladores e o0 processo
regulatério sdo suficientemente objetivos e rigorosos, confiam que a tecnologia dos
OGMs € a chave para alimentar uma crescente populacdo mundial, e veem essa
tecnologia como uma continuagcdo da manipulacdo de plantas que os humanos
conduziram por milénios. Sendo a diferenca entre o melhoramento genético
convencional e o transgénico, que esta requer algumas ressalvas laboratérias e uma
avaliacdo rigorosa das plantas transgénicas e do risco potencial que elas
representam (KUMAR et al, 2014).

A maioria dos OGMs tem como caracteristicas serem tolerantes a herbicidas
ou resistentes a virus, fungos ou insetos, caracteristicas estas que permitem a
obtencéo de variedades mais robustas, de maior qualidade e rendimento (MARIOTTI
et al., 2002; KLUMPER e QUAIM, 2014; RIBEIRO et al, 2017). Também trazem
beneficios como a diminuicdo da quantidade de defensivos que € utilizado para
controle de pragas, houve uma reducéo de 32% na dosagem desses defensivos
aplicados para o algodao, isso reflete a quantidade de ingrediente ativo (defensivos
guimicos) aplicado nas lavouras que também diminuiu (CIB, 2018).

A inclusédo de novos tragos acaba oferecendo maior produtividade agricola,
ou melhor qualidade e caracteristicas nutricionais e de processamento, que podem
contribuir diretamente para melhorar a saude e o meio ambiente, pois pode haver
beneficios indiretos, como a reducdo do uso de agrotoxicos, a melhoria da renda
agricola, entre outros (HASLBERGER; LEKOAPE, 2005).
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3.1.2 Metodologias convencionais para confirmacéo dos OGMs

Com a rapida adocéo dos Organismos Geneticamente Modificados (OGMs) e
com o crescimento de aprovacdes para o plantio ambas se dando na mesma
velocidade, para que um organismo transgénico seja liberado para comercializagéo
0 mesmo deve passar por rigorosos testes (BRASIL, 2005), para isso mais de 120
instituicbes publicas e privadas foram credenciadas junto aos 6rgaos reguladores,
para desenvolver pesquisas referentes aos OGMs, e nesses ultimos 20 anos de uso
de alimentos transgénicos em larga escala, ndo foram registrados nenhum impacto
negativo no meio ambiente ou na saude humana e animal (EMBRAPA, 2017).

Sabendo que a simples deteccdo desses organismos ndo garantem a
seguranca dos alimentos produzidos com OGMs, mas essa deteccdo se faz
necessaria, pois permite verificar algum tipo de contaminacdo em diversos cultivos
expostos a riscos biologicos e com implicacdes econdmicas, sociais e ambientais,
também se faz necessarios para que o consumidor tenha informac6es adequadas
sobre os produtos que estdo adquirindo, e para gerarem confianca nesses alimentos
(CONCEICAO; MOREIRA; BINSFELD, 2006).

Geralmente alguns modos de deteccdo dos OGMs séo caracterizados pela
presenca de um ou mais segmentos de DNA exdgenos, podendo ou ndo acomodar
a expressdo de novas proteinas. Sendo assim, a deteccdo destes organismos é
baseada na sequéncia do DNA exdgeno ou na proteina transgénica. Em se tratando
de produtos alimenticios contendo OGMs tem-se uma analise de rotina que €
realizada em trés etapas, a deteccéao, a identificagdo do OGM presente na amostra,
para verificar se tem autorizacdo para comercializacdo e poér fim a quantificacdo do
OGM no produto com a finalidade de rotulagem ou ndo, conforme a legislacéo
(PETIT et al., 2003).

Alguns métodos de deteccdo sdo baseados na presenca de proteinas como
0s bioensaios e 0s imunoensaios. Geralmente os OGMs utilizados na alimentacéo
sdo tolerantes a herbicidas ou resistentes a insetos, fungos ou virus (MARIOTTI,
2002), os quais podem ser analisados por bioensaios, onde detectam a presenca do
herbicida, no geral sdo métodos simples e praticos, neles as sementes sao
colocadas para germinar em um meio contendo uma solucéo diluida de herbicida, se
a semente for resistente ao herbicida glifosato, ocorrer4 a germinacdo da plantula.

