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RESUMO

A area da nematologia apresenta diversas metodologias tradicionais que
sustentam varios projetos cientificos. A caréncia de metodologias com uso da
informatizacdo prejudica a otimizagdo de muitos desses projetos. A progénie
(producéo de juvenis infectantes - JIs) de nematoides entomopatogénicos (NEPS),
contagem de ovos de nematoides e estudo da nematofauna sdo algumas das
metodologias utilizadas na nematologia. O objetivo da pesquisa foi utilizar a
capacidade de um software simples para aprimorar diferentes testes aplicados a
nematologia. Para realizac&o do teste, foram realizados experimentos de progénie de
NEPs, contagem de ovos de fitonematoides e identificacdo de nematofauna de solo.
Os testes foram realizados a partir de metodologias tradicionais e com uso do software
QuantoNema. O teste de progénie foi realizado com uso de larvas de Tenebrio mollitor
(Coleoptera) infectadas por NEPs Heterorhabditis indica LPP30. Para quantificacao
de ovos de fitonematoides, foi utilizado o método de Hussey & Barker (1973),
modificado por Boneti & Ferraz (1981). Em analise comparativa, 0 mesmo
procedimento tradicional de contagem de ovos foi realizado com uso do software
QuantoNema. Para realizacdo do teste de levantamento de nematofauna de solo, foi
utilizado o método de Jenkins (1964). O teste de progénie foi realizado, e as médias
do numero de Jis e os valores do tempo de duracdo da experimentacdo foram
comparados estatisticamente entre 0 método tradicional e com uso do software. O
tempo de duracdo pelo uso do software foi maior em relacdo ao tempo de
experimentacdo pelo método tradicional. O teste de progénie realizado com o uso do
software favoreceu o usuario em disponibilizar imagens das amostras para trabalhos
futuros, revisbes de contagem e flexibilidade de desenvolver o trabalho fora do
laboratério. O software auxiliou nos estudos de nematofauna com ferramentas de
suporte para identificacdo e contagem dos Jis. A vantagem na reducdo do tempo
constatada durante as contagens de ovos com uso do software em comparacao ao
método tradicional, permitiu ao usuario menor tempo de execucdo de pesquisa,
arquivamento das imagens para estudos futuros, além de proporcionar melhorias na

ergonomia e amenizacéao de estafa corpérea do pesquisador.

Palavras-chave: Software, Nematologia, Progénie.
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ABSTRACT

The area of the nematology presents several traditional methodologies that
support several scientific projects. The lack of methodologies with the use of
computerization impairs the optimization of many of these projects. The progeny
(infective juvenile production - JiIs) of entomopathogenic nematodes (EPNSs),
nematode egg counts and nematode fauna are some of the methodologies used in
nematology. The objective of the research was to use the ability of simple software to
improve different tests applied to nematology. For the test, progeny experiments of
EPNs, phytoematoid egg counting and identification of soil nematodes were carried
out. The tests were carried out using traditional methodologies and using the software
QuantoNema. The progeny test was performed using Tenebrio mollitor (Coleoptera)
larvae infected by EPNs Heterorhabditis indica LPP30. For quantification of
phytonematoid eggs, the Hussey & Barker (1973) method, modified by Boneti & Ferraz
(1981), was used. In a comparative analysis, the same traditional egg counting
procedure was carried out using the software QuantoNema. For the soil nematode
test, the Jenkins method (1964) was used. The progeny test was performed, and the
means of the number of JIs and the values of the duration of the experiment were
compared statistically between the traditional method and with software use. The
duration of software use was longer compared to the traditional method. The progeny
test performed with the use of the software favored the user in making available
samples images for future work, counting revisions and flexibility to develop the work
outside the laboratory. The software assisted in the nematode fauna studies with
support tools for identifying and counting JIs. The advantage in reducing the time found
during counts of eggs using the software in comparison to the traditional method
allowed the user less research execution time, archiving of the images for future
studies, besides providing improvements in the ergonomics and mitigation of corporeal

scam of the researcher.

Key words: Software, Nematology, Progeny.
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1. Introducéo

Os nematoides sdo animais que apresentam corpo cilindrico e afilado nas
extremidades do corpo. Os nematoides estdo agrupados no filo Nematoda,
considerado o segundo filo com maior nimero de espécies e o0 primeiro lugar com
maior numero de individuos entre grupos de animais. A nematologia € &rea da biologia
que estuda as caracteristicas morfofisioldgicas, filogenéticas e comportamental das
diversas espécies de nematoides, apresentam relevancia ambiental e comercial,
principalmente no setor agronémico.

Os nematoides séo diversos e agrupados em niveis tréficos, como por exemplo,
os fitoparasitas (Parasitas de vegetais, possuem estilete para perfurar raizes e se
alimentar de seiva), mic6fagos (Nematoides que se nutrem de hifas de fungos,
possuem um estilete alongado), predadores (Nematoides que possuem esbéfago
musculoso desenvolvido e boca com dentes quitinosos) e bacteriéfagos (Nematoides
que se alimentam de bactérias), que incluem também o0s nematoides
entomopatogénicos que sado utilizados amplamente no manejo biologico de insetos
pragas.

Os nematoides entomopatogénicos (NEPs) sao representados por dois
géneros, Heterorhabditis e Steinernema Travassos. Ambos sao patdégenos
obrigatérios de insetos. Esses nematoides possuem uma associacao simbionte com
bactérias patogénicas dos géneros Xenorhabdus Thomas & Poinar e Photorhabdus
Boemare, Louis & Kuhl, associadas respectivamente aos nematoides dos géneros
Steinernema e Heterorhabditis (Poinar, 1990). Os NEPs possuem habilidade de
localizar e entrar no corpo de insetos hospedeiros através de aberturas naturais ou
até mesmo através da perfuragdo de sua cuticula com uso de um dente quitinoso
como ocorre nas espécies do género Heterorhabditis.

Diversos experimentos realizados com nematoides, em especial, com os NEPs,
sdo executados de maneira tradicional com o uso manual de microscépios Opticos e
lupas. Muitas metodologias de progénie (producéo de nematoides), contagem de ovos
de fitonematoides e levantamento de nematofauna conforme o nivel, em sua maioria
sao realizadas sem auxilio de alguma programacéo informatizada, o que resulta em

pesquisa exaustiva quando demanda tempo para contagens manuais, inducao a uma
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margem de erro durante a contabilizacdo, aumento de gasto de energia e cansago
fisico e visual.

A pesquisa desenvolvida nesta tese, teve como ferramenta importante, o uso
de um software simples, o QuantoNema, capaz de substituir procedimentos manuais
de contagem de elementos (nematoides e ovos) em imagens de microscopios por
procedimentos supervisionados e auxiliados por um programa computacional. O
software QuantoNema oferece ferramentas também que permite ao usuaria realizar
levantamento de nematofauna, ou seja, identificacdo e quantificacdo de grupos
troficos de nematoides de solo.

O software Quanto, foi desenvolvido por Guimarédes (2016) e recebeu o nome
de QuantoNema apds modificacdes aplicadas as diversas tarefas da nematologia.

A pesquisa fundamentou-se em comparac6es dos dados obtidos entre os dois
métodos (metodologia manual tradicional e com uso do software QuantoNema) de
contagem de nematoides (progénie) e de ovos de fitonematoides. Além de auxiliar no
levantamento de nematofauna com disponibilidade de ferramentas auxiliares que
facilitem a identificac&o e classificacdo dos nematoides nos diferentes grupos troficos.
O uso de ferramentas digitais e informatizadas torna-se viavel a area de nematologia,
bem como em outras areas da biologia. A caréncia de ferramentas que tendem
aprimorar diversas metodologias na area, faz com que esta experimenta¢cdo com uso
do software seja um grande passo na informatizacdo afim de auxiliar ao pesquisador

na agilidade de suas pesquisas.
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2. Justificativa

A pesquisa se justifica por investigar o impacto causado pelo uso de um
software em procedimentos comuns na area de nematologia que sao realizados
manualmente. O uso de um software simples e de qualidade torna-se uma ferramenta
atil aplicada aos diversos testes realizados na nematologia de modo tradicional
manual. A caréncia de ferramentas informatizadas representa uma oportunidade de
pesquisa que, se bem executada, trar4 contribuicdes importantes aos métodos

empregados na area da nematologia.

Para muitos engenheiros de software, a qualidade do processo de software é
tdo importante quanto a qualidade do produto (Rocha, 2001). A qualidade do processo
do software denominado, QuantoNema, permite a melhoria frente aos resultados
poucos precisos e demorados em diversas praticas na area da nematologia, como a
contagem por produgdo de NEPs em progénie, contagem de ovos de fitonematoides
e identificacdo de grupos de nematoides (nematofauna) de solo. A possibilidade de
suprir metodologias tradicionais de contagem de estruturas em imagens capturadas
de microscopios por métodos informatizados, justifica a realizacdo desta pesquisa. O
uso do software QuantoNema tende a criar um novo recurso para futuros testes
nematolégicos em relacdo ao tempo de execucao de pesquisa, armazenamento de
dados e imagens, tratamento de fotos capturadas, melhor ergonomia e reducédo de

estafa corporea.
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3. Ineditismo

A utilizacdo de um software simples QuantoNema aplicado as diferentes
metodologias aplicadas na area da nematologia € inédito. Ndo ha software
desenvolvido ou disponivel para realizar contagens de nematoides de forma manual
ou automatizada para testes de progénie, quantificacdo de ovos e com ferramentas
no auxilio para identificacdo de nematofauna. Na internet encontra-se apenas alguns
softwares de armazenamento de dados genéticos de nematoides disponiveis, apenas
para consulta, registro e estabelecimento de linhas filogenéticas, portanto, ndo ha
nenhum software desenvolvido especificamente que auxilie nos meétodos de
experimentagao na area. Uma pesquisa foi realizada no site de busca do “Scopus”, e
nada foi encontrado sobre software aplicado na area da nematologia que ofereca
ferramentas para progénie, quantificacdo de ovos e nematofauna. O software
desenvolvido, o QuantoNema, além de possibilitar contagens manuais e
automatizadas, apresenta operacdes capazes de editar imagens com filtros e zoom,
realizar marcacgdes, quantificacdo de elementos, e armazenamento de imagens
editadas. O software apresenta também ferramentas que auxiliam na identificacao de
nematoides entre os diferentes grupos de nematofauna de solo. O software contribuira
para os estudos futuros e praticas metodolégicas relacionados a nematologia, uma
ferramenta totalmente nova e de grande relevancia para pesquisadores da area que

pretendem melhorar seus experimentos.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo geral

Testar a capacidade de um software simples para aprimorar diferentes testes

aplicados a nematologia.

4.2. Objetivos especificos

v Realizar teste de progénie tradicional (Contagem de juvenis infectantes) em
analise comparativa com a progénie realizada com uso do software

QuantoNema.

v Comparar a quantificacdo de ovos de fitonematoides entre a metodologia

tradicional com o uso do software QuantoNema.

v' ldentificar nematoides de solo conforme os grupos tréficos (Nematofauna) com
uso do software QuantoNema.

v' Analisar estatisticamente nimero de elementos e o periodo de tempo utilizado

entre as duas metodologias, a tradicional e com uso do software;
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5. Reviséo bibliografica

5.1. Nematologia

Os nematoides estdo incluidos no filo Nematoda, também chamado Nemata,
gue reune animais triblasticos, pseudocelomados, com simetria bilateral, de corpo
cilindrico, alongado e afilado nas extremidades. A &rea da zoologia que estuda as
caracteristicas morfofisiolégicas, filogenéticas e comportamental dos nematoides é
conhecida como nematologia. O tamanho dos nematoides pode variar de menos de
100 pum (micrdmetros) de comprimento a mais de 12 metros. Diversas espécies sao
endoparasitas de plantas e de animais.

A maioria dos nematoides, no entanto, é de “vida livre” e habita ambientes
diversos como solos umidos e ricos em matéria organica, rios, lagos e oceanos. Ha
mais de 24 mil espécies desse Filo descritas na literatura. Isso coloca o Filo Nematoda
em segundo lugar no nimero de espécies, a frente dos moluscos e atras apenas dos
artropodes (Amabis & Martho, 2009).

O filo Nematoda incluiu 24793 espécies descritas a partir de 2011. Em relacéo
ao numero de espécies de nematoides, apenas cerca de 2% foi descrita, compdem
apenas uma pequena fracdo do nimero total de nematoides, o que € pensado para
ser em torno de 1 milhdo de espécies (embora alguns estimam em até para 75
milhdes). Um grupo com grande diversidade e adaptacdo, os nematoides ocupam

praticamente todas as areas da Terra (Hodda, 2011).

