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RESUMO

LIBERATO, José Ricardo, D.S. Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2003.
Desenvolvimento e avaliagdo do software QUANT para quantificagcdo de
doencas de plantas por andlise de imagens. Orientador: Francisco Xavier Ribeiro
do Vale. Conselheiros: Elpidio Inacio Fernandes Filho e Francisco de Assis
Carvalho Pinto.

Foi desenvolvido o software QUANT para processamento, segmentacdo e
mensuracdo em imagens digitais. Realizaram-se trés estudos para avaliar a acuracia e
precisdo do QUANT. No primeiro estudo, trés experimentos foram conduzidos com
imagens obtidas por meio de um digitalizador de imagens tipo mesa (scanner). No
primeiro, imagens de um disco de metal de 50 cm? foram obtidas em diferentes
posi¢cdes no scanner e em seis resolugdes (75 a 300 dpi). No segundo experimento
foram utilizadas imagens com resolucao de 75 a 300 dpi, de oito botdes redondos com
area conhecida (0,5 a 5,1 cm?), e no terceiro, imagens digitalizadas a 100 e 300 dpi,
de 40 diagramas de papel com tamanho aproximado de 50 cm? Cada diagrama
apresentava de um a 40 orificios circulares e de mesmo tamanho. Em todos os trés
experimentos, as imagens foram processadas pelo software QUANT e as areas do
disco de metal, dos botdes, dos diagramas de papel e de seus orificios foram
segmentadas e mensuradas. No primeiro experimento, as areas foram segmentadas
pelo procedimento de intervalo de coordenadas de cores. No segundo e terceiro
experimentos, utilizou-se o procedimento de selecdo de areas do QUANT. As areas
também foram mensuradas com o uso do medidor de area da Li—coro, modelo LI —

3100. No primeiro experimento, 0 QUANT apresentou acuracia de 98,7% para



imagens com 200 dpi e acuracia superior a 99,7% para as imagens nas demais
resolucdes. No segundo experimento, O QUANT apresentou acuracia superior a 98%
e precisao de 99,99%. No terceiro experimento, na estimativa das areas dos orificios,
0 QUANT apresentou acuracia de 98,4% e o medidor de area, 87%. Esses resultados
evidenciam que o QUANT possui alto potencial de uso na segmentacao e mensuragéo
de areas em imagens digitais.

No segundo estudo, foram avaliadas a acuracia e a precisdo do software
QUANT na mensuracao da area foliar total, da area desfolhada (consumida) e da
severidade da desfolha (percentagem da éarea foliar desfolhada) por besouros
crisomelideos, em 99 folhas de pimentdo (Capsicum annuum), usando imagens
digitais, com resolucdo de 100 e 300 dpi. Também foram feitas mensuragées com o
medidor de &rea Li-cor® modelo LI-3100, por meio de estimativa visual por seis
avaliadores. A area desfolhada também foi estimada por dois avaliadores observando-
se as imagens digitais obtidas com papel milimetrado como fundo, por meio de
contagem direta de cada quadrado de 1mm? de area. A resolucdo da imagem n&o
afetou as estimativas de area pelo QUANT. As estimativas de area com o uso do
QUANT e com o LI-3100 apresentaram concordancia de 97,8%, 77,0% e 80,8%, para
area foliar, area desfolhada e severidade, respectivamente. Compararam-se as
mensuragcbes de éarea desfolhada do QUANT e do LI-3100 com mensuragdes
realizadas por dois avaliadores, por meio de contagem de quadriculas em papel
milimetrado. O QUANT apresentou maior acuracia (89,0 a 93,1%) e preciséo (97,0%)
gue o medidor de area foliar, o qual apresentou acuracia de 86 a 88% e precisdo de
77%. Todos os seis avaliadores visuais superestimaram a severidade. Apenas um
avaliador apresentou alta acuracia (92%). A precisédo dos avaliadores variou de 22,3 a
92,1%.

No terceiro estudo, utilizaram-se diferentes procedimentos do software QUANT
na mensuracdo da area foliar total, da area lesionada e da severidade da mancha
parda (Cercospora coffeicola) em 58 folhas de cafeeiro (Coffea arabica), usando
imagens digitais, com resolugéo de 150 dpi. A severidade foi estimada visualmente por
cinco avaliadores. A area lesionada foi mensurada com o medidor de area Li-cor®
modelo LI-3100 e por meio de contagem direta observando-se as imagens digitais
obtidas com papel milimetrado como fundo. Para tanto, as lesdes foram previamente
retiradas da folha com o auxilio de um bisturi. As estimativas de areas com o
procedimento de selecdo de é&reas com a varinha magica foi arbitrariamente
considerado o padrdo do QUANT. Essas estimativas de area foliar apresentaram
99,3% de concordancia com as do LI-3100. Nas estimativas das areas lesionadas,

quando comparados com o método do papel milimetrado, o QUANT apresentou



acuracia de 97,9% e o LI 3100, de 83,7%. Imagens com contraste previamente
alterado, segundo trés protocolos, tiveram as areas foliares estimadas por meio de trés
procedimentos do QUANT, que quando comparados com o procedimento padrao,
apresentaram acurécia de 98,6 a 100% e precisdo de 99,99%. Com relagdo a area
lesionada, os procedimentos de limiar preto e branco, fung&o discriminante e reducéo
para 32 cores, apresentaram alta acuracia (96,6 a 99,6%) e precisdo (3 99,3%). Nas
estimativas de severidade o procedimento de reducdo para 32 cores apresentou
acuracia superior a 99%, enquanto as funcdo discriminantes e o intervalo de
coordenadas de cores apresentaram acuracia inferior. As estimativas de severidade
do QUANT (padrdo) ndo apresentaram boa concordancia com as do medidor de area
foliar LI-3100. Dos cinco avaliadores que estimaram visualmente a severidade de
doenca, somente um apresentou acuracia (97%) e precisdo (94%) elevadas. Quatro
usuarios do QUANT estimaram area foliar em 16 folhas, usando o procedimento de
selecdo de &rea com a varinha magica, obtendo acuracia superior a 99%. Trés
usuarios estimaram area lesionada usando este procedimento, e também o
procedimento de limiarizacdo, obtendo acuracia entre 96 e 98%. O QUANT
disponibiliza varios algoritmos para melhorar o contraste da imagem, Com isso,
mesmo 0s sintomas de doencas onde o sistema visual humano tem dificuldade de
distinguir entre area foliar sadia e doente, podem ser quantificados com o uso do
QUANT. Propde-se que o QUANT seja adotado como padrdo na mensuracdo de

severidade de doencas de plantas e &rea foliar injuriada (consumida) por insetos.

Palavras-chaves: imagens digitais, fitopatometria, herbivoria.
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ABSTRACT

LIBERATO, José Ricardo, D.S. Universidade Federal de Vigosa, December 2003.
Development and evaluation of the software QUANT for quantification plant
disease by image analysis. Adviser: Francisco Xavier Ribeiro do Vale. Committee
members: Elpidio Inacio Fernandes Filho and Francisco de Assis Carvalho Pinto.

The software QUANT was developed for processing, segmentation and
mensuration in digital images. It was accomplished three set of trials to evaluate the
accuracy and precision of the QUANT. In the first trial set, images were obtained
through a scanner. In the first trial, images of a steel disk of 50 cm? were obtained in
different positions on the scanner and with six resolutions (75 to 300 dpi). In the second
trial, images of eight round buttons with known area (0.5 to 5.1 cm?) had resolutions
from 75 to 300 dpi, and in the third trial, images at 100 and 300 dpi, of 40 diagrams of
paper, each having from one to 40 rounded holes. In all trials, the images were
processed by the software QUANT and the areas of the metal disk, buttons, diagrams,
and of the holes were segmented and measured. In the first trial, the areas were
segmented by the procedure of interval of coordinates of colour. In the second and
third trials, the procedure for selection of areas was used. The areas were also
measured with the area meter Li-cor, model LI-3100. In the first trail, QUANT showed
accuracy of 98.7% for images with 200 dpi and [0 99.7% for others. In the second trial,
QUANT showed accuracy of 98%. In the third experiment, in the estimate of the areas

of the holes, QUANT showed accuracy of 98.4% and the area meter, 87%. The results

Xii



have evidenced that the QUANT has high potential for segmentation and mensuration
of areas in digital images.

In the second trial set, It was evaluated the accuracy and precision of the
software QUANT in the mensuration of the foliar area, defoliated area for beetles and
of the severity (percentage of the eaten foliar area), in 99 leaves of green pepper
(Capsicum annuum), using digital images, at 100 and 300 dpi. Mensuration with the
area meter Li-cor, model LI-3100, and through visual estimate of six evaluators were
accomplished too. The defoliated area was also measured by two evaluators counting
on graph paper squared 1 mm. The image resolution didn't affect the mensuration by
QUANT. The mensuration by QUANT and by LI-3100 showed agreement of 97.8%,
77.0% and 80.8%, for foliar area, defoliated area and severity, respectively. The
mensuration of defoliated area by Quant and by LI-3100 were compared with
mensuration accomplished by two evaluators, through counting on graph paper
squared 1 mm. QUANT presented accuracy > 89 % and precision 97%. The LI-3100
showed accuracy > 86% and precision of 77%. All the six visual evaluators
overestimated the severity. Just an evaluator showed high accuracy (92%). The
evaluators’ precision varied from 22 to 92%.

In the third trial set, it was evaluated the accuracy and precision of the different
procedures of the software QUANT in the mensuration of the foliar area, diseased area
and severity of Cercospora leaf spot (Cercospora coffeicola) in 58 leaves of coffee
(Coffea arabica), using digital images at dpi. The severity was visually estimated by five
evaluators. The diseased area was estimated with the meter of area Li-cor model LI-
3100 and through direct counting being observed the digital images obtained with
graph paper squared 1 mm as bottom. The lesions were previously removed of the
leaf. The estimates of areas with the procedure selection of areas with the magic rod
were arbitrarily considered the standard of QUANT. These estimates of foliar area
showed 99,3% of agreement with the ones of the LI-3100. In the estimates of the
diseased areas, when compared with the method of the graph paper squared 1 mm,
QUANT and the LI-3100 showed accuracy of 97.9% and 83.7%, respectively. Images
with contrast previously challenged, according to three protocols, had the foliar areas
estimated by three procedures of QUANT, that when compared with the standard
procedure, they presented accuracy from 98.6 to 100% and precision of 99.99%. The
procedures of threshold, discriminant functions and reduction for 32 colours showed
high accuracy (96.6 to 99.6%) and precision (99.3%) on the estimations of diseased
area. Estimating severity, the procedure reduction for 32 colours showed higher
accuracy (99%) than discriminant functions and the interval of colour coordinates. The

standard estimates of severity by QUANT didn't show good agreement with the ones of
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the LI-3100. Among five visual evaluators, only one showed high accuracy (97%) and
precision (94%). Four users of QUANT estimated foliar area in 16 leaves, using the
procedure of area selection with the magic rod, obtaining accuracy > 99%. Three users
estimated diseased area using this procedure, and also the threshold, obtaining
accuracy between 96 and 98%. QUANT makes available several algorithms to improve
the contrast of the image, which allow that, even the symptoms where the eye human
system has difficulty of distinguishing among healthy and diseased foliar area, they can
be quantified by QUANT. It is proposed that QUANT should be adopted as standard
method (golden method) in the mensuration of severity of plant diseases and defoliated
(eaten) foliar area.

Key words: herbivory, digital image, phytopathometry.
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INTRODUGCAO GERAL

A fitopatometria (Large, 1966) € a estimacao da intensidade de doencga presente
em um determinado tempo em uma populagéo de plantas. Ela é tdo importante para a
Fitopatologia que diversas revisbes sobre esse tema foram feitas nas Ultimas quatro
décadas, por Large (1966), James (1974; 1983), Horsfall & Cowling (1978), Berger
(1980), Gaunt (1987), Kranz (1988) e Campbell & Madden (1990), dentre outros. A
quantificacdo da intensidade de doencas em conjunto com a quantificacdo da
producdo permite avaliar o efeito das doencas na producdo e, ou, qualidade do
produto (danos). Com informacgfes sobre a importancia das doencas pode-se definir
as prioridades de alocacdo de recursos para pesquisa cientifica, considerando a
importancia da cultura para um Estado ou pais, bem como definir a necessidade ou
ndo de medidas especificas de controle e prevencao.

A fitopatometria é indispensavel a diversos estudos fitopatolégicos, tais como o
levantamento de doengcas em uma regido, a comparacao de resisténcia genética de
cultivares a doencas, a comparacdo da eficiéncia de fungicidas e suas doses ou de
praticas de manejo no controle de doengas. Também € necesséria a determinagéo do
limiar de dano econdmico de uma doenca e do limiar de agéo, ou seja, a tomada de
decisdo no manejo de doencas em lavouras comerciais (James, 1983), a qual consiste
em determinar o momento de aplicacdo de medidas de controle (Silva & Jesus Junior,
2000; Zadoks, 2001; Shtienberg, 1995; Campbell & Madden, 1990), como é o caso do
critério recomendado para controle de algumas doencas do trigo, na regido Sul do
Brasil (Reis, 1994).

Dependendo dos objetivos, a intensidade de doenca pode ser quantificada uma
Unica vez ou varias vezes durante o ciclo da cultura. Uma epidemia pode ser definida
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como um aumento, no tempo e espaco, na intensidade de doenga em uma populacao
de plantas e, geralmente, é descrita com uma série de estimativas de intensidade de
doenca ao longo do tempo. Plotando-se os valores de intensidade de doenca versus o
tempo, obtém-se uma curva de crescimento cumulativa (progresso de doenca), a qual
resume os efeitos da planta hospedeira, do patégeno e do ambiente (Madden, 1986),
e de medidas de controle no desenvolvimento da epidemia. Assim, uma epidemia é
melhor compreendida quantificando-se seu progresso. A quantificacdo da intensidade
de doencas ao longo do tempo possibilita a andlise matematica das epidemias
(Campbell & Madden, 1990; VanderPlank, 1963). A quantificacdo da doenca ao longo
do espaco é fundamental para estudos sobre sua disseminac¢éo. Estudos relacionando
o progresso da doenca e variaveis meteorologicas permitem desenvolver modelos de
previsdo da doenca, que podem ser usados para alertar aos produtores qual o
momento ideal para a realizacao da aplicacdo de fungicidas, como é o caso da sarna
da macieira no Sul do Brasil (Melzer & Berton, 1989).

A intensidade de doenca pode ser mensurada como incidéncia, que é a
percentagem de plantas doentes, ou de suas partes na populagdo; ou como
severidade, que é a percentagem da area ou do volume do tecido vegetal coberta com
sintomas. A estimacao da incidéncia é mais simples, rapida e acurada, sendo usada
para doengas que afetem toda a planta, como o caso das viroses sistémicas e das
murchas vasculares, ou para aquelas em que uma Unica lesdo impede a
comercializacdo do produto, como a podriddo dos frutos. A severidade é mais
apropriada para medir doencas foliares, como ferrugens, oidios, mildios e manchas
(Bergamin Filho & Amorim, 1996). Nesses casos, 0os danos, reducdo da producao,
muitas vezes sao fung¢éo da severidade.

Nas mensuracdes de severidade de doencas, o erro é a diferenca entre o valor
estimado e o valor real. A acuracia € o complemento do erro (valor real menos o valor
absoluto do erro), expressa em percentagem em relacdo ao valor real. Precisdo esta
inversamente relacionada a variabilidade do erro. Quanto menor a variabilidade, maior
a precisdo. Assim, podem-se ter medidas com baixa acuracia e alta precisdo, mas néo
o contrario. Quantificar objetivamente a severidade de doencas com acuracia é uma
tarefa dificil e que consome tempo. E impraticavel contar e medir o tamanho de lesées
individuais em grandes amostras. Para tornar essa estimacao rapida e pratica, duas
estratégias tém sido tradicionalmente utilizadas: as chaves descritivas, que sao
escalas de notas arbitrérias, e as escalas diagramaticas, que séo representacdes
ilustradas de uma série de plantas ou de seus 6rgdos, principalmente folhas, com
diferentes niveis de severidade, que auxiliam o avaliador a estimar visualmente a

severidade da doenga (Campbell & Madden, 1990; Amorim, 1995), muitas delas sendo

2



reunidas em compéndios (James, 1971; Azevedo, 1998). A primeira chave descritiva
foi elaborada por Cobb, em 1892, e a mais conhecida por Horsfall & Barratt (1945).
Também ha escalas diagraméticas para doengas em frutos (Gupta & Pathak, 1990).
Mas, em alguns estudos, a intensidade da doenca é avaliada pelo nimero de lesfes
por fruto (Furman et al., 2003). Neste caso, se houver grande variagcdo no tamanho
dos frutos e das lesdes, essa varidvel ndo estimara acurada e precisamente a
severidade de doenga.

Ha alguns problemas nesses métodos subjetivos de quantificacdo da
severidade: a) a falta de padronizacédo dos métodos e das chaves descritivas utilizadas
em diferentes estudos, o que preocupa até mesmo a industria de fungicidas (Watson
et al, 1990), pois resultados obtidos de diferentes estudos ndo podem ser
comparados; b) muitas escalas diagramaticas sdo criadas sem considerar alguns
requisitos basicos, citados por Amorim & Bergamin Filho (1999), nem tem sua
adequabilidade avaliada, conforme descrito por Godoy et al. (1997); c¢) reduzidas
acuracia e precisdo na estimacdo visual da severidade de doengas, mesmo por
avaliadores experimentados, tém sido relatadas por Smith et al. (1969), Sherwood et
al. (1983), Lindow & Webb (1983), Forbes & Jeger (1986), Shokes et al. (1987),
Beresford & Royle (1991), Carmo et al. (1991), Weber & Jorg (1991), Parker et al.
(1993, 1995), Giglioti & Canteri (1998), Martin & Rybicki (1998) e outros citados por
Kranz (1988).

Segundo Sherwood et al. (1983), em estimativas visuais de severidade, é
comum o avaliador superestimar duas a trés vezes o valor real. Isto é mais
proeminente em baixos valores de severidade. Beresford & Royle (1991) constataram
que, para folhas de cevada com severidade de ferrugem, os avaliadores
superestimaram até 70 X, quando a severidade foi menor que 0,2%, e superestimaram
oito a dez vezes, quando as folhas apresentaram 0,6 a 20% de severidade. Segundo
Carmo et al. (1991), somente 10% dos avaliadores foram acurados e precisos. Parker
et al. (1995) constataram que os avaliadores apresentaram precisdo variando entre
8% e 95%. As estimativas de um mesmo avaliador em diferentes ocasiées nao foram
consistentes (Shokes et al., 1987; Nutter et al., 1993; Parker et al., 1995).

Diante dessas constatacdes, foram desenvolvidos alguns softwares para treinar
avaliadores de severidade de doencas, como o "Areagram" (Shane te al., 1985), o
“Distrain” (Tomerlin & Howell, 1988), o “Disease.Pro” (Nutter & Worawitlikit, 1989), o
"Estimate" (Weber & Jorg (1991), e o “Combro” (Giglioti & Canteri, 1998; Canteri &
Giglioti, 1999). Embora o treinamento aumente a acuracia das avaliagfes, segundo

Parker et al. (1993), h4 evidéncias que seus efeitos benéficos duram pouco tempo



apos o treinamento. Além disso, esses softwares abrangem apenas algumas doencas
e as avaliagdes continuam subjetivas e variando entre avaliadores.

Portanto, a quantificacdo da severidade de doencgas constitui-se o "calcanhar de
Aquiles" da epidemiologia. Tanto, que tem sido estudada a relagdo incidéncia-
severidade, sendo observada alta correlacdo entre incidéncia e severidade em
diversas doencas. Essa possibilidade € maior quando os valores de severidade
permanecem baixos (Seem, 1984). Baseado nessa associagcdo em alguns poucos
casos, principalmente com ferrugens, foi possivel definir a época de adocdo de
medidas de controle (aplicacdo de fungicida) baseada na incidéncia da doenca
(Edwards et al., 2000; Reis, 1994; Dillard & Seem, 1990; Brown & Holmes, 1983).

Para quantificar a severidade de doencas, € necessario estimar a area foliar e a
area lesionada da folha. A quantificacdo objetiva da area foliar tem sido realizada por
diferentes métodos: a) por meio de equacdes de regressao linear em funcdo de
variaveis como largura e comprimento da folha (Barros & Maestri, 1973; Alfonsi et al.,
1974; Gomide et al., 1976; Garcon et al., 2001); b) por meio de pesagens de cépia
xerografica ou heliografica da folha (Silveira, 1972); e ¢) com o uso de medidores
eletrbnicos de area foliar (Blanco et al., 1991; Urchei et al., 2000; Aguiar Netto et al.,
2000).