Esse bioensaio tem algumas limitagbes como a necessidade de um longo tempo
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para a obtencdo dos resultados e a utilizacdo restrita a OGMs resistentes a
herbicidas (TORRES et al., 2003).

Segundo Stave (1999), os imunoensaios sao ideais para a deteccao
qualitativa e quantitativa de proteinas em misturas complexas. E baseado na
concentracdo tipica de protefnas transgénicas em tecidos vegetais (> 10ug. g* de
tecido). O limite de detec¢cdo de um imunoensaio € de aproximadamente 1%, no
entanto, nem sempre é possivel a deteccdo de OGMs por este método. Dentre os
métodos de imunoensaios pode-se destacar o ensaio imunoenzimatico (ELISA), o
imunoensaio de fluxo lateral (IFL) e o Western blot, que sdo bastantes utilizados na
deteccao e quantificacdo de alimentos contendo OGMs (MAGIN, 2000).

Existem também métodos de deteccédo baseados na presenca de DNA, ja que
geralmente pode-se estabelecer uma correlacao linear entre a quantidade de OGM e
DNA exogeno quando a modificagdo genética é nuclear. No entanto, em se tratando
de modificacdo genética ndo nuclear, como é o caso de quando o DNA exdgeno é
introduzido em uma organela como o cloroplasto, essa correlacdo ndo é possivel.
Até o momento, todos os OGMs comercializados possuem modificacdo genética
nuclear (CONCEICAO et al., 2004).

Por ser mais estavel que a maioria das proteinas, o DNA é passivel de ser
detectado em alimentos processados, e o principal método utilizado na deteccédo e
guantificacdo de alimentos contendo OGMs é a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), que consiste na amplificacdo seletiva de sequéncias especificas da molécula
de DNA. Este método é sensivel, especifico, seguro, capaz de detectar uma ampla
série de eventos (BERTHEAU et al.,, 2002; GIOVANNINI, CONCILLO, 2002), e
distinguir as variedades GM que apresentam diferentes construcdes génicas, porém
expressam a mesma proteina (YAMAGUCHI et al., 2003).

As principais limitagdes do PCR sédo as dificuldades na constru¢gdo dos
indicadores, pois suas informacfes sobre a sequéncia da modificacdo genética
geralmente sao confidenciais (HOLST-JENSEN et al., 2003), necessidade de
pessoal treinado e de equipamentos especiais, custo elevado, ja que cada teste é
especifico para uma unica modificagcdo genética, necessitando também de material
de referéncia certificado, cuja disponibilidade geralmente € limitada (MIRAGLIA et
al., 2004).
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3.1.3 Metodologias Alternativas para confirmacédo dos OGMs

Outras formas de deteccdo e quantificacdo de OGMs vem sendo
desenvolvidos, as novas metodologias tém maior sensibilidade, confiabilidade,
custos mais baixos, com certa rapidez quando comparadas aos métodos
convencionais. Dentre esses novos métodos vem se destacando a cromatografia, a
espectrometria de massa, a espectrometria no infravermelho proximo, a
eletroforense capilar este ultimo consegue identificar o promotor 35S (OBEID et al.,
2004).

Discorrendo melhor sobre a espectroscopia de infravermelho préximo (NIR), a
mesma pode ser empregada na deteccéo e quantificacdo de OGMs, pois é baseada
na mensuracdo do comprimento e na intensidade de absorcéo de luz infravermelha
proximo realizada pela amostra. Como vantagens essa técnica é rapida, ndo requer
a destruicdo da amostra, mesmo diante dessas vantagens, a quantificacdo ainda
precisa ser validada (HURBURGH, et al., 2000; KOK et al., 2002).

As bandas no infravermelho proximo sdo muito mais fracas que as vibracoes
fundamentais no infravermelho médio. Esta natureza fraca da absorcdo de NIR é
uma vantagem analitica visto que permite uma andlise direta de matrizes com
absorcdes fortes com alta dispersao de luz, tais como lamas, suspensoes, pastas e
pos. As bandas de absorcdo de NIR sdo amplas e muito sobrepostas. Quando o0s
comprimentos de onda séo longos, as bandas sao fortes, nitidas e com melhores
resolucdoes (ARNOLD, HARVEY, 2002).