5.1.1. Nematoides Entomopatogénicos (NEPs)

Os NEPs pertencem aos géneros Heterorhabditis e Steinernema e sao
considerados parasitas obrigatorios de insetos. Estes géneros de nematoides
apresentam associacao simbionte com bactérias patogénicas, género Xenorhabdus
sp. associado a Steinernema e Photorhabdus sp. a Heterorhabditis (Poinar, 1990).

Esses nematoides possuem forma cilindrico-alongada, sem segmentacéo e
auséncia de apéndices, sdo patdégenos obrigatorios capazes de colonizar alguns
invertebrados. Apresentam certas adaptacdes como: ser letais a insetos, possuir
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associacao simbionte com bactérias entomopatogénicas e o seu terceiro estadio (J3),
também chamado de juvenil infectante (JI), ter a capacidade de penetrar nos insetos
e de sobreviver no solo por tempo limitado (Akhurst & Boemare, 1990; Sudhaus,
1993). Os JIs, considerados como Unica fase de vida-livre dos NEPs, entram no
hospedeiro a partir das suas aberturas naturais, boca, anus e espiraculos, mas em
algumas situaces, os juvenis do género Heterorhabditis também podem perfurar a
cuticula.

Assim que os JIs atingem a hemocele do inseto, ocorre a liberagdo das
bactérias simbiontes que causaréo infeccdo e morte do hospedeiro. Estas mesmas
bactérias apos proliferarem servem de base para a nutricdo dos nematoides e para
defesa do cadaver contra invasores secundarios (Poinar, 1990).

O ciclo de vida dos NEPs se inicia quando os juvenis infectantes (Figura 1)
penetram no corpo do inseto hospedeiro (Grewal et al.,2001).

Figura 1. Nematoides entomopatogénicos (NEPSs) na fase juvenil infectante do
género Heterorhabditis em microscopia 6ptica, aumento 10x.

Ao penetrarem no hospedeiro os JIs de Steinernema spp. passam ao ultimo
estagio juvenil (J4) e posteriormente a adultos de primeira geracdo (machos e
fémeas). Enquanto que, nos Heterorhabditis spp. 0s adultos da primeira geracao séo
hermafroditas e a segunda € composta de machos e fémeas (Adams & Nguyen, 2002).
Dentro do inseto cadaver, ocorrem de duas a trés geracdes e quando as reservas de
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alimentos se estinguem, os nematoides se desenvolvem em JIs, que saem do inseto
cadaver e vao para o ambiente em busca de novos hospedeiros (Grewal et al.,2001).

Antes dos Jls deixarem o cadaver, as bactérias simbiontes sdo apreendidas em
uma vesicula especializada nos Jls do género Steinernema, ja para as espécies
pertencentes ao género Heterorhabditis, as bactérias simbiontes sdo apreendidas e
armazenadas na regido anterior do intestino dos Jls, que ndo possui vesicula (Adams
& Nguyen, 2002). Outra caracteristica apresentada pelos NEPs de suma importancia
esta relacionada a sua capacidade de dispersdo e busca pelo hospedeiro. Estes
nematoides séo atraidos por subprodutos das atividades metabdlicas do hospedeiro,
como a respiracéo, que ocasiona em diferentes teores de CO (Zuckerman & Jansson,
1984; Gaugler et al., 1989).

Em relacédo ao tipo de movimento e comportamento, os NEPs classificam-se
em “ambusher” ou “cruiser’”. Um exemplo tipico “ambusher”, Steinernema
carpocapsae Weiser, caracteriza-se por ficar parado sobre a cauda na superficie do
substrato, aguardando a aproximacdo do hospedeiro. Este tipo de comportamento &
conhecido como nictagcéo, que permite aos NEPs alcancarem outros substratos ou
hospedeiros mediante movimentos sincronizados e ondulatérios do corpo (Ishibashi &
Kondo, 1990). Heterorhabditis bacteriophora Poinar e Steinernema glaseri Steiner sao
exemplos tipicos de “cruiser”, pois sdo méveis e buscam os hospedeiros em resposta
aos fatores quimio-atraentes (Kaya & Gaugler, 1993).

Os NEPs estdo amplamente distribuidos nos continentes e apresentam grande
diversidade. Os NEPs, por serem do solo, sofrem influéncia de caracteristicas deste
habitat, como tamanho dos poros, umidade, concentracdo de gas oxigénio,
temperatura e pH (Barbercheck, 1992). As rela¢gfes de todos estes fatores abioticos
podem afetar desde a sobrevivéncia até a capacidade de infeccdo dos NEPs (Kaya,
1990). Alguns NEPs podem apresentar tolerancia a temperaturas extremas, mas ha
possibilidade que a baixa taxa de umidade do solo altere sua capacidade de

deslocamento e persisténcia (Kung et al., 1991).
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5.1.1.1. Familia Steinernematidae

Segundo Kaya & Gaugler (1990), Steiner descreveu o primeiro NEP isolado na
Alemanha em 1923, como Aplectana kraussei. Em 1927, Travassos estabeleceu o
género Steinernema para abrigar esta espécie. Entdo, Steiner (1929) apud Glaugler
e Kaya (1990) criou o género Neoaplectana, mas nao estabeleceu caracteristicas que
o distinguisse claramente do género Steinernema. Filipjev, em 1934, observando a
semelhanca entre os dois géneros, criou a subfamilia denominada Steinernematinae,
gue logo depois foi elevada a condi¢cao de familia por Chitwood & Chitwood, em 1937.
Os dois géneros foram admitidos como validos, mas as espécies até entdo descritas
ja estavam incluidas em Neoaplectana. Isso prevaleceu por décadas. Em estudos
posteriores concluiram néo existirem diferencas em relagdo a Neoaplectana quanto
ao numero e arranjo das papilas labiais e, em razdo disso, propuseram que
Neoaplectana passasse a ser considerado sinbnimo de Steinernema (Wouts et al.,
1982). Este tipo de preposi¢do proporcionou inevitdvel confusdo no ambito dos

estudos envolvendo esse grupo de NEPs.

5.1.1.2. Familia Heterorhabditidae

A familia Heterorhabditidae Poinar 1976 contém um Unico género,
Heterorhabditis, com a espécie tipo H. bacteriophora. Segundo Adams & Nguyen
(2002), o ciclo de vida das espécies do género Heterorhabditis é semelhante aos
representantes do género Steinernema, a diferenca ocorre quando no primeiro ciclo
dentro do hospedeiro a primeira geracdo formada é hermafrodita, e os machos e as
fémeas s aparecem na segunda geracao.
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5.1.2. Testes de progénie

Os testes de progénie sdo definidos como a avaliagdo da producéo de juvenis
infectantes (JIs) de nematoides entomopatogénicos em um determinado tipo de inseto
hospedeiro (figura 2). Adams e Nguyen (2002) afirmam que a producao de NEPs é
dependente da quantidade de reservas alimentares do hospedeiro. Embora a
producdo de Jls sofra influéncias das condi¢cdes de temperatura, viruléncia, do
tamanho do hospedeiro e das diferentes espécies de NEPs, a obtencdo de progénie
destaca a possibilidade do uso eficiente dos NEPs no controle de diversas pragas
(Kaya e Stok, 1997).

Figura 2. Cadaver de uma larva de Galleria mellonella com NEPs.

O teste de progénie € uma metodologia importante que expressa dados de
producdo de juvenis infectantes em diferentes espécies de insetos hospedeiros. A
quantificacdo da producdo de NEPs torna-se uma ferramenta relevante para
estabelecer espécies com maior capacidade de producdo de juvenis infectantes. A

producdo de nematoides esta amplamente relacionada a espécie e seu tamanho.
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5.1.3. Quantificacdo de ovos de fitonematoides

Os fitonematoides (nematoides parasitas de plantas) sdo parasitos obrigatorios
e sua alimentacao é adquirida somente a partir de plantas vivas (Williamson & Hussey,
1996). Determinados fitonematoides séo ectoparasitas, parasita-se fora do seu
hospedeiro, outras espécies conservam parte de seu ciclo de vida no interior das
raizes como endoparasitas migratérios ou sedentérios. Os endoparasitas sedentéarios
da familia Heterorhabditidae causam a maior parte dos prejuizos econémicos em todo
o mundo. Esta familia pode ser dividida em dois grupos: os nematoides de cisto, que
incluem os géneros Heterodera e Globodera, e os nematoides de galhas, género
Meloidogyne (Williamson & Hussey, 1996).

Segundo Ferraz (2001), a erradicacao dos fitonematoides torna-se uma tarefa
guase impossivel, porque esses parasitas possuem um mecanismo de sobrevivéncia,
a criptobiose, que permitem que 0S 0voS permanecam Vvivos por longos periodos no
solo (figura 3). A busca por diversas medidas de manejo deve ser utilizada de modo
coesa, buscando manter as populacdes em nivel minimo. A rotacdo de culturas e o

uso de plantas resistentes € uma opcao relevante para o manejo dos fitoparasitas.

Figura 3. Ovos de Meloidogyne spp. em diferentes estagios de desenvolvimento embrionario
representados em A, B, C e D. Fonte: Dalzell 2010

Os fitonematoides do género Meloidogyne, conhecidos como nematoides das
galhas, apresentam ampla disperséo e acarretam grandes prejuizos aos agricultores
através da reducédo do volume de cultivo e qualidade dos produtos provenientes de
areas infestadas. No Brasil diferentes culturas de relevancia econdmica séo
acometidas pelos fitonematoides das galhas, como: algod&o, cana-de-agucar, cafe,

feijao, soja, além de outras espécies de hortalicas e frutiferas (Silva, 2001).
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Os fitonematoides de galhas sédo qualificados como endoparasitas sedentarios,
0 grupo mais importante em relagdo a producdo vegetal. E estes nematoides sdo
considerados biotréficos obrigatérios, ou seja, seus juvenis infectantes estimulam
células nutridoras no vegetal hospedeiro, e para se alimentar sobre essas células o
fitonematoide cria um canal de alimentagcdo. A partir dessa associa¢do desarmoénica
entre o parasita e a planta hospedeira, formam fémeas com estrutura semelhante com
uma vesicula (figura 4), que perdem movimento e tornam-se verdadeiras maquinas
de produzir ovos. As espécies M. javanica e M. incognita, originam ao redor de 400
ovos, em meédia, ao longo de periodo variavel de quatro a seis semanas, sob

condi¢cbes adequadas de temperatura (Ferraz, 2001).

) - i - . ,‘. Te I".
244 : 430 g AL RN
Flgura 4, Ovos de fltopara5|ta (Melmdogyne sp.) em uma galha indicados por uma seta.

A quantificagéo de ovos de fitonematoides, bem como o conhecimento de todo
seu ciclo de vida, torna-se imprescindivel para adocdo de estratégias que favorecem
a reducdao da proliferacéo de fitonematoides no ambiente, para que a producéo vegetal
nao seja danificada no transcorrer dos anos com diversas areas infestadas por esses

fitonematoides.
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5.1.4. Nematofauna

O levantamento de nematofauna € caracterizado pelo agrupamento de
nematoides em diferentes grupos troficos (Micéfagos, Bacteriéfagos, Predadores e
Fitoparasitas) representados na figura 5. Os estudos relacionados a avaliacdo da
distribuig&o vertical e horizontal da comunidade de nematoides e das variaveis fisicas
do solo, sao conhecidos como nematofauna (Rodrigues, 2010).

Os nematoides de solo séo classificados de acordo com a morfologia adaptada
e associada a sua alimentacdo. A elaboracdo de estudos de monitoramento da
diversidade de grupos troficos desses nematoides de solo em uma determinada area
tende a indicar o estado ambiental do ecossistema, bem como o uso de informacdes
para avaliar a qualidade do solo. Por sua abundancia, especificidade alimentar, ciclo
reprodutivo, morfologia e resposta rapida a mudancgas ambientais, 0s nematoides sao

considerados excelentes bioindicadores (Oliveira, 2007).

Predatory Nematode Parasitic Nematode

Bacterial Feeding Nematode Fungal Feeding Nematode

Figura 5. Diferentes grupos tréficos de nematoides. Fonte: KS3 & KS4
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5.2. Uso de softwares aplicados em experimentos da nematologia

Os estudos relacionados a nematologia, apresentam relevancia ambiental e
comercial, principalmente no setor agronémico.

Diversos experimentos realizados com nematoides, em especial, com os NEPs,
sdo executados de maneira tradicional com o uso manual de microscépios épticos e
lupas. Muitas metodologias de progénie, quantificacdo de ovos e levantamento de
nematofauna, em sua maioria sdo realizadas sem auxilio de alguma programacao
informatizada (Uso de Softwares).

