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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias Biologicas nas Dimensdes Humanista, Critica e Reflexiva”,
encontra-se composta por 14 trabalhos cientificos, que oferecem ao leitor a
oportunidade de se documentar arespeito de diferentes tematicas na areadas ciéncias
bioldgicas. Traz assuntos que permeiam desde praticas pedagdgicas para formagcao
de cidaddos mais conscientes do seu papel na manutencdo da biodiversidade do
planeta, até registros dos impactos antropicos em diversas dimensdes: ar, solo e
recursos hidricos.

Sabe-se que a busca de alternativas menos impactantes nos sistemas agricolas
€ uma das linhas de pesquisas mais importantes atualmente, dada a iminéncia da
escassez de certos recursos naturais, sendo estes, temas bastante contemplados
neste livro.

Os diversos avancgos na instrumentacéao biotecnolégica é outro grande atrativo
desta publicacdo. Também séo explorados tdpicos interdisciplinares como a bioética
e o direito da crianca intersexual oportunizando maiores esclarecimentos sobre 0
tema.

Dentro da vertente saude é feita uma analise sobre o entendimento geral de
profissionais envolvidos na deteccao de problemas de saude nas primeiras horas de
vida, e daqueles que incumbem-se de levar a populacao informacdes sobre medidas
de prevencao contra as diversas verminoses. Em outro eixo, os saberes populares a
respeito dos efeitos medicinais de determinadas plantas sdo valiosamente abordados.

Considerando esse cenario, a obra As Ciéncias Biolégicas nas Dimensdes
Humanista, Critica e Reflexiva relne grandes temas da ciéncia proporcionando ao
leitor vastas opg¢des de aprendizado.

Raissa Rachel Salustriano da Silva- Matos
Geisa Mayana Miranda de Souza
Ana Carolina Sousa Costa
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CAPITULO 12

APLICACAO DO METODO DE ANALISE DE IMAGEM
NA DETERMINAGCAO DO CRESCIMENTO RADIAL DO

Eduardo Henrique Silva de Oliveria
Universidade Federal do Tocantis, Aluno de
Graduacédo em Engenharia de Alimentos, Palmas
-TO

Rodrigo Silva Dutra

Universidade Federal do Tocantis, Aluno do
Programa de P6s-Graduagcéo em Agroenergia,
Palmas — TO

Lina Maria Grajales Agudelo

Universidade Federal do Tocantis, Docente do
Curso de Engenharia de Alimentos e do Programa
de P6s-Graduagcao em Agroenergia, Palmas — TO

RESUMO: Atualmente, muitos fungos sao
produzidos para serem aplicados na industria,
principalmente, na industria agricola, ja que
constituem uma alternativa compativel com o
ambiente. Um claro exemplo é o uso do fungo
entomopatogénico  Metarhizium  anisopliae
empregado como pesticida biolégico para
controlar pragas como a Mahanarva posticata,
a cigarrinha-da- folha que se da nos cultivos
de cana-de- acucar, gafanhotos, besouro
do gréao do trigo, carrapatos de impacto na
pecuaria, broca cana e outros insetos da
ordem lepiddpteros. O estudo do crescimento
deste microrganismo aliado a analise de outras
variaveis como temperatura, pH e meios de
cultivo, permite ajustar modelos matematicos
visando sua producdo em uma escala maior.
Por este motivo, o presente trabalho teve como
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FUNGO Metarhizium anisopliae

principal objetivo determinar o crescimento
radial do fungo Metarhizium anisopliae através
da técnica de analise de imagem. Para atingir
0 objetivo, o fungo foi cultivado em meio BDA e
fotografado em intervalos definidos de tempo.
Posteriormente, as imagens foram digitalizadas
e as areas de crescimento contabilizadas pelo
software “Image pro plus”, onde as informacodes
obtidas um modelo
matematico que permitird predizer a taxa de

foram ajustadas a

crescimento do fungo.
PALAVRAS-CHAVE: Metarhizium anisopliae;
Crescimento Radial; Analise de Imagem.