Os espectros NIR, tanto contém informacao sobre a composi¢cao quimica da
amostra, como também relacionam a sua informacao fisica. A regido espectral ideal
para ser usada para a analise de uma amostra é determinada pela correspondéncia
entre as propriedades espectrais da regido NIR com a performance analitica
requerida, as requisicdes de amostragem e as propriedades fisicas da amostra
(METROHM, 2013).

Quando trata-se da légica por tras da analise transgénica utilizando o NIR
primeiro tem a caracteristica da absorcdo espectral de ligacbes moleculares, tais
como C-H, C-N, O-H e S-H, que esta relacionada as mudancas fenotipicas (nivel de
expressdo) causadas por mudangas genotipicas. Alguns métodos quimiométricos
sd@o usados para extrair informacdes detalhadas sobre os genoétipos das amostras.

Assim a espectroscopia NIR torna-se uma ferramenta alternativa atil para a
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identificacdo de transgénicos, pois possui como caracteristicas ser um método que
ndo necessita da preparacdo da amostra, 0 tempo e o custo de analise sado
reduzidos, pode ter a caracterizacdo simultdnea de multiplos componentees
influenciados pelo gendtipo, viabilidade de se fazer a analise online, € uma técnica
nao destrutiva e ndo invasiva (HAI-FENG et al, 2012).

O NIR apresenta algumas desvantagens, como ter espectros complexos e
nao sao de interpretacdo direta. Isto deve-se ao fato de as bandas de absorcao
serem geralmente sobrepostas e podendo aparecer nao-especificas e mal-
entendidas, ou seja, necessitando de um pré-processamento para que as diferencas
espectrais sejam sobressaidas, assim a primeira vista pode ndo ser possivel
detectar. Além do mais, tem a exigéncia de se ter pessoas com experiéncia para
aplicar as ferramentas matematicas avancadas no desenvolvimento de modelos de
calibracdo (MAGALHAES, 2014). Algumas das desvantagens enumeradas S&0
ultrapassadas, com a utilizacdo de técnicas quimiométricas (PEREIRA, 2011).

3.2 Reconhecimento de Padroes

O reconhecimento de padrdes é utilizado visando a obtencédo de modelos
matematicos que sejam capazes de reconhecer ou classificar amostras (IQBAL et
al.,2014). Podendo ser supervisionada ou ndo supervisionada. A escolha de qual
deve ser utilizada ird depender das informacdes disponiveis e do objetivo pretendido
(GREDILLA et al, 2013). Nas técnicas supervisionadas deve existir um
conhecimento prévio sobre a identidade das amostras, para que seja possivel a
classificacdo (YI et al., 2013). J& nas técnicas ndo supervisionadas néo € exigido o

conhecimento prévio sobre a identidade das amostras.

3.2.1 Andlise de Componentes Principais (PCA)

A PCA faz parte das técnicas de reconhecimento de padrées nao
supervisionados, cujo principio € manipular matematicamente um conjunto de dados
de natureza multivariada, a mesma ¢é capaz de identificar similaridades e diferencas
entre amostras do conjunto de dados, tendo assim a reducdo da dimensionalidade
das variaveis e representacdo das variacdes existentes na forma de componentes

principais (PCs), (HUANG et al, 2015). PCA é provavelmente a técnica que possui
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uma maior aceitacdo pela comunidade cientifica e é largamente utilizada em
diversas aplicagdes (BRERETON, 2003).

O modelo que representa a transformacao da matriz de dados em um modelo

bilinear obedece a equacéo exposta abaixo:
X=TL'+E (1)

Onde na PCA ocorre a decomposi¢cdo da matriz X em um produto de duas
matrizes, T € a matriz de scores (sdo as coordenadas das amostras no novo sistema
de eixo) e L a matriz dos pesos (Loadings, que sdo os cossenos dos angulos entre
0S eixos originais e as componentes principais) e E é a matriz dos erros.

O novo modelo que é formado a partir de uma combinacdo linear das
variaveis originais e nelas contidas estao as informacdes mais relevantes dos dados,
assim as representacbes dos novos eixos formados sdo denominados de
componentes principais (PC do inglés Principal Component), onde serdo sempre
ortogonais (perpendiculares) umas as outras e representardo, de forma decrescente,
a maior variancia dos dados (BORRAS et al., 2014).