Diversas pesquisas nematoldgicas sao realizadas com uso de anélise de PCR
(Polymerase Chain Reaction), analise com extracdo de DNA e o uso de softwares
para andlise filogenética. A utilizacdo de softwares em pesquisas tona-se viavel por
ser mais barato, que requer um investimento menor, além de maximizar os estudos.

De acordo com a ABES (Associacao Brasileira das Empresas de Software),
software € um conjunto de instruc¢des logicas, desenvolvidas em linguagem especifica,
que permite ao computador realizar as mais variadas tarefas do dia-a-dia de
empresas, profissionais de diversas areas e usuarios em geral. Segundo Carmona
(2008), o software como uma sequéncia de instru¢cbes a serem seguidas e/ou
executadas.

Em relacdo a construcdo de softwares e programas como ferramentas nos
experimentos e estudos na area da nematologia, percebe-se que ha uma caréncia
deste tipo de informatizacéo que tende a otimizar o trabalho do pesquisador.

Eisenback (1993) desenvolveu um software de multimidia para técnicas e
interacdo em nematologia. O software disponibilizava imagens, caixas de textos,

descricao de técnicas e videos informativos representados na figura 6.
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Figura 6. Material informatizado sobre nematologia elaborado por Eisenback (1993)

Em 1997, como resultado de muitos esforcos despendidos na compilagéo,
organizacdo e indexacdo de artigos sobre a taxonomia dos nematoides de
galhas (Meloidogyne spp.), Eisenback disponibilizou a venda de CD-ROM com seu

trabalho (figura 7).

Root-Knot Root-Knot

Nematode Nematode |
"2\

Taxonomic
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Figura 7. Multimidia sobre nemat0|des desenvolvido por Eisenback.

O recurso audiovisual na época, abordava uma grande quantidade de dados
sobre os nematoides de galhas. Os dados apresentados neste material de multimidia
contam com artigos sobre morfologia classica, identificagdo molecular, sistematica,
distribuicdo e caracterizacao das espécies. Os trabalhos séo facilmente acessados

pelo menu central que inclui links de todos os itens mencionados (figura 8).
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O material de multimidia informatizado por Einseback (1997), incluia um
pequeno numero de imagens e de videos elucidativos de regifes perineais,

dissecacéao de galhas e outros aspectos de Meloidogyne.

Root-Knot Nematode
Taxonomic Database

Jonathan D, Eisenback

Blacks 24081

CAB INTERNATIONAL
"N
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Descriptions of Specics o

“"MELOIDOGYNE COFFEICOLA ™ SP.
N A PEST OF COFFEE TREES IN
THE STATE OF PARANAL
BRAZIL (Nematods,
Heteroderidae)

Figura 8. Descricdo do menu de acesso dos documentos informatizados. Fonte: Sociedade
Brasileira de Nematologia.

Em 2010, um software foi desenvolvido baseado no protocolo sugerido pela
“International Organisation for Biological Control — IOBC” (Vainio, 1992) e modificado
por Negrisoli Jr. et al. (2010) para avaliar a compatibilidade de produtos fitossanitarios
e NEPs. A analise do efeito dos produtos sobre os nematoides foi baseada na
metodologia de Peters & Poullot (2004). Os usuérios do programa registravam, no
banco de dados, os valores referentes as variaveis obtidas no laboratério: mortalidade
dos juvenis infectantes (JIs), infectividade dos Jls e fecundidade dos nematoides
submetidos aos tratamentos, um software voltado apenas para andlise estatistica. A
pesquisa néo foi aplicada e o software ndo encontra-se disponibilizado livre (pela
internet ou seus autores) para o publico interessado em trabalhar com esse tipo de
analise.

Segundo Tenente (2012), ha alguns softwares desenvolvidos que estdo
disponiveis para analise filogenética de nematoides, o Treealing, o ClustalX, o POY e
o MrBayes. O MrBayes € um programa de inferéncia bayesiana e escolha de modelos

em uma ampla gama de modelos filogenéticos e evolutivos. MrBayes usa métodos de
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Monte Carlo da cadeia de Markov (MCMC) para estimar a distribuicdo posterior dos
parametros do modelo (Figura 9)

MrBayes: Bayesian Inference of
Phylogeny

Home
Dovwnload MrBayes 1s a program for Bavesian inference and model choice across a wide
range of phvlogenetic and evolutionary models. MrBaves uses Markov chain
Manual Monte Carlo (MCMC) methods to estimate the posterior distribution of model
Buc Repm“r parameters.
Authors Program features include:
Links * A common command-line interface across Macintosh, Windows_ and
UNIX operating svstems:
+ Extensive help available from the command line:
\n” * Analvsis of nucleotide, amino acid, restriction site, and morphological
— data | |
* Mupung of data types. such as molecular and morphological characters. 1
Vetenskapsradet

a single analysis:
Figura 9. Pagina de acesso e download do software Mr.Bayes.

Os softwares Treeling, POY e PAUP sao especializados em realizar apenas
alinhamento e analise filogenética de nematoides, portanto, todos estes softwares ndo
estdo disponiveis na internet para livre acesso e uso. O software ClustalX encontra-

se disponivel apenas para alinhamento genético (figura 10).
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Figura 10. Area de trabalho do software ClustalX versi01.83
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No instituto de entomologia da Biology Center CAS utiliza-se softwares livres
apenas para analise filogenética de nematoides, o MEGA, o GDA (figura 11), o DNAsp
e o0 PAUP, sdo softwares programados apenas para este tipo de analise em
contribui¢cdo nos estudos da nematologia.
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Figura 11. Area de trabalho do software GDA Genetic Data Analysis.

O GDA é um software desenvolvido para calcular o desequilibrio linkage e
hardy-weinberg, algumas distancias genéticas, e que fornece também estimadores de
método de momentos para estatisticas hierarquicas (sisteméatica) para diversas
espécies de animais, inclusive para nematoides.

De acordo com Costa (2015), o software Image-Pro Express foi utilizado em
seu experimento para medicao e fotomicrografia de fungos entomopatogénicos e ovos
de nematoides (Figura 12) em sua pesquisa intitulada como “Biocontrole de
nematoides com fungos”. O software Image-Pro Express apresenta ferramentas de
processamento de imagem para medicdo avancada e ferramentas de analise. O

software Image-Pro Express nao € livre.
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Figura 12. (A) Fotomicrografia de ovos de Heterodera glycines colonizados dentro do
cisto pelo isolado de Fusarium solani (40X). (B) Fotomicrografia de hifas do isolado
de F. solani em ovo de Meloidogyne javanica (100x). Fonte: Costa (2015).

5.3. O Software Quanto

Guimaraes (2016) desenvolveu um software, nomeado Quanto, para utilizar

seus recursos de contagem de elementos em experimentos na area da biologia

(Parasitologia, Histologia e Nematologia) com intuito de otimizar a pesquisa.

Um teste de progénie de NEPs com uso do software Quanto (Figura 13) foi

realizado e obteve resultados significativos em relacdo a contagem manual tradicional

de nematoides. A partir dos resultados obtidos foi possivel expor a relevancia de um

instrumento tecnolégico com o uso do software Quanto (Guimarées, 2016).
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Figura 13. Area de trabalho do software QuantoNema com contagem de elementos.
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O software QuantoNema foi criado na linguagem C++, empregando as
ferramentas funcionais dos sistemas de programacéo de softwares (framework Qt
Creator 5.6 e biblioteca OpenCv 3.1) para melhor adequagdo ao sistema de
plataforma (Figura 14).

@ Cuanio )
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Brei-

Figura 14. Area de trabalho do software Quanto.

5.3.1. O Qt software

O Qt Creator (Qt) une cdédigos comuns entre varios projetos de software
provendo uma funcionalidade genérica, destinada para desenvolvimento de software
com interface grafica de usuario, pertencente a empresa finlandesa de software Digia
Oyj. Atualmente é considerado um dos toolkits mais completos para desenvolvimento
de softwares simples.

O Qt além de participar da construcdo de interfaces graficas de usuario,
funciona como uma biblioteca de propdésito geral com recursos para InterProcess
Communication, acesso a banco de dados, programacao concorrente e distribuida,
manipulacéo de XML, renderizagcéo 3D e outras op¢des funcionais (Santos e Andrade,
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2013). O recurso de multiplataforma permite que o cédigo desenvolvido neste pacote
seja compativel em diferentes sistemas operacionais (Windows, Linux, iOs, Android).
A abordagem utilizada pelo Qt é expressa da seguinte forma: “codifique uma vez,
compile em qualquer lugar”, um tipo de recurso que aumenta significativamente a
produtividade, porque o desenvolvedor ndo precisa empregar muito tempo no
processo de compatibilidade em diferentes sistemas operacionais (Nogueira, 2013;
Blanchette, 2008).

O Qt é distribuido por meio das licencas Lesser General Public License (LGPL)
e disponibiliza diversos recursos para construcao facilitada de interfaces graficas de
usuario, depuracédo, syntax highlighting, funcdes basicas de refatoracéo, profiling e
integracdo com sistemas de controle de versdo. A LGPL € um tipo de licenca de
software livre e o desenvolvimento de softwares € permitido desde que sejam
distribuidos com a mesma regra. A licenca comercial possui custos e os softwares
possuem seus desenvolvimentos autorizados com restricdes de licencas (Santos e
Andrade, 2013). Determinadas ferramentas livres e proprietarias mais conhecidas e
de ampla utilizacdo que foram desenvolvidos em Qt sdo: KDE, VLC Media Player,
Skype e Virtual Box. Além destes, as empresas mais conhecidas utilizadoras do
Toolkit sdo: Google, Canon e AMD (Sales, 2014).

5.3.2. Biblioteca OpenCV

A plataforma OpenCV (Open Source Computer Vision) pode ser definida como
uma biblioteca de programacédo voltada para o desenvolvimento de aplicativos
sofisticados de visdo computacional (Figura 15). Essa plataforma foi desenvolvida
pela empresa Intel em 2000, utilizando a linguagem C++ e com cédigo aberto. A
OpenCV apresenta modulos de Algebra Linear, Estrutura de Dados, Processamento

de imagens e videos, e interface grafica de usuario (Nogueira, 2013).
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time applications. Written in optimized C/C++, the library
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Figura 15. Pagina da OpenCV verséo 3.2 para downloads.

Tanto o QT creator, assim também como o OpenCV, sdo modelos de
multiplataformas e sua aplicacdo é feita com grande eficiéncia em varias tarefas de
analise de imagens, tais como: segmentacao, reconhecimento de faces, filtragem de
imagens, aprendizado de maquina, calibracdo de cameras, identificacdo de objetos e
outras (Nogueira, 2013).

A Dbiblioteca contém diversos métodos que envolvem diversas areas
computacionais, incluindo inspecfes em geral, imagens médicas, seguranca e
robdtica (Bradski e Kaehler, 2008; Sales, 2014). Para o desenvolvimento do software
Quanto, a plataforma OpenCV apresentou grande relevancia, principalmente para o
aumento da produtividade. A plataforma OpenCV ja apresenta operacdes codificadas
como filtros, limiarizacdo, binarizacdo, operacdes logicas e aritméticas que facilita a

criagédo do software Quanto.

5.3.3. Etapas do desenvolvimento do software Quanto

O software Quanto foi desenvolvido em trés etapas ciclicas contendo os
mesmos procedimentos. Para cada etapa, uma nova versao foi distribuida e testada

com novas funcionalidades. As vantagens desta metodologia sobre a pratica de lancar
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uma unica versdo do software completo ao final do desenvolvimento segundo

Cusumano e Yoffie (1999) séo:

e O software é testado continuamente e o retorno dos usuarios permite correcées
de problemas e a aceitacdo de sugestdes para implementacdes em versdes

futuras;

e A divulgagdo do software é realizada por um periodo mais longo, permitindo

que um nuamero maior de usuarios o utilize durante a execucgéo do trabalho;

¢ Resultados sédo produzidos durante a execucédo do trabalho, validando sua

importancia.

