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RESUMO: Objetivou-se desenvolver uma metodologia para possibilitar a classificagdo de plantas de bananeira
submetidas a inducdo de duplicacdo cromossomica utilizando Redes Neurais Artificiais (RNA). Os dados utilizados neste
trabalho foram retirados de uma tese ja apresentada, cujo autor estudou a correlacio entre a massa fresca de discos foliares
e o conteido de DNA. A RNA foi implementada com a funcdo de classificacdo. A taxa de aprendizado e o termo
momentum adotados foram respectivamente iguais a 0,01 e 0,2, o nimero de épocas de treinamento foi 1000. Esses valores
foram determinados por meio de tentativa e erro. Para o treinamento, 90% das plantas foram utilizadas e, para validagdo,
10% do total de 114 autotetraploides produzidos artificialmente por meio de exposicdo ao antimitédico colchicina. A RNA
classificou corretamente 10 das 11 amostras utilizadas para validacdo. A estatistica Kappa foi de 63,33%, o que indica que
a RNA pode ainda ser melhorada. A rede neural artificial do tipo Multi Layer Perceptron implementada é eficaz na pré-
selecdo de poliploides desejaveis de bananeira Tong Dok Mak.
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INTRODUCAO

Embora exista um numero expressivo de
variedades de bananeira no Brasil, quando se
considera preferéncia dos consumidores,
produtividade, tolerancia a pragas, porte adequado,
resisténcia a seca e ao frio, restam poucas
variedades com potencial agrondmico para
utilizacdo comercial (SILVA et al., 2002). A
maioria das variedades comerciais € pouco
produtiva, possui porte alto e ainda estd associada a
falta de resisténcia as principais doengas e pragas.

O melhoramento genético da bananeira, em
especial dos genétipos dipldides (AA), visa ao
desenvolvimento  de  variedades  comerciais
resistentes as principais doencas, tais como Mal-do-
panamd, Sigatoka Amarela e Negra, Moko, dentre
outras caracteristicas indesejaveis. Porém, esse
processo tem sido dificultado pela auséncia de
sementes ou pela inviabilidade frequente do pdlen
(SILVA et al, 1999). Esse fato dificulta o
melhoramento convencional da bananeira, em
especial nas bananeiras tripldides (AAA)
pertencentes ao subgrupo Cavendish, devido a
presenca da partenorcapia e esterilidade.

A fim de contornar esse entrave, o0S
programas de melhoramento genético tém dado
atencdo especial a obtencdo de autotetraploides
induzidos em bananeira. Esses autotretaploides sio
obtidos por meio da duplicagdo do nimero bdsico de
cromossomos de um dipldide, o que resultard em
um individuo com quatro genomas idénticos. Esse
processo pode ser realizado com a utilizagdo de
substancias antimitodicas, sendo a colchicina a mais
amplamente  empregada.  Esses  tetraploides
artificiais serdo utilizados no cruzamento com
outros  dipldides, gerando tripldides com
caracteristicas desejaveis incorporadas. Um dos
problemas encontrados no processo de inducgdo
artificiais de ploidia é a regeneracdo de plantas
mixoploides, isto &, plantas que apresentam células
com variacdo no nimero cromossdmico em um
mesmo tecido ou entre 6rgdos de uma mesma
planta.

Apés a inducdo da poliploidia, o
procedimento seguinte € a confirmagdo da
duplica¢do cromossdmica, cujos principais métodos
de andlise sdo: contagem cromossdmica, avaliagdo
de caracterizacdo citoanatomicos e estimativa do
conteido de DNA pela citometria de fluxo, e a
contagem do ndmero de cromossomos de células

Received: 07/12/11
Accepted: 06/06/12

Biosci. J., Uberlandia, v. 29, n. 3, p. 617-622, May/June 2013



Utilizacdo da modelagem...

mitddicas. Contudo, esse procedimento é moroso e
trabalhoso, ndo recomendado, portanto, quando se
trabalha com um grande nimero de plantas. Outro
método € a caracterizagdo citoanatdmica, que se dd
pela observacdo do “efeito gigas” no qual 6rgaos e
células de uma planta aumentam proporcionalmente
a quantidade de DNA, no entanto, isso pode levar a
resultados errdneos, pois essas caracteristicas podem
perfeitamente ser influenciadas pelo ambiente de
cultivo (SARIL; ABAK; PITRAT, 1999; SOUZA,;
QUEIROZ, 2004; VILLA, 1995).