A area das lesdes tém sido estimada com o uso de transparéncia milimetrada
colocada sobre a folha lesionada (Fernandes, 1988) ou obtendo-se cOpia xerografica
da folha e mensurando a area lesionada com o uso do planimetro ou por meio de
pesagens (Sherwood et al.,, 1983). A dimensdo da lesdo e sua expansao sao
consideradas importantes componentes epidemiolégicos (Berger et al., 1997) e tém
sido estimados pela mensuracdo do comprimento (C) e largura (L) da leséo e usando
a férmula para obtencédo da area da elipse (A): A=C x L/ 4. A mensuracao tem sido
feita com régua, paquimetro (Emge et al., 1975; Subbarao & Michailides, 1995) ou
com ocular micrométrica (Shaner, 1983). Beresford & Royle (1991), estimaram a area
de 270 urédias de Puccinia hordei em cevada, a partir de seu comprimento e largura.
A area média variou de 2,05 x 102 a 4,29 x 102 mm? A é&rea lesionada foi estimada
multiplicando o ndmero de urédias na folha pela area média das urédias. Desta
maneira, quantificar objetivamente a severidade de doencas com acuracia € uma
tarefa dificil e que consome tempo. E impraticavel contar e medir o tamanho de lesées
individuais em grandes amostras.

O processamento de imagens digitais foi iniciado quase concomitantemente com
a disponibilidade dos computadores, mas foi na década de 60 que os paradigmas e 0s
algoritmos para analise de imagens comecaram a ser formulados (Rosenfeld, 2001).

Este trabalho restringe-se ao processamento de imagens digitais de folhas de plantas.
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Técnicas de sensoriamento remoto consistem na medicdo ou aquisicdo de
informac6es de plantas ou de lavouras com o auxilio de aparelho registrador que nédo
entra em contato fisico com a planta ou seus 6rgaos, tais como fotografia com filme
infravermelho, radibmetros e videografia, cujo uso foi ampliado nas duas Ultimas
décadas para quantificar intensidade de doencas (Jackson, 1986; Nilsson, 1995).
Essas técnicas, que detectam estresse da planta, mas normalmente ndo permitem
identificar sua causa, se bidtica ou abiotica (Cooke, 1998), ndo serdo abordadas neste
trabalho.

O processamento de imagens digitais tem sido aplicado em diferentes areas da
ciéncia. Imagens digitais tém sido obtidas com o uso de digitalizadores (“scanner”),
camera fotografica ou camera de video. Em Fitopatologia, tem sido utilizado em
diferentes estudos, por exemplo: caracterizagcdo morfolégica de fungos em cultura
(Pamboukian et al., 2002); quantificacdo de lipidios em nematéides (Stamps & Linit,
1995) e do numero de juvenis de nematéides em suspensdo (Bfen et al., 1996);
mensuracdo de nematdides (Atkinson et al., 1996), de micorrizas (Smith & Dickson,
1991) e do comprimento de tubos germinativos de fungos (Hilber & Schiiepp, 1992),
avaliacdo da densidade de colénias fungicas (Olsson, 1995), contagem de
microesclerodios de Verticilllum dahliae (Mol & Meijer, 1995), avaliagdo da
uniformidade de bicos de pulverizagdo por analise de imagens do jato do bico (Zhang
et al.,, 1994), avaliacdo da deposicdo de agrotoxicos aplicados por pulverizagdo
terrestre ou aérea, utilizando imagens digitais de cartbes de papel sensivel a agua
(Smith et al., 1997; Chaim et al., 2002) ou imagens de folhas ap6s aplicacdo de
fungicidas mais corante (Barber et al., 2003).

Alguns pesquisadores, com fins de elaboracdo de escalas, comegaram a usar
imagens digitais para mensurar a severidade em diagramas (Stonehouse, 1994;
Falloon et al., 1995) ou em folhas doentes (Bacchi et al., 1992; Oliveira et al., 2001).
Leister et al. (1999) avaliaram a area foliar de todas as folhas de Arabidopsis thaliana
com o uso de imagens obtidas por camera de video acoplada a computador.

Sistemas de andlise de imagens digitais tém sido usado para quantificar a
intensidade de algumas doenc¢as (Lindow, 1983; Lindow & Webb, 1983; Sah &
Fehrmann, 1992; Kokko et al. 1993, 1995, 2000; Kampmann & Hansen, 1994; Todd, &
Kommedahl, 1994; Hood & Shew, 1996; Chungu et al., 1997; Tucker & Chakraborty,
1997, 2001; Martin & Rybicki, 1998; Ahmad et al., 1999; Niemira et al., 1999; Biernacki
& Bruton, 2001; Olmstead & Lang, 2001; Maruti et al., 2002; Pei et al., 2002; Berner &
Paxson, 2003; Diaz-Lago et al., 2003; Miller et al., 2003).



Os métodos para estimar a intensidade de doencga devem ser de facil uso, baixo
custo, rapidos, acurados, precisos, aplicaveis em ampla gama de condi¢Bes e seus
resultados devem ser reproduziveis. Sua descricdo pormenorizada permite a adog¢ao
por outros pesquisadores, de modo a facilitar a comparacdo entre resultados obtidos
em diferentes locais, por diferentes avaliadores.

O software QUANT® esta sendo desenvolvido desde 2000, com o objetivo
principal de quantificar severidade de doengas, a partir de imagens obtidas com
scanner ou cameras digitais (Vale et al., 2001, 2003). Este estudo trata do
desenvolvimento desse software e da avaliacdo de sua acuracia e precisdo na
estimativa de severidade de doencas e de injurias causadas por inseto. Serdo
apresentados quatro capitulos. No primeiro sdo apresentadas informacfes sobre o
software QUANT. O segundo refere-se ao estudo da acuracia e precisdo do QUANT
na estimativa de areas de objetos de tamanho conhecido; o terceiro, na estimativa de
severidade de injaria (desfolha) causada por insetos em folhas de pimentéo; e o quarto
capitulo refere-se a avaliacdo do QUANT na estimativa de severidade de doencas,
utilizando como exemplo a mancha parda (Cercospora coffeicola Berk. & M.A. Curtis)

do cafeeiro (Coffea arabica L.).



CAPITULO 1

AVALIACAO DA ACURACIA E PRECISAO DO SOFTWARE QUANTO NA
MENSURACAO DE AREAS EM IMAGENS DIGITAIS

RESUMO

Com o objetivo de avaliar a acuracia e precisdao do software QUANT na
mensuracdo de areas em imagens digitais, trés experimentos foram conduzidos com
imagens obtidas por meio de um digitalizador de imagens tipo mesa (scanner). No
primeiro, imagens de um disco de metal de 50 cm? foram obtidas em diferentes
posi¢cdes no scanner e em seis resolugdes (75 a 300 dpi). No segundo experimento
foram utilizadas imagens com resolugéo de 75 a 300 dpi, de oito botdes redondos com
area conhecida (0,5 a 5,1 cm?), e no terceiro, imagens digitalizadas a 100 e 300 dpi,
de 40 diagramas de papel com tamanho aproximado de 50 cm? Cada diagrama
apresentava de um a 40 orificios circulares e de mesmo tamanho. Em todos os trés
experimentos, as imagens foram processadas pelo software QUANT e as areas do
disco de metal, dos botdes, dos diagramas de papel e de seus orificios foram
segmentadas e mensuradas. No primeiro experimento, as areas foram segmentadas
pelo procedimento de intervalo de coordenadas de cores. No segundo e terceiro
experimentos, utilizou-se o procedimento de selecdo de areas do QUANT. As areas
também foram mensuradas com o uso do medidor de area da Li—coro, modelo LI —
3100. No primeiro experimento, 0 QUANT apresentou acuracia de 98,7% para

7



imagens com 200 dpi e acuracia superior a 99,7% para as imagens nas demais
resolucdes. No segundo experimento, O quant apresentou acuracia superior a 98% e
precisdo de 99,99%. No terceiro experimento, na estimativa das areas dos orificios, o
QUANT apresentou acuracia de 98,4% e o medidor de area, 87%. Os resultados
evidenciam que o QUANT possui alto potencial de uso na segmentacao e mensuragéo

de areas em imagens digitais.

Palavra-chave: analise de imagens

ABSTRACT

The accuracy and precision of the software QUANT for mensuring areas of digital
images were evaluated. The images were obtained through a scanner. In the first trial,
images of a steel disk of 50 cm? were obtained in different positions on the scanner and
with six resolutions (75 to 300 dpi). In the second trial, images of eight round buttons
with known area (0,5 to 5,1 cm?) had resolutions from 75 to 300 dpi, and in the third
trial, images at 100 and 300 dpi, of 40 paper diagrams each having from one to 40
rounded holes. In all trials, the images were processed by the software QUANT and the
areas of the metal disk, buttons, diagrams, and of the holes were segmented and
measured. In the first trial, the areas were segmented by the procedure of interval of
coordinates of color. In the second and third trials, the procedure for selection of areas
was used. The areas were also measured with the area meter Li-cor, model LI-3100. In
the first trail, QUANT showed accuracy of 98.7% for images with 200 dpi and [0 99.7%
for others. In the second trial, QUANT showed accuracy of 98%. In the third
experiment, in the estimate of the areas of the holes, QUANT showed accuracy of
98.4% and the area meter, 87%. The results evidence that QUANT has high potential

for segmentation and mensuration of areas in digital images.

Key word: image analysis.



INTRODUCAO

A quantificacdo da intensidade de doengas de plantas é indispensavel a diversos
estudos fitopatoldgicos, tais como o levantamento de doencas em uma regido, a
comparacdo de resisténcia genética de cultivares a doencas, a comparacao da
eficiéncia de fungicidas e suas doses ou de praticas de manejo no controle de
doencas. Também é necesséria a determinacéo do limiar de dano econémico de uma
doenca e do limiar de acao, ou seja, a tomada de decisdo no manejo de doencas em
lavouras comerciais (James, 1983), a qual consiste em determinar o0 momento de
aplicacdo de medidas de controle (Silva & Jesus Junior, 2000; Zadoks, 2001;
Shtienberg, 1995; Campbell & Madden, 1990), como € o caso do critério recomendado
para controle de algumas doencas do trigo, na regido Sul do Brasil (Reis, 1994).

Quantificar objetivamente a severidade de doencas com acuracia é uma tarefa
dificil e que consome tempo. E impraticavel contar e medir o tamanho de lesbes
individuais em grandes amostras. Para tornar essa estimativa rapida e pratica, A
guantificacdo da severidade de doencas em plantas (percentagem da area ou do
volume lesionado do 6rgao vegetal) tem sido realizada, geralmente, por meio de
estimativas visuais subjetivas, com o auxilio de escalas diagramaticas, que sao
representagdes ilustradas de uma série de plantas ou de seus 6rgédos, com diferentes
niveis de severidade (Campbell & Madden, 1990; Amorim, 1995). Reduzidas acuracia
e precisdo na estimativa visual da severidade de doencas, mesmo por avaliadores
experientes, tém sido relatadas por Smith et al. (1969), Sherwood et al. (1983), Lindow
& Webb (1983), Forbes & Jeger (1986), Shokes et al. (1987), Beresford & Royle
(1991), Carmo et al. (1991), Weber & Jorg (1991), Parker et al. (1995), Giglioti &

Canteri (1998). Diante dessas constatagdes, foram desenvolvidos alguns softwares



para treinar avaliadores de severidade de doengas, como o "Areagram" (Shane te al.,
1985), o “Distrain” (Tomerlin & Howell, 1988), o “Disease.Pro” (Nutter & Worawitlikit,
1989), o "Estimate" (Weber & Jorg (1991), e o “Combro” (Giglioti & Canteri, 1998;
Canteri & Giglioti, 1999). Embora o treinamento aumente a acuracia das avaliacdes,
segundo Parker et al. (1993), ha evidéncias que seus efeitos benéficos duram pouco
tempo ap6s o treinamento. Além disso, esses softwares abrangem apenas algumas
doencas e as avaliagbes continuam subjetivas e variando entre avaliadores.

Para quantificar objetivamente a severidade de doencgas, € necessario estimar a
area foliar e a area lesionada da folha. A quantificac@o objetiva da area foliar tem sido
realizada por diferentes métodos: a) por meio de equacbes de regressao linear em
funcdo de variaveis como largura e comprimento da folha (Barros & Maestri, 1973;
Alfonsi et al., 1974; Gomide et al., 1976; Garcon et al., 2001); b) por meio de pesagens
de copia xerografica ou heliografica da folha (Silveira, 1972); e ¢) com o uso de
medidores eletrbnicos de &rea foliar (Blanco et al., 1991; Urchei et al., 2000; Aguiar
Netto et al., 2000).

A area das lesdes tém sido estimada com o uso de transparéncia milimetrada
colocada sobre a folha lesionada (Fernandes, 1988) ou obtendo-se cépia xerografica
da folha e mensurando a area lesionada com o uso do planimetro ou por meio de
pesagens (Sherwood et al.,, 1983). A dimensédo da lesdo e sua expansdo sao
considerados importantes componentes epidemiolégicos (Berger et al., 1997) e tém
sido estimado pela mensuracdo do comprimento (C) e largura (L) da lesé&o e usando a
férmula para obtencdo da érea da elipse (A): A = C x L / 4. A mensuragdo tem sido
feita com régua, paquimetro (Emge et al., 1975; Subbarao & Michailides, 1995) ou
com ocular micrométrica (Shaner, 1983). Beresford & Royle (1991), estimaram a area
de 270 urédias de Puccinia hordei em cevada, a partir de seu comprimento e largura.
A area média variou de 2,05 x 107 a 4,29 x 102 mm®. A area lesionada foi estimada
multiplicando o ndmero de urédias na folha pela area média das urédias. Desta
maneira, quantificar objetivamente a severidade de doencas com acuracia € uma
tarefa dificil e que consome tempo.

Alguns pesquisadores, com fins de elaboragdo de escalas, comegaram a usar
imagens digitais para mensurar a severidade em diagramas (Stonehouse, 1994;
Falloon et al., 1995) ou em folhas doentes (Bacchi et al., 1992; Oliveira et al., 2001).

Sistemas de andlise de imagens digitais tem sido usado para quantificar a
intensidade de algumas doengas (Lindow, 1983; Lindow & Webb, 1983; Sah &
Fehrmann, 1992; Kokko et al. 1993, 1995, 2000; Kampmann & Hansen, 1994; Todd, &
Kommedahl, 1994; Hood & Shew, 1996; Chungu et al., 1997; Tucker & Chakraborty,
1997, 2001; Martin & Rybicki, 1998; Ahmad et al., 1999; Niemira et al., 1999; Biernacki
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& Bruton, 2001; Olmstead & Lang, 2001; Maruti et al., 2002; Pei et al., 2002; Berner &
Paxson, 2003; Diaz-Lago et al., 2003; Miller et al., 2003).

O software QUANT® esta sendo desenvolvido desde 2000, com o objetivo
principal de quantificar severidade de doencas, a partir de imagens obtidas com
scanner ou cameras digitais (Vale et al., 2001, 2003). O objetivo deste estudo foi
avaliar a acuracia e precisdo do QUANT na estimativa de areas de objetos com areas
conhecidas e com tamanhos semelhantes ao de folhas de algumas espécies vegetais

e ao de lesdes de muitas doencas.
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MATERIAL E METODOS

Trés experimentos foram conduzidos em 2003, no Laboratério de Epidemiologia
e Controle da Universidade Federal de Vigosa, para avaliar a acuracia e precisdo do
software QUANT na estimativa de areas em imagens digitais. Todas as imagens foram
obtidas no mesmo digitalizador de imagem, tipo mesa (scanner) HP®, modelo Scanjet
3C. Foi utilizada uma caixa de isopor forrada de papel cartdo, de cor preto fosco,
colocada em cima da area de aquisicdo de imagem do scanner, para que o fundo da
imagem digitalizada fosse de cor preto, evitando assim a interferéncia de
sombreamento nas bordas do disco. As imagens foram gravadas como arquivo do tipo
matricial (Windows Bitmap), ndo-comprimido e processadas em um computador com
processador AMD K6, com 128 MB de meméria RAM, 32 bits, com monitor Samsungo
modelo SyncMaster 750 ST, com configuracéo de tela de 1024 x 768 pixels, 32 bits.
As andlises de regresséo linear simples foram feitas com o software “Statistica for
Windows 5.5” (Statsoft, 2000).

Neste estudo, a acuracia foi considerada como o complemento do erro da
estimativa (valor estimado menos valor real). A precisao relaciona-se a variacdo

associada ao erro. Quanto menor a variabilidade do erro, maior a precisao.

Experimento 1 — Acuracia do QUANT na estimativa da area de um disco de 50

cm?

Imagens de um disco de metal de 50 cm? (padr&o de &rea do aparelho medidor
de area Li-cor®, modelo LI — 3100) foram digitalizadas em um scanner, em seis
diferentes resolugbes: 75, 100, 150, 200, 250 e 300 dpi, e em seis posi¢cdes no
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scanner (Figura 1), obtendo-se 36 imagens. O tamanho do disco foi escolhido por ser
equivalente ao tamanho da folha de muitas espécies vegetais.

Essas imagens foram importadas pelo software QUANT e processadas para
estimar a area do disco. Foram usados dois procedimentos do QUANT:

a) Selecéo de cor por intervalo de coordenadas de cores: O "fundo" da imagem
(toda a area da imagem exceto o disco de metal) apresentava cor preto padrao
(coordenadas R = G = B = 0). Amostrou-se uma pequena sec¢do de area do fundo da
imagem e incluiu-se a cor branco padrao (R = G = B = 255) em substituicdo a cor preta
do fundo. A seguir, reduziu-se a imagem para duas cores apenas. Assim, com
excecgdo da cor branca do fundo, todas as demais foram substituidas por uma Unica
cor. O fundo permaneceu branco e o disco adquiriu uma Unica outra cor. A seguir, com
0 comando resultado, 0 QUANT forneceu a area ocupada com cada uma das duas
cores.

b) Selecéo de cor por reducdo do niumero de cores: Todas as cores da imagem
foram reduzidas para 16 ou 64 cores. Depois, utilizando-se a paleta de cores, essas
cores foram substituidas por apenas duas. Para as imagens com 16 cores, com
excecao da cor preta, as outras 15 cores foram substituidas por uma uUnica cor. Para
as imagens com 64 cores, com excecao da cor preto padrdo e de uma outra cor mais
préxima (que foi substituida pelo preto padréo), as outras 62 cores foram substituidas
por uma unica cor (Figura 2). A seguir, com o comando resultado, o QUANT forneceu
a area ocupada com cada uma das duas cores.

A acuracia das estimativas foi calculada da seguinte forma:

acuracia (%) = 100 — 100 x (Yarea estimada — area real’) / area real

Como néo houve repeticbes das estimativas, ndo foi calculada a precisdo das

estimativas das areas.

Experimento 2 — Acurédcia e precisao do QUANT na estimativa de pequenas

areas

Com o objetivo de avaliar a acuracia do QUANT na mensuragdo de pequenas
areas, foram obtidos oito botdes redondos com diametros variando de 0,76 a 2,55 cm.
Foram feitas quatro mensuragcbes de didmetro em cada botdo, com o uso de um
micrémetro Mitutoyoo modelo 103 (resolucdo de 0,01 mm). As areas dos botdes (0,46
a 5,12 cm?) equivalem as areas de lesées de muitas doencas.

Considerou-se como area padrao de cada botdo, aquela estimada a partir do seu
didmetro médio usando-se a equacgéo da area de um circulo:

area padrédo = p d? /4, onde d é o diametro médio do botao.
13



Figura 1. Posi¢cBes no scanner nas quais foram obtidas imagens digitalizadas do disco

padrdo de area (escala 1:3).
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Figura 2. A. Imagem digitalizada a 150 dpi de um disco de metal (50 cm?) (19738 cores

RGB). B. Reducéo para 64 cores C. Reducédo para 16 cores D. Imagem

processada pelo QUANT, com duas cores.
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Essas estimativas de area foram comparadas com estimativas obtidas com o uso
do medidor de area da Li-cor®, modelo LI-3100 e com as obtidas com o uso do
QUANT. Foram feitas dez mensuragfes da area de cada botdo no medidor de éarea,
para tanto, os dois ou quatro pequenos orificios no interior dos botdes foram vedados
com fita adesiva opaca.

Imagens do conjunto de botdes dispostos entre duas laminas de vidro liso
transparente (2,11 mm de espessura) foram obtidas e digitalizadas em arquivo formato
Windows Bitmap, em scanner HP® modelo Scanjet 3C, em diferentes resolucdes: 75,
100, 150, 200, 250 e 300 dpi. Foram obtidas quatro diferentes imagens do conjunto de
botdes, em cada resolucao, totalizando 24 imagens. Uma caixa de isopor forrada de
papel cartdo de cor preto fosco foi colocada em cima da &rea de aquisicdo de imagem
do scanner, para que o "fundo" da imagem digitalizada fosse de cor preto, evitando
assim a interferéncia de sombreamento nas bordas dos botées. Também foram
obtidas quatro outras imagens do conjunto de botdes, a 100 dpi, diretamente sobre o
visor do scanner, sem as laminas de vidro. Isto foi feito para avaliar se as laminas de
vidro influenciam as estimativas das &reas, pois para a obtencdo de imagens digitais
de folhas de plantas, recomenda-se que estas sejam colocadas entre as laminas de
vidro, sobre o scanner, para ficarem o mais planas possivel, sem dobras.