5.3.3.1. Primeira etapa

5.3.3.1.1. Defini¢cao de recursos e interface

Segundo Guimardes (2016) o software Quanto foi desenvolvido para
tratamento de imagens de microscépios para facilitar e automatizar os processos de
contagem de elementos e caracterizacdo. Para definir suas funcionalidades e
interface e tornar o software uma ferramenta Util na execucéo de tarefas que ainda
nao possuem auxilio, inicialmente foi realizada uma pesquisa de varios softwares ja
disponiveis no mercado para o uso que se propdem a executar tarefas semelhantes.
Esta verificacdo foi realizada com o intuito de identificar recursos importantes que um
programa deste segmento precisa ter, além de verificar quais funcionalidades ainda

nao foram observadas e que podem ser abrangidas no Quanto.
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5.3.3.1.2. Desenvolvimento de cédigos

No software Quanto foram desenvolvidas as opcdes para a abrir e salvar
imagens nas extensdes conhecidas de imagens "png", "pgm", "jpg", "jpeg"”, "bmp", "tif",
"tiff" e "xpm". Além dessa opcado, foram implementadas varias operacbes de
tratamento de imagens. Foi desenvolvido também um recurso que permite ao usuario
visualizar o histograma da imagem em questéo. Para gerar o histograma foi criada
uma estrutura de repeticdo passando por todos os pixels da imagem e contabilizando
a intensidade de brilho de cada um. Ao final, € mostrada uma imagem gerada com o
acumulado de cada valor em forma de histograma (Guimarées, 2016). Nesta etapa
também foi disponibilizada a op¢do de zoom que serve para ampliar ou reduzir uma

imagem melhorando a visualizagdo de determinados elementos.

5.3.3.2. Segunda Etapa

5.3.3.2.1. Defini¢cado de recursos e interface

De acordo com Guimardes (2016), foram definidas as funcionalidades e

recursos do Quanto em relacdo a contagem de elementos nesta etapa.

5.3.3.2.2. Desenvolvimento de cédigos

5.3.2.2.2.1. Selecao de escalas

Nesta etapa de desenvolvimento, Guimaraes (2016) definiu a opcao selecionar
escala para definir o tamanho da imagem em questdo. Neste caso, o usuario deve
tracar uma reta na imagem e informar o tamanho em uma determinada unidade de
medida (UM) escolhida por ele. ApoOs este processo, captura-se o tamanho em pixels
dessa reta para que seja feito o célculo desta grandeza em relacdo ao tamanho
informado pelo usuéario na unidade de medida escolhida, encontrando assim a relacéo
pixel/lUM. Com esta relacdo, pode-se encontrar qualquer medida na imagem em

analise na plataforma.
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5.3.2.2.2.2. Criagéo de formas

A opcéo de criar forma, permite que o usuario crie formas na imagem (retas,
retangulos, elipses). Para realizar esta operacao foram empregadas as classes do Qt
Creator QEventFilter, que captura eventos executados pelo usuario, e QPainter, que
cria as formas na imagem. Quando é selecionada a opcdo de criar formas, o
QEventFilter € iniciado e captura o ponto exato em que o usuario realiza um cliqgue na
imagem (MouseClick) e o ponto exato onde ele libera este clique (MouseRelease).
Apos estas informacgfes serem capturadas, elas sdo submetidas ao QPainter que cria
a forma selecionada pelo usuéario. Um dos parametros do QPainter € a sua cor, que
pode ser definida conforme a cor for selecionada pelo usuario na interface grafica do
software (Guimarées, 2016).

5.3.2.2.2.3. Realizagéo de contagens

Segundo Guimarées (2016), esta ferramenta permite que o usuario realize a
contagem de elementos (estruturas na amostra) uma imagem aberta no programa. A
contagem envolve varios procedimentos no Quanto, tais como, adicionar e excluir
tipos, incrementar elemento, marcar elemento na imagem, decrementar elemento e
desmarcar elemento na imagem.

A funcdo QEventFilter foi destinada para identificar o local onde o usuario fez
um clique. Considera-se que neste local hA um elemento a ser contabilizado na
contagem. Assim, ao realizar um clique, o software armazena informacdes sobre o
local exato na imagem e o tipo que o usuario selecionou para contabilizar o elemento,
além de outras informacdes internas. As informacdes acerca de cada ponto clicado
pelo usuério, tais como, localizacédo, tipo e outros, sdo guardadas em uma estrutura
de dados do tipo lista encadeada, que funciona de forma satisfatéria, pois transforma
cada ponto em um elemento Unico. Desta forma, caso o usuéario deseje excluir um
determinado ponto por ter feito uma contagem errada ou por qualquer outro motivo,
necessita-se somente identificar o local onde o ponto se encontra e deletar este ponto
da lista (Guimaraes, 2016).
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Outro recurso importante descrito por Guimaraes (2016) é que a estrutura do
tipo lista encadeada proporciona a possibilidade de plotar e apagar pontos na imagem
guantas vezes for necessario. Desta forma foi criada uma funcéo que passa por todos
os indices da lista e plota cada ponto na imagem com uma cor diferente para cada

tipo. Os pontos plotados na imagem pertencem a classe QPainter, de 8x8 pixels.

5.3.2.2.2.4. Contagem automatica

Segundo Guimaraes (2016), o procedimento de contagem automatica tende a
realizar uma busca na imagem para localizar elementos semelhantes a um template,
previamente selecionado pelo usuario, e contabiliza estes elementos na contagem.
Para construcao desta tarefa, a plataforma utilizou a fungcdo TemplateMatching do
OpenCv. Essa funcionalidade realiza um tipo de varredura em toda imagem,
procurando por regibes que apresentam qualquer nivel de semelhanca com um
template previamente definido que gera uma nova imagem em tons de cinza.

Guimaraes (2016) explica que esta nova imagem gerada pela funcdo aparece
borrada com regides mais escuras e mais claras seguindo a seguinte regra: De acordo
com o contraste da imagem, quanto mais clara estiver a regido da estrutura
identificada, maior serd a semelhanca daquela estrutura com o template, um sistema
de correlacao utilizado. Desta forma, consegue-se identificar diversos elementos
semelhantes com uma regido de interesse para serem considerados na contagem. O
método de contagem automatica finaliza-se utilizando um grau de correlacdo
informado pelo usuario e entdo percorre-se por toda a imagem, se a alguma regiao
possuir correlacdo maior ou igual ao informado pelo usuéario, aquela regido é

contabilizada.

5.3.3.2.3. Distribuicdo do Software

Segundo Guimarées (2016), a versao do software Quanto foi distribuida apds
uma avaliacdo interna e posteriormente distribuida aos usuarios externos para testes
de maior envergadura. O software Quanto tornou-se disponivel para o Laboratorio de
Biologia Celular e Tecidual, assim como para os técnicos e pesquisadores do
Laboratdrio de Materiais Avancados (LAMAV-Uenf).
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5.3.3.3. Terceira etapa

5.3.3.3.1. Definir recursos e interface

De acordo com Guimaraes (2016), os testes realizados por pesquisadores que
utilizaram o software Quanto para realizar a contagem de elementos na pratica,
mostraram 0s pontos positivos e as dificuldades de uso do software. Desta forma,

foram identificadas funcionalidades adicionais a serem atualizadas.

5.3.3.3.2. Desenvolver cddigo

5.3.3.3.2.1. Salvamento e carregamento projeto (criagao da extensao “.qto”)

Ao realizar os testes com o software na segunda etapa do desenvolvimento, foi
identificado que muitas vezes o usuario precisa realizar a contagem em diversas
imagens do mesmo tipo e, diante da quantidade elevada de contagens, precisa
interromper o processo e retoma-lo em outro momento. Mediante a este problema, foi
necessario criar uma forma de salvar a imagem com marcacdes de contagem a
gualquer momento para que ele fosse carregado posteriormente. Para resolver este
problema, o recurso salvar imagem, implementado na primeira etapa do
desenvolvimento, foi alterado de forma a criar uma extenséo especifica do Quanto, a
extensdo “gto”. Assim, os arquivos salvos com esta extensao possuem duas fases: a
imagem que esta sendo marcada para contagem e os dados numeéricos referentes a
contagem. A juncdo destes dois dados de tipos diferentes (a imagem e a lista
encadeada dos pontos de contagem) é feita transformando-os em um tipo Unico,
utilizando a classe do Qt Creator QByteArray. Além destes dados, o arquivo com
extensao “qto” guarda algumas informagdes importantes, tais como, nome da imagem
gue foi trabalhada, caminho onde se encontra a imagem, entre outros (Guimaraes,
2016).

A funcdo abrir imagem também passou por alterac6es de forma a carregar os
dados de contagem. Ao abrir uma imagem, primeiramente € realizada uma verificagdo

do tipo de arquivo que foi selecionado, caso seja um arquivo de imagem padrao
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(extensbes "png", "pgm", "jpg", "jpeg”, "bmp", "tif", "tiff" e "xpm"), a imagem é
simplesmente carregada com auxilio do OpenCyv, caso seja um arquivo do Quanto
(extensao “qto”) € necessario um tratamento diferenciado. Este tratamento exerce a
funcédo de separar a imagem dos dados da contagem e carregar a lista encadeada
com os dados existentes no arquivo carregado. Apds este processo a imagem passa
a ser carregada na tela do programa e é possivel continuar o processo de contagem

normalmente (Guimaraes, 2016).

5.3.3.3.2.2. Acdo de Avancar e retornar imagens

Segundo Guimardes (2016), para facilitar a utilizacdo do programa, foram
implementadas ferramentas que permite avancar ou recuar imagens do diretdrio.
Estas funcbes percorrem o diretério em busca do proximo arquivo ou do arquivo
anterior e, ao encontra-lo, chamam a fungéo carregar projeto. Dessa forma, para que
nao sejam perdidas informacdes, a funcao salvar projeto sempre € chamada antes de
carregar um novo projeto e, para ndo criar novos arquivos no diretério do usuario, o
programa cria uma pasta chamada Quanto Projects em que s&o salvos

automaticamente estes arquivos.

5.3.3.3.2.3. Salvamento de relatoério

Ao final de toda contagem, sendo feita com o auxilio de softwares ou néo,
Guimardaes (2016) descreve que é necessario que os dados sejam tabulados em uma
planilha. Diante disto, a ferramenta que permite salvar relatério foi criada para facilitar
este processo e aumentar a produtividade de dados armazenados para o usuario. Os
dados capturados sao exportados para um arquivo com extensao “csv”, um arquivo
de texto que pode ser lido pelos aplicativos de planilhas eletrénicas. Para organizar
os dados de forma correta sdo utilizados os separadores “;” para indicar uma nova
célula a frente e “\n” para indicar quebra de linha. A metodologia supracitada é

repetida para todos os arquivos com extensao “qto” do diretério indicado pelo usuario.
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5.3.3.3.2.4. Exportacdo de imagem

Conforme Guimaraes (2016), ao se alterar o recurso de salvar imagem para
salvar os projetos Quanto, o software impossibilitou o usuario de salvar somente a
imagem com as segmentacdes e tratamentos realizados, sem os dados de alguma
contagem. Assim, a fungéo exportar imagem foi criada para auxiliar o procedimento,
ela simplesmente salva a imagem em um formato padréao de imagem com o auxilio de

funcbes do OpenCuv.

5.3.3.3.2.5. Fracao volumétrica por fracédo de pontos

Segundo Guimardes (2016), as funcionalidades relacionadas a calculos
estereoldgicos foram as Ultimas a serem implementadas. A fragdo volumétrica por
fracéo de pontos realiza o calculo através de uma malha de pontos que séo inseridos
igualmente espacados na imagem, a qual deve ser previamente binarizada. Para
realizar o célculo, antes de inserir os devidos pontos na imagem, é feita uma
verificacdo do pixel em que o ponto sera inserido. Caso este pixel esteja em um local
correspondente a fase de interesse, este sera contabilizado para a realizacdo do

calculo.

5.3.3.3.2.6. Area superficial por unidade de volume teste

Segundo Guimarédes (2016), para realizar o célculo da area superficial por
unidade de volume teste, sdo inseridas linhas igualmente espagadas na imagem, que
deve ser previamente binarizada. Ao inserir estas linhas, a imagem seré verificada
pixel a pixel e, sempre que a linha intercepta a fase de interesse, este intercepto é
automaticamente contabilizado em um contador. Apds inserir todas as linhas, o

namero total de interceptos e o tamanho total das linhas é conhecido.
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5.3.3.3.2.7. Comprimento por unidade de volume teste

O célculo do comprimento por unidade de volume teste necessita-se realizar a
contagem de quantos elementos da fase de interesse existem na imagem. Para isto,
Guimaraes (2016) utilizou o algoritmo conhecido como Flood Fill, que percorre toda
imagem binarizada e, ao encontrar um objeto, realiza a marcacdo do mesmo,

permitindo realizar a contagem de quantos elementos foram marcados.