APPLICATION OF IMAGE ANALYSIS
METHOD TO DETERMINE THE RADIAL
GROWTH OF FUNGUS METARHIZIUM

ANISOPLIAE

ABSTRACT: Currently,
produced to be applied in the industry, mainly

many fungi are
in the agricultural industry, since they are an
alternative compatible with the environment. A
clearexampleisthe use ofthe entomopathogenic
fungus Metarhizium anisopliae used as a
biological pesticide to control pests such as
Mahanarva posticata, the leafhopper that grows
on sugarcane, locust beetles, wheat beetles,
ticks impact on livestock, sugarcane borer and
other insects of the order Lepidoptera. The study
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of the growth of this microorganism, together with the analysis of other variables such
as temperature, pH and culture media, allows to adjust mathematical models aiming
their production in a larger scale. For this reason, the main objective of the present
work was to determine the radial growth of the fungus Metarhizium anisopliae through
the technique of image analysis. To reach the objective, the fungus was grown in BDA
medium and photographed at defined intervals of time. Afterwards, the images were
digitized and the growth areas were counted by the software “Image pro plus”, where
the information obtained was adjusted to a mathematical model that will allow to predict
the growth rate of the fungus.

KEYWORDS: Metarhizium anisopliae; Radial Growth; Image Analysis.

11 INTRODUCAO

Com a grande expansdo das atividades agricolas, muitas pragas que
destroem as plantacbes estdao se desenvolvendo, e com o intuito de evitar a
perda, os agricultores acabam optando pela utilizacdo de agrotoxicos, o que €
muito prejudicial para a saude humana e ap6s o processamento do alimento ndo é
possivel retirar todos os residuos com facilidade (Moura, 2007). A fim de tornar as
lavouras mais produtivas, ou seja, com pouca perda devido ao ataque de insetos e
fazer com que o alimento produzido ndo cause danos a saude humana, a utilizacao
de meios de controle biolégico vem crescendo a cada vez mais (Messias, 1989)
e com as vantagens de ser um meio mais barato é muito mais eficaz (Pomella e
Ribeiro, 2009). Tal € o caso do fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae
que ataca gafanhotos, cigarrinhas de cana-de-agucar e besouros do grao de trigo
(Grajales, 2010). O fungo invade os insetos penetrando as suas cuticulas ou “pele”,
uma vez dentro eles se multiplicam rapidamente causando a destruicao da praga e
ocasionalmente toxinas (Gravena, 2000). Eles emergem, frequentemente, do corpo
dos insetos para produzir os esporos, que quando esparramados pelo vento, chuva
ou contato com outros insetos espalham a infeccao pela area (Gravena, 2000).

Devido a importancia do crescimento microbiano para aplicacdo em lavouras
como pesticidas biolégicos, alguns autores tem feito seguimento desse crescimento
através de modelos matematicos que permitem predizer o seu comportamento,
Vieira (2000) por exemplo, utilizou um modelo matematico para bovino a pasto, onde
fazia a simulagdo da dindmica de nutrientes no trato gastrointestinal e com isso
observava a atividade microbiana em cada animal. Outro pesquisador que utilizou
modelos matematicos para predizer a taxa de crescimento microbiano foi Sarmento
(2006), onde fez a modelagem do crescimento microbiano em mortadela e salsicha
defumada em processos isotérmicos e nao isotérmicos. Da Silva (2004) fez a analise
da cinética de crescimento do fungo Eremothecium ashbyii onde utilizou o método
Kono que a partir deste método se é capaz de estimar a produtividade celular.

Com o avancgo da tecnologia, novas técnicas de analise vém surgindo. O Método
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de Analise de imagem €& um método inovador e a partir dele se é capaz de descobrir
varias caracteristicas do observado, como a quantidade col6nias formadas por um
microrganismo e a dimensédo de seu tamanho de ocupag¢é&o no meio de cultura,
dentre outras (Gomes, 2008). Esta técnica vem se destacando muito na sociedade
de pesquisadores, visto que é rapido, confiavel, reduz os possiveis erros causados
pela manipulagcdo das amostras e permite analisar varios objetos simultaneamente
(Balaban, 2008). Assim, o objetivo principal deste trabalho & analisar através da
técnica de analise de imagem, o crescimento do fungo Metarhizium anisopliae ao
longo do tempo

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

O fungo entomopatogénico Metarhirzium anisopliae cepa ICBC 425 foi utilizado
sob a forma de esporos puros em pd, armazenados a temperatura de -4 °C. A cepa
foi adquirida no laboratério Biocontrol, localizada na cidade de Sertaozinho-SP.