A partir de cada imagem digitalizada, foi estimada a area de cada botdo com o
uso do QUANT. Inicialmente, cada imagem original (Figura 3A) teve seu contraste
modificado, utilizando-se o procedimento "contraste raiz" do QUANT, o qual aumenta o
brilho da imagem (Figura 3B). A seguir, em cada nova imagem contrastada obtida,
utilizando-se a ferramenta de selecéo de area ("varinha magica") selecionou-se a area
completa de cada botdo (incluindo a area de seus orificios internos) e obteve-se
automaticamente o valor da respectiva area (Figura 3C). Com essa ferramenta, ao
clicar sobre um pixel da imagem do botdo, 0 QUANT seleciona esse pixel e todos os
pixels contiguos cujas coordenadas RGB de cores estejam dentro de uma gama de
valores préximo aos do pixel inicialmente selecionado, a qual € definida pelo valor da
"tolerancia" pré-estabelecida pelo usuario do QUANT.

Clica-se com o mouse sobre um pixel P; da imagem, o qual sera selecionado.
Apenas o0s oito pixels vizinhos serdo comparados com o pixel selecionado,
considerando um valor de tolerancia entre 0 e 255, pré-determinado. Isto permitira
selecionar simultaneamente pixels vizinhos com coordenadas de cores semelhantes.
Quando se clica sobre um pixel, Py, simultaneamente cada um dos oito pixels vizinhos
Py ('=1,2,..m;j=1,2, ..nmitioujtji'=ixlej =j+*1)sdocomparados com

esse pixel inicialmente selecionado:
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Figura 3. Imagem digital, a 150 dpi, de oito botées (A). Imagem apds o uso do
procedimento contraste raiz (B). Tela do QUANT apresentando a sele¢édo da area de
um botdo e o valor de sua area, na imagem apresentada em B, com o uso da "varinha

magica de sele¢éo" (C).
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Se méaximo (R; - Rij; Gj - Giy; Biy - Biy) £ valor da tolerancia, entdo o pixel vizinho
Pi; também é selecionado. O QUANT considera que os valores de R, G e B variam
entre zero e 255.

Cada novo pixel incluido na selecdo tem os seus pixels vizinhos comparados
com o primeiro pixel selecionado Pj, segundo o critério acima. Desta maneira, uma
area de pixels contiguos pode ser selecionada e as cores de seus pixels alterada para
uma unica cor.

Nos estudos apresentados nesse capitulo, os valores de tolerancia foram
ajustados por meio de tentativas, até que a area selecionada fosse considerada
adequada pelo usuario do QUANT, por meio de sua visualizacdo. O QUANT, entéo,
fornece o valor da area selecionada.

Para verificar a acuracia e precisdo das estimativas de areas realizadas com o
uso do QUANT, foi utilizada a andlise de regressdo linear simples (Campbell &
Madden, 1990). Inicialmente utilizou-se o modelo completo: Y = bo+b; X + € onde Y
sdo os valores de areas dos botbes estimadas pelo QUANT e X, os valores padrao,
estimados com a equacao do circulo, a partir do didametro mensurado com micrémetro.
Quando by ndo diferiu estatisticamente de zero (P > 0,05) e os dados obtidos
demonstravam claramente que a reta estimada tendia a passar pela origem (Y = X =
0), efetuou-se nova analise de regressao linear simples, através da origem, segundo o
modelo: Y = b; X + e (Neter et al., 1996). Utilizou-se o teste t para testar a hip6tese b, =
1. O valor estimado de b; € um indicativo de acuracia e o valor do coeficiente de
determinacgao, r’, representa a precis&o. Isto permite que a acuracia seja representada
por somente um parametro da equagao da reta. As analises de regresséao linear foram
feitas com o software “Statistica for Windows 5.5” (Statsoft, 2000).

Experimento 3 — Acurécia e precisdo do QUANT na estimativa de areas em

diagramas de papel

Em papel couch&, 90 g.m?, foram recortadas, segundo um molde de folha de
cafeeiro, com cerca de 50 cm? 40 diagramas. Com o uso de um furador de papel,
foram feitos de um a 40 orificios circulares iguais nos diagramas. Para evitar rebarbas
nas bordas, o diagrama de papel couché foi furado sobre papel cartdo. O didmetro do
pino do furador de papel era de 5,43 mm (medido com micrémetro Mitutoyoo modelo
103, com resolucéo de 0,01 mm). Portanto, a area de cada furo era 0,2316 cm?.

A éarea de cada diagrama de papel foi estimada com o uso do medidor de area

Li-cor® modelo LI-3100. Foi obtida a média de trés leituras de area em cada diagrama,
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antes e apos a realizagdo dos orificios. Por diferenga entre as médias, estimou-se a
area dos orificios.

Imagens de cada diagrama foram obtidas e digitalizadas em arquivo formato
Windows Bitmap, em scanner HP® modelo Scanjet 3C, em duas resolucdes: 100 e 300
dpi. Uma caixa de isopor forrada de papel cartdo de cor preto fosco foi colocada em
cima da area de aquisicdo de imagem do scanner, para que o "fundo" da imagem
digitalizada fosse de cor preto, evitando assim a interferéncia de sombreamento nas
bordas dos diagramas.

As imagens foram processadas com o QUANT. A partir da imagem negativa da
imagem original (Figura 4), usando varinha de selecdo, selecionou-se o diagrama,
incluindo os orificios (Figura 5). Utilizou-se valor de tolerancia préximo a 100, o que
permitiu selecionar toda a area do diagrama de papel. Automaticamente, obteve-se o
valor da area total do diagrama. Apds desmarcar a selecdo do diagrama, selecionou-
se a &rea de cada furo com a varinha de sele¢cdo. Na borda de cada furo, havia uma
nitida camada de um pixel de espessura, a qual foi incluida na selegdo como area do
furo. Para os orificios, utilizou-se valor de tolerancia préximo a 200. Apés, trocaram-se
as cores da area selecionada para uma Unica cor, neste caso, cinza (optou-se por este
valor de cinza: R = G = B = 128) (Figura 6). Ap0s selecionar e alterar a cor das areas
de todos os orificios do diagrama, usando-se o procedimento de intervalo de cores,
trocaram-se todas as demais cores cujas coordenadas eram diferentes das
coordenadas da cor das areas dos orificios para, por exemplo, branco padrdao (R=G =
B = 255). Com isso, a imagem passou a ter duas cores apenas (Figura 7). O
procedimento "resultado" forneceu o valor das areas ocupadas por ambas as cores.
Assim, foi estimado o valor das areas dos orificios. Repetiu-se esse procedimento para
todas as 40 imagens de diagramas.

Para verificar a acuracia e precisao das estimativas de areas realizadas com o
uso do QUANT, foi utilizada a analise de regressdo linear simples (Campbell &
Madden, 1990). Inicialmente utilizou-se 0 modelo completo: Y = by+b; X + € onde Y
sdo os valores de éareas dos estimados pelo QUANT e X, os valores padrao,
estimados com a equacgéo do circulo, a partir do didmetro mensurado com micrémetro.
Quando by ndo diferiu estatisticamente de zero (P > 0,05) e os dados obtidos
demonstravam claramente que a reta estimada tendia a passar pela origem (Y = X =
0), efetuou-se nova analise de regressao linear simples, através da origem, segundo o
modelo: Y =b; X + e (Neter et al., 1996). Utilizou-se o teste t para testar a hipotese b; =
1. O valor estimado de b; € um indicativo de acuracia e o valor do coeficiente de

determinacao, r?, representa a precis&o. Isto permite que a acuracia seja representada
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por somente um parametro da equacdo da reta. Também foram feitas regressdes
considerando os valores de Y como as &reas estimadas com o medidor de &rea Li-cor
modelo LI-3100. Neste caso, o valor estimado de b; € um indicativo da concordancia
entre as mensuracdes. As analises de regressao linear foram feitas com o software
“Statistica for Windows 5.5” (Statsoft, 2000).
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Figura 4. Imagem de um diagrama em papel couché, a 300 dpi, com cinco orificios (A)
e 0 seu negativo (B). Ambas imagens possuem 22.835 cores no sistema
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Figura 5. Tela do software QUANT. Negativo da imagem de um diagrama de papel
com cinco orificios. A area do diagrama foi selecionada com a "varinha
magica de selecdo" e é indicada na janela central.
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Figura 6. Tela do software QUANT. Negativo da imagem de um diagrama de papel.

Detalhe da seleg¢éo da area de um furo com a "varinha magica de selecao”.

o valor da area é indicada na janela central.

A

B

Figura 7. Negativo da imagem de um diagrama foliar em papel couché, a 300 dpi,

cujos orificios tiveram suas cores alteradas para cinza (R=G=B=128) (A) e

apos todas as demais cores foram alteradas para branco (R=G=B=255) (B).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 — Acuréacia do QUANT na estimativa da &rea de um disco de 50

cm?

A resolucdo das imagens foi conferida verificando-se o numero de pixels
equivalente ao didmetro horizontal do disco, estando todas as resolugfes corretas.

Embora haja apenas uma estimativa de area com o QUANT, para cada posi¢ao
do disco no digitalizador de imagem e para cada resolucéo, sdo apresentadas médias
de acurdcia, para cada posi¢cdo, considerando as diferentes resolu¢cdes como
repeticdes e vice-versa. Mas, ndo foram realizados testes estatisticos de comparagéo
de médias (Tabela 1). Os erros na estimativa da area do disco padrdo com o uso da
ferramenta de selecdo de areas por intervalo de coordenadas foram todos abaixo de
1,4%. As estimativas da area do disco apresentaram acuracia média variando de
99,64 a 99,72%, dependendo da posi¢do do disco, sobre o digitalizador de imagem, na
obtencdo da imagem digital (Tabela 1). No entanto, houve uma maior variacdo na
acuracia em relacao a resolucdo da imagem digital. Imagens digitalizadas a 200 dpi,
em quaisquer das seis posi¢cdes do scanner, propiciaram acuracia de 98,66 a 98,77%.
Imagens com as demais resolucfes apresentaram acuracia de 99,71 a 100%, sendo
gue a resolucéo de 75 dpi propiciou acuracia média de 99,97% (Tabela 1, Figura 8).

Utilizando o procedimento de Selecao de cor por redu¢do do niumero de cores,
as estimativas da area do disco apresentaram acuracia cerca de 0,2% menor que as
obtidas com o método anterior e com 0 mesmo comportamento em relagdo as

resolucdes das imagens (Figura 9).
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Tabela 1. Acuracias na estimativa da éarea pelo software QUANT, usando o
procedimento de intervalo de coordenadas de cores, em imagens
digitalizadas em seis posi¢des® no scanner e a seis diferentes resolucdes,

de um disco de metal de 50 cm? (vide figura 1)

Posicao Acuracia média (%)° Resolugdo Acurécia média (%)°
1 99,70 (98,74 - 99,97) (%I) 99,97 (99,94 - 100,00)
2 99,69 (98,73 - 99,97) 100 99,80 (99,71 - 99,85)
3 99,72 (98,77 - 99,98) 150 99,86 (99,82 - 99,90)
4 99,64 (98,70 - 99,95) 200 98,72 (98,66 - 98,77)
5 99,68 (98,70 - 100,00) 250 99,86 (99,81 - 99,91)
6 99,65 (98,66 - 99,94) 300 99,88 (99,84 - 99,92)

' Vide Figura 1. * obtidas das médias de seis resolucdes (min. — max.). ° obtidas das acuracias
das seis posi¢fes (min. -max.).

A maioria das estimativas realizadas com o QUANT subestimou a area real do
disco. Isto pode ser devido a duas causas: a) o disco é uma circulo e o pixel da
imagem digital € um quadrado. Portanto, ha um erro tedrico associado & mensuragéo
da area do circulo imediatamente préxima a circunferéncia; b) Ao se digitalizar as
imagens do disco de metal, houve a formacdo de um gradiente de cores na regido da
circunferéncia, com largura de um a trés pixels. Optou-se por ndo incluir esses pixels

na area selecionada e mensurada pelo QUANT.

Experimento 2 — Acurécia e precisdo do QUANT na estimativa de pequenas

areas

Todos os oito botdes tendiam para a forma de circulo, com minima varia¢cdo no
seu diametro, mensurado em quatro posi¢cdes (erro-padrdo £ 0,04 mm) (Tabela 2).
Assim, neste estudo, as suas areas foram estimadas a partir do seu diametro médio,
considerando-os circulos perfeitos e esses valores foram considerados o padrao de
area (real) para cada botéo.

Considerando o conjunto de estimativas de area dos oito botdes, o medidor de
area apresentou acuracia de 98% e o QUANT, acuracia de 98 a 99%, dependendo da
resolucdo da imagem. Esses métodos apresentaram precisdo de 99,99%. A acurécia é
representada pela estimativa do parametro [0; e a precisdo é representada pelo

coeficiente de determinacéio da equacéo de regressao linear simples, r* (Figura 10).
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Figura 8. Erros (%) na estimativa da area pelo software QUANT, usando o
procedimento de intervalo de coordenadas de cores, em imagens

digitalizadas, em seis resolucdes e em seis posi¢des no scanner, de um

disco de metal de 50 cm® A — F, posicdes 1 a 6, respectivamente (vide

figura 1). Erro = valor estimado — valor real.
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Figura 9. Erros (%) na estimativa da area pelo software QUANT, usando o

procedimento de reducdo de cores em imagens digitalizadas, em seis

resolucbes e em duas posi¢cbes no scanner, de um disco de metal de 50

cm? A e C, reducdo para 16 cores; B e D, reducdo para 64 cores (vide

texto), A e B, posi¢cédo 1, C e D, posi¢ao 2 (vide figura 1). Erro = valor

estimado — valor real.
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Figura 10. Comparacao entre as areas-padrdo dos botdes e as estimativas com 0 uso
do medidor de area Li-cor LI-3100 (A) e do QUANT em imagens digitais com
resolucdo de 75 a 300 dpi (B-F) Regressédo através da origem. Linha
pontilhada: Y = X, sendo Y a ordenada e X, a abscissa. HipGteses testadas:

bo=0;b; =1 * P <0,01.
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Tabela 2: Comparac&o entre as areas (cm?) estimadas pelo QUANT em imagens digitalizadas, a 100 dpi, de oito botdes entre duas laminas de

vidro® ou ndo

Botdes entre

Botdes sobre o

Diferenca (cm?

Botdo piametro 2(d) p frea s laminas de vidro visor do scanner Teste t® p° Diterenca (%)
adrao (A) - ®) (A-B)/B
(A) (B)
1 2552+ 0,004 51151 5,0769 + 0,0108*  5,0919 + 0,0061* -0,0150 -1,209 0.272 20.29%
2 2284+ 0,003 40972 4,0353 £ 00,0021  4,0492 + 0,0015 -0,0139 -5,402 0,002 -0,34%
3 2035+ 0,002 32525 3,2126 £0,0035  3,2115 + 0,0027 0,0011 0,257 0,806 0.03%
4 1,787+ 0,001  2.5081 2,4918 +0,0018  2,4978 + 0,0027 -0,0060 -1.841 0,115 0.24%
5 1,522+ 0,002 18194 1,8002 + 0,0016  1,8024 + 0,0037 -0,0022 -0,561 0,595 -0,12%
6 1,280+ 0,000 12868 1,2940 + 0,0023 11,2897 + 0,0020 0,0043 1,419 0,206 0,33%
7 1,027+ 0,001 08284 0,8300 + 0,0031  0,8271 + 0,0006 0,0029 0,929 0,417 0.35%
8 0,762+ 0,001 0.4560 0,4565 + 0,0032  0,4584 + 0,0034 -0,0019 -0,420 0,689 -0,41%

! Laminas de vidro liso transparente (2,11 mm de espessura).

2 Média (cm) de quatro mensuracées (em posicdes diferentes) com micrémetro MitutoyoO modelo 103-137 + o erro-padréo da média;

3 4 2
area = pd“/ 4;

* Média de quatro mensuragdes * erro-padrdo da média.

®> Hip6tese testada: A — B = 0.

® Probabilidade
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Verificou-se que também nesse experimento, imagens digitalizadas a 200 dpi,
tenderam a proporcionaram menor acuracia nas estimativas das areas.

O fato da obtencédo das imagens digitais dos botfes entre duas laminas de vidro
liso ndo alterou o valor da estimativa de sua area com o QUANT, quando comparados
a imagens obtidas de botdes diretamente sobre o visor do scanner. As diferencas nas
estimativas com os dois tipos de imagem variou de 0,001 a 0,015 cm? (0,03 a 0,41%
em relacdo as areas de imagens obtidas de botdes diretamente sobre o visor).
Somente para o botdo numero 2, essa diferenca foi estatisticamente significativa, fato
devido a alta precisdo das estimativas destas duas médias (Tabela 2).

A estimativa das areas dos botdes foi mais acurada e precisa com 0 uso do
QUANT que as do medidor de &rea da Li-cor LI-3100. Quanto menor a area do botéo,
maior foi o erro percentual do medidor de area e maior o coeficiente de variagéo (c.v.)
de suas estimativas (Figura 11). A resolucdo do medidor da Li-cor foi de 1 mm?, que é
equivalente a 25 dpi. Pelo fato das areas mensuradas serem circulares e do pixel ser
guadrado, ha um erro na mensuracdo das bordas. Teoricamente, quanto menor o
didmetro e quanto menor a resolucdo, maior o erro. Isto talvez expliqgue a diminuicdo

da acuréacia do medidor de &rea Li-cor, com a diminuicdo da area do botéo.

Experimento 3 - Acuracia e precisdo do QUANT na estimativa de areas em

diagramas de papel

A estimativa de areas com o uso do QUANT em imagens com resolucao de 100
ou de 300 dpi, apresentaram alta concordancia entre si. Baseando-se na estimativa do
parametro b;, da equacdo de regressao linear simples através da origem, houve
99,5% de concordancia nas mensuragfes das éareas total dos orificios de cada
diagrama e 99,94% de concordancia nas mensuragfes das areas dos diagramas das
imagens de 100 ou 300 dpi. As diferengcas entre as duas resolu¢cdes de imagens
utilizadas quanto as estimativas de areas dos orificios variaram de 0,00 a 0,16 cm?
(0,02 a 2,40%) e quanto as areas dos diagramas variaram de 0,00 a 0,13 cm? (0,00 a
0,25%) (Figura 12). Devido a isso, nas analises seguintes foram consideradas
somente as estimativas de areas de imagens com 100 dpi.

Em comparacdo com as areas-padrdo (real) dos orificios, as estimativas do
QUANT apresentaram 98,37% de acuracia e 99,98% de precisao (Figura 13A). O erro
absoluto méaximo foi 0,19 cm? (Figura 13C) e o erro percentual méaximo foi de 3%
(Figura 13E). Ja as estimativas feitas com o medidor de area LI-3100 foram menos
acuradas (86,58%) (Figura 13B). Seus erros foram maiores que 0os do QUANT. Os

maiores erros absolutos e percentuais foram 1,55 cm? e 85,82%, respectivamente
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(Figuras 13D e 13E). Houve uma tendéncia de aumento do erro das estimativas das
areas dos orificios com o aumento do nimero de orificios (Figura 13D). Isso pode ser
devido ao fato que o pixel de leitura do medidor de area LI-3100 é quadrado e os
orificios sdo circulares. Segundo o fabricante, com a resolucdo de 1 mm?, o LI-3100
pode apresentar erros de 2, 5 ou 7% ao mensurar objetos de 5, 1 ou 0,5 cm?
respectivamente (Li-Cor, 1996).

Quando comparadas entre si, as estimativas de areas com o uso do QUANT e
com o medidor de area, ndo foram concordantes (Figura 14). Houve diferencas de até
0,53 cm? (1,06%) com relacdo as areas dos diagramas (Figuras 14D e 14F) e de até
1,41 cm? (85,62%) com relac&o as areas dos orificios (Figuras 14C e 14E).

Considerando os trés experimentos, o0 QUANT foi avaliado na mensuracédo de
areas de tamanho proximo ao de folhas de muitas espécies vegetais e ao de lesbes de
muitas doencas. A excecdo do diagrama, com formato de folha, as demais areas
mensuradas tinham forma circular, pois muitas doengas apresentam lesfes
arredondadas. A acuricia das estimativas das areas tendeu a variar mais em funcao
da resolugédo que da posi¢do do objeto no digitalizador de imagens. A resolucdo de
200 dpi tendeu a propiciar menor acuracia das estimativas. Imagens nas demais
resolucdes propiciaram melhores acuracias. Os resultados sugerem gque imagens com
as menores resolugbes podem ser usadas para processamento no QUANT, pois o
namero de pixels e, consequentemente, o tamanho do arquivo (nimero de bytes) de
uma imagem, por exemplo, a 100 dpi é 1/9 em relacdo & mesma imagem digitalizada a
300 dpi. Isto torna a digitalizacdo e o processamento mais rapidos e demanda menos
espaco para arquivar as imagens.