5.3.3.3.2.8. Distribui¢cao do Software

Segundo Guimarées (2016), a verséo do software distribuida passou por uma
avaliacao interna, onde ocorreu a aprovacao. Nesta terceira etapa foi disponibilizada
uma versdo mais completa. O Quanto foi disponibilizado para o Laboratério de
Biologia Celular e Tecidual, para os técnicos e pesquisadores do Laboratério de
Materiais Avancados (LAMAV/ CCT -UENF), para o laboratério de biologia da

Faculdade Santa Marcelina (LabBio FASM - Muriaé-MG) e também disponivel para

download no endereco: https://sourceforge.net/projects/quantosoftware/?source=directory.

5.3.2. Interface gréfica do software Quanto

A interface do Quanto foi desenvolvida para ser simples e eficiente, seguindo
os padrdes que sao utilizados na maioria dos softwares que se propdem a andlise e
tratamento de imagens (Sales, 2014; Collins, 2007; Aguiar et al., 2007; Francisco et
al., 2004). A interface € composta de barra de menu, caixas de ferramentas, painel
lateral de funcionalidades, ferramentas de criacdo de formas, area de trabalho e painel
de snapshot. A Figura 16 apresenta a tela de interface do Quanto com uma imagem
carregada para andlise (Guimarées, 2016).
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Figura 16 - Interface grafica do Quanto. Em 1) barra de menu; 2) caixas de ferramentas; 3)

painel com lateral de funcionalidades; 4) ferramentas de criagdo de formas; 5) area de

trabalho; 6) painel de snapshot.
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6. Materiais e Métodos

Os experimentos desenvolvidos nesta pesquisa foram realizados no laboratoério
de biologia da Faculdade Santa Marcelina (FASM) campus Muriaé, cidade do Estado
de Minas Gerais. Os NEPs utilizados foram doados para experimentacdo pelo
Laboratério de Nematologia do CCTA / UENF e o software Quanto desenvolvido e
disponibilizado pelo Laboratério de Materiais avangcados (LAMAV/ CCT/ UENF).

6.1. Uso do software QuantoNema para estudos de progénie

A progénie reflete a capacidade reprodutiva medida pelo namero de juvenis

infectantes produzidos.

6.1.1. Multiplicagdo de nematoides entomopatogénicos

Os nematoides entomopatogénicos foram multiplicados em larvas de insetos
hospedeiros da espécie Tenebrio mollitor. A espécie de nematoide que foi multiplicada
€ representada pelo isolados Heterorhabditis indica LPP30, espécie amplamente

testada em diversos tipos de insetos hospedeiros (Monteiro et al., 2012).

6.1.1.1. Criacao de larvas de Tenebrio mollitor

O coleoptero do género Tenebrio, representante tipico da familia Tenebrionidae,
conhecido também como bicho-da-farinha tem habitos noturnos. Os tenébrios se
reproduzem rapidamente em lugares quentes e umidos, séo de facil manejo.

As larvas de T. mollitor foram criadas em laboratério a partir de dieta artificial
(400 g de farelo de trigo, 120 g de levedo de cerveja, 200 g de gérmen de trigo,) e
mantidas em temperatura controlada a 30°C (figura 17). Na fase adulta, os insetos

foram mantidos em potes separados também com dieta para reproducao.
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- oy,
Figura 17. Larvas de Tenebrio mollitor.

As larvas de T. mollitor na fase do 5° instar foram recolhidas dos potes de
criacdo (Figura 18) para utlizagdo como hospedeiras para multiplicacdo de

nematoides entomopatogénicos.

T

Figura 18. Pote de criacdo de larvas de T. mollitor em dieta artificial.
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6.1.1.2. Multiplicacdo de nematoides entomopatogénicos (NEPs)

As larvas de T. mollitor foram colocadas em placas de Petri revestidas de papel
filtro. Em cada placa foram adicionadas dez larvas de T. mollitor (Figura 19) com
massa media de 150 mg. Foram utilizadas 10 placas por etapa de multiplicacéo. Para
cada placa foi adicionado um mL de solugcdo com 200 juvenis infectantes (JIs) de
nematoides entomopatogénicos Heterorhabditis indica LPP30. As placas foram
armazenadas em camara de germinagéo (BOD) a 25°C e 80% UR por sete dias. Apés
esta etapa, as larvas mortas foram retiradas das placas buscando-se cadaveres com
a coloracdo uniforme caracteristica de infeccéo por NEPs.

coloracao tipica de infecgéo.

Os cadaveres foram transferidos para placas de coleta de nematoides
denominadas “armadilhas de White modificada” (White, 1927), constituidas por placas
de Petri de 9 cm de didametro com uma argola de PVC (2,5 cm de diametro X 8 mm
de altura) e, sobre esta, um pedaco de papel filtro 2,0 x 8,0 cm (Whatman N°1). O
papel de filtro foi moldado de modo que suas bordas ficaram em contato com a 4gua
destilada contida na placa de Petri e, sobre esta, uma larva cadaver de T. mollitor.
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As armadilhas de White (Figura 20) foram armazenadas em camara de
germinacao (BOD) a 25°C e 80% UR por volta de sete dias. Apés cerca de sete dias,
JIs migraram para a agua contida na placa de Petri (Figura 21) e foram coletados com
pipeta e mantidos em garrafas de cultura de células (CORNING) de 50 mL em camara
de germinacao a 16°C (Kaya & Stock, 1997).

Figura 21. Em A, estrutura de uma armadilha de White e em B, nematoides juvenis
infectantes Heterorhabditis indica apos emergéncia.
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6.1.2. Teste de progénie tradicional

Para a montagem do teste de progénie tradicional no experimento 1, foi
utilizado a espécie de nematoide entomopatogénico Heterorhabditis indica LPP30.
Utilizou-se como inseto hospedeiro uma larva de T. mollitor com massa média de 150
mg. Foram adicionadas 10 larvas para cada placa de Petri (9 cm de diametro) com 10
repeticbes. Para cada placa de Petri foi adicionada uma solugdo de um mL com 200
JIs. As placas foram revestidas com papel filtro no fundo e foram mantidas por trés
dias em camara de germinacao (BOD) a 25°C, 80% U.R.

ApGs o periodo de armazenamento em (BOD), os cadaveres foram transferidos
para placas de coleta de nematoides denominadas “armadilhas de White modificada”
(White, 1927), que consiste em placas de Petri de 9 cm de diametro com uma argola
de PVC (2,5 cm de diametro X 8 mm de altura) e, sobre esta, uma fita de papel filtro
2,0 x 8,0 cm (Whatman N°1) que foi adicionado de modo que suas bordas tivessem
contato com a agua destilada contida na placa de Petri e, sobre esta, um cadaver de
T. mollitor. Durante sete dias, 0s juvenis infectantes emergiram para a agua contida
na placa de Petri, e foram coletados com pipeta diariamente durante sete dias e
totalizando um volume final padréo para todas as coletas de 70 mL mantidos em
Becker de 250 mL em (BOD) a 25°C, 80% U.R. Para contagem dos JiIs total ou
progénie, foram utilizadas pipetas para coleta de aliquota de 0,1 mL em trés repeticdes
visualizadas em microscépio Optico, aumento de 10 x, com uso de laminas (Figura
22). Durante todo o experimento de teste de progénie tradicional, o tempo de duracao

foi contabilizado.

Figura 22. Amostra com JlIs para quantificagdo em progénie através do método
tradicional em microscopio.
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Para a andlise estatistica, as variaveis foram testadas quanto a homogeneidade
das variancias (One Way) e a normalidade dos erros (teste de Shapiro-Wilk), em 5%
de probabilidade, utilizando-se o Sistema de Analises estatisticas pelo programa
SigmaPlot 12.5. A seguir, os dados foram submetidos a Anova e as médias
comparadas pelo Teste de Tukey (P<0,05).

6.1.3. Teste de progénie com software QuantoNema

O teste de producdo de NEPs com uso do software QuantoNema foi realizado
com as mesmas metodologias tradicionais realizada com a progénie tradicional para
preparacao do processo de contagem.

Para contabilizacdo dos JlIs total ou progénie, foram utilizadas pipetas para
coleta de aliquota de 0,1 mL em trés repeti¢cdes visualizadas em microscopio optico
com uso de laminas. A imagem do microscopio Optico foi transmitida para o
computador através de uma camera digital de microscopia (AmScope DM130) pelo

software AmScope para arquivamento das imagens das amostras (Figura 23).

'6 AmScope . - lﬂ‘m
| File Edit View Image Process Layer Annotation Plugin Options Windwi Help |
B 6| & B B[ E) R~ s Te|E | @ 0o CQR[IX £ - N V-O0D00C0-0 T E @S

< sblbmp

=]

OOEI OUZ| Uﬂll
IS SISO ST i AT W M 1 AW AR A

UOVI
(Al ] T
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Ifigura 23. Software da AmScope, projetado para edicdo de imagens e captura de fotos pér
camera digital para microscopio.
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Para contagem de nematoides juvenis que emergiram dos cadaveres das
amostras em armadilhas de White, foi utilizado o software QuantoNema para
marcacfOes automatizadas e manuais, contabilizacdo e arquivamento das imagens
editadas.

Apds a captura e arquivamento das imagens pelo software AmScope, as
imagens foram transmitidas para o software Quanto a partir da sele¢ao do botao “abrir
imagem” encontrado na barra de tarefas na area de trabalho do software.

A contagem inicialmente foi realizada automaticamente, para o processo de
contagem automética, selecionou-se o botao “iniciar” e em seguida foi selecionado o
botdo “Contagem Automatica”. A partir deste procedimento, abriu-se uma nova janela
do software para contagem automatizada. Nesta janela do software, ha opcbes de
aumento e diminuicdo (zoom) da imagem capturada. Ha também um botdo para
selecionar a imagem ou parte dela “Selecionar Template”, que reconhece demais
estruturas modelo que sédo marcadas e contabilizadas automaticamente. Parte de um
nematoide foi selecionado com uso desta ferramenta.

ApoOs este procedimento afim de finalizar o processo automatizado, clicou-se
no botao “ok” para encaminhar a imagem com reconhecimento automatizado na area
de trabalho inicial do software.

Os nematoides que nao foram marcados automaticamente pelo software, foram
marcados manualmente com uso do cursor de um mouse, as marcagdes foram
completadas e contabilizadas em uma caixa de dados disponivel na coluna a

esquerda da area de trabalho do software (figura 24).
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Figura 24. Software QuantoNema com imagem de microscopia. O nimero 1 indica os
nematoides marcados automaticamente e manualmente.

Apbs o processo total de contagens, as imagens com marcacdes foram salvas
em uma pasta criada pelo usuario que destina automaticamente todas as amostras
de imagens editadas pelo software. Os dados contabilizados por numeros de
nematoides e tempo utilizado para a metodologia utilizada foram anotados em

planilhas do programa Excel.

O experimento de progénie com uso do software (Figura 25) foi desenvolvido
no laboratério de Biologia da FASM com uma equipe de trés alunas do curso de
Ciéncias Bioldgicas, Barbara Helena de Oliveira Barcaro, Lenimar Aparecida Ribeiro
e Mariana Aparecida Fortunato. A contagem de nematoides juvenis com uso do
software foi realizada pelas trés alunas, totalizando trés repeticdes no tempo. Este
mesmo procedimento de contagem para foi realizado pelas trés alunas como usuarias
do teste de progénie tradicional. Para realizacdo do teste de progénie tradicional e
com uso do software, foram realizadas trés repeticdes com contagens das aliquotas,
apos os resultados obtidos foram realizados calculos de média em relagdo ao numero
de nematoides e ao tempo utilizado na experimentacao.
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Figura 25. Uso do software QuantoNema acoplado ao microscopio 6ptico para realizacao de
progénie no Laboratério de Biologia da FASM Muriaé.

Para a andlise estatistica da progénie com uso do software Quanto, as variaveis
foram testadas quanto a homogeneidade das variancias (One Way) e a normalidade
dos erros (teste de Shapiro-Wilk), em 5% de probabilidade, utilizando-se o Sistema de
Andlises estatisticas pelo programa SigmaPlot 12.5. A seguir, os dados foram

submetidos a Anova e as médias comparadas pelo Teste de Tukey (P<0,05).

6.2. Quantificacdo de ovos de nematoides fitoparasitas

A contagem de ovos de nematoides € uma das metodologias dentro da area da
nematologia que auxilia a avaliacdo da capacidade reprodutiva de fitonematoides e

auxilia também a calibracéo de suspenséo para inoculacao.
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6.2.1. Contagem de ovos pelo método tradicional

Para quantificacdo de ovos de fitonematoides provenientes de galhas no
sistema radicular de plantas (Figura 26), empregou-se o método de Hussey & Barker
(1973), modificado por Boneti & Ferraz (1981). As raizes com galhas foram
provenientes de tomateiros tomateiro (Lycopersicon lycopersicum), cultivar Santa
Cruz, plantados na casa de vegetacdo do CCTA/UENF. As raizes estavam infectadas

pelo fitonematoide Meloidogyne javanica.