Figura 1: Andlise de componentes principais (PCA) — primeira e segunda PCs no espaco
tridimensional das variaveis.

a) b) AVariavel 3

Variavel 2
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Fonte: HUANG et al., 2015

Nos resultados mostrados na PCA tem as imagens dos scores que podem
fornecer informagdes importantes sobre o conjunto de dados, principalmente quando
combinados aos gréaficos de pesos. Também €& possivel obter um grafico de

disperséo com a matriz desdobrada de uma imagem de escores de uma
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componente versus outra. Este tipo de gréfico pode fornecer informacfes sobre

outliers e diferentes classes no conjunto de dados analisados, (GELADI et al., 1989).
PCA é uma técnica bastante utilizada como base para outras técnicas

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

reconhecimento de padréo supervisionado.

3.1.2 SIMCA

Esse método foi introduzido por Svante Wold nos anos 1970. Como a
Quimiometria teve seu inicio na area de reconhecimento de padrdes, SIMCA foi o
nome do primeiro pacote computacional, por esse motivo a palavra SIMCA era
considerada sinbnimo de Quimiometria (FERREIRA, 2015).

A modelagem independente flexivel por analogia de classes, vem do inglés
Soft Independent Modelling of Class Analogy (SIMCA) € a principal técnica para o
desenvolvimento de modelos supervisionados que modela a localizagcédo das classes
no espago multimensional pelo calculo de componentes principais PCs
separadamente para cada categoria (BRERETON, 2003).

Esse método assume que os valores medidos para um grupo de amostras
parecidas tenderdo para uma distribuicdo uniforme e modelavel, assim uma amostra
desconhecida pode ser classificada como pertencente a uma, a mais de uma ou a
nenhuma categoria predefinidas, dessa forma o SIMCA faz um tipo de embalagem

para cada classe.
Figura 2: — Processo de Modelagem do SIMCA

" Classe C

A=2

M4 =1 Sk D
Classe D * PCl A=1 PCl

Fonte: FERREIRA, 2015.
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No SIMCA um modelo de componentes principais € ajustado a cada classe do
conjunto de treinamento, dando origem a um classificador para cada classe de forma
independente, o que evita a influéncia de uma sobre as outras no processo de
definicdo das classes, essa € uma das grandes vantagens desse método, a outra
vantagem € que o SIMCA é capaz de detectar outliers, 0 que significa que essa
técnica é capaz de identificar amostras que ndo pertencem a quaisquer das classes
determinadas.

Tem que ser tomados os seguintes passos no SIMCA (BERRUETA et al.,
2007):

() Precisa fazer uma selecdo das amostras para pertencerem ao conjunto de
treinamento, de validacdo e de teste, que consistem de objetos de associacdo de
classes conhecidas para as quais as variaveis sdo medidas;

(i) Uma selecdo das variaveis € feita para eliminar aquelas que correspondem a
ruido ou que ndo tenham poder discriminante;

(i) Constroi um modelo utilizando o conjunto de treinamento, gerando algumas
categorias que se agrupam de acordo com as suas semelhancas;

(iv) Faz uma validagdo do modelo utilizando um conjunto independentes de
amostras para avaliar a consisténcia da classificagéo.

Existe o fator do nimero de PCs, onde ndo deve ser muito alto, pois existe
um risco de fazer um modelo baseado em ruido ou em dados aleatorios, e nem
muito baixo, ja que pode deixar de incluir dados importantes, diminuindo o poder
exploratoério do conjunto de dados. (BERRUETA et al., 2007).

O ideal para a obtencdo de um modelo satisfatério € o fato das amostras
serem independentes tanto para o grupo de treinamento quanto para a validacao, se
isso ndo for satisfeito e ndo se tenham amostras suficientes para tal coisa, faz uma
validacdo cruzada interna, onde o préprio conjunto de dados é dividido em dois
subconjuntos: treinamento e validacado (ALMEIDA et al., 2013).

Essa validacdo cruzada interna tem a caracteristica de deixar de fora um
segmento e fazer o modelo com o restante desses segmentos, constituindo o
conjunto de treinamento, para validar s6 pegar o segmento que foi deixado de fora.
Esse procedimento é repetido varias vezes. Assim ao final da validagdo cruzada,
havera ndo apenas um modelo, mas um grupo de modelos que descrevem o
conjunto de dados (ENGKILDE, JACOBSEIN, SONDERGAARD, 2007).
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4. METODOLOGIA

4.1 Local do experimento

Este trabalho foi realizado no Laboratério Avancado de Tecnologia Quimica-
(LATECQ) localizada na Embrapa Algodao, em Campina Grande, PB.