Na estimativa de &areas maiores (cerca de 50 cm?), o QUANT apresentou
acuracia superior a 99,80% para todas as resolucées das imagens do disco-padrdo, a
excecao de 200 dpi. No caso das areas dos diagramas de papel, as estimativas foram
semelhantes aquelas feitas com o LI-3100, com diferenca méaxima de 1,1%. Rossiello
et al. (1995) obtiveram acuracia maior que 99,17% ao estimarem areas de 242 a 1227
cm? com o medidor de &rea Li-cor modelo LI 3000.

Na estimativa de pequenas areas (botdes e orificios dos diagramas) a acuracia
do medidor de area LI-3100 foi inferior & do QUANT e diminuiu com a reducdo da
area. O QUANT apresentou maior acuracia (98,37%) das areas dos orificios dos
diagramas de papel que o LI-3100 (86,58%). Ndo houve o objetivo de comparar o
QUANT com o medidor de é&rea LI-3100, pois as resolugBes utilizadas foram
diferentes. A da LI-3100 equivaleu a 25 dpi. Suas mensuragfes sdo utilizadas como

referéncias apenas. Ademais, o principal uso do QUANT, em Fitopatologia, é
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com o uso do medidor de area Li-cor LI-3100 e do QUANT, em imagens

digitais a 150 dpi. Erro (cm?) = valor estimado — valor padrao.
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0,01.
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Figura 13 - Comparacao entre as areas-padrao (calculadas a partir do didametro dos

orificios) e as estimativas de areas dos orificios dos diagramas de papel
com o uso do QUANT em imagens digitais com resolu¢do de 100 dpi
(Quant 100 dpi) (A, C, E) e entre as areas-padrao e as estimativas
obtidas no medidor de area Li-cor modelo LI-3100 (B, D, F). Regressao
através da origem. Linha pontilhada: Y = X (A, B), sendo Y a ordenada e

X, a abscissa. Hipotese testada: b, = 1. ** P<0,01.
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Figura 14 - Comparacao entre as estimativas de areas com o uso do QUANT em

imagens digitais com resolucdo de 100 dpi (Quant 100 dpi) e com o
medidor de area Li-cor modelo LI-3100: area dos orificios (A, C, E) e area
dos diagramas de papel (B, D, F). Regressao através da origem. Linha
pontilhada: Y = X (A, B), sendo Y a ordenada e X, a abscissa. Hipétese
testada: b; = 1. ** P<0,01; ™ P > 0,05.
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mensurar as areas lesionadas de folhas de plantas, o que o LI-3100 nao pode fazer
diretamente. Os resultados indicam que o QUANT pode ser usado como padrao de
mensuracdo de pequenas areas. Além disso, o uso do QUANT necessita apenas de
um microcomputador e um digitalizador de imagem, sendo de menor custo que o
medidor de area. Além disso, as imagens digitalizadas podem ser armazenadas.

Deve-se acrescentar que o uso do QUANT pode ser dividido em trés partes: a) a
digitalizacdo da imagem, b) a melhoria do contraste da imagem (opcional), e c) a
selecdo dos objetos de interesse na imagem. A mensuracdo das areas em si € um
mero processo de somatorio de pixels selecionados. Cada uma dessas trés partes
pode interferir na estimativa das areas. A parte que mais pode interferir é a selecao de
objetos (segmentacao da imagem) feitas pelo usuario do QUANT.

O QUANT apresentou acurcia de estimativas de areas muito superior as
acuracias obtidas em avaliagbes visuais de severidade de doenca, apresentando-se
com alto potencial de uso em fitopatometria, para mensurar area foliar e area

lesionada.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA INTENSIDADE DE AREA CONSUMIDA POR INSETOS EM
FOLHAS DE PIMENTAO COM O USO DO SOFTWARE QUANT®

RESUMO

Foram avaliadas a acuracia e a precisdo do software QUANT na mensuracgéo da
area foliar total, da area desfolhada (consumida) e da severidade da desfolha
(percentagem da area foliar desfolhada) por besouros crisomelideos, em 99 folhas de
pimentdo (Capsicum annuum), usando imagens digitais, com resolucdo de 100 e 300
dpi. Também foram feitas mensura¢cdes com o medidor de area Li-cor® modelo LI-
3100, por meio de estimativa visual por seis avaliadores. A area desfolhada também
foi estimada por dois avaliadores observando-se as imagens digitais obtidas com
papel milimetrado como fundo, por meio de contagem direta de cada quadrado de
1mm?® de area. A resolucdo da imagem ndo afetou as estimativas de &area pelo
QUANT. As estimativas de area com o0 uso do QUANT e com o LI-3100 apresentaram
concordancia de 97,8%, 77,0 e 80,8%, para area foliar, area desfolhada e severidade,
respectivamente. Compararam-se as mensuragdes de area desfolhada do QUANT e
do LI-3100 com mensuracgdes realizadas por dois avaliadores, por meio de contagem
de quadriculas em papel milimetrado. O QUANT apresentou maior acuracia (89,0 a
93,1%) e precisdo (97,0%) que o medidor de area foliar, 0 qual apresentou acuracia
de 86 a 88% e preciséo de 77%. Todos os seis avaliadores visuais superestimaram a
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severidade. Apenas um avaliador apresentou alta acuracia (92%). A precisdo dos
avaliadores variou de 22,3 a 92,1%. Propbe-se que o QUANT seja adotado como
método padrdo para mensurar area foliar e area foliar injuriada (consumida) por

insetos.

Palavra-chave: herbivoria

ABSTRACT

It was evaluated the accuracy and precision of the software QUANT in the
mensuration of the foliar area, defoliated area for beetles and of the severity
(percentage of the eaten foliar area), in 99 leaves of green pepper (Capsicum
annuum), using digital images, at 100 and 300 dpi. Mensurations with the meter area
Li-cor model LI-3100 and through visual estimate of six evaluators were accomplished
too. The defoliated area was also measured by two evaluators counting on graph paper
squared 1 mm. The image resolution didn't affect the mensurations by QUANT. The
mensurations by QUANT and by LI-3100 showed agreement of 97.8%, 77.0 and
80.8%, for foliar area, defoliated area and severity, respectively. The mensurations of
defoliated area by Quant and by LI-3100 were compared with mensurations
accomplished by two evaluators, through counting on graph paper squared 1 mm.
QUANT presented accuracy > 89 % and precision 97%. The LI-3100 showed accuracy
> 86% and precision 77%. All the six visual evaluators overestimated the severity. Just
an evaluator showed high accuracy (92%). The evaluators’ precision varied from 22 to
92%. It is proposed that QUANT should be adopted as standard method to measure

foliar area and defoliated (eaten) foliar area.

Key word: herbivory
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INTRODUCAO

Alguns insetos herbivoros, ao se alimentarem, consomem o limbo foliar de
plantas. A quantificacdo da intensidade dessa injuria, doravante denominada desfolha
(percentagem da area foliar consumida), € indispensavel a alguns estudos
entomolégicos e tem sido realizada, geralmente, por meio de estimativas visuais
subjetivas (Domiciano & Santos, 1994; Lorencgé&o et al., 2000) com ou sem o auxilio de
escalas de notas, ou por meio de aparelhos medidores de areas. Recentemente,
alguns autores tém realizado essas mensuracdes com o0 uso de imagens digitais
(WILCKEN et al., 1998; Furlan et al., 1999; Alchanatis et al., 2000).

Os problemas nos métodos utilizados para quantificar desfolha por insetos sédo
0s mesmos daqueles usados ara quantificar severidade de doenca: a) a falta de
padronizacdo dos métodos, ndo permitindo a comparacao de resultados obtidos em
diferentes estudos; b) reduzidas acuracia e precisdo na estimacéo visual.

O software QUANTO (Vale et al., 2001, 2003) foi desenvolvido com o propésito
de quantificar areas em imagens digitais. Inicialmente, esta sendo testado na
mensuracdo de intensidade de doencas e de intensidade de lesdes ou injarias em
folhas de plantas que muitas vezes ocorrem concomitantemente. Espera-se com o uso
do QUANT obter estimativas mais acuradas e precisas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acuracia e precisdo do QUANT na
determinagdo da intensidade de desfolha causadas pela alimentagdo de insetos,

utilizando como exemplo a cultura do pimentao (Capsicum annuum L.).
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em 2003, no Laboratério de Epidemiologia e
Controle da Universidade Federal de Vigosa, para avaliar a acuracia e precisdo do
software QUANT na estimativa de severidade de desfolha (area foliar consumida) por
insetos com o uso de imagens digitais.

Coletaram-se 99 folhas de pimentdo com desfolha (orificios) no limbo, causadas
pela alimentacdo de besouros crisomelideos. Para evitar desidratacdo, logo apos sua
coleta, as folhas foram colocadas entre papéis umedecidos com agua fresca e dentro
de sacos de polietileno fechados, e transportado dentro de caixa de isopor para o
laboratério, onde foram colocadas em geladeira (Liberato et al., 1996). Logo a seguir,
grupos de dez a 15 folhas foram retirados da geladeira e enxugados em papel toalha.
Em seguida, imagens de cada folha disposta entre duas laminas de vidro liso
transparente (2,11 mm de espessura), para que ficassem planas, foram obtidas em
digitalizador de imagem tipo mesa (scanner), HP® modelo Scanjet 3C, em duas
diferentes resolucdes: 100 e 300 dpi (pixels por polegada), e armazenadas em arquivo
do tipo matricial formato Windows Bitmap, hdo-comprimido, Foi utilizada uma caixa de
isopor forrada de papel cartdo de cor preto fosco, colocada em cima da area de
aquisicdo de imagem do scanner, para evitar que a iluminacdo do ambiente
interferisse e para que o fundo da imagem digitalizada fosse de cor preto (Figura 1A).
Também foram obtidas imagens digitalizadas, a 300 dpi, utilizando como "fundo" da
imagem, uma folha de papel milimetrado (Figura 1B). Foi utilizado um computador com

processador Pentium Ill, 450 MHz, com 128 MB de memadria RAM, com monitor
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Figura 1. Folha de pimentdo com injuria causada por inseto (300 dpi) (A) e com fundo
de papel milimetrado (B). Imagem A apos uso do filtro excluir brilho (C).
Imagem processada para estimativa de area foliar (D). Alteracéo das cores
da area injuriada da imagem B para branco (R=G=B=255) (E) ou para cinza
(R=G=B=150) e demais cores sendo alteradas para branco (F). Folha com
injuria na borda (G), com uma "ponte" para separar a area injuriada do
"fundo” da imagem (H). Para detalhes, vide texto.
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Waitec® modelo MPSV-1720, 16", true color (32 bits), com configuracédo de tela de
1024 x 768 pixels. Apos, as folhas foram recolocadas na geladeira, entre papel
umedecido, dentro de sacos plasticos fechados.

Neste estudo, o termo area foliar refere-se a soma da area “intacta” do limbo
foliar com a area desfolhada (consumida). Cada folha teve sua area estimada com o
uso do medidor de area Li-cor® modelo LI-3100 na resolucdo de 1 mm?, equivalente a
25 dpi. Foram feitas trés leituras de area em cada folha. Foram mensuradas a area
intacta do limbo e a éarea foliar. Na estimativa dessa Ultima, colocou-se fita adesiva
opaca sobre a area injuriada do limbo foliar. Por diferenca, estimou-se a area injuriada
(Lowman, 1984). Para evitar desidratagcdo das folhas, repetiu-se o mesmo cuidado
adotado durante a digitalizacdo das imagens. Todos os processamentos das folhas
frescas foram feitos durante algumas horas da tarde do dia da coleta. As folhas néo
apresentaram sintomas visiveis de desidrata¢do, o que poderia afetar as estimativas
de area.

A intensidade da desfolha (percentagem da area foliar consumida), foi estimada
visualmente por seis avaliadores, observando imagens digitais, a 300 dpi, de folhas
individuais na tela do computador. A area consumida também foi estimada por dois
avaliadores observando-se as imagens digitais obtidas com papel milimetrado como
fundo, por meio de contagem direta de cada quadrado de 1mm? de &rea. Preferiu-se
utilizar imagens digitais ao invés de estimar a area com a folha fresca sobre papel
milimetrado para que as estimativas de areas pudessem ser feitas calma e
cuidadosamente.

Essas imagens foram importadas pelo software QUANT e processadas.
Inicialmente, cada imagem original teve seu contraste modificado (melhorado),
utilizando-se o procedimento "contraste raiz". Para algumas folhas o procedimento
utilizado foi o filtro excluir brilho (Figura 1C). A seguir, em cada nova imagem obtida,
utilizando-se o procedimento de selecdo de area (“varinha magica") selecionou-se a
area completa de cada folha (incluindo a area injuriada) e obteve-se automaticamente
a respectiva area. A area foliar selecionada teve suas cores alteradas para branco
padrdo (R = G = B = 255) e, usando o procedimento de intervalo de cores, todas as
demais cores diferentes do branco foram alteradas para preto padrédo (R = G =B = 0).
A imagem resultante, com duas cores, foi arquivada (Figuras 1D e 2). Com esse
procedimento, ao clicar sobre um pixel da imagem do botéo, o software seleciona esse
pixel e todos os pixels vizinhos contiguos cujas coordenadas RGB de cores estejam
dentro de uma gama de valores, a qual é definida pela "tolerancia" pré-estabelecida.
Esse processamento da imagem é denominado segmentagdo por crescimento de

area. Escolheu-se um valor de tolerancia, no qual a selecéo incluisse a folha completa.
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Figura 2. Tela do QUANT apresentando selecdo da area foliar total com a "varinha

magica" e a estimativa da area na janela ao centro.
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Utilizou-se valor de toleréncia que permitisse a selecdo adequada da area foliar total.
Esse mesmo procedimento foi usado para estimar a area de cada lesdo. Usando
varinha de selecdo, selecionou-se a area de cada injuria (Figura 3) e trocou sua cor
para cinza. Usando o procedimento de intervalo de cores, trocou-se todas as demais
cores para branco (Figuras 1E, 1F e 2). Estimaram-se as areas ocupadas por ambas.

Para folhas com injurias na borda (Figura 1G), foi preciso, antes da selecéo de
areas, "construir uma ponte" unindo as bordas da folha. Utilizando-se o mouse, foram
selecionadas duas fileiras de pixels onde se supunha ter sido a margem da folha, as
guais teve sua cor alterada para uma semelhante as das folha (Figura 1H). Entéo,
selecionaram-se a area foliar total e a area daquela injuria, com a "varinha magica".

Para cada folha, estimaram-se a area foliar total, a area desfolhada (consumida)
e a severidade da desfolha (percentagem da éarea foliar desfolhada) por esses
diferentes métodos. A acuracia é o complemento do erro da estimativa, normalmente
sendo expressa em percentagem. O erro € o valor estimado menos o valor real. A
precisao relaciona-se a variagdo associada ao erro. Quanto menor a variabilidade do
erro, maior a precisdo. Como ndao ha um método padrdo para mensurar a area
injuriada, selecionou-se, neste estudo, o método de contagem de quadriculas em
papel milimetrado como o padrdo. Para a variavel area foliar todas, as mensuracdes
realizadas com o medidor de area LI-3100 foram consideradas padrao.

Para verificar a acuracia e precisao das estimativas de areas de um método, foi
utilizada a andlise de regressao linear simples (Campbell & Madden, 1990).
Inicialmente utilizou-se o modelo completo: Y = bg+b; X + € onde Y sdo os valores de
areas dos botbes estimadas pelo QUANT, X, os valores padrdo, estimados com a
equacao do circulo, a partir do didametro mensurado com micrdmetro e e, 0 erro
associado ao modelo. Quando by ndo diferiu estatisticamente de zero (P > 0,05) e os
dados obtidos demonstravam claramente que a reta estimada tendia a passar pela
origem (Y = X = 0), efetuou-se nova analise de regresséo linear simples, através da
origem, segundo o modelo: Y = b; X + e (Neter et al., 1996). Utilizou-se o teste t para
testar a hipétese b; = 1. Quando X sdo as mensuracdes realizadas com o método
padréo, o valor estimado de b; é um indicativo de acuracia e o valor do coeficiente de
determinacdo, r?, representa a precisdo das mensuracdes do outro método
considerado na andlise. Isto permite que a acuracia seja representada por somente
um parametro da equacdo da reta. Quando X ndo representa as mensuracfes do
método padrdo, o valor estimado de b; é um indicativo da concordancia entre as
mensuracgdes. As andlises de regresséo linear foram feitas com o software “Statistica
for Windows 5.5” (Statsoft, 2000).
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Figura 3. Tela do QUANT apresentando detalhe de uma folha de pimentdo com
selecdo de uma érea injuriada cujas cores foram alteradas para branco
(acima) e de uma segunda injuria (abaixo) com a "varinha magica" e a
estimativa das respectivas areas na janela ao centro.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A resolucdo da imagem ndo afetou as estimativas de area pelo QUANT. As
estimativas de area foliar foram exatamente iguais para a imagem da mesma folha,
digitalizada a 100 ou 300 dpi. Com relagdo a é&rea desfolhada (consumida) a
concordancia entre as mensuragfes foi de 99,7%, como indicado pela estimativa do
parametro [; da equacao de regressdo. Consequentemente, a concordancia entre as
mensuracfes da severidade de desfolha também foi 99,7% (Figuras 4A, 4C e 4E).
Devido a isso, nas analises seguintes foram consideradas somente as estimativas de
areas de imagens com 100 dpi. O uso de imagens de menor resolucdo torna a
digitalizacé@o e o processamento mais rapidos e demanda menos espaco para arquivar
as imagens. O tamanho do arquivo de uma imagem a 100 dpi é 1/9 em relacdo a
mesma imagem digitalizada a 300 dpi.

Quando comparadas entre si, as estimativas de area foliar com o uso do QUANT
e com o medidor de area foliar, foram semelhantes, com concordancia de 97,8% entre
as mensuracdes dos dois métodos (Figura 4B). Mas com relacao as estimativas de
area desfolhada e severidade, a concordancia foi apenas de 77,0 e 80,8%,
respectivamente (Figuras 4D e 4F). Diante desses resultados, surge a questdo: qual
dos dois métodos é mais acurado na estimativa da area desfolhada e,
consequentemente, da severidade?

Para esclarecer essa questao, dois avaliadores quantificaram a area desfolhada
por meio de contagem de quadriculas em papel milimetrado. As mensuragfes dos dois

avaliadores apresentaram 95,6% de concordancia entre si (Figura 5), indicando a
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Figura 4. Comparacado entre as estimativas de areas foliar total e area desfolhada e

severidade com o uso do QUANT, em imagens digitais com resolucéo de
100 (Quant 100 dpi) ou 300 dpi (Quant 300 dpi), e do medidor de area foliar

Li-Cor Modelo LI-3100. Regressao através da origem. Linha pontilhada: Y =

X, sendo Y a ordenada e X, a abscissa. Hip6teses testadas: by = 0; b, = 1. **

P <0,01;™ P> 0,05.
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Figura 5. Comparacao entre as estimativas de area desfolhada por meio de contagem
de quadriculas em papel milimetrado entre dois avaliadores. Regressao

através da origem. Linha pontilhada: Y = X, sendo Y a ordenada e X, a

abscissa. Hipotese testada: by = 1. ** P < 0,01.

reprodutibilidade deste método. Este método apresenta uma dificuldade propria:
ocorre uma pequena area de sombra em parte da borda interna da injdria, o que
dificulta a estimativa de area (Figura 1B), sendo que essa dificuldade aumenta com a
diminuicdo da &rea da injaria. Outro problema é que as quadriculas (1 mm?) do papel
milimetrado da borda da injuria ndo se apresentam por inteiro, sendo necessario
estimar sua area visivel.

Devido aos resultados obtidos no capitulo anterior, onde o medidor de area foliar
apresentou acurdcia de 87% ao mensurar as areas de orificios em diagramas de
papel, o método do papel milimetrado foi considerado o método padrédo para
estimativa de desfolha, neste estudo. Suas mensura¢des foram comparadas com as
estimativas feitas com o0 QUANT e com o medidor de area foliar. Baseando-se no valor
estimado de b; da equacao de regressao linear, que é um indicativo de acuracia, e no
valor do coeficiente de determinacao, r?, que representa a precisdo, constatou-se que
0 QUANT apresentou maior acuracia (89,0 a 93,1%) e precisdo (97,0%) (Figuras 6A e
6B) que o medidor de area foliar (Figuras 6C e 6D). No capitulo 2, constatou-se que a
acuracia do medidor de area diminui com a diminuicdo do tamanho da area a ser
estimada, sendo menor que a do QUANT. E na amostra de folhas de pimentéo, havia
muitas injurias pequenas (Figuras 1A, 2 e 3). Segundo o fabricante, com a resolucao

de 1 mm? o medidor de &rea LI-3100 pode apresentar erro de 2, 5 e 7% ao mensurar
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Figura 6. Comparacao entre as estimativas de area desfolhada por meio de contagem

de quadriculas em papel milimetrado por dois avaliadores e com o0 uso do

QUANT em imagens digitais com resolucdo de 100 dpi (Quant 100 dpi) (A,
B) ou do medidor de éarea foliar Li-Cor Modelo LI-3100 (C, D). Regressao

através da origem. Linha pontilhada: Y = X, sendo Y a ordenada e X, a

abscissa. Hipotese testada b; = 1. ** P < 0,01.
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objetos de 5, 1 e 0,5 cm?, respectivamente (Li-Cor, 1996). No presente estudo, ocorre
um fato que contribui para a diminuicdo da acuracia do medidor de area. Enquanto o
QUANT processa imagens de folhas digitalizadas entre laminas de vidro, ou seja,
imagens de folhas planas, isso ndo é possivel no medidor de area foliar, onde as
folhas sdo transportadas soltas sobre correia de plastico transparente. Pequenas
dobras na folha ou alteracdo na posi¢do podem afetar as estimativas de area.