2.2 Métodos

Quinze mililitros de meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) dispostos em
placas de petri de 11cm de diametro foram esterilizados a 121°C por 20 minutos.
Apéds, o meio solidificar a temperatura ambiente, o fungo foi cultivado com unicamente
uma pincelada de esporos no centro geométrico das placas de petri, isto em camara
de fluxo laminar marca Marconi modelo MA1550/1. Imediatamente, o conjunto foi
colocado em camara climatizada BOD marca Adamo a temperatura de 28 °C + 1
°C durante 07 dias. Periodicamente, as placas de petri com o fungo foram retiradas
da BOD para serem fotografadas e posteriormente analisadas mediante o software
“Image pro plus (Media Cibernetics)” na versao gratuita.

O sistema completo para as fotografias consistiu em um suporte de isopor
quadrado de 17 cm de lado e 17 cm de altura. O suporte contou com uma perfuragéao
redonda de 5 cm de diametro, conforme apresentado no esquema da Figura 1, para
localizar a lente da camera fotografica Sony modelo DSC-W230 de 12.1 Mega Pixels.
As condicbes de iluminacao foram sempre controladas para garantir a padronizacao
das fotos.
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1- Perfuracdo para lente da
camera;

2- Suporte da cdmera;

‘ ’ 3- Placa de Petri.

Figura 1- Suporte para fotografia.

A superficie das placas de petri foram fotografadas, as imagens digitalizadas
e em seguida contabilizada a area, o raio e o didmetro de crescimento do fungo
mediante o software Image ProPlus, conforme esquema da Figura 2. Os valores
referentes ao raio, diametro e area foram todos disponibilizados pelo software, onde
os valores se encontravam em pixels e apds uma simples conversao de unidades foi

transformado para centimetros ou centimetros quadrados.
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Figura 2- Layout da analise de imagem

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Com as informacgbes de area e raio obtidas foram realizados graficos da sua
variacdo em funcdo do tempo para posteriormente, analisar cada estagio da curva
de crescimento, ou seja, detectar o momento em que o fungo inicia e termina a fase
lag, exponencial, estacionaria e de morte (Bastos, 2010). As Figuras 3 € 4 mostram

a variacao do raio e de area em funcéo do tempo.
Pode-se observar que até o tempo de 24 horas apds o processo de inoculagéo,
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o fungo ainda estava se adaptando ao meio, permanecendo na fase lag. Segundo
Dickinson & Bottomley (1980) os fungos sé&o capazes de manter-se até encontrar-se
em condicdes favoraveis para retomar seu crescimento, portanto todo esse tempo
gue nao houve crescimento micelial do fungo foi devido ao processo de adaptacéo.
A partir das 36 horas se inicia a curva de crescimento exponencial, a qual é a de
maior interesse nesse estudo ja que visa analisar o seu periodo de maior eficiéncia,
com o inicio do crescimento micelial percebese que com 12 horas do inicio desse
crescimento, o fungo obteve um crescimento praticamente dobrado e a cada 12
horas percebeu-se esse comportamento. De acordo com Bastos (2010) ap6s o final
da fase de adaptacao os microrganismos comecam a se multiplicar rapidamente,
dobrando seu nUmero em espacos regulares de tempo, conforme foi observado.

Observe-se que no momento de 108 horas o fungo apresentou uma pequena
diminuicdo de seu crescimento e ap6s 12 horas desse decaimento de velocidade
houve um novo aumento de velocidade, retomando o padrao de dobramento de
tamanho. Essa pequena modificacdo na estrutura de crescimento do fungo de
acordo com Nielsen (2002) e Dutta (2008) pode ter se dado pelo esgotamento de
um ou mais nutrientes ou por algum pequeno acumulo de subproduto téxico para
0 seu crescimento, pois com o ambiente em acelerada mudanca acontece de o
microrganismo muitas vezes ter o crescimento desequilibrado.
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Figura 3 — Crescimento radial do fungo em funcao do tempo.
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R*=0,8304
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Figura 4 — Aumento de area do fungo em fungéo do tempo.

Pretende-se continuar avaliando o crescimento do M. anisopliae ap6és 130
horas de experimentos, com o objetivo de determinar a fase estacionaria e fase de
morte do microrganismo, podendo assim gerar modelos matematicos completos que
permitam determinar a cinética de crescimento do mesmo.

41 CONCLUSAO

De acordo os objetivos esperados, pode-se perceber que os mesmos foram
alcancados com extremo éxito, verificando que em um periodo de sete dias é o
periodo no qual o fungo melhor se desenvolve e a partir destes resultados conclui-
se que sua velocidade de crescimento a cada 12 horas nesse periodo de sete dias
de crescimento manteve um padrédo de praticamente dobrar sua velocidade de
crescimento radial.
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