Figura 26. O circulo vermelho indica a localizacdo da galha de nematoide fitoparasita
Meloidogyne javanica no sistema radicular de um tomateiro proveniente da casa de
vegetacdo CCTA/UENF.

O sistema radicular de um tomateiro (Lycopersicon licopersicum) inicialmente
foi cortado em pedacos de 0,5 cm (Figura 27) e com uma por¢ao de 50 g de raizes foi
colocada em liquidificador com 200 mL de Hipoclorito de sédio a 0,5% e triturada

durante 1 minuto. Desta suspensao, obteve-se uma aliquota de 1 mL distribuida em
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lamina para contagem dos ovos em microscopio 6ptico. Durante o experimento foram
realizadas 10 repeticBes. Durante a contagem de ovos com o uso de microscopio

optico foi contabilizado o tempo de duracéo do experimento.

Figura 27. Em A, preparacgéo das raizes para processamento. Em B, seta indica uma galha
de nematoide fitoparasita M. javanica no sistema radicular tomateiro L. licopersicum

6.2.2. Contagem de ovos com uso de software

Em analise comparativa foi realizado o teste de contagem de ovos com uso do
software QuantoNema (figura 28) em relacdo ao teste tradicional com uso de
microscopio optico. Durante a contagem de ovos utilizando o software acoplado ao

microscopio, foi contabilizado o tempo de duracéo do teste.
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Figura 28. Dashboards do software QuantoNema utilizada para contagem manual de ovos
de nematoides.

ApOs a abertura da imagem capturada pelo software, a contagem inicialmente
foi realizada pela op¢do automatica, para dar inicio ao processo de contagem,
selecionou-se o botdo “iniciar” e em seguida selecionado o botdo “Contagem
Automatica”. A partir deste procedimento, abre-se uma nova janela do software para
contagem automatizada. Nesta janela do software, h4 op¢des de aumento e
diminuicdo (zoom) da imagem capturada. Ha também um botdo para selecionar a
imagem ou parte dela “Selecionar Template” (figura 29), que reconhece demais
estruturas modelo que sdo marcadas e contabilizadas automaticamente. Apds este
procedimento afim de finalizar o processo automatizado, clicou-se no botéo “ok” para
encaminhar a imagem com reconhecimento automatizado na area de trabalho inicial

do software.

Os ovos que ndo foram marcados automaticamente pelo software por
correlacéo, por fim foram sinalizados e contabilizados manualmente com o curso do
mouse. ApOs 0 processo total de contagem a imagem com marcacgdes foi salva em
uma pasta criada pelo usuario que destina automaticamente todas as amostras

capturadas.
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Figura 29. Area de trabalho do software para contagem automatica. Ovos marcados
automaticamente a partir do modelo selecionado “Selecionar Template”.

6.3. Uso de uma plataforma do software QuantoNema para levantamento de
nematofauna

A identificacdo dos grupos de nematoides (Fitoparasitas, Bacteriofagos,
Micofagos e Predadores) foi realizada a partir de uma plataforma do software
QuantoNema. Na plataforma do software foi disponibilizado um banco de imagens de
acesso para comparar e reconhecer os diferentes grupos de nematoides conforme
suas caracteristicas morfologicas, como por exemplo, a presenca de dentes
quitinosos, formato do estilete, espessura e comprimento do esbéfago, tamanho e
espessura do eséfago do nematoide e entre outras caracteristicas relevantes (Figura
30).
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Figura 30 - Os diferentes grupos tréficos. A.Bacteriéfago, B.Predador, C.Fitoparasita, D.
Micéfago. Imagem: Felipe Costa / 2012.

A metodologia utilizada na amostragem de nematoides para levantamento e
caracterizacdo da nematofauna neste este, foi realizada pelo processamento de solo
pelo método de Jenkins (1964).

A coleta de solo foi realizada em uma area de fragmento de Mata Atlantica no
Horto Florestal na Unidade de Conservagdo Parque Municipal Guido Marliére de
Muriaé, Minas Gerais (Figura 31). Foram coletadas seis amostras de solo (300g) e

armazenadas em sacos plasticos.

Parque Municipal

Flgura 31. Horto FIorestaI (Unldade de Conserva(;ao Parque Municipal Guido Marlfére)
local de coleta das amostras de solo. Muriaé, MG. Fonte: Google Maps 18/10/18.
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O processamento das amostras de solo foi realizado na Clinica Fitopatolégica
do CCTA/UENF. As amostras de solo foram colocadas em um recipiente plastico com
volume de 150 mL. Em um recipiente plastico com seis litros de agua foi adicionado a
amostra de solo para solubilizacdo, apds a mistura, a solu¢cdo passou-se por dois
minutos em decantac&o natural e posteriormente foi peneirada sequencialmente por

peneiras de 60 e 500 Mesh.

O material selecionado e solubilizado em agua, foi adicionado em tubos de
centrifuga. A solucédo foi centrifugada (2000 rpm / 3 min) e o liquido foi descartado,
permanecendo no fundo dos tubos o material decantado (Figura 32). Apés este
procedimento, os tubos com o material decantado receberam uma solucdo de
sacarose e foram submetidos novamente a uma centrifugagdo (1000 rpm / 2 min).

Apéds ao processo de centrifugacdo, as amostras foram lavadas em peneira de
500 Mesh para reiterada da solucdo de sacarose. As amostras lavadas foram
colocadas em garrafas de Corning totalizando um volume de 50 mL e armazenadas
em BOD a 16 °C por dois dias.

Figura 32. EmA, processo de separagéo com peneiras de 60 e 500 Mesh. Em B, processo
de centrifugacdo das amostras.
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As amostras processadas foram submetidas a analise de microscopia com uso
do software QuantoNema para quantificacdo de nematoides em relacao aos diferentes
grupos troficos. Foram realizadas trés repeticdes com aliquotas de 0,5 mL da solucdo
das amostras processadas. O teste de levantamento de nematofauna foi realizado por
trés alunas do curso de graduacdo em Ciéncias Bioldgicas no laboratoério de Biologia
da FASM Muriaé.

A area de trabalho do software QuantoNema oferece ferramentas para
marcacgodes diretas na imagem capturada da amostra pra identificacdo e quantificacao
de nematoides em relacdo aos grupos troficos (Figura 33). O software também foi
formulado com desenhos morfolégicos dos diferentes tipos de nematoides conforme
o grupo trofico, permitindo ao usuario uma ferramenta de apoio e referéncia para

identificagdo da amostra com maior preciséo.
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Figura 33. Dashboards do software QuantoNema.

As aliquotas foram distribuidas em lamina e submetidas a microscopia Optica
(aumento de 10 x) para identificacdo de nematoides. Para visualizacdo no software
QuantoNema, uma camera AmScope foi acoplada na ocular do microscopio e ligada
ao computador por cabo USB. As imagens capturadas pelo aplicativo da camera

foram transferidas para area de trabalho do software QuantoNema.
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A plataforma do software apresenta diversas ferramentas que auxiliaram para
quantificacdo e reconhecimento dos nematoides em diferentes grupos tréficos. Na
area de trabalho a direita, hd uma coluna para consulta através de figuras morfolégicas
dos grupos de nematoides (Predador, Bacteri6fago, Fitoparasita e Micofago). Na barra
de ferramenta superior o software foi construido para oferecer ferramentas de
tratamento da fotografia como a presenca de filtros, zoom, brilho e contraste, alteracéo

de imagens, seletor de escalas, icone para abrir e salvar imagem.

Na barra de ferramentas no lado esquerdo, o software foi construido para
oferecer a opc¢ao de iniciar as contagens por marcagdes manuais e por contagem
automatica. Nesta barra de ferramenta também ofereceu a possibilidade de escolher
o grupo de nematoide identificado na amostra, consequentemente as marcagdes
realizadas foram computadas no campo dos grupos (Figura 34). Nos casos de erros
de marcacdes, o software oferece a op¢ao de reiniciar contagem a partir de um icone
proprio. Apos o processo de contagem e marcacdes, as amostras foram salvas em

pastas abertas pelo proprio software através da selegcao do botao “salvar relatorio”.
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) Figura 34. Area de trabalho do software QuantoNema com amostra de um fitonematoide
identificado, marcado e contabilizado.
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6.4. Avaliagdo Qualitativa

Apés todos o0s experimentos de progénie, quantificacdo de ovos de
fitonematoides e levantamento de nematofauna utilizando as duas metodologias,
tradicional e com uso do software, as alunas do curso de ciéncias biolégicas da FASM
realizaram uma descricdo pessoal sobre as técnicas desenvolvidas durante o

experimento, bem como a experiéncia de um usurario do software QuantoNema.
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7. Resultados e Discussoes

7.1. Teste de progénie

7.1.1. Comparacao de variancia entre os grupos de contagem tradicional

A partir do teste de progénie realizado entre o método tradicional e com uso do
software QuantoNema, os resultados das médias foram comparados entre 0s grupos
(repeticBes) A, B e C. Os grupos foram representados pelos usuarios que realizaram

a contagem de Jis entre os dois métodos em analise comparativa.

As médias dos numeros de Jils foram derivadas da contagem por trés

repeticdes de aliquotas pelo método tradicional do teste de progénie (Tabela 1).

Numero de nematoides Jls — Progénie (Tradicional)

A B C
123 100 40
96 204 44
134 143 151
66 84 110
185 245 198
164 216 148
200 181 238
207 151 221
51 84 154
157 266 165

Tabela 1. Médias obtidas com método tradicional de contagem do niumero de nematoides
JIs em trés repeticbes, A, B e C.

Os dados da tabela 1 correspondem a média do numero de JlIs obtido das trés
contagens manuais, estes dados foram submetidos a analise de variancia One Way
Anova, através do programa estatistico SigmaPlot 12.5. A analise identificou que nédo
h& diferencas o suficiente entre os grupos de tratamento. As diferencas de valores

podem ser atribuidas a variabilidade amostral.

A média total de JIs obtida foi de 138,3 para o grupo A, 167,4 em B e 146,9
para C. A diferenca entre o grupo B em relagéo ao grupo A foi de 17,4%, e a diferenca
do grupo B para o grupo C foi de 12,2%, e a diferenca entre o grupo A com o grupo C
foi de 5,8%.
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As aliquotas provieram do mesmo tratamento em ambos grupos em
comparacao, as variacbes de médias podem ser oriundas por erros de contagem
durante a experimentacéo. Os JIs quando visualizados em microscopia se locomovem
e sobrepfem aos outros nematoides, o que dificulta a identificacdo e quantificacédo

pelo usuario.

Durante a contagem de Jls o tempo de duracao foi contabilizado e listados em
tabela (Tabela 2). Os valores do tempo utilizado foram comparados estatisticamente

entre os grupos A, B e C. O tempo foi medido em segundos (S).

Tempo médio da quantificagdo de JIs — Progénie (Tradicional)

A B C
495 480 275
390 866 305
597 257 470
300 480 305
445 417 489
390 291 245
420 240 726
445 270 605
242 560 362
249 256 426

Tabela 2. Valores de tempo (s) em trés repeti¢cdes (A, B e C) durante a contagem de Jis
através do método tradicional.

Os valores de tempo entre os grupos A, B e C foram submetidos a analise de
variancia ONe Way Anova. A analise de comparacédo de valores identificou que néo
hé presenca de diferengas significativas suficiente para excluir a possibilidade de que
a diferenca seja devida a variabilidade da amostragem aleatoria.

O tempo total de duracdo para o grupo A foi de 3973s, 4117s em B e 4208s
para o grupo C. A diferenca entre o grupo A com o grupo B foi de 3,5%, entre o grupo
A com o grupo C a diferenca foi de 5,6% e entre o grupo B com C a diferenca foi de
2,2%.

A diferenca entre o tempo utilizado para realizar contagem é justificada pelas
diferentes habilidades especificas de cada usuario ao manusear as amostras e ao
microscopio Optico, além da recontagem por conta de esquecimento da enumeragao

ou por duvidas geradas sobre a sobreposicéo de JIs nas laminas.
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7.1.2. Comparacao de variancia entre os grupos de contagem com o uso de
software QuantoNema

O teste de progénie realizado com uso do software QuantoNema gerou médias
foram comparados entre os grupos (repeticdes) A, B e C. As médias dos numeros de

JIs foram originadas a partir da contagem por trés repeticdes de aliquotas (Tabela 3).