Algumas poucas folhas da amostra apresentavam bordas muito injuriadas,
sendo dificil determinar onde era o limite da margem original da folha (Figura 7). Isto
diminui a acuracia das estimativas por quaisquer dos métodos utilizados. Para
exemplificar, a eliminacdo de trés folhas deste tipo, cujas estimativas ha comparacao
do QUANT com o método do papel milimetrado (avaliador 1) cujas estimativas da area
injuriada apresentaram maior erro (Figura 6A), proporcionou aumento da acuracia de
89 para 96% (Figura 8).

Diante desses resultados, 0 QUANT pode ser adotado como método padrédo
para mensurar area foliar e area foliar injuriada (consumida) por insetos. O QUANT
apresenta vantagens adicionais, quais sejam poder avaliar simultaneamente a
severidade de injurias causadas por diferentes insetos e também a severidade de
doencas foliares; e permitir identificar as folhas que ndo apresentavam o limbo plano
durante o processo de digitalizacdo de sua imagem.

Comparando as estimativas visuais de severidade por seis avaliadores com as
estimativas do QUANT, considerado doravante o método padréo, todos os avaliadores
superestimaram a severidade (Figura 9). Apenas o avaliador namero quatro
apresentou alta acuracia (92%). A precisdo dos avaliadores variou de 22,3 a 92,1%
(Figura 9). Embora esse método seja rapido, ele é inadequado para estimativa de
areas injuriadas, devido a sua baixa preciséo e acuracia.

Furlan et al. (1999) estimou area foliar total e consumida por herbivoros a partir
de imagens obtidas com uma camera de video e um software para analise de area
foliar. Alchanatis et al. (2000) avaliaram desfolha causada por larvas de inseto in vitro
com imagens digitais, em tempo real, utilizando uma c&mera com CCD
monocromatico, adaptada a computador pelo processo de limiarizacdo das imagens.
Porém os autores desses dois estudos nao apresentaram informacfes sobre a
acuracia do método utilizado.

WILCKEN et al. (1998) mensuraram a area foliar consumida por insetos com o
uso de imagens digitalizadas em codigo binario (preto e branco) a 400 dpi em um
digitalizador de imagens portatil. A imagem foi analisada pelo software PCXAREA (Lier

et al., 1993). Compararam a acuracia deste método na estimativa de areas de foliolos
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Figura 7. Folhas de pimentao (300 dpi) com intensa injaria nas bordas (A,B, C).

Imagem C com area das injurias selecionadas (D).
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Figura 8. Comparacao entre as estimativas de area desfolhada por meio de contagem
de quadriculas em papel milimetrado pelo avaliador 1 (milimetrado 1) e com
0 uso do QUANT em imagens digitais com resolu¢éo de 100 dpi (Quant 100
dpi). Os trés pontos pretos ndo foram considerados nesta andlise e
correspondem a trés folhas com alta intensidade de injuria nas bordas
(Figura 7). Regresséo através da origem. Linha pontilhada: Y = X, sendo Y a
ordenada e X, a abscissa. Hipotese testada b; = 1. ** P < 0,01 (compare

com Figura 6A).
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e discos de folhas de soja, de 18 a 27 cm? com dois outros métodos: a) desenho do
foliolo de soja em papel sulfite antes e depois de serem oferecidos as lagartas e
posterior medicao da area com uso de planimetro. O método de imagens digitais, em
comparagdo com o planimetro apresentou 96,9% de acuracia média e c.v. de 18,7 a
23,4%; b) desenho dos discos de soja em papel sulfite antes e depois de serem
oferecidas as lagartas, recortando-os e pesando-os em balanca de precisdo e
estimando as areas a partir dos pesos. O método de imagens digitais, em comparacéo
com o método da pesagem apresentou 95,4% de acuracia média e c.v. de 9%. A
reducdo no tempo de avaliacdo foi de mais de 87%, usando o método das imagens
digitais em relacdo aos outros dois.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que as estimativas visuais de
severidade apresentam baixa acuricia e precisdo. Ndo sendo um método
recomendavel para avaliar desfolha. O método de contagem da area injuriada com o
uso de papel milimetrado tem duas limita¢des: baixa resolucdo, pois o tamanho de sua
menor quadricula é 1 mm?; e esta sujeito a subjetividade do avaliador ao mensurar as
guadriculas na borda da injuria. O medidor de é&rea foliar LI-3100 tem a limitagdo de
aumento do erro com a diminui¢cdo a area a ser mensurada. Além disso, é necessario
fazer duas mensuracdes: uma da area foliar intacta e a outra da area foliar total. Para
tanto, é necessario colocar fita adesiva opaca sobre cada orificio (injdria) da folha. A
area desfolhada € obtida pela subtracdo das duas mensuragdes. Assim, um erro em
uma das mensuragdes influencia duas variaveis. Assim, é recomendavel que se fagam
trés leituras de cada variavel, para cada folha, no LI-3100. Portanto, as mensuracgdes
demandam tempo e devem ser realizadas em um curto espaco de tempo apoés a
coleta das folhas, pois sua desidratacdo pode afetar os resultados. Posteriormente,
ndo ha como conferir (refazer) alguma mensuracao. Diante dos resultados obtidos, o
QUANT pode ser adotado como método padrao para mensurar area foliar e area foliar

injuriada (consumida) por insetos.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA INTENSIDADE DE MANCHA DE CERCOSPORA EM
FOLHAS DE CAFEEIRO COM O USO DO SOFTWARE QUANT

RESUMO

Foram avaliadas a acuracia e a precisdo de diferentes procedimentos do
software QUANT na mensuracdo da area foliar total, da area lesionada e da
severidade da mancha parda (Cercospora coffeicola) em 58 folhas de cafeeiro (Coffea
arabica), usando imagens digitais, com resolucdo de 150 dpi. A severidade foi
estimada visualmente por cinco avaliadores. A area lesionada foi mensurada com o
medidor de area Li-cor® modelo LI-3100 e por meio de contagem direta observando-se
as imagens digitais obtidas com papel milimetrado como fundo. Para tanto, as lesées
foram previamente retiradas da folha com o auxilio de um bisturi. As estimativas de
areas com o procedimento de selecdo de areas com a varinha magica foi
arbitrariamente considerado o padrdo do QUANT. Essas estimativas de area foliar
apresentaram 99,3% de concordancia com as do LI-3100. Nas estimativas das areas
lesionadas, quando comparados com o método do papel milimetrado, 0 QUANT
apresentou acuracia de 97,9% e o LI 3100, de 83,7%. Imagens com contraste
previamente alterado, segundo trés protocolos, tiveram as areas foliares estimadas por
meio de trés procedimentos do QUANT, que quando comparados com o procedimento
padrdo, apresentaram acuracia de 98,6 a 100% e precisao de 99,99%. Com relacédo a
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area lesionada, os procedimentos de limiar preto e branco, funcdo discriminante e
reducdo para 32 cores, apresentaram alta acuracia (96,6 a 99,6%) e precisdao (3
99,3%). Nas estimativas de severidade o procedimento de redugdo para 32 cores
apresentou acurécia superior a 99%, enquanto as funcdo discriminantes e o intervalo
de coordenadas de cores apresentaram acuracia inferior. As estimativas de
severidade do QUANT (padrdo) ndo apresentaram boa concordancia com as do
medidor de area foliar LI-3100. Dos cinco avaliadores que estimaram visualmente a
severidade de doenca, somente um apresentou acuracia (97%) e precisdo (94%)
elevadas. Quatro usuarios do QUANT estimaram area foliar em 16 folhas, usando o
procedimento de selecdo de area com a varinha magica, obtendo acuracia superior a
99%. Trés usuarios estimaram area lesionada usando este procedimento, e também o
procedimento de limiarizacdo, obtendo acuracia entre 96 e 98%. O QUANT
disponibiliza varios algoritmos para melhorar o contraste da imagem, Com isso,
mesmo 0s sintomas de doencas onde o sistema visual humano tem dificuldade de
distinguir entre area foliar sadia e doente, podem ser quantificados com o uso do
QUANT. Propde-se que o QUANT seja adotado como padrdo na mensuracdo de

severidade de doencgas de plantas.

Palavras-chaves: analise de imagens, fitopatometria.

ABSTRACT

It was evaluated the accuracy and precision of the different procedures of the
software QUANT in the mensuration of the foliar area, diseased area and severity of
Cercospora leaf spot (Cercospora coffeicola) in 58 leaves of coffee (Coffea arabica),
using digital images at dpi. The severity was visually estimated by five evaluators. The
diseased area was estimated with the meter of area Li-cor model LI-3100 and through
direct counting being observed the digital images obtained with graph paper squared 1
mm as bottom. The lesions were previously removed of the leaf. The estimates of
areas with the procedure selection of areas with the magic rod were arbitrarily
considered the standard of QUANT. These estimates of foliar area showed 99.3% of
agreement with the ones of the LI-3100. In the estimates of the diseased areas, when
compared with the method of the graph paper squared 1 mm, QUANT showed
accuracy of 97.9% and the LI-3100, 83.7%. Images with contrast previously

challenged, according to three protocols, had the foliar areas estimated by three
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procedures of QUANT, that when compared with the standard procedure, they
presented accuracy from 98.6 to 100% and precision of 99,99%. The procedures of
threshold, discriminant functions and reduction for 32 colours showed high accuracy
(96.6 to 99.6%) and precision (99.3%) on the estimations of diseased area. Estimating
severity, the procedure reduction for 32 colours showed higher accuracy (99%) then
discriminant functions and the interval of colour coordinates. The standard estimates of
severity by QUANT didn't show good agreement with the ones of the LI-3100. Among
five visual evaluators, only one showed high accuracy (97%) and precision (94%). Four
users of QUANT estimated foliar area in 16 leaves, using the procedure of area
selection with the magic rod, obtaining accuracy > 99%. Three users estimated
diseased area using this procedure, and also the threshold, obtaining accuracy
between 96 and 98%. QUANT makes available several algorithms to improve the
contrast of the image, which allow that, even the symptoms where the eye human
system has difficulty of distinguishing among healthy and diseased foliar area, they can
be quantified by QUANT. It is proposed that QUANT should be adopted as standard

(golden method) in the mensuration of severity of plant diseases.

Key words: image analysis, phytopathometry.
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INTRODUCAO

A fitopatometria (Large, 1966) € a estimacao da intensidade de doencga presente
em um determinado tempo em uma populacdo de plantas, sendo indispensavel a
diversos estudos fitopatoldgicos. A intensidade de doenga pode ser mensurada como
incidéncia, que é a percentagem de plantas doentes, ou de suas partes na populacao;
ou como severidade, que é a percentagem da area ou do volume do tecido vegetal
coberta com sintomas. A incidéncia € usada para doengas que afetem toda a planta,
como o caso das viroses sistémicas e das murchas vasculares, ou para aquelas em
gue uma Unica lesdo impede a comercializacdo do produto, como a podriddo dos
frutos. A severidade € mais apropriada para medir doencas foliares (Bergamin Filho &
Amorim, 1996).

Para tornar a estimativa de severidade rapida e pratica, duas estratégias tém
sido tradicionalmente utilizadas: as chaves descritivas, que sdo escalas de notas
arbitrarias, e as escalas diagramaticas, que sao representacdes ilustradas de uma
série de plantas ou de seus 6rgaos, principalmente folhas, com diferentes niveis de
severidade, que auxiliam o avaliador a estimar visualmente a severidade da doenga
(Campbell & Madden, 1990; Amorim, 1995). Contudo, reduzidas acuracia e precisao
na estimacédo visual da severidade de doencas, mesmo por avaliadores experientes,
tém sido relatadas por Smith et al. (1969), Sherwood et al. (1983), Lindow & Webb
(1983), Forbes & Jeger (1986), Shokes et al. (1987), Beresford & Royle (1991), Carmo
et al. (1991), Weber & Jorg (1991), Parker et al. (1993, 1995), Giglioti & Canteri (1998),
Martin & Rybicki (1998) e outros citados por Kranz (1988). Diante dessas

constatagfes, foram desenvolvidos alguns softwares para treinar avaliadores de
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severidade de doengas, como o "Areagram” (Shane te al., 1985), o “Distrain” (Tomerlin
& Howell, 1988), o “Disease.Pro” (Nutter & Worawitlikit, 1989), o "Estimate" (Weber &
Jorg (1991), e o0 “Combro” (Giglioti & Canteri, 1998; Canteri & Giglioti, 1999). Embora o
treinamento aumente a acuracia das avaliagbes, segundo Parker et al. (1993), ha
evidéncias que seus efeitos benéficos duram pouco tempo apds o treinamento.

Para mensurar objetivamente a severidade de doencas foliares é necessério
mensurar a area de cada folha e a area lesionada. Ha diversos métodos para
mensurar a area foliar: a) por meio de equacbes de regressao linear em funcédo de
variaveis como largura e comprimento da folha (Barros & Maestri, 1973; Alfonsi et al.,
1974; Gomide et al., 1976; Garcon et al., 2001); b) por meio de pesagens de cépia
xerografica ou heliografica da folha (Silveira, 1972); ¢) com o uso de medidores
eletrbnicos de area foliar (Blanco et al., 1991; Urchei et al., 2000; Aguiar Netto et al.,
2000); d) uso do planimetro em fotografia comum da folha (Lindow & Webb, 1983); e)
uso de imagens digitais (Leister et al., 1999); e f) uma combinacdo de imagens digitais
com métodos analdgicos (Martin & Rybicki, 1998), ou seja, colocando plastico ou
papel transparente sobre a folha, realizando o desenho de suas bordas com uma
caneta e, posteriormente quantificar a area foliar por meio da analise da imagem
digitalizada do desenho. O realce das bordas também pode ser feito na fotografia
comum da folha que posteriormente é digitalizada em um scanner, para andlise.

Qual desses métodos é 0 mais adequado? A estimativa da area foliar por meio de
equacdes de regressdo, implica em um erro intrinseco associado ao modelo
matematico. No segundo método, podem ocorrer erros durante a obtengdo da cépia
xerogréfica, por ampliacdo ou reducdo, e na realizagdo das pesagens, 0 que exige
balanca de alta resolucéo e papel com densidade homogénea. O planimetro tem baixa
resolucao e esta sujeito a erros do operador. Além disso, alguns métodos implicam em
destruicdo da amostra, tais como o método da cOpia xerografica e o do medidor
eletrbnico. O uso de equacgles lineares implica em manuseio da planta para
mensuragdes de comprimento ou largura da folha. Quando forem mensuradas muitas
folhas, havera estresse em plantas herbaceas. Atualmente, a mensuragcédo de area
foliar, por meio do medidor eletrénico de area, provavelmente pode ser considerada o
método padrdo, devido a sua acuracia bem como a disponibilidade desses
equipamentos em muitos laboratérios. Rossiello et al. (1995) obtiveram acuracia maior
que 99,17% ao estimarem areas previamente conhecidas de 242 a 1227 cm? com o
medidor de area foliar Li-cor modelo LI 3000. Segundo o fabricante, com a resolucéo
de 1 mm? o modelo LI 3100 pode apresentar erro de 1 e 2 % ao mensurar objetos

planos de 10 e 5 cm?, respectivamente (Li-cor, 1996).
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A dimensdo da lesdo e sua expansao sdo consideradas importantes
componentes epidemiolégicos (Berger et al., 1997). A area das lesbes tém sido
mensurada por diversos métodos objetivos: a) com o uso de transparéncia milimetrada
colocada sobre a folha lesionada (Fernandes, 1988); b) obtendo-se cépia xerografica
da folha e mensurando a area lesionada com o uso do planimetro ou por meio de
pesagens (Sherwood et al., 1983); c) pela mensura¢do do comprimento (C) e largura
(L) da lesao e usando a formula da elipse para obtencéo da area (A): A=CxL/4. A
mensuracdo tem sido feita com régua, paquimetro (Emge et al., 1975; Subbarao &
Michailides, 1995) ou com ocular micrométrica (Shaner, 1983). Em alguns estudos,
estima-se a area média de uma amostra de lesdes e multiplica-se pelo nimero de
les6es na folha (Beresford & Royle (1991); d) uso do planimetro em fotografia comum
da folha (Lindow & Webb, 1983); e) a area da lesdao desenhada em plastico
transparente para depois se obter uma cépia em papel. As lesdes foram entdo
recortadas e medidas através de um medidor eletrdnico de area foliar (Nogueirol et al.,
2003); f) desenho das lesGes em papel acetato colocado sobre fotografia comum da
lesdo. Os desenhos séo digitalizados e usados para mensuracdo (Chungu et al.,
1997); g) com o uso de imagens digitais, usando o planimetro virtual (ferramenta de
selecdo manual de &areas, comum em muitos softwares de processamento de
imagens) para desenhar uma linha sobre a borda da lesdo, com o mouse do
computador (Tucker & Chakraborty, 1997, 2001; Oliveira et al., 2001; Pei et al., 2002);
h) obtencdo de duas imagens da mesma folha com camera de video digital com
diferentes filtros (Sah & Fehrmann, 1992); i) utilizando o processo de limiarizagdo de
imagens digitais (Maruti et al., 2002; Berner & Paxson, 2003; Martin & Rybicki, 1998;
Kampmann & Hansen, 1994); j) a lesao foi contornada com tinta de caneta na prépria
folha e, apds a digitalizacao da imagem, utilizou-se a varinha mégica do software para
selecionar e, automaticamente estimar, a area lesionada (Miller et al. 2003; Nougueirol
et al.,, 2003). Em alguns estudos, este Ultimo método é usado para obtencdo de
estimativas de area consideradas padréo para comparagdo com as estimativas feitas
por processo de limiarizacdo de imagens digitais.

Quantificar a severidade de doencas com acuracia é uma tarefa dificil e que
consome tempo. E impraticavel contar e medir o tamanho de lesées individuais em
grandes amostras. Alguns pesquisadores, com fins de elaboracdo de escalas,
comecaram a usar imagens digitais para mensurar a severidade em diagramas
(Stonehouse, 1994; Falloon et al., 1995) ou em folhas doentes (Bacchi et al., 1992;
Oliveira et al., 2001). Leister et al. (1999) avaliaram a area foliar de todas as folhas de
Arabidopsis thaliana com o uso de imagens obtidas por camera de video acoplada a

computador. Sistemas de analise de imagens digitais tem sido usado para quantificar
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a intensidade de algumas doencas (Lindow, 1983; Lindow & Webb, 1983; Sah &
Fehrmann, 1992; Kokko et al.,1993, 1995, 2000; Kampmann & Hansen, 1994; Todd, &
Kommedahl, 1994; Hood & Shew, 1996; Chungu et al., 1997; Tucker & Chakraborty,
1997, 2001; Martin & Rybicki, 1998; Ahmad et al., 1999; Niemira et al., 1999; Biernacki
& Bruton, 2001; Olmstead & Lang, 2001; Maruti et al., 2002; Pei et al., 2002; Berner &
Paxson, 2003; Diaz-Lago et al., 2003; Miller et al., 2003).

O software Quanto esta sendo desenvolvido desde 2000, para quantificar areas
em imagens digitais. Seu objetivo principal é quantificar severidade de doencas (Vale
et al., 2001, 2003). Este estudo trata do desenvolvimento desse software e da
avaliacao de sua acuracia e precisdo na estimativa de severidade de doencas e de
injurias causadas por inseto. O objetivo deste trabalho foi avaliar a acurécia e precisao
do QUANT na determinacdo da severidade de doencas em folhas de plantas,
utilizando como exemplo a mancha parda (Cercospora coffeicola Berk. & M.A. Curtis)

do cafeeiro (Coffea arabica L.).
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em 2003, no Laboratério de Epidemiologia e
Controle da Universidade Federal de Vigosa, para avaliar a acurécia e precisdo do
software QUANT na estimativa de severidade de mancha parda causada pelo fungo C.

coffeicola em folhas de cafeeiro, com 0 uso de imagens digitais.

Amostras de folhas: Coletaram-se 58 folhas de mudas de cafeeiro com mancha
parda e que ndo apresentavam lesdes de ferrugem (Hemileia vastatrix Berk. &
Broome), nem injarias por bicho mineiro (Leucoptera coffeella), nem &reas
depreendidas naturalmente das lesfes. Para evitar desidrata¢do, logo apos sua coleta,
as folhas foram colocadas entre papel umedecido com agua fresca e dentro de sacos
de polietileno fechados, e transportadas dentro de caixa de isopor para o laboratério,
onde foram colocadas em geladeira (Liberato et al., 1996). Logo a seguir, grupos de
cinco a dez folhas foram retirados da geladeira e enxugados, com papel toalha, para
manuseio. Apds, as folhas foram recolocadas na geladeira, entre papel umedecido,
dentro de sacos plasticos fechados. Esse cuidado foi adotado em todos os
procedimentos de manuseio das folhas, que foram completados até o dia seguinte ao
da coleta. Aparentemente, as folhas nao apresentaram sintomas Vvisiveis de

desidratacdo, o que poderia afetar as estimativas de area.

