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Espectroscopia no Infravermelho Préximo e
Analise Discriminante por Minimos Quadrados
Parciais como Método Alternativo para a

Selecido de Sementes Haploides de Milho

Maria Lucia Ferreira Simeone'’
Mariana Rodrigues Ribeiro?
Roberto dos Santos Trindade®

Resumo — O trabalho apresenta o desenvolvimento de um método para a
identificacdo de sementes haploides que possuam o gene marcador R17-
navajo em milho utilizando a espectroscopia no infravermelho préximo
e a analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). Os
espectros de absorbancia foram obtidos a partir de 137 sementes de quatro
gendtipos de milho, na regido do infravermelho proximo utilizando um
equipamento MicroNIR, modelo 1700. A combinagdo de Standard Normal
Variate - SNV, primeira derivada por Savitzky-Golay e dados centrados na
média foi a sequéncia de pré-processamento mais eficiente para minimizar
os efeitos de espalhamento e deslocamentos da linha de base. O modelo
PLS-DA alcancou 100% de classificagbes corretas, considerando os dados
de validag&o externa para os quatro genétipos de milho avaliados. A analise
de parametros como sensibilidade, especificidade e eficiéncia no conjunto
de testes de validagdo do modelo resultou em valores iguais a 100% para o
conjunto de treinamento e para o conjunto de testes. Os resultados evidenciam
que a espectroscopia NIR combinada com o método de analise discriminante
por quadrados minimos parciais € uma ferramenta promissora para a sele¢ao
rapida e ndo destrutiva de sementes de milho haploides.

Termos para indexagao: analise multivariada, espectroscopia, analise
qualitativa, haploide identificagdo, gene R-navajo.

" Quimica, DSc. em Quimica, pesquisadora da Embrapa Milho e Sorgo.
2 Bolsista de doutorado pela UFV e coorientada pelo pesquisador Roberto dos Santos Trindade.

3 Eng. Agrén. DSc em Genética e Melhoramento de Plantas, pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo
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Near Infrared Spectroscopy and Partial Least
Squares Discriminant Analysis as an Alternative
Method for Maize Haploid Seed Selection

Abstract — This study presents the development of a method for the
identification of haploid seeds that have the marker gene R7-navajo in maize
using near infrared spectroscopy and partial least squares discriminant
analysis (PLS-DA). The absorbance spectra were obtained from 137 seeds
of four maize genotypes in the near infrared region using a Model 1700
MicroNIR device. The combination of Standard Normal Variate - SNV, first
derived by Savitzky-Golay and data centered on the average was the most
efficient preprocessing sequence to minimize the effects of baseline scattering
and offsets. The PLS-DA model reached correct classifications of 100%,
when considering the external validation data and the four maize genotypes
evaluated. The analysis of parameters such as sensitivity, specificity and
efficiency in the model validation test set resulted in values equal 100% for
both the training set and the test set. Results showed that NIR spectroscopy
combined with discriminating methods is a promising tool for non-destructive
and fast haploid maize seeds classification.

Index terms: multivariate analysis, spectroscopy, qualitative analysis, haploid
identification, R-navajo gene.

Introducao

O milho é um dos cereais mais utilizados na alimentagdo humana e animal,
entretanto, sua importancia econémica ndo se encontra vinculada apenas a
sua aplicagao alimenticia, mas também nos seus derivados, que se estendem
as industrias quimica, farmacéutica, de papéis, téxtil, combustiveis, entre
outras aplicagdes. O Brasil € o segundo maior produtor e exportador de milho
do mundo, com produgéao de, aproximadamente, 99 milhdes de toneladas de
graos, na safra 2018/2019 (Acompanhamento da Safra Brasileira [de] Graos,
2019), sendo que mais de 90% das sementes plantadas sé&o hibridas (Cruz
et al., 2004).

Em funcdo do tempo e custo para obtengédo das linhagens necessarias
para a produgao de hibridos, os melhoristas tém procurado alternativas que
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agilizem e barateiem esse processo. Uma delas é o emprego da tecnologia de
duplo-haploides. Isto é, a geragéo de plantulas a partir de células haploides e
posterior duplicagéo (Pierre et al., 2011). Essa técnica tem sido padronizada
e utilizada por muitas empresas produtoras de sementes e pelo setor publico,
uma vez que permite o desenvolvimento de linhagens de milho na metade do
tempo (Guimarées et al., 2018).