4.2 Amostras convencional e transgénica

As amostras das sementes de cultivares de algoddes transgénicos e
convencionais foram cedidos pela Embrapa Algoddo localizada na cidade de
Campina Grande-PB, sendo uma espécie de algodao geneticamente modificada
denominada (BRS 368 RF) e uma espécie de algodado convencional denominada
(BRS Aroeira), foram adquiridas 10 amostras de cada uma delas totalizando uma
quantidade de 20 amostras. Apds a coleta das amostras na forma de plumas de
algodao contendo a semente, foi realizada a limpeza da semente de forma a deixar
a semente sem residuo de fibra.

A cultivar geneticamente modificada, BRS 368 RF, utilizada neste trabalho foi
originada de um cruzamento biparental, realizado pela Embrapa Algodao, obtido a
partir de um programa de melhoramento de retrocruzamento para incorporacdo do
evento comercial MON 88913 que € conhecido como Roundup Ready® Flex (RF)
para conferir resisténcia ao herbicida glifosato em germoplasma de algod&o. Esse
cruzamento se deu com a cultivar convencional BRS 286, proveniente da Embrapa,
que foi utilizada como pai recorrente e a cultivar de algodao de alto rendimento Sure
Grow 125 utilizada como doadora de caracteristicas, proveniente da Monsanto
(BOWMAN et al, 2006; BARROSO et al., 2017).

A cultivar BRS 286 tem como caracteristicas boa qualidade de fibra,
precocidade, adaptacdo ao cerrado nordestino, possui niveis adequados de
resisténcia as principais doencas, sendo resistente & mancha angular, mosaico da
nervura, mosaico comum, entre outros. Ja o Sure Grow 125 RF é susceptivel a
doenca do algodéo azul, causada pelo virus ando do algodoeiro Leafroll e ndo tem
boa qualidade de fibra (BARROSO, 2017).

A cultivar transgénica (BRS 368 RF) tem como caracteristicas ser de porte

baixo, tem o ciclo de médio a precoce, com rendimento de fibra de 40% e potencial
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produtivo entre 4.200 e 4.500 kg/ha e é resistente ao herbicida glifosato, por esse
motivo, a mesma oferece maior flexibilidade no controle de plantas daninhas,
permitindo a aplicacdo em qualquer fase do desenvolvimento da cultura sem
necessidade de pulverizagcbes com herbicidas ndo seletivos em jato dirigido
(EMBRAPA, 2017).

Ja a cultivar convencional (BRS Aroeira), produz em média 3841 kg/ha,
dentre as cultivares plantadas no Brasil, esta € a que dispde de maior teor de 6leo
na semente (25% a 27%) comparada com as outras que possuem em média 14% de
Oleo, possui fibras mais finas, com maior comprimento, representam uma alternativa
para a producdo de custo baixo e possui resisténcia multipla a doencas como
ramulose, viroses, mancha de stemphylium, além de tolerancia a bacteriose,
manchas de ramularia, entre outros (FREIRE, 2002).

O aspecto das duas cultivares, convencional e transgénica sédo semelhantes,

sendo impossivel distingui-las visualmente, como mostra a Figura 3.

Figura 3. Sementes de BRS 368 RF e BRS Aroeira.

[ BRS368RF | | BRS AROEIRA |

Fonte: Prépria, 2019.

4.3 Instrumentacao

4.3.1 Espectroscopia NIR

As medidas espectrais de reflectancia difusa na regido do visivel e
infravermelho préximo foram adquiridas por meio do espectrdmetro VIS/NIR modelo

XDS Analyser (Foss Analytical, Hogans, Sweden) como ilustrado na Figura 4.
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Figura 4: Espectrofotbmetro XDS near-infrared Rapid Content TM Analyser da FOSS Analytical

Fonte: Prépria, 2019.

Os espectros foram registrados na regido de 400-2500 nm, com resolucéo de
0,5 nm e 32 scans. Para a andlise das sementes por espectroscopia NIR foram o
utilizadas uma quantidade de sementes que preenchesse o recipiente de amostra do
equipamento (em torno de 25 sementes), ressaltando que para uma melhor
visualizacdo foi mostrado na figura 3 uma célula que ndo estava totalmente
preenchida.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Andlise Exploratéria

A Figura 5 apresenta os espectros brutos das 20 sementes. Pode-se observar
que ndo € possivel encontrar visualmente caracteristicas espectrais que possam
diferenciar as amostras transgénicas das convencionais. Também pode-se observar
um deslocamento de linha de base e um espalhamento no sinal espectral devido a

natureza da amostra.