Obtencédo de imagens digitais: cada folha foi disposta entre duas laminas de vidro
liso transparente (2,11 mm de espessura), para que ficassem o mais planas possivel,

sobre um digitalizador de imagem tipo mesa (scanner) HP® modelo Scanjet 3C.
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Imagens da face abaxial da folha foram obtidas e digitalizadas em arquivo do tipo
matricial formato Windows Bitmap, ndo-comprimido, com resoluc¢do de 150 dpi (pixels
por polegada). Foi utilizada uma caixa de isopor forrada de papel cartdo de cor preto
fosco, colocada em cima da area de aquisicdo de imagem do scanner, para que 0
fundo da imagem digitalizada fosse de cor preto, evitando assim a interferéncia de
sombreamento nas bordas da folha. Utilizou-se um computador com processador
Pentium Ill, 450 MHz, com 128 MB de memdria RAM, com monitor Waitec® modelo
MPSV-1720, 16", true color (32 bits), com configuracdo de tela de 1024 x 768 pixels.

Neste estudo, o termo imagem refere-se a imagem digital.

Estimativas de area foliar sadia e lesionada por métodos tradicionais: Cada folha
teve sua area estimada com o uso do medidor de &rea Li-cor® modelo LI-3100 na
resolucéo de 1 mm?. Foram feitas trés leituras de area em cada folha. Neste estudo, o
termo area foliar refere-se a soma da érea do limbo foliar sadio com a area lesionada
pela doenca.

Sob lupa, as lesdes de mancha parda foram retiradas das folhas, com o uso de
um bisturi. Em seguida, foram obtidas duas imagens digitais de cada folha cortada,
uma, segundo o mesmo processo das folhas intactas, e outra utilizando como "fundo"
da imagem, uma folha de papel milimetrado (Figura 1). A area de cada folha cortada
foi também estimada com o uso do medidor de éarea Li-cor, realizando-se trés
mensuracdes. Obteve-se a area lesionada de cada folha, por diferenca entre as
médias da area da folha intacta e da area da folha cortada.

As imagens das folhas intactas e das folhas cortadas foram comparadas.
Descartaram-se 18 folhas cujos cortes das lesdes ndo foram considerados adequados
ou ocorreu dobras nas folhas durante a digitalizacdo. A area lesionada de cada folha
foi estimada observando-se imagens digitais, obtidas com papel milimetrado como
fundo, por meio de contagem direta de cada quadrado de 1mm? de area (Figura 1C,
2). Preferiu-se utilizar imagens digitais ao invés de estimar a area com a folha fresca
sobre papel milimetrado para as imagens arquivadas possibilitassem uma nova
estimativa de area, caso necessario e para que as estimativas de areas pudessem ser
feitas calma e cuidadosamente.

A severidade da doenca, percentagem da area foliar lesionada, foi estimada
visualmente por cinco avaliadores, observando as imagens digitais de folhas

individuais no monitor do computador.
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Figura 1. Folha de cafeeiro com mancha parda (A) e sem a leséo, retirada com um

bisturi (B). Imagem (B) digitalizada com papel milimetrado como fundo (C).

Figura 2. Detalhe da area da folha de cafeeiro (Figura 1C), de onde foi cortada a leséo
de mancha parda. A area lesionada é estimada contando-se o nimero de
quadriculas de 1mm?.
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Melhoria do contraste das imagens originais: com o0 uso dos recursos do QUANT,
tais como filtros, contrastes, negativo, canais de cores e opera¢gfes matematicas entre
imagens, foram feitas diversas tentativas para melhorar o contraste entre area sadia e
area lesionada e "fundo" das imagens, antes do processamento das imagens para
estimativa de areas. Alguns deles sdo apresentados na Figura 3 e Tabela 1.
Selecionaram-se trés tipos de contrastes de imagem, apresentados nas figuras
3F, 3M e 3N, os quais foram denominados de protocolos p1, p2 e p3, respectivamente,
e sao descritos na Tabela 1 e representados nas Figuras 4 a 6. Os histogramas do
brilho dessas imagens séo apresentados na Figura 7. A observacdo dos histogramas
indica que as melhores imagens para segmentacdo de areas sdo as obtidas pelos

protocolos p2 e p3.

Processamento das imagens digitais para estimativa de areas com o QUANT:
cada uma das 58 imagens originais foi processada pelo QUANT para originar trés
outras imagens de acordos com os protocolos pl, p2 e p3. A partir das imagens
originais, das imagens pl, p2 e p3, e das imagens das folhas cortadas, totalizando 290
imagens, sendo cinco de cada folha, foram estimadas a area foliar e a area lesionada
utilizando diferentes procedimentos de selecdo de cor e de area do QUANT.

- Imagens originais: utilizando-se o procedimento de selecdo de area ("varinha
magica") selecionou-se a area completa de cada folha (incluindo a area injuriada) e
obteve-se automaticamente o valor (cm?) da respectiva area (Figura 8). Com esse
procedimento, ao clicar sobre um pixel da imagem do botéo, o software seleciona esse
pixel e todos os pixels vizinhos contiguos cujas coordenadas RGB de cores estejam
dentro de uma gama de valores, a qual é definida pela "tolerancia" pré-estabelecida.
Utilizaram-se valores de tolerancia que permitissem a selecao adequada da area foliar
total. Esses valores variaram de acordo com a folha. Esse procedimento foi realizado
por dois avaliadores, sendo que as estimativas do segundo avaliador foram
arbitrariamente consideradas como padrdo do QUANT e utilizadas para comparar a
acuracia dos demais procedimentos disponibilizados neste software.

- Imagens de folhas cortadas: O mesmo procedimento descrito acima foi usado para
estimar a area de cada lesdo. Usando varinha de selecdo, selecionou-se a area onde
anteriormente havia lesdo da doenca e que foi seccionada. Trocou-se sua cor para,
por exemplo, azul (Figura 9). Usando o procedimento de intervalo de cores, trocaram-
se todas as demais cores para, por exemplo, branco. Estimaram-se as areas

ocupadas por ambas.
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Figura 3. Imagem original (A) e derivadas com o uso do QUANT (B-P) (ver texto e Tabela 1)
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TABELA 1 — Descricdo da obtencdo de algumas novas imagens com alteracdo do
contraste com o uso do QUANT

Figura |Numero |Descri¢cdo das operag8es sequenciais feitas naimagem original
Sgres1
3A 27.937 |Original
3B 76 1. Canal magenta; 2. Negativo; 3-5. Contraste quadrado (3X)**; 6.
Filtro mediana; 7. Negativo; 8-9. Contraste quadrado (2X).
3C 76 |... 10. Canal black da imagem 3B.
3D 106 [1. Canal magenta; Negativo; 3. Contraste quadrado.
3E 53 |... 11-14. Contraste quadrado (2X) da imagem 3C.
3F (p1)*| 102 |1.Canal Hue; 2.contraste raiz; 3. filtro mediana.
3G 90 1. Negativo; 2. Canal Hue.
3H 129 |1. Operacdes entre canais: G dividido por B.
3l 107 |1. Canal magenta; 2. Contraste logaritmo.
3J 56 1. Canal magenta; 2. Negativo; 3-7. Contraste quadrado (5X); 8.
Filtro mediana; 9. Negativo; 10-11. Contraste quadrado (2X)*
3L 225 |Imagem I: 1. Negativo; 2. Canal ciano; 3. Filtro excluir brilho.
Imagem II: 1. Canal magenta; 2. Negativo; 3-7. Contraste quadrado
(5X); 8. Filtro mediana; 9. Canal black; 10-12. Contraste
guadrado (3X);
Imagem llI: 1. Soma (com fator zero) das imagens | e Il; 2. Filtro
excluir brilho.
3M (p2) | 2.636 |Imagem I: 1. Filtro excluir brilho.
Imagem II: 1. Canal magenta; 2. Negativo; 3-7. Contraste quadrado
(5X); 8. Filtro mediana; 9. Canal black; 10-12. Contraste
guadrado (3X); 13. Filtro excluir brilho.
Imagem llI: 1. Média (com fator zero) das imagens | e .
3N (p3) 175 |(Imagem [: 1. Canal magenta; 2. Negativo; 3-7. Contraste quadrado
(5X); 8. Filtro mediana; 9. Canal black; 10-12. Contraste
guadrado (3X);
Imagem II: 1. Negativo; 2. Canal ciano; 3. Filtro excluir brilho.
Imagem llI: 1. Soma (com fator zero) das imagens | e Il; 2. Filtro
excluir brilho. 3. Contraste logaritmo
30 55 1. Filtro morfolégico eroséo red, com valor de limite = 80.
3P 2.070 |1. Filtro variancia; 2. Contraste quadrado; 3. Negativo.

' Sistema de cores RGB; * protocolo; ** niimero de repeticées do procedimento.
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Figura 4. Operacfes seqlenciais para a obtengcdo das imagens do protocolo p-1.
Imagem original (A); canal hue de A (B); contraste raiz de B (C). Filtro
mediana de C (D).
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Figura 5. Operacdes sequenciais para a obtencdo das imagens do protocolo p-3.
Imagem original (A), canal magenta (B), negativo (C), cinco repeti¢cdes de
contraste quadrado (D-G), filtro mediana (H), canal black (1), trés repeticbes
de contraste quadrado (J-M). Negativo de A (N), canal ciano (O), filtro excluir
brilho (P). Soma de M e P (Q), filtro excluir brilho (R), contraste logaritmo (S)
(vide tabela 1).
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Figura 6. Resumo das operagBes sequenciais para a obtencdo das imagens do
protocolo p-2. Imagem original (A), filtro excluir brilho (B). Figura 5M do
protocolo 23 (C), filtro excluir brilho de C (D). Média de B e D (E) (vide tabela
1).
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Figura 7. Histograma do brilho de uma imagem original (Figura 3A) (A) e da mesma
imagem com melhoria de contraste segundo o protocolo pl (Figura 4) (B),
p2 (Figura 6) (C) e p3 (Figura 5) (D).
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Figura 8. Tela do QUANT apresentando sele¢éo da area foliar com a "varinha

magica" e a estimativa da area na janela ao centro.
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Figura 9. Tela do QUANT apresentando uma folha de cafeeiro com area da lesdo secionada e
selecionada com a "varinha magica" e a estimativa da area na janela ao centro (A).
Detalhe da &rea selecionada (B), cuja cor foi alterada para azul (C).
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No caso das folhas com lesGes na borda (Figura 1B), foi necessério, antes da selecéo
de cores, "construir uma ponte" unindo as bordas da folha. Utilizando-se o mouse,
foram selecionadas duas fileiras de pixels onde se supunha ter sido a margem da
folha, as quais teve sua cor alterada para uma cor proxima a uma das cores da folha
(Figura 10). Isso permitiu selecionar a area secionada daquela lesdo, com a "varinha
magica" de selecdo. Quando a area secionada da borda da folha era extensa, a area
daquela leséo foi estimada na imagem original. Essas estimativas de area lesionada
foram consideradas as estimativas padrdo do QUANT e utilizadas para comparar a

acuracia dos demais procedimentos deste software.

- Imagens do protocolo pl: utilizou-se a selecao de cores e estimativa das areas por
meio de fungbes discriminantes. Selecionaram-se dez imagens e de cada uma, foram
obtidas trés amostras, uma da area foliar sadia, uma da area lesionada e outra do
fundo da imagem. De cada amostra com cerca de 500 pixels foram obtidas as
coordenadas de cores RGB e HSV de cada pixel. Obteve-se entdo um arquivo com
seis coordenadas de cores de cerca de 15 mil pixels. Com o0 uso do software
“Statistica for Windows 5.5" (Statsoft, 2000) foram estimadas trés funcles
discriminantes, uma para area foliar sadia, uma para area lesionada e outra para o
fundo da imagem (Figura 11A, 11B e 11C).

- Imagens do protocolo p2:

a) procedimento "limiar preto e branco" (threshold): A imagem foi reduzida a
duas cores, preto e branco. Utilizou-se valor limiar de 135, de modo que as lesGes
apresentaram-se brancas e o resto da imagem, preto.

Para cada pixel P;jda imagem P, calcula-se um valor Tj;

T;=(0,2xR;+0,7xG; + 0,1 By), sendo 0 £ T;; £ 255.

Na imagem resultante Q, o valor das coordenadas de cores para cada pixel Qj
sera:
se T;(Py) ® 135, entdo Q;sera um vetor R*; = G*; = B*; = 255 (branco absoluto).
se T; (Py) < 135, entdo Q; sera um vetor (1 x 3) onde R*; = G*; = B = 0 (preto
absoluto).

A imagem Q tera duas cores e 0 QUANT fornecera a area ocupada por cada
uma, sendo a area com a cor branca, a area lesionada. Neste procedimento, nao foi
estimada a area foliar (Figura 11D, 11E e 11F).

b) procedimento "reducdo do numero de cores": os milhares de cores das
imagens tipo p2 foram reduzidos a 32 cores, as quais sao representadas em paletas
em uma janela ao lado da imagem principal. Selecionando-se as paletas com as cores

da area lesionada, alterou-se todas essas cores para uma Unica. Repetiu-se o
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procedimento para area sadia e fundo da imagem. A imagem resultante apresentou
trés cores apenas e o QUANT forneceu os valores de areas preenchidas com cada
uma das trés cores (Figura 11G, 11H e 111).
- Imagens do protocolo p3:

a) procedimento "reducdo do numero de cores": conforme citado para as
imagens do protocolo p2 (Figura 12A, 12B e 12C).

b) procedimento "limiar preto e branco" (threshold): conforme citado para as
imagens do protocolo p2, porém o valor limiar foi 255 (Figura 12C, 12D e 12E).

¢) procedimento "selecdo por intervalo de coordenadas de cores": Foram feitas
as alteracdes de cor na seguinte ordem:

Para os pixels com RGB = [255, 255, 255], alterou-se para cor azul (RGB = [0, O,
255]) (leséo);

Para os pixels com RGB = [0, 0, 110], entdo se alterou a cor para azul claro
(RGB =0, 255, 255]) (fundo);

Para os pixels com 0 <=B <=254, alteraram-se essas cores para cinza claro
(RGB =[200, 200, 200)).

Como alguns poucos pixels ndo preenchiam nenhuma das trés condi¢gbes acima,
suas cores ndo foram alteradas. Assim, utilizou-se, a seguir o procedimento reducao

para trés cores (Figura 12G, 12H e 12I).

- Analises estatisticas: estimaram-se a area foliar, a area lesionada pela doenca e a
severidade da doenca (percentagem da é&rea foliar lesionada) pelos diferentes
métodos citados. Para comparar dois métodos de estimativa de areas, utilizou-se
analise de regressao linear simples (Campbell & Madden, 1990). Inicialmente utilizou-
se 0 modelo completo: Y = by +b; X + € onde Y e X sdo os valores estimados pelos
dois métodos e e, 0 erro associado ao modelo. Quando by ndo diferiu de zero (P >
0,05) e os dados obtidos demonstravam que a reta estimada tendia a passar pela
origem (Y = X = 0), efetuou-se nova analise de regresséo, através da origem, segundo
o0 modelo: Y = b; X + e (Neter et al., 1996). Testou-se a hipétese b; = 1 com o teste t.
Quando X sé@o as mensuragdes realizadas com o método padréo, o valor estimado de
b,, multiplicado por 100, é indicativo da acuréacia e o r?, coeficiente de determinacao,
representa a precisdo das mensuracdes do outro método. Isto permite que a acuracia
seja representada por somente um parametro da equacdo da reta. Quando X nao
representa as mensuragdes do método padréo, o valor estimado de b; € um indicativo
da concordancia entre as mensuragdes. As analises de regressao linear foram feitas

com o software “Statistica for Windows 5.5” (Statsoft, 2000).
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Figura 10. Detalhe da Figura 1B. Folha com lesdo secionada na borda, com uma
"ponte" para separar a area secionada do "fundo" da imagem (H).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As estimativas da area foliar com o procedimento de selecdo de area com a
varinha magica, utilizando imagens originais, feitas por dois usuarios do QUANT foram
praticamente iguais, uma indicacao da reprodutibilidade do método (Figura 13A). Na
estimativa da area foliar com o uso do QUANT, adotou-se o método de selecao de
area com a "varinha magica" para ser o padrao de comparacao do software, pois este
método apresentou acuréacia de 98,37 a 99,90% ao mensurar objetos de 0,3 a 50 cm?,
em imagens com resolucao de 100 ou 150 dpi (capitulo 2). As estimativas do segundo
avaliador foram consideradas como padrao de area foliar. Baseando-se na estimativa
do parédmetro b,;, da equacdo de regresséo linear simples, as estimativas padrdo do
QUANT apresentaram concordancia de 99,32% com as estimativas feitas com o uso
do medidor de éarea foliar Li-cor modelo LI-3100 (Figura 13B).

As funcdes discriminantes (FD) estimadas para a classificacdo dos pixels da
imagem em um dentre trés grupos foram:

FD 1 (fundo): 0 R — 1,09861 [cor branco: R=G=B=255]

FD 2 (folha sadia): 8,059 R — 414,938 [cor cinza claro: R=G=B=200]

FD 3 (leséo): 5,580 R — 199,461 [cor cinza escuro: R=G=B=100]

Onde R é o valor da coordenada red (vermelho) no sistema de cores RGB. Nao foram
utilizados os dado das bandas G (verde) e B (azul) na estimativa das funcbes
discriminantes, porque os dados dessas duas variaveis apresentam alta correlacdo
linear simples com os dados da variavel R, o que pode induzir a erros nas estimativas

dos coeficientes das FDs.
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Figura 11. Imagens originais (A, D, G), ap6s alteracao do contraste pelo protocolo pl
(B) ou p2 (E, H) (vide texto). Imagens com duas ou trés cores, resultado do
processamento pelo QUANT a partir das imagens B, E, e H, segundo os
procedimentos: fungéo discriminante (C), limiar preto e branco (F) e reducdo

de cores por paleta (1).
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Figura 12. Imagens originais (A,D, G), ap0s alteracdo do contraste pelo protocolo p3
(B, E, H) (vide texto). Imagens com trés cores, resultado do processamento
pelo QUANT a partir das imagens B, E, e H, segundo os procedimentos:
reducdo de cores por paleta (C), limiar preto e branco (F) e sele¢cédo por
intervalo de coordenadas de cores (I).
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Figura 13. Comparagdo entre as estimativas de &reas foliar: estimativas de dois
usuarios do QUANT, em imagens originais a 150 dpi, com o uso da varinha
magica de selecdo de area. As estimativas do segundo usuério foram
consideradas o padrdo do QUANT (A); estimativas padrdo do QUANT e do
medidor de area Li-cor, modelo LI 3100 (B). Regressao através da origem.
Linha pontilhada: Y = X, sendo Y a ordenada e X, a abscissa. Hipétese

testada b, = 1. ™ P > 0,05; ** P < 0,01.

O QUANT associa uma cor a cada FD (determinadas pelos usuarios) e estima o
valor de cada uma das FDs para cada pixel da imagem. Apés, automaticamente, a cor
do pixel é trocada pela cor da FD que possui maior valor. Nas imagens deste estudo, o
tempo desse processamento foi inferior a um segundo. Essas FDs quando testadas
em pixels diferentes daqueles que forneceram os dados para sua estimacao,
apresentaram 100% de classificacdo correta (Tabela 2). Ahmad et al. (1999) utilizaram
fungBes discriminantes para identificar sementes de soja com relagéo a tipos de lesbes
apresentadas por diferentes patégenos e verificaram que a cor ndo descreveu as
diferencas entre sintomas. No presente estudo, o uso de andlise discriminante foi
considerado adequado para discriminar areas entre o fundo da imagem, a area foliar
sadia e a lesionada.

Cada um dos trés procedimentos do QUANT utilizados para estimar a area foliar
em imagens com contraste previamente alterado foram comparado com o método
padrdao do QUANT. As mensuracdes apresentaram alta concordancia entre si (Figura
14). Com isso o usuario tem opcdo de escolher o procedimento do QUANT que

considerar mais facil e agil.
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Nas estimativas das areas das lesbes, quando comparados com o método do
papel milimetrado, 0 QUANT apresentou acuracia e precisao superior aquelas obtidas
com o medidor de &area da Li-cor (Figura 15). Segundo o fabricante, com a resolucao
de 1 mm?, o LI 3100 pode apresentar erro de 2, 5 e 7% ao mensurar objetos de 5, 1 e
0,5 cm?, respectivamente (Li-cor, 1996). O método de mensurar areas em imagens
digitais tendo como fundo papel milimetrado apresenta uma dificuldade proépria: ocorre
uma pequena area de sombra em parte da borda interna da injaria, o que dificulta a
estimativa de area (Figura 2), sendo que essa dificuldade aumenta com a diminuicdo
da area da injuria. Outro problema é que as quadriculas do papel milimetrado da borda
da lesdo ndo se apresentam por inteiro, sendo necessario estimar sua area visivel.
Como a menor quadricula tem area de 1 mm?, esta é a resolugéo desse método.