Para obtencdo de haploides em milho, o método mais utilizado é o
protocolo in vivo, que consiste no cruzamento de populagdes-fonte com
indutores de haploidia, que sdo gendtipos que possuem a capacidade de
induzir a formagdo de sementes com embrides haploides de constituicao
baseada nos genes dos genotipos-fonte. Apds duplicagdo cromossomica,
estas plantas sao autofecundadas e passam a ser chamadas de linhagens
duplo-haploides, uma vez que, para cada cromossomo que a planta haploide
possuia anteriormente, passa-se a ter uma coépia exata, o que Ihe confere
completa homozigose e 0 mesmo numero de cromossomos de uma planta
diploide (Prigge; Melchinger, 2011; Trindade et al., 2017).

Para a identificagao precoce dos haploides gerados por meio do uso de
linhagens indutoras, Chase e Nanda (1965) descreveram um sistema de
marcador fenotipico baseado na pigmentagdo das sementes de milho por
antocianina, determinado pelo gene R-navajo (R7-nj). O alelo dominante
promove a pigmentacdo com antocianina no endosperma e no embrido
das sementes diploides, sendo que as sementes haploides apresentam
pigmentagdo somente no endosperma, ficando com o embrido branco, por
causa da nao ocorréncia de cruzamento com o indutor de haploidia (Figura

1).

Sementes diploides Sementes haploides

Figura 1. Sementes diploides e haploides de milho.
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Entretanto, a expressdo do marcador R7-nj pode variar nas diferentes
linhagens de milho e dificultar a identificacdo das sementes haploides. A
forma das sementes também pode dificultar a visualizagdo do marcador. As
sementes redondas e sementes do grupo heterético duro apresentam um
formato que dificulta a visualizagdo do marcador no embrido (Bitica; Giura,
2015), sendo que € comum a inibigdo da expressdo do marcador R7-nj.

O método visual € o mais utilizado para a separagdo das sementes
haploides, mas esta sujeito a fadiga visual e subjetividade na interpretagdo
das cores pelo operador, levando a erros de classificacdo das sementes,
além de ser um método muito laborioso e demorado.

O desenvolvimento de um método para a classificagdo de haploides
de milho que proporcione a separagado das sementes com maior rapidez e
confiabilidade torna-se de grande interesse para auxiliar os melhoristas no
desenvolvimento de hibridos de milho.

Entre as técnicas disponiveis para obtengao de métodos analiticos nao
destrutivos de aplicagédo diretamente em graos se destaca a reflectancia no
infravermelho préximo para a determinacdo de diferentes propriedades ou
constituintes de matrizes de interesse agricola (Williams et al., 1996). Porém,
metodologias que empregam a tecnologia NIR tém se mostrado altamente
eficientes na substituicdo de métodos de analise laboratoriais em diversos
setores, como em analises de alimentos, produtos farmacéuticos e agricolas,
entre outros, viabilizando a avaliagao de um grande nimero de propriedades
e caracteristicas, em um largo espectro de amostras (Pasquini, 2018).

O uso da espectroscopia no infravermelho préoximo (NIR) associando
métodos de calibragdo multivariada pode ser uma alternativa para realizar a
separagao de haploides de milho, uma vez que € um método nao destrutivo,
rapido, livre do uso de reagentes quimicos e com muitas aplica¢cdes na cultura
do milho (Berardo et al., 2009; Simeone et al., 2018; Wakholi et al., 2018).

Na literatura estdo descritos alguns trabalhos utilizando a espectroscopia
NIR e métodos de calibragdo multivariada néo lineares para identificagao
de haploides em milho (Hong et al., 2016; Li et al., 2018; Yu et al., 2018).
Entretanto, ainda nao foi utilizada a analise discriminante por quadrados
minimos parciais como método alternativo para a sele¢do de graos haploides
de milho.
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Assim, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um método para
a identificagcdo de haploides em milho utilizando a espectroscopia no
infravermelho préximo e a analise discriminante por quadrados minimos
parciais (PLS-DA) para eliminar a subjetividade da avaliacdo visual na
separagao das sementes.

Material e métodos

As sementes de milho haploides foram selecionadas a partir do cruzamento
de quatro diferentes gendtipos-fonte do Programa de Melhoramento de Milho
da Embrapa (gendtipos 17-5-flint, 17-6-flint, 17-8-flint e 17-122-dent) com
o hibrido indutor de haploidia TAILP1xTAILP2, desenvolvido pelo CYMMIT
(Prasanna et al., 2012).