Figura 5: Espectro bruto das 20 amostras.
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Fonte: Software The Unscrambler X

Deste modo, alguns pré-processamentos espectrais foram aplicados a fim de
remover estas caracteristicas fisicas relacionadas aos aspectos fisicos das
amostras. Os pré-processamentos testados foram a Corre¢cdo Multiplicativa de
Espalhamento (MSC: Multiplicative Scattering Correction), Variacdo Normal Padrao
(SNV: Standard Normal Variate) e suavizacdo com janela de 9 pontos e polinbmio
Savitzky Golay de segunda ordem, onde sO serd inserido neste trabalho a imagem
da figura 6 pertinente aos espectros contendo somente o0 pré-processamento com
MSC.



Figura 6: Espectro com o pré-processamento MSC das 20 amostras.
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Fonte: Software The Unscrambler X

A analise em componentes principais (PCA) foi aplicada a fim de realizar uma

analise exploratéria dos dados brutos e pré-processados. Tanto a PCA dos dados

brut

0s quanto dos pré-processados apresentou uma tendéncia de separacao entre

as sementes convencionais e transgénicas, como mostra a figura 7.

Figura 7: Analise de componentes principais (PCA) referente aos espectros brutos (A) e pré-

processados com (B) MSC (C) SNV e (D) Suavizagdo com janela de 9 pontos e polinbmio Savitizky

Golay de 22 ordem.
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Fonte: Software The Unscrambler X

De modo geral, as amostras transgénicas se localizaram predominantemente
nos escores positivos de PC1, enquanto as amostras convencionais se localizaram
nos escores negativos de PC1l. Também pode-se observar que as amostras
convencionais apresentam uma menor variabilidade espectral, apresentando uma
menor distancia intraclasse. Ja as amostras transgénicas apresentam uma maior
variabilidade e consequentemente uma maior distancia intraclasse.

A PCA dos dados brutos ndo foi utilizada j& que na mesma além de conter
informacdes quimicas sobre as amostras, contém também informacoes fisicas, isso
acabaria sendo modelado no SIMCA, onde acabaria ndo sendo um modelo de
classificacao tao robusto.

Ja os dados tratados com MSC foram os que se adequaram melhor as
amostras ja que além de ser um pré tratamento simples, sdo amostras solidas,
preserva o espectro original e os dados sdo mais confiaveis, onde o mesmo retira do
conjunto de dados o espalhamento devido as propriedades fisicas das amostras.
Assim os resultados indicam que os dados em questdo fornecerdo modelos de

reconhecimento de padrbes supervisionados com uma boa capacidade preditiva.

5.2 Modelos de Reconhecimento de Padrbes Supervisionados

Visando o desenvolvimento de uma metodologia alternativa aos métodos
convencionais que possa ser utlizada para distinguir sementes convencionais e
transgénicas, foram construidos modelos de reconhecimento de padrbes

supervisionados utilizando o método SIMCA. Levando em conta os resultados da
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andlise exploratdria os modelos SIMCA foram construidos utilizando os dados
tratados com MSC. Para a construgdo dos modelos 6 amostras de cada classe
foram utilizadas para a etapa de treinamento e 4 amostras de cada classe na etapa
de teste. Deste modo, o conjunto de treinamento foi composto de 12 amostras e 0
conjunto de teste foi composto por 8 amostras. Visando a representatividade e
reprodutibilidade da amostragem, as amostras dos conjuntos de treinamento e teste

foram selecionadas com o auxilio do algoritmo Kennard Stone (KENNARD, 1969).

5.2.1 Modelo SIMCA

Para a construcdo do modelo SIMCA, foi feito uma PCA para a classe
convencional, contendo seis amostras e uma PCA para a classe transgénica
contendo seis amostras, separadamente. Em seguida o modelo SIMCA foi testado
com um total de oito amostras, sendo quatro convencionais (amostras 3, 7, 8 e 10)
e gquatro transgénicas (amostras 4,5, 7 € 9).