Quatro procedimentos do QUANT, utilizados para estimar area lesionada em
imagens com contraste previamente alterado, foram comparados com o método
padrdao do QUANT (Figura 16). Os procedimentos de limiar preto e branco para
imagens contrastadas segundo o protocolo p2, fungéo discriminante e reducédo para 32
cores, apresentaram alta acuracia (96,63 a 99,57%) e precisao (3 99%). No entanto,
os procedimentos de intervalo de coordenadas de cores e limiar preto e branco, a
partir de imagens do protocolo p3, apresentaram acuracia inferior a 90% (Figura 16E e
16F). Usando o procedimento de reducéo de cores, o avaliador selecionou as cores a
serem alteradas folha a folha. Nos outros procedimentos, padronizou-se a alteracéo de
cores para todo o conjunto de folhas. Com isso, o0 método de limiarizacdo com o
protocolo p3 e a selecdo de cores por intervalo de coordenadas de cores
apresentaram menores acuracias.

As estimativas de severidade do QUANT (padrdo) nado apresentaram boa
concordancia com as do medidor de area foliar LI-3100 (Figura 17). Para algumas das
folhas, com &rea lesionada inferior a 0,5 cm? (mensuradas com papel milimetrado), a
estimacdo da area lesionada com o LI-3100 foi negativa (Figura 15A). Isso ocorreu
porque a area lesionada é estimada indiretamente, subtraindo-se a &rea foliar intacta
(a qual é mensurada apos a retirada das lesbGes) da area foliar total. Erros nas
mensuracdes das duas variaveis podem ser cumulativos na estimativa da area
lesionada. Foram feitas trés mensuracdes de cada variavel em cada folha. Geralmente
hd uma pequena variabilidade entre as leituras. Para minimizar os erros foram

desconsideradas e refeitas as mensuracdes que apresentavam diferencas maiores
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Figura 14. Comparagdo entre as estimativas de areas foliar com o uso de diferentes

procedimentos do QUANT, em relacdo ao procedimento sele¢do de area

com a varinha magica,

considerado padrdo (vide

texto):

fungbes

discriminantes a partir de imagens do protocolo p1 (p1-fd) (A); reducéo para

32 cores, a partir de imagens do protocolo p2 (p2-r32) (B) ou p3 (p3-r32) (C);

selecdo por intervalo de cores (ic) (D). Imagens digitais com resolugéo de

150 dpi. Linha pontilhada: Y = X, sendo Y a ordenada e X, a abscissa.
Hipoteses testadas: bg=0; b, = 1. * P <0,05. * P <0,01.
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Tabela 2. Classificacdo* de amostras de pixels de dez imagens de folhas de cafeeiros

com lesdo de mancha parda, por meio de fungfes discriminantes.

Predito
Observado Fundo da : ~ Classificacéao

. Folha sadia Leséo

imagem correta (%)
Fundo da imagem 4886 0 0 100
Folha sadia 0 4848 0 100
Lesdo 0 0 4755 100
Total 4886 4848 4755 100

* As fung¢des discriminantes foram testadas em

forneceram os dados para sua estimacao.

pixels diferentes daqueles que

w
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Figura 15. Comparacao entre as estimativas de area lesionada por meio de contagem

de quadriculas em papel milimetrado e com o uso do medidor de area
foliar Li-cor Modelo LI 3100 (A) ou do QUANT em imagens digitais de

folhas cujas lesbes foram retiradas com bisturi (B). Linha pontilhada: Y = X,

sendo Y a ordenada e X, a abscissa. Hip6teses testadas: bg = 0; b, = 1.

"P>0,05. ** P <0,01.
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discriminantes (p1-fd) (A); imagens do protocolo p2: limiar preto e
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protocolo p3: reducédo para 32 cores (p3-r32) (D); limiar preto e
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que 0,3 cm® em relacéo as outras duas. Assim, tanto para area foliar total, quanto para
a area foliar intacta foram obtidas médias de trés mensuracdes. No presente estudo,
ocorre um fato que contribui para a diminuicdo da acuracia do medidor de éarea.
Enquanto o QUANT processa imagens de folhas digitalizadas entre laminas de vidro,
ou seja, imagens de folhas planas, isso nao é possivel no medidor de area foliar, onde
as folhas séo transportadas soltas sobre correia de plastico transparente. Pequenas
dobras na folha ou alteracao na posicdo podem afetar as estimativas de area.
Estimativas de severidade da doenca por diferentes procedimentos do QUANT
foram comparadas com o procedimento padrdo do QUANT (Figura 18). O método de
reducdo para 32 cores, a partir de imagens tipo p2 e p3, apresentou acuracia superior
a 99% (Figura 18C e 18D), enquanto os métodos de funcdo discriminante e intervalo

de coordenadas de cores, apresentaram acuracia inferior (Figura 18A e 18B).
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Figura 17. Comparacao entre as estimativas de severidade com o uso do medidor de
area foliar Li-cor Modelo LI 3100 e do QUANT em imagens digitais de
folhas cujas lesGes foram retiradas com bisturi. Regresséo através da
origem. Linha pontilhada: Y = X, sendo Y a ordenada e X, a abscissa.

Hipoétese testada b; = 1. ** P < 0,01.
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Este é mais um estudo onde se verificou baixa acurécia das estimativas visuais
de severidade. De cinco avaliadores que estimaram visualmente a severidade de
doenca, trés superestimaram (Figuras 19A, 19C e 19D) e um apresentou acuracia
(97%) e precisdo (94%) elevadas (Figura 19B). Um avaliador novato subestimou em
muito a severidade (Figura 20). O fato de este avaliador ter sido informado que os
demais avaliadores haviam superestimado a severidade, talvez tenha influenciado em
suas estimativas. Segundo Sherwood et al. (1983), em estimativas visuais de
severidade, € comum o avaliador superestimar duas a trés vezes o valor real. Isto é
mais proeminente em baixos valores de severidade. Beresford & Royle (1991)
constataram que para folhas de cevada com severidade de ferrugem os avaliadores
superestimaram até 70 X, quando a severidade foi menor que 0,2%, e superestimaram
oito a dez vezes, quando as folhas apresentaram 0,6 a 20% de severidade. Segundo
Carmo et al. (1991), somente 10% dos avaliadores foram acurados e precisos. Parker
et al. (1995) constataram que os avaliadores apresentaram precisdo variando entre
8% e 95%. As estimativas de um mesmo avaliador em diferentes ocasides nao foram
consistentes (Shokes et al., 1987; Nutter et al., 1993; Parker et al., 1995).

Para verificar a reprodutibilidade das mensuracdes feitas com o0 QUANT, quatro
usuarios quantificaram area foliar em 16 folhas, usando o procedimento de selecdo de
area com a varinha magica, e trés quantificaram area lesionada, usando o mesmo
procedimento e também o procedimento de limiarizagdo. Cada usuario escolheu
livremente o valor de toleréncia, para a varinha magica, e o valor de limiar, para cada
imagem de folha. As estimativas de area foliar apresentaram acuracia superior a 99%
para os quatro usuarios (Figura 21). As estimativas de area lesionada tiveram acuracia
entre 96 e 98% (Figura 22). Uma grande vantagem o QUANT é permitir ao usuario
verificar visualmente a adequabilidade da selecdo de cada area, por meio da
ferramenta “flash”, com a qual a imagem segmentada pisca continuamente sore a
imagem original.

Aparentemente, o método mais comum de processamento de imagens digitais
para mensuracao de lesdes € a limiarizacdo de imagens com 256 niveis de cinza
(Kokko et al., 1993, 1995; Martin & Rybicki, 1998; Berner & Paxson 2003). Utilizando
imagens coloridas, Chungu et al. (1997) ndo conseguiram separar areas lesionadas,
por Fusarium graminearum, em espigas de milho, das areas sadias utilizando um

analisador de imagens digitais.
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Figura 18. Comparacdo entre as estimativas de severidade com o uso de diferentes

procedimentos do QUANT, em relacdo ao procedimento considerado

padréao (vide texto): imagens do protocolo pl: fungdes discriminantes (pl-

fd) (A); imagens do protocolo p2: reducdo para 32 cores (p2-r32) (C).

Imagens do protocolo p3: intervalo de coordenadas de cores (p3-ic) (B).

reducdo para 32 cores (p3-r32) (D). Imagens digitais com resolucdo de 150

dpi. Linha pontilhada: Y = X, sendo Y a ordenada e X, a abscissa.

Hipoteses testadas: bg = 0; b, =1. ™ P > 0,05; * P < 0,05; ** P < 0,01.
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Linha pontilhada: Y = X, sendo Y a ordenada e X, a abscissa. Hipo6teses
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Figura 20. Comparacdo entre as estimativas de severidade de doenca com o uso do
QUANT em imagens com resolucao de 150 dpi e estimativas visuais de um
avaliador inexperiente que tomou conhecimento prévio que 0s demais
avaliadores (Figura 19) tinham todos superestimado a severidade. Linha
pontilhada: Y = X, sendo Y a ordenada e X, a abscissa. Hipoteses
testadas: by =0; b; = 1. *P <0,05; ** P < 0,01.

Contudo, Olmstead & Lang (2001) observaram pequenas diferencas em cor e
intensidade entre areas sadias e com oidio, em disco de folhas de cereja, resultando
em baixas acuracias de estimativas de areas doentes quando comparado com prévia
coloracédo das areas doentes.

Hood & Shew (1996) obtiveram imagens coloridas e converteram-nas para
imagens binarias (preto e branco) previamente ao processamento e Kampmann &
Hansen (1994) procederam limiarizacdo em imagens coloridas. Maruti et al. (2002)
também analisaram imagens coloridas.

Em poucos estudos foi verificado a acuracia das mensura¢cdes com imagens
digitais (Lindow & Webb, 1983; Lindow, 1983; Tucker & Chakraborty, 1997, 2001).
Berner & Paxson (2003) verificaram a acuracia apenas para estimativa do nimero de
lesBes, concluindo que a contagem visual foi mais acurada. No entanto, alguns
pesquisadores usam as estimativas de area obtidas com o planimetro virtual como
valores de area padréo da lesdo para comparar com estimativas do software (Tucker &
Chakraborty, 1997, 2001). Contornar a lesdo com tinta de caneta na propria folha e
digitalizar a imagem torna a selecdo da area lesionada com a ferramenta de varinha
magica, mais facil, devido a possibilidade de aumentar o valor da toleréncia (referente
as cores selecionadas), mas isso aumenta muito o trabalho e depende da habilidade
do desenhista. Nogueirol et al. (2003) quantificaram area lesionada em cerca de 950

folhas de maracujazeiro desta maneira, usando o] QUANT.
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Figura 21. Comparagdo entre as estimativas de area foliar de quatro usuérios do
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um quinto usuério, considerado padrédo. Imagens digitais com resolugéo

de 150 dpi. Linha pontilhada: Y = X, sendo Y a ordenada e X, a

abscissa. Hipéteses testadas: by = 0; b, = 1. " P > 0,05; ** P < 0,01.
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Figura 22. Comparagdo entre as estimativas de area lesionada de trés usudrios
usando dois procedimentos do Quant: "varinha magica" de sele¢édo de area
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(F).
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Beresford & Royle (1991), estimaram a area de 270 urédias de Puccinia hordei
em cevada, a partir de seu comprimento e largura. A area média variou de 2,05 x 107
a 4,29 x 10 mm?. A area lesionada foi estimada multiplicando o nimero de urédias na
folha pela area média das urédias. Desta maneira, quantificar objetivamente a
severidade de doencas com acuracia € uma tarefa dificil e que consome tempo. E
impraticavel contar e medir o tamanho de lesdes individuais em grandes amostras.

A principal vantagem do uso de imagens digitais € que as mensuracdes podem
ser feitas com acuracia, precisdo, objetividade, reprodutibilidade e mais rapidamente
gue pelos métodos manuais. Adicionalmente, alguns detalhes podem ser obtidos,
como numero, forma e tamanho das lesbes, o que pode ser (til na selecéo de plantas
resistentes a algumas doencas. A estimativa de area com o QUANT apresenta as
seguintes fontes de erro: digitalizacdo das imagens, pré-processamento (melhoria do
contraste) e selecdo de areas. Este Ultimo passo é o mais sujeito a erros, devido as
decisdes do avaliador sobre qual a area a ser considerada lesionada.

O QUANT disponibiliza varios algoritmos para melhorar o contraste da imagem,
como aqueles apresentados nesse estudo. Com isso, mesmo 0s sintomas de doencgas
onde o sistema visual humano tem dificuldade de distinguir entre area foliar sadia e
doente, podem ser quantificados com o uso do QUANT.

O QUANT é um valido software para mensuragfes de severidade de doenga de
plantas que requeiram acuracia, objetividade, e precisdo. Equipamentos modernos de
aquisicdo de imagens permitem a aquisicdo de centenas de imagens digitais por hora
que podem ser arquivadas para analise. Propde-se que o QUANT seja adotado como

padrdo na mensuracao de severidade de doencas de plantas.

90



CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento do software QUANT para
processamento, segmentacdo de objetos e mensuragédo de areas em imagens digitais.
O QUANT foi avaliado na mensuracgéo da intensidade de doencgas de plantas e injarias
causadas por insetos por meio de analise de imagens.

No primeiro capitulo, avaliaram-se a acuracia e precisdo do QUANT na
mensuracdo de areas em imagens, com resolu¢do de 75 a 300 dpi, de diferentes
objetos, de tamanho conhecido, variando de 0,2 a 50 cm?. O QUANT apresentou
acuracia variando entre 98 e 100%.

No segundo capitulo, o QUANT foi avaliado na mensuragdo da area foliar total,
da area desfolhada (consumida) e da severidade da desfolha (percentagem da area
foliar desfolhada) causada por besouros crisomelideos, em folhas de pimentéo
(Capsicum annuum), usando imagens digitais. A resolucdo das imagens, 100 ou 300
dpi, ndo afetou as estimativas de area. O Quant e o LI-3100 apresentaram alta
concordancia (97,8%) com relacdo as estimativas de area foliar, mas baixa (77%) com
relacdo as de area desfolhada. Comparando-se essas estimativas de area desfolhada
com as realizadas por dois avaliadores, por meio de contagem de quadriculas em
papel milimetrado, verificou-se que o QUANT apresentou maior acuracia (89,0 a
93,1%) que o LI-3100 (86 a 88%). Seis avaliadores visuais superestimaram a
severidade, sendo que apenas um apresentou alta acuracia (92%).

O terceiro capitulo discorre sobre experimentos onde a area foliar, a area
lesionada e a severidade da mancha parda (Cercospora coffeicola) em folhas de

cafeeiro (Coffea arabica), foram mensuradas com o uso do QUANT, de avaliadores
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visuais, do LI-3100 e por meio de contagem direta observando-se as imagens digitais
obtidas com papel milimetrado como fundo. Para tanto, as lesdes foram previamente
retiradas da folha com o auxilio de um bisturi. As imagens originais ndo permitiram
adequada segmentacdo entre area foliar sadia e lesionada. O QUANT disponibiliza
inUmeras ferramentas que, isolada ou conjuntamente, podem ser usadas para
melhorar a qualidade da imagem previamente ao processo de segmentacdo de
objetos. Esses recursos diferenciam-no de outros softwares de processamento de
imagens. Trés protocolos de melhoria da qualidade da imagem original foram testados
e todos se mostraram adequados. Cinco procedimentos de segmentacdo de areas
foram avaliados: funcbes discriminantes, reducdo numero de cores, limiarizagéao,
intervalo de coordenadas de cores e selecdo por crescimento de area (“varinha
magica”). Este ultimo foi arbitrariamente considerado o padrdo do QUANT, cujas
estimativas de area foliar apresentaram 99,3% de concordancia com as do LI-3100.
Quando comparados com o método do papel milimetrado, o método padrdo do
QUANT apresentou acuracia de 97,9% e o LI 3100, de 83,7% nas estimativas das
areas lesionadas. Comparados com 0 método padrao do QUANT, os demais
procedimentos desse software para segmentagdo de areas apresentaram acuracia de
98,6 a 100% e precisédo de 99,99% na estimativa de &rea foliar. Com relacdo a area
lesionada, os procedimentos de limiarizag¢éo, funcdo discriminante e reducdo para 32
cores, apresentaram alta acuracia (96,6 a 99,6%) e precisdo (> 99,3%). Nas
estimativas de severidade o procedimento de reducdo para 32 cores apresentou
acuracia superior a 99%, enquanto as funcdo discriminantes e o intervalo de
coordenadas de cores apresentaram acuracia inferior. As estimativas de severidade
do QUANT (padrédo) nédo apresentaram boa concordancia com as do medidor de area
foliar LI-3100. Dos cinco avaliadores que estimaram visualmente a severidade de
doenca, somente um apresentou acuracia (97%) e precisdo (94%) elevadas. Quatro
usuarios do QUANT estimaram area foliar em 16 folhas, usando o procedimento de
selecdo de area com a varinha magica, obtendo acuracia superior a 99%. Trés
usuarios estimaram area lesionada usando este procedimento, e também o
procedimento de limiarizacao, obtendo acuracia entre 96 e 98%.

Este é mais um estudo onde se confirmaram as pequenas acuracia e precisao
de estimativas visuais de severidade de doencas e de desfolha por insetos. O medidor
de area LI-3100 mostrou-se acurado pra mensurar area foliar, mas ndo para mensurar
area lesionada ou injuriada. O QUANT apresentou-se mais acurado que o medidor de
area LI-3100 e que avaliagbes visuais na mensuracdo de areas e de area foliar
injuriada por insetos ou lesionada por doengas. Quando as imagens originais nédo

apresentam alto contraste entre area foliar lesionada e sadia, as ferramentas do
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QUANT mostraram-se adequadas para melhorar a qualidade da imagem (aumentar o
contraste entre 4reas a serem segmentadas). Os cinco procedimentos de
segmentacdo de areas mostraram-se acurados na estimativa de area foliar e area
lesionada. Diferentes usuarios do QUANT apresentaram alta acuracia, indicando a
reprodutibilidade das estimativas realizadas com o0 QUANT.

O QUANT apresentou-se como métodos de facil uso, baixo custo, acurado,
preciso, aplicavel em diferentes condicbes e seus resultados sdo reproduziveis.
Propde-se que o QUANT seja adotado como método padrdo para mensurar area
foliar, area foliar injuriada (consumida) por insetos e area lesionada em folhas de

plantas.
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ANEXO

DESENVOLVIMENTO DO SOFTWARE QUANTO

Seréo apresentadas informagfes sobre o desenvolvimento do QUANT, nogdes
basicas sobre cores e imagens digitais e os procedimentos disponiveis para que 0s
usuarios possam melhor compreender e aproveitar todo o potencial de uso deste

software.

DIGITALIZACAO E RESOLUCAO DE IMAGENS

Imagens podem ser digitalizadas em cameras de video e fotografica digitais e
em digitalizadores tipo mesa (“scanner”). Durante o processo de obtencdo das
imagens, recomenda-se 0 uso de uma caixa de isopor forrada de papel cartdo de cor
preto fosco, colocada em cima da area de aquisicdo de imagem do digitalizador tipo
mesa, para que o fundo da imagem digitalizada fosse de cor preto, evitando assim a
formacado de um gradiente de cores na borda da folha.

Imagens digitais sdo consideradas uma matriz de m linhas e n colunas, onde
cada ponto é um retangulo denominado pixel (do inglés picture element - elemento da
imagem) e constitui a menor unidade da imagem, sendo seu limite de resolugéo, a
gual tradicionalmente é expressa em dpi (do inglés dot per inch — pontos por polegada)
(Figura 1). O pixel contém informagéo sobre a luz refletida naquela particular parte da

imagem. Em imagens obtidas por meio de digitalizadores tipo mesa, o niumero de
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pixels e a area real de cada pixel € fun¢do da resolucdo calibrada previamente no
aparelho (Tabela 1), cujo valor é armazenado no arquivo da imagem e,
posteriormente, reconhecido automaticamente pelo QUANT. Assim, em imagens
obtidas via digitalizadores de mesa, é possivel determinar as reais medidas lineares
ou de area. Em imagens obtidas por cameras digitais, o tamanho real do pixel
depende da distancia do objeto fotografado. Entdo, é necessario ter um objeto de
tamanho conhecido (por exemplo, uma régua) junto ao principal objeto a ser
fotografado. Isso permitira que o usuario do QUANT determine a resolucdo da imagem
e obtenha as reais medidas da imagem.

O Quant pode processar diferentes formatos de imagens, sendo 0s mais comuns
TIFF, JPEG e BMP (Windows bitmap).