De cada fonte, foram selecionadas 139 sementes de milho que foram
caracterizadas visualmente pela presenca do gene R1-navajo como haploides
ou diploides. Os espectros de absorbancia foram obtidos a partir de cada
semente, do lado do embrido, na regiao do infravermelho préximo utilizando
um equipamento MicroNIR, modelo 1700 (JDSU, Flawil, Switzerland)
equipado com detector de InGaAs (Arseneto de indio e galio). O lado do
embrido foi escolhido, uma vez que a pigmentagcédo que distingue melhor a
semente haploide de diploide esta contida no embrido (Cui et al., 2019).

O equipamento foi calibrado utilizando um padrdao de Spectralon®. Os
espectros das sementes de milho foram obtidos em triplicata, na regiao de
900 a 1.700 nm com resolugao 12,5 nm, tempo de medida 0,25 segundos.
Os espectros foram coletados em ambiente climatizado a temperatura de 23
1 2 °C e os espectros dos dois tipos de sementes de milho foram obtidos de
forma aleatdria.

Os dados foram analisados utilizando o software The Unscrambler versao
10.4 (CAMO Software Inc., Norway). Diferentes pré-processamentos foram
aplicados as variaveis comparativamente. No caso, para corrigir os efeitos
de espalhamento da luz e deslocamentos de linha de base, os espectros
foram pré-processados utilizando a variagao normal padréo - SNV (Standard
Normal Variate) e primeira derivada Savitzky-Golay. Os dados também foram
centrados na média. Para a construgdo dos modelos foi realizada inicialmente
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uma analise de PCA (Principal Component Analysis) para a verificagdo da
variancia amostral.

No conjunto de dados espectrais das amostras foi desenvolvido um
modelo utilizando o algoritmo Analise Discriminante por Minimos Quadrados
Parciais (PLS-DA), que é um método de classificagdo supervisionado que
maximiza a relagao entre as variaveis dependente e os escores, além de
reduzir a dimensionalidade das variaveis originais corrigindo o problema
encontrado em matrizes singulares com posto incompleto. Em seguida
utilizou-se o algoritmo Kennard-Stone (Kennard; Stone, 1969) para a selecao
do conjunto de amostras de treinamento e teste. Dessa forma, foram obtidos
dois conjuntos, um de treinamento com 2/3 das amostras e outro de teste
contendo 1/3 das amostras aproximadamente.

A analise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) € uma
variagao do algoritmo de regressao por Quadrados Minimos Parciais (PLS),
método de calibracdo inversa que busca correlacionar a resposta instrumental
(matriz X) com um vetor y de concentragdes. No caso do PLS-DA a diferenca
esta no fato de que o vetor y contera valores da classe a qual a amostra
pertence (Barker, Rayens, 2003).

Nos modelos PLS-DA, o valor de classe -1 foi atribuido as amostras de
treinamento pertencentes as sementes que estavam sendo discriminadas
(haploide), e o valor de classe 1 foi atribuido as amostras de treinamento das
demais sementes (diploides).

O numero de variaveis latentes (VL) foi escolhido baseado no menor erro
de classificagdo na validagdo cruzada. A validagdo cruzada foi realizada
utilizando o método randémico com subconjuntos de 5 amostras.

Outro critério importante na construgao do modelo PLS-DA é a deteccao de
amostras anémalas (outliers). A detecgdo de amostras andmalas foi baseada
na andlise dos graficos de residuos espectrais Q e de T? Hotelling(s, ao nivel
de 95% de confianga.

Para avaliar a qualidade e eficiéncia do modelo de classificacdo
desenvolvido foram avaliados os seguintes pardmetros de mérito conforme
descrito por Botelho et al. (2015): taxas de falso positivo (TFP), falso negativo
(TFN), taxa de sensibilidade (SEN), taxa de especificidade (ESPEC), a taxa
de eficiéncia (TEF) em %, RMSEC (Root Mean Squared Error of Calibration),
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raiz quadrada do erro médio de validagado cruzada - RMSECV (Root Mean
Squared Error of Cross Validation), raiz quadrada do erro médio de predi¢ao
- RMSEP (Root Mean Squared Error of Prediction) e R? (coeficiente de
determinacgao para o conjunto de treinamento e teste).