Assim para avaliar maior ndmero de
individuos de citometria de fluxo € util apesar da
facilidade a citometria de fluxo é um método caro e
que requer mao-de-obra qualificada.

Nesse contexto, a modelagem matemética
surge como uma ferramenta auxiliar no
melhoramento genético dessa cultura, pois se pode
realizar a classificagdo dessas plantas expostas a
antimitéticos, em  dipléides, mixoploides e
tetraploides. Nos udltimos anos, o desenvolvimento
da inteligéncia artificial, em especial das redes
neurais artificiais (RNA) aplicadas a agricultura,
facilitou  diversos trabalhos de  previsdo,
reconhecimento e classificacio e resolveu
problemas nas diversas dreas do conhecimento. Esse
tipo de rede visa a representacdo do comportamento
humano através de modelos computacionais, de
maneira geral projetados para modelar a maneira
como o cérebro realiza uma tarefa particular ou uma
funcdo de interesse (RUSSEL; NORVIG, 1995).

Louro, Mendonga e Gonzaga (2006), na
tentativa de minimizar a perda de fruto, aplicou um
RNA no sistema de producdo de tomate. Essa rede
classificava o tomate quanto a preferéncia do
consumidor. Esse autor relatou que houve uma
diminuicdo da perda de frutos, visto que o fator
humano ndo mais afetava a sele¢ao, pois os critérios
eram matemdaticos e pré-estabelecidos. Entretanto,
deve-se tomar cuidado na escolha das variaveis,
porque grande quantidade de materiais ndo garante
bom desenvolvimento da rede. Os tomates foram
classificados como verdes ou maduros, pequenos ou
grandes.

Por meio da classificag@o feita pela RNA e
por métodos estatisticos, Shahin, Symons e Poysa
(2006) classificaram as sementes de soja quanto a
dimensdo por meio de processamento de imagens.

Objetivou-se, com este trabalho,
desenvolver uma metodologia que possibilite a
classificacdo de plantas de bananeira submetidas a
duplicagdo cromossdmica utilizando redes neurais
artificiais.
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MATERIAL E METODOS
Obtencao dos dados

Os dados utilizados neste trabalho foram
obtidos junto a Universidade Federal de Lavras
(UFLA) e se refere a experimentos relacionados a
tese intitulada Respostas Morfogenéticas de
Bananeira submetida a Poliploidizacdo localizadas
no municipio de Cruz Das Almas, Bahia (COSTA,
2010).

Material vegetal

A variedade utilizada foi a Tong Dok Mak
(TDM). Os apices caulinares dessa variedade foram
submetidos a duplicagdo cromossdmica por meio de
tratamento com colchicina (0; 1,25; 2,5; 3,75 ¢ 5
mM, por 24 e 48 horas). Para aclimatizagdo, as
plantas alongadas e enraizadas em sala de
crescimento de luz natural foram retiradas dos
frascos de cultivo, submetidas a lavagem e poda das
suas raizes e, imediatamente, transferidas para sacos
de polietileno de trés litros de capacidade
preenchidos com substrato composto do substrato
casca de Pinus granulos médios.

Em seguida, as plantas foram mantidas em
telado por 90 dias, coberto com filme de polietileno
transparente (150 microns) e sombrite (50% de
interceptacdo luminosa). A irrigacdo foi feita de
forma manual e, a cada 15 dias, realizou-se a
adubacio foliar com macro e micronutrientes.

Discos foliares de plantas de bananeira variedade
Tong Dok Mak tratadas com colchicina

Para a obten¢do dos discos foliares, as
folhas foram coletadas de plantas da mesma idade,
nas primeiras horas de cada manha, especificamente
entre seis e sete horas. Imediatamente apds a
excisdo, as folhas foram mantidas em sacos
plésticos fechados para manter a umidade e evitar a
perda excessiva de dgua por transpiragdo. Ao final
da coleta, foram conduzidas ao laboratério para a
determinacdo da massa fresca dos discos. Os discos
foliares foram retirados na regido mediana do limbo
foliar da segunda folha expandida (dire¢dao dpice
base). Para tanto, utilizou-se um vazador de 1,608
cm de didmetro (2,0297 cm?2 de rea interna).

Citometria de fluxo de plantas de bananeira
variedade Tong Dok Mak tratadas com
colchicina

As mesmas plantas, das quais foram
retirados os discos foliares, foram analisadas
utilizando a técnica de citometria de fluxo. O
preparo das amostras e as andlises foram conduzidos
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nos Laboratérios de Genética e Imunologia da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora,
Minas Gerais.