Numero de nematoides JIs — Progénie (Software QuantoNema)

A B C
120 186 15
96 147 22
132 66 54
68 21 95
186 186 120
163 110 75
200 77 195
207 122 110
51 53 52
155 206 48

Tabela 3. Médias obtidas com método de contagem do nimero de JlIs através do software
QuantoNema em trés repeticbes, A, B e C.

As diferencas nos valores médios entre os grupos de tratamento ndo sao
grandes o suficiente para excluir a possibilidade de que a diferenca seja devida a
variabilidade da amostragem aleatéria, ou seja, ndo ha diferenca estatisticamente

significante.

Os valores da média total de JIs contabilizados para cada grupo foi de 137,8
para o grupo A, 117,4 para o grupo B e 78,6 para o grupo C. A diferenca percentual
entre os grupos foi de 14,8% entre A e B, 33% entre B e C, e 42,9 % entre A e C.

Em relacdo aos valores das médias de JIs contabilizados quando comparados
entre os grupos A, B e C ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas,
portanto os valores possuem uma homogeneidade entre 0s grupos no teste de
progénie. O software ofereceu ferramentas suficiente para que todos processos de
contagem de Jls fossem realizados sem comprometer variagcdo de médias entre as

aliquotas calculadas e comparacdes entre as médias dos grupos.
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Durante a contagem de Jls com uso do software, o tempo foi cronometrado
para medicdo da duracdo do experimento de progénie. Os valores de tempo foram
listados e comparados entre si em trés repeticdes, representadas pelos grupos A, B e
C (Tabela 4).

Tempo médio da quantificacao de JIs — Progénie (Software QuantoNema)

825 1096 1142
603 1230 1260
841 823 1388
537 888 903
1022 1016 1206
909 905 1143
1069 700 1263
1080 1048 1148
474 560 843
868 1337 902

Tabela 4. Médias do tempo (em segundos) em trés repeticdes (A, B e C) durante a
contagem de Jls com uso do software QuantoNema.

O valor de tempo total de duracao para o grupo A foi de 8228s, do grupo B foi
de 9603s em B e do grupo C foi de 11198s. A diferenca entre o grupo A com 0 grupo
B foi de 16,7%, entre o grupo A com o grupo C a diferenca foi de 36% e entre o grupo

B com C a diferenca foi de 16,6%.

As diferencas nos valores entre os grupos de tratamento sdo maiores do que
seria esperado pelo acaso, neste caso existe uma diferenca estatisticamente
significativa. Tendo em vista que os dados apresentaram diferencas significativas. Os
dados foram submetidos ao teste de normalidade, que pelo qual indicou que o tempo

do grupo B variou significativamente em todas repeticdes a partir do padréo esperado.

O tempo comparado entre 0s grupos que apresentaram diferencas
significativas estdo relacionadas as diferentes habilidades desempenhadas pelos
usuarios em relacdo a experiéncia em informética, desenvoltura em manusear o

microscépio associado ao computador com uso do software e agilidade motora.
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7.1.3. Comparacao da quantificacdo de Jls entre o método tradicional e com
uso do software

As médias obtidas do numero de Jls dos grupos A, B e C foram comparadas

estatisticamente entre os dois métodos de progénie, o tradicional e com o0 uso do

software QuantoNema (Gréfico 1).
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Gréfico 1. Dados comparativos entre as médias do numero de Jls entre o método tradicional
com uso do software em trés repeticdes (A, B e C), teste de progénie.

Os valores de média de contagem de Jls com o método tradicional e com uso

do software, foram submetidos a analise de variancia pelo teste de Tukey, o qual

indicou que as diferencas nos valores médios entre os grupos de tratamento séo
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maiores do que seria esperado pelo acaso, 0 que indica a existéncia de diferenca

estatisticamente significativa entre todas repeti¢des.

As médias dos valores de Jls comparadas entre 0s grupos com comparacgoes
estatisticas entre os dois métodos, apresentaram diferencas percentual de 0,4 % entre
0 método tradicional e software no grupo A. O grupo B obteve uma diferenca de 29,9%
entre os dois métodos e no grupo C, a diferenca foi de 46,5% entre o niumero de JIs

pelo método tradicional com uso do software.

A diferenca constatada entre os numeros de Jis quando compara aos dois
métodos, tradicional e software QuantoNema, pode estar relacionada a falha de

contagem pelo usuario com o método tradicional.

A contagem de JIs através do método tradicional apresenta fatores que
desfavorecem uma contagem coerente, uma vez que 0S nematoides se movem e
podem sobrepor 0 corpo em outros nematoides, dificultando sua identificacdo e
contabilizacdo. Outro fator que influencia na qualidade da contagem, € a degradacao
do material visualizado em microscopia que sofre alterac6es morfologicas e morte dos
JIs pela evaporagdo da amostra nas laminas, a elevacao da temperatura ocorre pelo

uso de luz no microscépio.

Em contrapartida, o namero de Jls contabilizados com o uso do software,
apresenta nimeros quantitativos coesos pelo fato de todos os nhematoides da amostra
serem fotografados e consequentemente marcados. A quantidade de Jls € somada

pelo durante o acompanhamento das marcacdes feita pelo usuario.

Outro beneficio que o software proporcionou ao usuério, foi a capacidade de
armazenamento das imagens marcadas, que podem ser quantificadas
posteriormente, uma vez que todos os dados permanecem armazenados em pastas
especificas criadas pelo software QuantoNema. O usuario deste software é favorecido
com esta flexibilidade e sem o risco de perder parte de sua pesquisa por problemas

causados durante o procedimento de contagem tradicional.
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7.1.4. Comparacao do tempo de duracédo para contagem de Jls entre o método
tradicional e com uso de software QuantoNema

As médias obtidas do nimero de Jls dos grupos A, B e C foram comparadas

estatisticamente entre os dois métodos de progénie, o tradicional e com o0 uso do

software QuantoNema (Grafico 2).
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Grafico 2. Dados comparativos entre as médias do tempo (segundos) de duracgéo para
contagem de JIs entre 0 método tradicional com uso do software em trés repeticdes (A, B e

C), teste de progénie.
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As medidas de tempo entre a contagem tradicional e com o uso de software
dos trés grupos, foram submetidos a andlise de variancia pelo teste de tukey, onde os
valores apresentaram-se estatisticamente significativos entre todos os valores de
tempo, onde as diferencas nos valores entre 0os grupos de tratamento sdo maiores do

gue seria esperado pelo acaso.

A diferenca porcentual do tempo utilizado para experimentacdo do teste de
progénie entre o método tradicional e com uso do software QuantoNema foi de 51,8

% entre o grupo A, 57,1% entre o grupo B e 62,4% entre o grupo C.

O menor tempo utilizado para realizacdo de progénie pelo método tradicional
em relacdo ao maior tempo com uso do software, € decorrente pela falta de
treinamento e agilidade de um usuario principiante ao manusear ferramentas
informatizadas. O software QuantoNema n&o ofereceu condigdes para contagem
automatizada durante a contabilizacdo de JIs, aumentando o tempo de tratamento das

imagens com marcacdes e arquivamento.

Devido a sua forma cilindrica alongada, as posi¢des corpéreas apresentadas
pelos nematoides sao diversas. Isso impede o uso de um nematoide inteiro como
template que permita a contagem dos nematoides presentes na imagem. A solucéo
foi escolher uma parte do nematoide como template. As partes mais sugestivas como
template sdo os extremos. Entretanto, o software geralmente contava os nematoides
em duplicata. Portanto, em decorréncia desses problemas, a contagem automatica foi
descartada e o0s nematoides foram contados com o cliqgue do mouse apdés

reconhecimento do operador, o que chamamos de método manual.

O uso do software QuantoNema contribuiu com o teste de progénie a partir do
arquivamento de todas as imagens das amostras visualizadas em microscopia, para
revisbes de dados e tratamento de imagens posteriormente, ferramentas que
oferecem suporte para trabalhos futuros com uso dessas imagens. A ferramenta
“‘contagem automatizada” oferecida pelo software ndo é possivel pelo método
tradicional, que além de perder amostras apds o uso das laminas a fresco, durante a
contagem se o tempo for extenso a amostra tende também a sofrer alteracdes e até
mesmo se perder por desidratagcdo causado por raios luminosos excessivos do
microscopio optico.
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O arquivamento das amostras pelo uso do software possibilita ao usuario
desenvolver a contagem na auséncia do microscopio sem depender do tempo curto

de validade das laminas a fresco.

7.2. Quantificacdo de ovos de fitonematoides

Os tempos de contagem de ovos pelos métodos tradicional e com uso do
software foram medidos e comparados. Entretanto, a quantificacdo de ovos por meio
do software foi contabilizada de duas formas diferentes. Uma delas utilizou o método
automatico, que faz uso do template, e posteriormente a contagem foi realizada com
marcacgOes nas amostras feita pelo operador, chamada de contagem manual com

software. O tempo de duracao entre esses dois métodos também foram comparados.

O resultado entre os testes de contagens de ovos de fitonematoides (Contagem

tradicional e Contagem com uso do software) foram expressos na tabela 5.

Tempo de contagem de ovos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tradicional 578« 825 665 590 647 709 844 796 688 641
Software

Template 568 597 425 393 305 413 547 572 466 396
Tabela 5. Valores do tempo contabilizado entre o teste tradicional e com uso do
software QuantoNema. * Valores em segundos (S).

Os dados obtidos pelo tempo utilizado entre os dois métodos de contagem
foram submetidos a andlise de variancia: One way anova pelo programa SigmaPlot
12.5 que resultaram diferenca estatisticamente significativa (P = <0,001) em todas as
dez repeti¢cdes (Grafico 3). Os dados foram submetidos pelo teste de normalidade
(Shapiro-Wilk) e aprovado (P = 0,567). Todos os procedimentos de comparacao
multipla foram emparelhados (teste de Tukey) com comparacdo de diferenca P
<0,050.
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Gréfico 3. Resultados de periodos de tempo (em segundos) da contagem de ovos de
fitonematoides entre teste tradicional e com uso de software Quanto.

Os resultados obtidos em analise comparativa entre os dois métodos de
contagem (tradicional e com uso do software) estatisticamente se diferem entre si
significativamente, isto €, o uso do software viabilizou a pesquisa por proporcionar ao
pesquisador beneficios como a reducédo do tempo de experimentacdo, o que permite
a realizagéo do projeto em tempo mais curto. A reducdo do tempo de execucao de
contagem de ovos reduz a exposi¢cao da amostra a luz de microscopia, que pode
alterar morfologicamente a estrutura visualizada por dessecacéo, resultado do

aguecimento pela luz do microscopio e evaporacdo da agua.

A contagem automatizada dos ovos pelo software QuantoNema com duracao
de tempo reduzido, proporcionou ao usuario menor exaustao corporea, bem como o

favorecimento de sua ergonomia no trabalho.

O método utilizado de contagem de ovos com uso do software QuantoNema
auxiliou a pesquisa também no arquivamento das imagens capturadas pela
microscopia, bem como as marcac¢des de contagem automatizadas (figura 35) e
conferéncia de dados de forma manual, um recurso totalmente viavel & pesquisa.

Todas imagens capturadas e editadas foram salvas em uma pasta criada pela propria
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ferramenta que o software disponibiliza para que estudos futuros sirvam de consulta,

exemplificacdo e uso de imagens para revisdo de dados.
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Figura 35.0peracao do software com marcacdes e quantificacdo de ovos de nematoides

A partir da quantificacdo em relacdo ao numero de ovos de Meloidogyne

javanica, obteve-se o

namero médio de 288,2 ovos pelo método tradicional na

contagem direta com uso do microscopio Optico, e média de 278,1 ovos através da

contagem pelo software QuantoNema (Tabela 6). A diferenca entre as médias foi de

10,1 ovos, correspondendo a 3,63 % de ovos contabilizados no teste tradicional em

relacéo ao teste com uso do software.

Tipos de NUmero de ovos por amostras
Testes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tradicional 187 288 211 278 321 345 309 297 327 319
QuantoNema 179 281 187 265 305 340 295 311 316 302

Tabela 6. Quantificacdo

de ovos entre as amostras pelo método de contagem tradicional e
com uso do software QuantoNema.
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Os resultados entre as médias obtidas pelo teste tradicional e com uso de
software, ndo tiveram valores significativos estatisticamente em relacdo as dez
amostras de quantificacdo de ovos (Grafico 4). Segundo Bruinsma (2013), os valores
médios de ovos de M. javanica foram em torno de 8620 ovos em tomateiros, os valores
podem variar de acordo com o fator de reproducéo e quantidade de inoculo. De acordo
com Garcia (2006), o valor da média de ovos de M. javanica contabilizados pelo
método tradicional foi de 5000 ovos. Os valores podem variar por fatores ambientais
e quantidade inoculo submetidos aos cultivares. As raizes coletadas na casa de
vegetacdo da CCTA/UENF apresentaram numero reduzido de galhas, o que justifica
o resultado inferior as médias comparadas com outros testes.