A taxa de falsos positivos (TFP) representa o percentual de amostras que
apresentaram erros falsos positivos e é calculada como a relagdo entre o
numero absoluto de falsos positivos (FP) e a soma do niumero absoluto de
erros falsos positivos (FP) e verdadeiros negativos (VN) multiplicada por 100,
representada pela equagéo: TFP=FP/(FP+VN)x100 (1)

A taxa de falsos negativos (TFN) representa o percentual de amostras
que apresentou erros falso negativos, sendo calculada como a relagao entre
0 numero absoluto de falsos negativos (FN) e a soma do numero absoluto de
erros falsos negativos (FN) e verdadeiros positivos (VP) multiplicada por 100,
representada pela equagao: TFN=FN/(FN+VP)x100 (2)

A especificidade (ESPEC) representa o percentual de amostras
pertencentes as outras classes (y=-1) que foram identificadas como
pertencentes a essas classes. Essa figura de mérito € calculada pela razéo
entre o numero absoluto de verdadeiros negativos (VN) e a soma do nimero
absoluto de verdadeiros negativos (VN) e dos erros falso positivos (FP)
multiplicado por 100, representada pela equagéo:

ESPEC=VN/(VN+FP)x100 (3)

A sensibilidade (SEN) representa o percentual de amostras pertencentes
a classe discriminada que foram identificadas como sendo dessa classe.
Portanto, sendo calculada como a razdo entre o numero absoluto de
verdadeiros positivos (VP) e a soma do numero absoluto de verdadeiros
positivos (VP) e dos erros falsos negativos (FN) multiplicada por 100,
representada pela equacéo:

SEN=VP/(VP+FN)x100 (4)

Por fim, a taxa de eficiéncia (TEF) dos modelos de discriminagao pode
ser obtida pela diferenga entre o valor de 100% e a soma das taxas de erros
falsos negativos (TFN) e falsos positivos (TFP), representada pela equacgéo:

TEF=100-(TFN+TFP) (5)
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Resultados e Discussao

Os espectros médios originais das sementes de milho estdo apresentados
na Figura 2. Ha pequenas diferengas entre os espectros das sementes de
milho haploides e diploides e entre os quatro diferentes gendtipos, mas néo é
possivel a sua separagao visual.

05

Log (1/R)

—0D
—DH

o+
908,1 9576545 101,598 1081542 1143,485 1205,420 1267,373 1320316 1391,26 1483,203 1515147 157,00 1830034

Comprimento de onda (nm)

Figura 2. Espectros originais das sementes de milho haploides
(DH) e diploides (D) para os gendtipos 17-5-flint, 17-6-flint,
17-8-flint e 17-122-dent.

Podemos observar na Figura 2 que as informagdes contidas na regido
entre 900 e 1.700 nm pode ser atribuida a regido de primeiros sobretons
das ligagdes C-H, N-H e O-H caracteristicas das moléculas de agucares que
compdem o amido e a fibra bruta, acidos graxos e proteinas presentes no
gréo de milho (Osborne; Douglas,1981).

A partir dos pré-processamentos aplicados aos espectros originais, a
combinagédo de SNV, primeira derivada por Savitzky-Golay (polindmio de 22
ordem e janela de 11 pontos a direita e a esquerda) e dados centrados na
média foi o pré-processamento mais eficiente para minimizar os efeitos de
espalhamento e deslocamentos da linha de base.

A analise de PCA foi aplicada aos espectros pré-processados utilizando
a variacdo normal padrdo - SNV e primeira derivada Savitzky-Golay com
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onze pontos a direita e onze pontos a esquerda. Os dados também foram
centrados na média.

Na Figura 3 podemos observar que o grafico de scores PC1 x PC2 (scores
plot) obtido da analise de PCA explicou 94,13% da variancia amostral, mas
nao apresentou uma separacao clara entre as duas classes de sementes
de milho, sendo necessario adicionar outro algoritmo para a realizagcdo da
analise discriminante entre os dois tipos de sementes de milho.

0,05
0,04 4 [ ]
0,03 4
0,02 4 L]

0,01 4 u
0 ]

-0,01 A
-0,02 1 °
-0,03 1
-0,04 1
-0,05 1

-0,06
-0,1

PC-2 (19%)

0,1

PC-1 (69%)

® D ® DH

Figura 3. Grafico de scores com 3 variaveis latentes para o conjunto de
amostras de gréos de milho haploides (DH) e diploides (D).