Foram utilizados aproximadamente 20-
30mg de tecido foliar fresco obtido a partir de uma
amostra da folha mais jovem de cada planta. Como
padrdo externo de referéncia, utilizou-se a mesma
quantidade de tecido foliar de Glycine Max. Para
preparagdo das amostras e obtencdo de suspensdo
nuclear, o tecido foliar foi triturado em placa de
Petri contendo 1mL de tampao LBO1.

A suspensio de nticleos foi aspirada através
de duas camadas de gaze, com auxilio de uma pipeta
plastica, e filtrada através de uma malha de 50 um.
Os ndcleos foram corados pela adigdo de 25 pL de
uma solugdo de 1mg/1mL de lodeto de Propideo. As
amostras foram armazenadas em refrigerador e
analisadas ap6s 1-2 horas. Para cada amostra, pelo
menos 5 mil ndcleos foram analisados utilizando-se
uma escala logaritmica. A andlise foi realizada no
citometro FacsCalibur (BD, Bioscienses, San Jose,
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CA, USA), e os histogramas foram obtidos com o
software Cell Quest (Becton Dickinson e
Companhia, San Jose, CA, USA) e analisados
estatisticamente no  software WinMDI 2.8
(SCRIPPS RESEARCH INSTITUTE, 2011).

O contetido de DNA nuclear em (pg) das
plantas foi estimado utilizando-se a férmula a

Gl Amoatra

DNA smostra = xDINA padeiio

Glpadraa

seguir:

onde o DNA da amostra refere-se a quantidade de DNA
nuclear da amostra, o G1 da amostra corresponde a posi¢éo do
pico G1 da amostra. O G1 padrdo a posi¢do do pico Gl da
espécie padrio de referéncia usado e o DNA padrio ao
conteido de DNA da espécie padrio de referéncia utilizada.

Redes neurais
Cada planta foi classificada de acordo com
seu contetido de DNA, como visto na Tabela 1.

Tabela 1. Quantidade de plantas classificadas de acordo com a ploidia. UFLA, Lavras, MG, 2011.

Ploidia Nuimero de Plantas
Dipléide 13
Mixoploide 36
Tetraploide 65

Esses dados foram correlacionados com a
massa fresca de discos foliares das respectivas
plantas, sendo este o atributo utilizado como
varidvel de entrada para a implementacdo da RNA.
Nao foi necessdria a padronizacdo desses dados,
pois todos ja se encontravam entre 0 e 1. A
mineracdo dos dados, que se encontravam em um
arquivo de formato “.xls”, foi realizada no software
livre WEKA®.

O algoritmo de treinamento de dados
utilizado foi o de classificacdo e a varidvel de saida
foi a ploidia (dipl6ide, mixoploide e tetraploide).

Os resultados foram obtidos utilizando
percentage split. Esse método de amostragem
particiona o conjunto de dados em partes que o
usuario escolhe. Nesse caso, 90% dos dados foram
escolhidos para treinamento (103 plantas) e 10%
para a validacdo (11 plantas).

Foram utilizadas RNAs do tipo MLP -
MultiLayer Perceptron (Perceptron de
multicamadas) que possuem uma ou mais camadas
escondidas. O algoritmo de treinamento utilizado foi
o backpropagation (RUMELHART; HINTON;
WILLIAMS, 1986), com termo momentum
adicionado. A taxa de aprendizado e o termo

momentum adotados foram respectivamente iguais a
0,01 e 0,2. O nimero de camadas ocultas da rede foi
igual a dois. Sendo assim, a arquitetura da rede foi
2, 10, 10, 3, ou seja, dois neurdnios na camada de
entrada, dez em cada camada oculta e trés na
camada de saida, o nimero de é&pocas de
treinamento foi estipulado em 1000. Esses valores
foram determinados por meio de tentativa e erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tipo MLP de Rede Neural foi utilizado,
pois os dados de saida ndo sdo linearmente
separdveis. No conjunto de validacdo, apenas uma
planta foi classificada incorretamente (Tabela 2).

Na Tabela 3, € observado o peso médio para
os principais parametros de treinamento.