Quantificacdo de ovos de M. javanica
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Gréfico 4. Dados comparativos do numero de ovos de nematoide M. javanica entre 0s
métodos de quantificagcéo tradicional e com uso do software QuantoNema.

A contagem em relacdo ao numero de ovos através do software mesmo com
analise ndo-significativa frente a contagem tradicional, permite ao usuario do software
manusear todas as amostras para trabalhos futuros, ou até mesmo a acdo de
quantificacdo ser realizada em outro momento, uma vez que as amostras por imagens

sao armazenas em pastas.

O uso do software QuantoNema por sua vez apresenta qualidades que permite
ao usuario maior flexibilidade em suas pesquisas, frente ao método tradicional em que

as amostras se perdem pelo tempo de exposi¢do a luz microscopica, que provoca
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deformac0Oes e ressecamento dos elementos visualizados, bem como a evaporacao
da dgua. Além de néo ter acesso aos dados das amostras em trabalhos futuros ou até

mesmo possiveis revisdes de contagem e identificacéo.

7.3. Uso do software para Nematofauna

A plataforma criada especifica para nematofauna a partir do software
QuantoNema favoreceu os resultados obtidos neste experimento. A disponibilizacao
de imagens morfolégicas para consulta permitiu que o usuario realizasse as
marcacfes como modelo, até mesmo para aquele pesquisador que ndo tenha
conhecimento prévio em diversidade morfolégica de nematoides, o software fornece

suporte para consulta.

O software QuantoNema permite fazer marcacdes nas amostras com selegcao
entre os diferentes grupos tréficos em que se enquadram os nematoides. O software
oferece uma coluna a esquerda com botdes de selecdo com opcbes entre 0s
diferentes nematoides. Esses botdes oferecem informacdes do numero de
nematoides conforme s&o marcados na imagem visualizada. Outro beneficio
proporcionado pelo software foi a opcao de arquivamento das imagens capturadas e
editadas, recurso viavel para estudos futuros, ou seja, material disponivel como fonte

de pesquisa a partir imagens salvas.

O levantamento de nematofauna realizado com uso dos recursos do software
QuantoNema apresentou dados com identificacdo de nematoides do grupo de
fitoparasitas, bacteriéfagos e predadores (Figura 36). Nao foi encontrado nematoide

do grupo Micofago.
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Figura 36. Fitonematoide identificado e marcado através do software QuantoNema.

Predador Bacteriéfago Micdofago Fitoparasita

Na repeticdo A, foram identificados sete nematoides bacteriéfagos e cinco
fitoparasitas, nematoides micofagos e predadores ndo foram visualizados. Na
repeticdo B, foram reconhecidos trés nematoides bacteriéfagos, quatro fitoparasitas,
um predador e nenhum Micéfago. E na repeticdo C, foram identificados quatro
nematoides bacteriéfagos, dois fitoparasitas e um predador, ndo houve identificacéo
de nematoides micofagos. Em nenhuma das amostras processadas e visualizadas no
software QuantoNema, foram identificados nematoides micéfagos. Os resultados dos
nameros de nematoides entre as seis amostras foram expressos na tabela 7.
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Tabela 7. Numero de nematoides identificados por amostra entre os diferentes
grupos tréficos (P — Predador, B — Bacteriéfago, M — Micéfago e F — Fitoparasita)
em trés repeticbes A, B e C.
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A partir da contagem de nematoides em relacdo aos diferentes grupos troficos
em seis amostras, obteve-se um total de 51,9 % de nematoides bacteriéfagos, 40,7 %
de fitoparasitas, 7,4 % de predadores e 0 % de micéfagos (Gréfico 5).
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Gréfico 5. Resultados do nimero de nematoides em diferentes grupos tréficos
(Nematofauna) de Mata Atlantica, Muriaé, MG. Em A, B e C repeticdes representadas por
usuarias do software QuantoNema.

A coleta de solo foi realizada em um periodo de estacdo seca e em solo de
fragmento de Mata Atlantica, o resultado de pouca diversidade entre os grupos e o
namero reduzido encontrado por amostra pode ser justificado por estes fatores

ambientais e ecoldgicos.

O software QuantoNema utilizado na pesquisa correspondeu aos objetivos
esperados em relagdo aos recursos oferecidos aos usuérios, desde aos nematologista
até mesmo aos usuario sem experiéncias em técnicas nematoldgicas. As figuras de
nematoides como modelo foram oferecidas pelo software para realizacdo da
classificacdo dos nematoides em diferentes niveis troficos, portanto esta ferramenta
favoreceu aos usuarios o reconhecimento dos nematoides durante as visualiza¢des

microscoépicas.
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As marcacbes dos nematoides em diferentes niveis troficos foram
contabilizadas pelo software de acordo com a sele¢éo que o usuario escolhia. Apés
as marcac0Oes a imagem editada e contabilizada foi salva em uma pasta especifica a

partir da selecdo da opgéao “salvar relatério”.

Uma grande vantagem em utilizar o software QuantoNema no experimento de
nematofauna, € o oferecimento ao usuario em realizar seu trabalho de contagem,
revisbes e tratamento das imagens posteriormente a manipulagdo do experimento
com laminas. O experimento tradicional ndo permite ao pesquisador dar continuidade
das contagens e identificacdo por conta da perda de material provocado pelo

aguecimento da luz do microscopio.

7.4. Resultados Qualitativos

Os experimentos nematologicos foram realizados com a participacéo de trés
alunas do curso de Ciéncias Bioldgicas da FASM. Apés os testes realizados as alunas
descreveram relatos sobre a qualidade da pesquisa com uso das ferramentas
oferecidas pelo software QuantoNema em relacdo as metodologias tradicionais nos

estudos da nematologia:

O estudo da nematofauna € algo de extrema importancia para que se obtenha
melhores conhecimentos para estudantes e pesquisadores da area de controle
biolégico, e dentre outras areas especificas ao uso e estudo desse grupo de
individuos. Sendo assim em uma comparacédo com a metodologia tradicional, onde as
visualiza¢Bes sao feitas com auxilio do microscopio, a metodologia a qual se aplica o
uso do software torna visivel a importdncia do uso deste para realizacdo de
identificacdo de espécies, bem como visualiza¢cdo ampliada de suas caracteristicas e
guantificacdo exata do niumero de ovos e nematoides presentes na amostra, uma vez
qgue, sao registrados em foto para serem contabilizado. Facilitando assim todo o
processo e também por proporcionar um campo de visdo maior. O uso dessa
ferramenta mostra-se de extrema relevancia para os pesquisadores da area por
contribuir para que sejam realizadas melhores analises e armazenamento de dados

obtidos, além de ser uma ferramenta simples e de facil utilizacdo onde é possivel criar
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pastas diferentes para armazenamento de imagens, além de corrigir possiveis erros
de contagem (Barbara Helena de Oliveira Barcaro, aluna da 22 série do curso de

Ciéncias Biologicas - FASM)

A pesquisa realizada foi de suma importancia, pois verificamos a eficiéncia do
teste de progénie, ja que ele pode apresentar um numero médio de juvenis que s&o
produzidos em uma Unica larva, oferecendo dados para uma producao futura, e o uso
do software que entra como uma ferramenta que auxilia na contagem dos nematoides,
por conta do armazenamento de imagens microscopicas que sao perdidas pelo
método tradicional. Além disso o software contribui para as contagens dos ovos dos
nematoides e a identificacdo de Nematofauna com as imagens armazenadas. Esse
teste foi feito em etapas, uma delas foi realizada em microscépio Optico, onde
verificou-se a presenca de juvenis infectantes e houve a contagem tradicional. A outra
parte foi no computador com o software QuantoNema. Nele tivemos uma melhor
visualizacdo dos nematoides, pois as imagens ficam armazenadas e facilitam a
contagem e a identificagéo. Por fim, a melhor forma de contar e verificar novas
espécies de nematoides é pelo software, pois ele nos oferece uma forma de conter as
imagens, onde podemos usa-las como amostras em trabalhos futuros. (Mariana

Aparecida Fortunato, aluna da 22 série do curso de Ciéncias Biologicas — FASM)

Para a realizacdo da contagem dos nematoides utilizamos o software que
contribuiu muito para a identificacdo, o armazenamento das imagens que também
auxilia muito na identificacdo, pois nele temos a imagem microscopica bem nitida
desses nematoides o que é um avanco da tecnologia para nos oferecer dados para
futuras producdes. As imagens salvas também evitam perdas nos métodos de
contagem manual. Com as imagens armazenadas fizemos a identificacdo de
nematofauna. O uso do software favoreceu para a contagem dos ovos de nematoides.
O teste de progénie é muito importante por apresentar o nimero médio de nematoides
juvenis que sdo produzidos em uma determinada larva, que utilizamos em nossa
pesquisa a larva do Tenebrio mollitor e isso nos oferece dados para uma producao
futura. A pesquisa foi realizada na Faculdade Santa Marcelina em Muriaé e contamos
com a orientacdo do professor Felipe Costa que desenvolveu essa importante
ferramenta (software) que nos visa melhorar nas pesquisas com nematoides.
(Lenimar Aparecida Ribeiro, aluna da 12 série do curso de Ciéncias Bioldgicas -

FASM)
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8. Conclusdes

A experimentacdo de metodologias nematolégicas em analise comparativa

pelo método tradicional com o novo método informatizado com uso do software

QuantoNema foi totalmente relevante. Durante a pesquisa pode-se concluir que:

Foi possivel realizar o teste de progénie tradicional em andlise comparativa
com a progénie realizada com uso do software QuantoNema. A comparacao
de dados entre os grupos A, B e C em relacdo ao numero de nematoides e
tempo de experimentacdo pelo método tradicional ndo apresentou diferencas
significativas. As médias dos numeros de JiIs entre os grupos A, B e C com uso
do software também né&o apresentou diferencas significativas estatisticamente.
Mas o teste comparativo do tempo utilizado para realizacdo de progénie entre
0s grupos, houve diferenca significativa em relacdo ao grupo B, tal diferenca

esta relacionada as diferentes habilidades apresentadas entre os usuarios.

Entre os métodos, tradicional e com uso do software QuantoNema, foi realizada
uma comparac¢ao dos grupos na contagem do numero de nematoides e o
tempo de duracdo do experimento de progénie. Em ambas comparacoes, 0s
valores apresentaram diferencas significativas em todas as repeticdes. A
diferenga entre o numero de Jls foi favorecida a partir o uso do software com
valores quantificados e armazenados diferentes dos valores obtidos pela
contagem tradicional. O tempo de duracao para experimentacdo da progénie
com uso do software foi maior significativamente em relacdo ao tempo utilizado
para realizar progénie pelo método tradicional. O uso do software demandou
maior tempo por exigir do usuario principiante destreza ao manusear 0
software, bem como todas informacfes de midias, mas o uso do software
proporcionou aos usuarios ferramentas essenciais, como o0 arquivamento de
imagens para edi¢ao, corregoes e revisdes de amostras em trabalhos futuros.
O método tradicional limita-se ao tempo de duracdo das amostras (laminas a

fresco).
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A quantificacdo de ovos de fitonematoides entre a metodologia tradicional com
0 uso do software QuantoNema foi realizada. As médias do niumero de ovos
comparadas entre os dois métodos ndo foram significativas estatisticamente,
mas os valores de tempo comparado entre as duas metodologias apresentaram
significancia. O uso do software QuantoNema acelerou o processo de
contagem com utilizagao da ferramenta “contagem automatizada” em relagao

ao tempo de duracdo pelo método tradicional.

Através do software QuantoNema foi possivel realizar o levantamento
faunistico de nematoides de acordo com os grupos tréficos (Nematofauna). As
ferramentas oferecidas pelo software proporcionaram ao usuario suporte para
identificacdo morfologica dos nematoides a partir de uma galeria de imagens
modelo dos diferentes nematoides (Bacteriéfago, Fitoparasita, Micéfago e
Predador). Além deste suporte, o software oferece também ao usuario
ferramentas para contabilizacdo e marcacao nas imagens entre os diferentes

grupos troéficos.
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9. Trabalhos Futuros

Como sugestdes para trabalhos futuros, citam-se:
Conduzir estudos para construir ferramentas no software QuantoNema
aplicadas a identificacdo morfologica (morfometria) entre espécies de

nematoides entomopatogénicos.

Conduzir estudos para aperfeicoamento de ferramentas para correlacdo na
contagem automatizada a partir da morfologia de nematoides.
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