Durante a constru¢ao do modelo PLS-DA foram utilizadas 13 variaveis
latentes (VL), uma vez que 13 VL permitiu obter o menor valor de RMSECV
(0,30) e a maior variancia acumulada (95,02%). Na otimizagdo dos modelos
tentou-se ainda a selecado de variaveis pela inspegao dos coeficientes de
regressao (teste de incerteza), contudo, o método n&o resultou em melhora
nos resultados e, portanto, foi utilizada toda a regido espectral. Figura 4.
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2 Slope Offset RMSE R-Square
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Reference Y (C127, Factor-13)

® Cal @ Vval
Figura 4. Modelo PLS-DA para a classificacao de sementes de milho haploi-

des de sementes diploides. Em azul estdo apresentados os resultados para o
conjunto de calibracdo; em vermelho, os resultados para a validagéo cruzada.

O modelo PLS-DA construido a partir de 13 VL foi capaz de classificar
corretamente as sementes de milho do conjunto de teste conforme os
resultados apresentados na Figura 5.

o
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Figura 5. Estimativa do modelo PLS-DA para a classificagao dos graos de milho
diploides (1) de haploides (-1).
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O modelo PLS-DA obtido foi validado com um conjunto de amostras teste
que nao foram utilizadas na construgdo do modelo. Os principais parametros
de avaliagdo do modelo e discriminagdo de cada semente para a fase de
treinamento e teste estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros de classificagdo obtidos do modelo PLS-DA para classificagdo
das sementes de milho haploides e diploides.

Parametros Conjunto de Conjunto de
treinamento teste

Numero de amostras 92 45
Variaveis latentes 13 13

Amostras anomalas 2 0

Taxa de Falso Positivo e 0 0
Negativo

Taxa de Verdadeiro Positivo e 100 100
Negativo

Sensibilidade 100 100

Especificidade 100 100
Eficiéncia 100 100

Podemos observar na Tabela 1 que todas as amostras foram classificadas
corretamente e ndo ocorreram amostras classificadas como falso positivo ou
falso negativo. Dessa forma, a andlise dos par&dmetros contidos na Tabela 1
como sensibilidade especificidade e eficiéncia resultou em valores iguais a
100% tanto para o conjunto de treinamento, quanto para o conjunto de teste,
indicando que houve uma excelente classificacdo das sementes de milho
haploides.

Pela andlise dos loadings (Figura 6) podemos observar que as regides
que tiveram maior influéncia para a discriminagao das sementes foram em
PC1: 1.050, 1.150 e 1.420 nm, PC2: 1.150, 1.250 e 1.348 nm.

Nessa regido espectral podemos observar os primeiros e segundos
sobretons de estiramento de C-H, O-H e N-H. Particularmente, as bandas
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centradasem 1.150 e 1.250 estdo associadas ao sobretons de estiramento O-H
de agucares e acidos graxos presentes nas sementes de milho e apresentam
coeficientes de regressdo mais positivos, diretamente relacionados com
as amostras de sementes diploides. Enquanto os loadings mais negativos
(1.150 e 1.430 nm) estao associados respectivamente aos sobretons de O-H
presentes em agucares e acidos graxos e N-H de proteinas das amostras de
sementes haploides.

0,3
0,2
20 S = Factor-1

m— Factor-2

-0,1

-0,2

0,3 “Hrr T T T T T T T T T T T T T T
976,2379 1062,959 1143,485 1230,206 1316,927 1403,648 1490,369 1577,09
X-Variables (1-2)

Figura 6. Loadgins (PC1 e PC2) para o modelo obtido PLS-DA.

Comparando-se a taxa de eficiéncia obtida em outros trabalhos utilizando
métodos nao lineares, como os descritos por Hong et al. (2016), Li et al.
(2018), Yu et al. (2018), que obtiveram respectivamente, 93,2; 90,0 e 97,3
% de reconhecimento das sementes haploides, o algoritmo PLS-DA é mais
simples de executar computacionalmente e possibilitou obter como resultado
uma taxa de eficiéncia de classificacdo das sementes haploides de 100%.

Conclusoes

Os resultados apresentados demonstraram que foi possivel utilizar
um equipamento NIR portatil para construir um modelo multivariado de
classificagdo que possibilitou a discriminagdo entre as sementes de milho
haploides e diploides.

O modelo de classificagdo PLS-DA obtido permitiu a classificagao correta
das sementes de milho haploides e diploides, com taxa de eficiéncia de
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100%, o que comprova a possibilidade do uso dessa técnica instrumental na
separagao das sementes haploides.

Em comparagdo ao método visual, que é muito laborioso, 0 uso da
espectroscopia no infravermelho préximo associado a Anadlise Discriminante
por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) permitiu a obtencdo de um
método rapido, simples, ndo destrutivo e confiavel para a classificagao entre
as sementes de milho haploides e diploides.
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