A Figura 1 apresenta o valor da estatistica
Kappa de 63,33%, que indica quio préximos estdo
os dados obtidos do observado. Esse valor de Kappa
¢é satisfatorio, porém pode ser melhorado. Costa
(2010) encontrou correlacdo entre poliploides
identificados pela técnica de discos foliares e
aquelas analisadas por citometria de fluxo.
Utilizando a estatistica convencional, por meio da
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andlise de variancia e de comparagdo das médias
pelo Teste de Tukey a 1% de probabilidade, esse
mesmo autor relatou que, por meio da massa fresca
de discos foliares, foi possivel diferenciar plantas
dipléides ndo tratadas com antimitéticos de
poliploides. Entretanto, esse tipo de andlise ndo
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possibilita a classificagdo de outras plantas, além
das analisadas no experimento. A RNA, diferente
disso, é uma ferramenta pela qual é possivel a
classificacdo de outras plantas, n3o apenas as
analisadas.

Tabela 2. Matriz de confusdo com as taxas de acerto médio obtidas para cada classe, de acordo com os

conjuntos de teste. UFLA, Lavras, MG, 2011.

Ploidia Mixopléide Tetraploide Dipléide
Mixoploide 9 0 0
Tetraploide 0 9 0

Dipléide 0 1 0

Tabela 3. Taxa de Verdadeiro Positivo, Falso Positivo, Precisdo e Recall e Classes. UFLA, Lavras, MG, 2011.

Taxa de
Verdadeiro
Positivo

Taxa de Falso

Positivo

Precisio Recall Classes

Média

Ponderada 0,909

0,409

Mixoploide
Dipléide
Tetraploide

0,827 0,909

Raiz do Erro quadratico médio
Erro absoluto relativo
Raiz do erro quadratico absoluto
Erro absoluto Médio
Estatistica Kappa

Amostras classificadas...

Amostras classificadas...

80,50%

90%

T
0%  20%

40% 60% 80% 100%

Figura 1. Valores de pardmetros ap6s o treinamento. UFLA, Lavras, MG, 2011.

A rede neural apresentou resultados
satisfatorios, porém, para a classificagdo, pode ser
melhorada. Dessa forma, como pode diminuir o
total de amostras analisadas no citdmetro de fluxo,
ha apenas a necessidade de realizar as amostras nas
que apresentarem caracteristicas agrondmicas que
levem a incerteza da classificagdo realizada com a
utilizagdo da RNA.

Chagas et al. (2009), trabalhando com a
classificacdo dos niveis de degradagdo de pastagens
na zona da mata mineira por meio de RNA,
constatou que esse € um classificador vidvel para
este fim, principalmente em grandes dareas. A
eficiéncia da utilizacdo de redes neurais se baseou
na sua arquitetura. Nesse trabalho, os autores
usaram uma rede do tipo MLP de uma camada
interna com seis neurdnios e os pesos foram
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inicializados com pequenos pesos aleatdrios
(variando entre -0,5 e 0,5), com a taxa de
aprendizagem de 0,2 e o nimero de épocas igual a
10000. Esses valores foram obtidos também pela
tentativa e erro.

A rede neural artificial do tipo MLP
também foi eficaz na classificacdo de trés espécies
de Iris (Iris setosa, Iris virginica e Iris versicolor)
com base nas caracteristicas da flor de cada uma. A
rede também possuia apenas uma camada interna e a
topologia adotada foi 4x3x2 (quatro neurdnios na
camada de entrada, trés neurénios na camada oculta
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programa utilizado na execucdo dos treinamentos
foi o Matlab©. O menor erro encontrado foi de
0,00001, quando a rede neural utilizou 80% dos
dados para treinamento e os outros 20% para
validacdo, resultado este considerado como
satisfatério (PLOTZE, 2004).

CONCLUSAO
A rede neural artifical do tipo MLP

implementada € eficaz na pré-selecdo de poliploides
desejaveis de bananeira Tong Dok Mak.

e dois neurdnios na camada de saida). O algoritmo
de treinamento utilizado foi o backpropagation. O

ABSTRACT: The objective was to develop a methodology to enable the classification of banana crop
subjected to induction of chromosome doubling using Neural Networks (NN). The data used in this study were
taken from a thesis already presented, whose authors studied the correlation between fresh weight of leaf discs
and DNA content. The NN was implemented by the ranking function. The learning rate and momentum term
used were respectively equal to 0.01 and 0.2, the number of training epochs was 1000. These values were
determined by trial and error. For training, 90% of the plants were employed, and for validation, 10% of the
total of 114 autotetraploids artificially produced by exposure to antimitodic agent colchicine. The NN correctly
classified 10 of the 11 samples used for validation. Kappa statistics was 63.33%, which indicates that the NN
can be further improved. The artificial neural network-type Multi Layer Perceptron is effectively implemented
in the pre-selection of polyploid desirable banana Tong Dok Mak.

KEYWORDS: Mathematical Modeling. Learning. Neurons.
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