TAMANHO DO ARQUIVO DA IMAGEM

O processo de digitalizacdo da imagem associa um valor discreto (inteiro), entre
0 a 2™-1, a cada pixel de uma imagem em tons de cinza. Onde m é o nimero de bits
da imagem (profundidade do pixel). Cada valor corresponde a um nivel de cinza.
Atualmente, a maioria dos equipamentos de digitalizacdo de imagens possibilita 8 bits.
Mas alguns ja disponibilizam valores maiores. Em imagens de 8 bits, cada pixel pode
assumir valores entre zero e 255, onde zero, corresponde ao preto, 255, ao branco, e
os demais valores, a diferentes tons de cinza (Gonzales & Woods, 2000; Marques
Filho & Vieira Neto, 1999). Para imagens coloridas no sistema RGB, para cada uma
das trés coordenadas de cores ao atribuidos 8 bits e a imagem é dita possuir 24 bits.
Esse tipo de imagem pode possui até 256° cores.

O tamanho do arquivo das imagens digitais € medido em bytes (b), que é a
menor unidade de informacgéo, sendo fungdo do nimero de pixels da imagem e do
namero de bits associados a cada pixel (Marques Filho & Vieira Neto, 1999). Um byte
equivale a 8 bits e 1 Kbyte (Kb) equivale a 2'° bytes (= 1024 bytes) (Tabela 2).

PERCEPCAO E REPRESENTACAO DE CORES

Radiacdes eletromagnéticas com comprimento de onda de cerca de 400 a 700
nm podem ser detectadas pelos fotorreceptores do olho humano e sdo denominadas
luz (Kuehni, 1997). A radiagdo global solar que atinge a superficie da terra tem
comprimento de onda variando entre cerca de 300 e 3.000 nm, sendo que a luz

representa cerca de metade dessa radiacdo incidente (Goudriaan & Van Laar, 1994).
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Pixel

Figura 1 — Imagem original (microfotografia de agregados vistos em microscopio 6tico)

e detalhe desta, mostrando os pixels. Fonte: Viana (2001), com permissao.

Tabela 1. Area representada por cada pixel em uma imagem obtida via scanner, em

fungéo de diferentes resolugdes

Resolucdo (dpi)* Pixels /cm® Lado do pixel (mm) Area do pixel (mm?)

75 872 0,339 0,1147
100 1.550 0,254 0,0645
150 3.488 0,169 0,0287
200 6.200 0,127 0,0161
250 9.688 0,102 0,0103
300 13.950 0,085 0,0072
600 55.800 0,042 0,0018

* dpi — pixels por polegada linear (1 polegada = 2,54 cm).

Tabela 2. Tamanho (Kb) de arquivos para 1 cm? de imagem, em func&o da resolucéo

Tipo de imagem Dpi*
75 100 200 300 600
Imagens em tons de cinza’® 0,85 1,51 6,05 13,62 54,49
imagens RGB * 2,55 4,54 18,16 40,87 163,48

! dpi = pixels por polegada linear. * 8 bits; ® 24 bits.
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Cor é uma sensacao resultante da interagdo entre luz, materiais e o sistema
visual — olho e cérebro. As diferentes percepc¢des do comprimento de onda dominante
sdo descritas com nomes de cor: azul, amarelo, verde, roxo, verde, laranja etc. A
retina do olho humano contém dois tipos de receptores foto-sensivel, denominados
bastonetes e cones, sendo seis a sete milhdes de cones, responsaveis pela visao
colorida e 75 a 150 milh&es de bastonetes que nao distinguem cor, mas sao sensiveis
a baixos niveis de iluminacdo (Marques Filho & Vieira Neto, 1999; Gonzalez & Woods,
2000). Cada cone possui um dentre trés diferentes fotorreceptores com picos de
sensibilidade a comprimentos de onda de luz que nés denominamos vermelho (580
nm) (sensor r), verde (540 nm) (sensor g) e azul (450 nm) (sensor b). A luz em
gualguer comprimento de onda do espectro visivel (400 a 700 nm) excita um ou mais
desses conjuntos de sensores. A percepcdo de qual cor esta sendo vista é
determinada por qual combinacao de sensores esta sendo excitada e pela intensidade
da excitagcdo. O maior numero de sensacdes de cores pode ser obtido escolhendo trés
comprimentos de onda de cores primérias que, quando misturadas em proporcdes e
intensidade variadas, permite a obtencéo de todas as outras.

O QUANT utiliza dois modelos para representar numericamente as cores: RGB e
HSV.

O modelo RGB de cores

O modelo RGB assume que o sistema visual humano possui trés diferentes tipos
de fotorreceptores, que definem um espaco tridimensional (cubo) de cores, onde cada
cor é representada por um ponto nesse espacgo. Este cubo tem o branco como um
vértice diretamente oposto ao preto, e trés cores primarias (vermelho (R), verde (G) e
azul (B)) como arestas. Cada eixo representa uma luz primaria, com escala de valores
discretos entre zero e 255, dependendo da intensidade luminosa. Cada ponto no cubo
representa uma cor, que possui trés coordenadas (R, G e B) (Marques Filho & Vieira
Neto, 1999). Neste modelo sédo disponibilizados oito bits para cada coordenada e a
imagem colorida tem 24 bits. Assim, existem 256° (= 2°™) cores, ou seja, 16.777.216
de cores distintas (Figura 2). Valores zero para as trés coordenadas representam o
preto, valores de 255 representam o branco e valores iguais entre 1 e 254,
representam o0 cinza. Assim, existem 254 tons de cinza. Coordenadas diferentes
representam diferentes cores. RGB é conhecido como modelo aditivo. As demais
cores podem ser obtidas misturando-se as trés cores basicas, azul, verde e vermelho,

em varias proporcoes e intensidades.
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vermelho

102

166
—l azul

| RGB = (102, 140, 166)

Figura 2. Representacéo grafica do modelo RGB de cores.

O modelo HSV de cores

Esse modelo possui trés atributos: matiz ou tonalidade (H), saturagéo (S) e value
(valor) (V) (Kuehni, 1997).

Matiz (hue): € um atributo de uma percepcao de cor, um aspecto qualitativo
indefinivel. S8o os nomes tradicionais das cores de um especifico comprimento de
onda. (ex: vermelho, laranja, verde ou azul). Todas as cores do espectro sdo matizes.
Existem limitados nomes de matizes: vermelho, laranja, amarelo, verde, azul e violeta.
Magenta e ciano também sdo matizes. Existem cores sem matiz, denominadas
acromaticas: branco, preto e cinzas. Todas as demais cores sdo denominadas
cromaticas e tem matiz. As matizes sdo organizadas em um circulo de cores, onde os
nameros matizes (1 a 360) descrevem a posicdo da cor no espectro. Diferentes
comprimentos de ondas monocromaticos sao diferentes matizes.

Saturacdo: é a quantidade de pureza da cor. Varia de 0 (cinza) a 100%
(completamente saturada). Uma vez determinada a matiz (tonalidade) de uma cor,
pode-se altera-la através da mistura com a cor branca. Quanto menos branco a cor
contém, mais saturada ela é.

“Value”: corresponde a intensidade da cor, mensurado de zero (preto) a
100%. O valor de 100% é a maior intensidade que uma cor pode ter, em uma

particular saturagdo. SO corresponde ao branco quando a saturagéo for zero.

106



Este modelo de cores é usado na maioria dos “dialogos” de selecdo de cores, de

softwares de computadores que processam imagens.
Converséo entre os modelos de cores RGB e HSV

Seja uma imagem digital uma matriz com m x n pixels, onde P; é o pixel da i-
ésima linha (i =1, 2, ... m) e da j-ésima coluna (j = 1, 2, ... n). Seja R;, Gj, Bj, Hj, S e
Vi, os valores de coordenadas de cores para o pixel Py, respectivamente, vermelho,
verde e azul (modelo RGB), matiz (hue), saturacéo e value (modelo HSV), onde 0 £ R;
£255,0 £ G £255,0 £B; £255,0£ H; £360,0 £ S;; £ 255 e 0 £ V; £ 255.

Os valores de RGB podem ser convertidos em HSV.

Vj = maximo (R, Gj, Bj).

S = [maximo (R, Gj, Bjj) - minimo (R, Gj, Byj)] x 255/ V;;,

Logo, se Rj = G; = By, entéo S; = 0, ou seja, as cores acromaticas, branco,
preto e os 254 tons de cinza possuem saturagao zero.

Se maximo (Rj, Gj, Bj) = R;, ent&o:

Hij = 60 x (G;; - By) / [mé&ximo (Ry, Gj, By) - minimo (R, Gy, By)].
Se maximo (Rj, Gj, Bj) = Gj, entéo:
H;j = 120 — {60 x (B; - R;) / [maximo (R;, Gy, By) - minimo (Ry, Gj;, By)]}.
Se maximo (R, Gy, Bj) = Bj, entéo:
Hj =240 + {60 x (R; - Gy) / [maximo (R;, Gj, Bj) - minimo (Ry, Gy, By)]}.
Logo, se S;= 0, entdo H; = 0, ou seja, o branco, o preto e os tons de cinza nao

possuem matiz, nem saturagao.

O SOFTWARE QUANT

O software QUANT (linguagem Delphio, ambiente Windowso) tem como principal
objetivo segmentar objetos em imagens digitais, para quantificar dimensdes. No caso
da avaliacdo de severidade de doencas em folhas, sdo segmentados o fundo da
imagem (a area da imagem ndo ocupada pela folha), tecido sadio, clorético e
necrético. O QUANT fornece a area foliar sadia e doente (clorética, necrética e, para
algumas doencas, area com esporulacédo flngica), a severidade, bem como o nimero,
tamanho, forma e posicao das lesdes na folha.

A quantificagdo € uma mera contagem do namero de pixels com cada cor e sua
conversdo em area. O sucesso do uso do QUANT (alta acuracia na estimativa da

severidade de doenca) depende do processo de segmentacédo de objetos. O QUANT
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possui cinco procedimentos (técnicas) de segmentacdo: a) limiar preto e branco
(threshold); b) selecdo de cores por paleta; c) por intervalo de coordenadas de
modelos de cores (RGB ou HSV); d) por amostragem de cores e e) por meio de
fungBes discriminantes. Os quatro primeiros procedimentos permitem que o usuario
faca a reducdo de cores que considerar mais eficiente. O uso de funcdes
discriminantes permite a automacdo do processamento da imagem, tornando-o bem
mais rapido.

Em muitos casos, previamente a segmentacdo, € necessario melhorar o
contraste entre os objetos (por exemplo, entre a area foliar doente e sadia). Para tanto,
0 QUANT disponibiliza um grande numero de procedimentos, a maioria dos quais

foram utilizados neste estudo e séo descritos a seguir.

Alteracdo da Qualidade de imagens digitais

Ha imagens em que o sistema visual humano tem dificuldade de distinguir entre
0s objetos a serem segmentados ou entdo resultados inadequados sdo obtidos na
segmentacao de objetos na imagem original. Por exemplo, ha doencas de plantas nas
guais a segmentacdo entre area foliar sadia e lesionada é dificil. Para esses casos, o
QUANT disponibiliza grande nimero de técnicas e opgles para melhorar a qualidade
da imagem previamente a sua segmentagdo. O principal objetivo dessas técnicas &
processar uma imagem de modo que a imagem resultante seja mais adequada que a
original para uma aplicacdo especifica (Marques Filho & Vieira Neto, 1999), no caso a
separacao entre as areas do fundo da imagem, a area foliar sadia e a area lesionada.
Estas técnicas conferem ao usuério do QUANT grande vantagem em relagdo ao uso
de outros softwares de processamento de imagens. Algumas operacfes de melhoria
da qualidade de imagens séo apresentadas na Tabela 4.

O filtro da mediana é usado para reduzir o ruido em imagens digitais,
melhorando sua qualidade. A partir de uma imagem P, as coordenadas de cores de
cada pixel Q; da nova imagem Q séo calculadas em fungdo de Pj e seus vizinhos.

Dado um pixel Pj e os pixels que o circundam:

Pivir | Pivj | Pigin
Pij-1 Pj Pij+1

I:)i+l, -1 I:)i+l, j IDi+1 j+1

O valor do pixel Q;; na nova imagem sera definido pela mediana dos valores desses

nove pontos. A mediana é obtida ordenando-se (ordem crescente ou decrescente) 0s
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nove pontos em um vetor e tomando o valor do ponto que estéd na posicao central do
mesmo (Marques Filho & Vieira Neto, 1999). No exemplo abaixo, o valor do pixel na
nova imagem sera Xs. Esse procedimento é feito com cada uma das trés coordenadas
de cores RGB.

Qi,j

X1 X2 X3 X4 Xs X X7 Xs Xo

Técnicas de segmentacédo de objetos em imagem digital

O QUANT disponibiliza cinco técnicas de segmentacdo de objetos em imagens. O
usuario podera escolher a que melhor se adequar as suas necessidades, em termos

de rapidez, acuracia etc. Essas técnicas sao descritas a seguir.

a) Limiarizac&o (threshold)

O processo de limiarizagcdo consiste em separar os pixels da imagem em duas
classes, resultando em uma imagem binaria (preto e branco) (Marques Filho & Vieira
Neto, 1999). Para cada pixel P; da imagem original P, calcula-se um valor Tj, que
corresponde a luminancia:

T;=(0,2xR;+ 0,7 xG; + 0,1 By), sendo 0 £ T;; £ 255.

Neste procedimento define-se um valor limite (limiar, threshold), de modo que na

imagem resultante Q, o valor das coordenadas de cores para cada pixel Q; sera:

Se o limiar £ T;; (P;), entdo Qjsera um vetor R*; = G*; = B*; = 255 (branco absoluto).
Se o limiar > Tj; (P;y), entdo Q; sera um vetor (1 x 3) onde R*; = G*; = B*; = 0 (preto
absoluto).

A imagem Q terd duas cores e 0 QUANT fornecera a area ocupada por cada

uma.
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Tabela 4. Algumas operacdes de melhoria de qualidade de imagens disponiveis no

QUANT, considerando cada pixel P; como um vetor (1 x 3) de cores [R;,

Gi, Bi]

Imagem

Valores de coordenadas de cores nas imagens

resultado

Original

Ri, Gi, Bj

ApOs contraste raiz

(255 Ry)™%; (255 Gy)™; (255 By)™”

ApOs contraste quadrado

Ry”/255; Gy’ /255; By /255

ApOs contraste logaritmo

255 (In R;) / In 255; 255 (In Gy) / In 255; 255 (In By) / In 255;

ApOs negativo

255 - Rij; 255 - Gij; 255 - Bij;

Apés filtro excluir brilho

Se B;; 3 200, entdo néo ha alteragéo;

Se Bj < 200, entéo:

Bi* = 10; Rj* = R; - Bj/ 2; Gj* = Gj - Bjj/ 2, sendo
Rj*=0se Rj*<0e Gj*=0se Gj*<0;

Apos filtro mediana

Rij* = o valor mediano de R de Pj; e dos oito pixels vizinhos.

Idem para Bj* e Gj*

Canal vermelho Ri, Ri, Rj
Canal verde Gi, Gj, G;j
Canal azul Bi, B, Bj
Canal ciano Ri* = Gj* = Bj* = Cj, onde C;; = maximo (G;, By) - R;

Canal magenta

Rij* = Gij* = Bij* = Mija onde Mij = maximo (Rijv Bij) - Gij

Canal amarelo

Rij* = Gij* = Bij* = Yijv onde Yij = maximo (Rijv Gij) - Rij

Canal black

Rij* = Gij* = Bij* = Kija onde Kij = minimo (255 - Rij, 255 - Gij; 255
- Bij)

Canal hue (matiz)

Hi*=0;S* =0eVy*=0,7 H;

Canal saturacdo

Hij*: 0; Sij* =0e Vij* = Sij

Canal value

Hi*=0; Sj* =0e Vy*=V;

Soma entre imagem Py e Py

Ri*=Rjw * Rij@; Gi*=Gj + Gjj@; Bi* = Bijju t Bje);
Sendo Rij* = 255 se Rij* > 255; Gij* = 255 se Gij* > 255; Bij* =
255, se Bj* > 255

Média entre imagem P e Py

Ri*=[Rjw + Rjal/ 2; Gi*=[Gjw + Gjwpl /2 Bj*=[Bjuy +
Bi@l/2

* R, Gi*, Bj* Hi*, Si* e Vi* sdo os valores da imagem resultado e Ry, Gy, Bj Hj, S e Vj

os valores da imagem original.

110



b) Selecdo de cores por paleta;

Pode-se reduzir o nimero de cores da imagem original para trés ou mais cores,
as quais serao representados por paletas de cores em uma caixa-dialégo a parte.
Clicando-se com o mouse sobre uma paleta de cor, selecionam-se automaticamente
0s pixels da imagem com esta cor, alterando sua cor para uma cor pré-determinada.
Para este método ser eficiente, o nUmero de cores ndo devera ser muito pequeno ou

muito grande. Inicialmente, recomenda-se a reducédo para 32 a 64 cores.

c) Selecdo de cores por intervalo de coordenadas de modelos de cores

Marca-se uma area de interesse na imagem, de cujos pixels sdo obtidos os
valores maximo e minimo das coordenadas RGB ou das HSV. Pode-se entéo alterar
para uma cor pré-determinada todos os pixels da imagem cujas coordenadas sao
abrangidas pelos intervalos de cores selecionados. Ou ao contrario, alterar a cor de

todos os pixels cujas coordenadas nao séo abrangidas pelos intervalos.

d) Selecéo de cores por amostragem de cores

Clica-se com o mouse sobre um pixel P da imagem, o qual tem sua cor alterada
para uma cor pré-determinada pelo usuario. Todos os demais pixels da imagem com
as mesmas coordenadas RGB de cores serdo simultaneamente selecionados. Porém,
existem 256° cores e uma imagem com resolucdo de 300 dpi possui 13924 pixels /
cm?. Portanto, provavelmente apenas uns poucos pixels (ou somente um) terdo as
mesmas coordenadas de cores. Para viabilizar o uso desse método, o usuario pode
especificar um valor de tolerancia entre 0 e 255, o que permitird selecionar
simultaneamente outros pixels com coordenadas de cores semelhantes. Quando se
clica sobre um pixel, P, simultaneamente cada um dos demais pixels P;; (i' = 1, 2, ...
m;j'=1,2,..n;i'tiouj ! j)daimagem sdo comparados com esse pixel inicialmente
selecionado:

Se maximo (R - Ryj; Gj - Gij; Biy - Byj) £ valor da tolerancia, entdo o pixel Pj;

também é selecionado e sua cor alterada para a cor pré-determinada.

e) Selecao de cores por meio de func¢des discriminantes

De vérias imagens representando uma mesma doenga, selecionam-se varias

areas da lesé@o e obtém-se os valores RGB e HSV dos pixels selecionados. Repete-se
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o procedimento com relacdo a folha sadia e ao "fundo da imagem". A partir desses
dados, gravados em um arquivo tipo texto, com o uso de um software de estatistica,
estimam-se funcdes lineares discriminantes, normalmente trés: uma para lesdo, uma
para folha sadia e outra para fundo da imagem. Essas fungbes sdo usadas no
QUANT, permitindo a redugédo automatica do numero de cores da imagem, uma cor
para cada uma das trés fungdes discriminantes (FD). Sejam as seguintes FDs:

FD; (lesdo, corum) = a; Rj+ b; G + ¢, Bj+ d; Hj + e; S + f1 V;;

FD, (folha sadia, cor dois) = a, R + b, Gjj + ¢, Bj+ d, Hj + e, S5 + f, V.

FD; (fundo da imagem, cor trés) = az R + b3 G + ¢c3 Bj+ d; Hjj + 3 S + f3 V;;
Onde, a, b, ¢, d, e e f séo os coeficientes das fungdes discriminantes e Ry, Gj, By, Hj, S;;
e V;, sdo os valores das coordenadas de cores de cada pixel P;, para cada um dos
quais sdo calculados trés valores descriminantes (FD,;, FD, e FD3). O maior valor
obtido determinara a nova cor do pixel na imagem resultante Q. Por exemplo, se para

Pj, FD. > FD, e FD, > FD3, entdo Q; tera a cor um.

f) Selecéo de &reas com o uso da "varinha magica de sele¢cédo"

Este método é semelhante ao método de sele¢cdo de cores por amostragem
(item d). Clica-se com o mouse sobre um pixel P; da imagem, o qual sera selecionado.
Apenas o0s oito pixels vizinhos serdo comparados com o pixel selecionado,
considerando um valor de tolerancia entre zero e 255, pré-determinado pelo usuario
do QUANT. Isto permitirA selecionar simultaneamente pixels vizinhos com
coordenadas de cores semelhantes. Quando se clica sobre um pixel, Py,
simultaneamente cada um dos oito pixels vizinhos Py (I'=1,2, .. m;j'=1,2,..n;i'* i
ouj'tjji'=ixlej =j+1)sdo comparados com esse pixel inicialmente selecionado:

Se maximo (R - Rij; Gj - Gyj; Bij - Biy) £ valor da tolerancia, entéo o pixel vizinho
Pi; também € selecionado.

Cada novo pixel incluido na sele¢cdo tem os seus pixels vizinhos comparados
com o primeiro pixel selecionado Pj, segundo o critério acima. Desta maneira, uma
area de pixels contiguos pode ser selecionada e as cores de seus pixels alteradas

para uma Unica cor.
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