Podemos observar na Tabela 1 o resultado da etapa de teste do modelo
SIMCA. A mesma mostra a classificacdo de cada amostra nas classes. Como pode
ser observado foi alcangcado 100% de classificacdo correta, a um nivel de confianca
de 95%, ndo sendo apresentados resultados falsos positivos ou falsos negativos.

Tabela 1: Classificacdo SIMCA.

Amostra Classe Classe
convencional Transgénico
Amostra_3 (C) *
Amostra_7 (C) *
Amostra_8 (C) *
Amostra_10(C) *
Amostra_4 (T) *
Amostra_5 (T) *
Amostra_7 (T) *
Amostra_9 (T) *

Fonte: Software The Unscrambler X
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Para verificar se o0 modelo é robusto utiliza-se de duas ferramentas o Poder
de Modelagem (PM) e o Poder Discriminante (PD) para cada variavel espectral. Esta
sendo mostrado na figura 8 as variaveis que sao importantes para o modelo, onde
amostras que estdo abaixo da limiar 0.3 (linha vermelha) ndo € importante para o
modelo, ja amostras que estdo acima de 0.3 sdo importantes para esse modelo.
Deste modo todas as amostras utilizadas para fazer o modelo SIMCA foram

importantes, pois todas estdo acima de 0.7.

Figura 8: Poder de Modelagem por variavel
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Em relacdo ao Poder Discriminatério (PD) Figura 9, que mostra o quanto cada
variavel contribui para a separacdo dos dois modelos, pode-se observar que a
variavel no comprimento de onda de aproximadamente 2.432 nm possui um alto
valor de PD. O comprimento de onda 2.432 nm pode ser atribuido ao grupo
funcional aril (C-H aromético C-H) (WORKMAN, WEYER, 2007).
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Figura 9: Poder de Discriminagdo por variavel, destaque relacionado a regido relacionada a estrutura
alfa-hélice do peptideo.
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Fonte: Software The Unscrambler X

A regido de 2.400 a 2.493 nm apresenta variaveis com alto valor de PD,
dentre as variaveis desta regido se encontra o comprimento de onda 2445 nm (seta
vermelha) que pode ser atribuido ao grupo funcional CONH,, especialmente devido
a ligacdo hidrogénio C=0 com N-H do peptideo denominada estrutura alfa-hélice
(WORKMAN, WEYER, 2007). A a-hélice esta presente na estrutura secundaria dos
niveis de organizacdo das proteinas e se assemelha a uma escada em espiral.
Nesta estrutura o esqueleto de polipeptidio esta estreitamente enrolado ao longo do
maior eixo da molécula e os grupos R dos residuos de aminoacido projetam-se para
fora do esqueleto helicoidal. A estabilizacdo se da pela presenca das ligacdes de
hidrogénio entre os grupamentos NH e CO da cadeia principal. O grupamento CO de
cada aminoacido forma ponte de hidrogénio com o grupamento NH do aminoacido
gue esta situado a quatro unidades adiante na sequéncia linear, sendo que todos os
grupamentos NH e CO formam pontes de hidrogénio (WORKMAN, WEYER, 2007).
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6. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o método de reconhecimento de padres né&o
supervisionados, a partir da técnica de Analise de Componentes Principais, realizou
uma analise exploratéria dos dados onde foi observada uma tendéncia de separacao
entre as duas classes de amostras, bem como auxiliou na escolha no melhor pré-
processamento a ser utilizado no desenvolvimento dos modelos de reconhecimento
de padrdes supervisionados. O modelo SIMCA foi desenvolvido com os dados pré-
processados utilizando o MSC, ja que o0 mesmo € simples, se adequa melhor aos
tipos de amostras sélidas, adequado para medida de refletancia, preservando o
espectro original, e os dados sdo mais confidveis por que ele retira do conjunto de
dados o espalhamento devido as propriedades fisicas das amostras, garantindo
assim que tanto a PCA quanto o SIMCA apresentaram distincdo entre as classes a
partir das diferencas quimicas das amostras e ndo baseado em propriedades fisicas.
Dessa forma tanto as técnicas ndo supervisionadas (PCA) quanto a técnica
supervisionada (SIMCA) mostraram um bom desempenho, mostrando distincédo
entre as duas classes estudadas e uma taxa de classificacdo correta de 100% a um

nivel de confianca de 95%.
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