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OBJETIVOS DA PESQUISA « EXTRACAO E ANALISE DE DNA
A pesquisa teve como objetivo utilizar o método de UV-Vis para Para estas andlises, os isolados foram cultivados em meio PDA a 25°C
adquirir informagdes quimicas que possibilitem caracterizar espécies de durante 5 dias, conforme descrito por lwase et al., (2020). A extracéo foi
Fusarium graminearum isoladas de cevada nativa e cultivada. Além disso, realizada utilizando o kit Dneasy Plant Mini, conforme as instrucdes do
visou-se a construgao de um perfil que viabilize o desenvolvimento de fabricante. Os primers RPB1 e RPB2 e as reacdes de PCR foram realizadas
estratégias para reducdo da frequéncia de aparecimento desse patégeno na de acordo com O'Donnell et al., (2013) e O'Donnell et al., (2018). Os
cevada brasileira. amplicons foram purificados com o QIAquick PCR purification Kit € apos isso

METODOLOGIA DA PESQUISA

o ~ o . _ foram enviados para sequenciamento no Laboratorio Central de Tecnologias
O projeto iniciou-se com a selegdo de espécies previamente isoladas de

de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), pertencente a

cevada nativa e cultivada nos estados de S&o Paulo e do Rio Grande do Sul no _ _
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). As sequencias obtidas

ano de 2017, que foram caracterizadas por lwase et al. (2022) e de Piacentini et
al. (2019).

foram analisadas no software Geneious v. 6.0.6.
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Para o alinhamento multiplo utilizaram-se sequencias de nucleotideos
disponiveis no National Center for Biotechnology Information (NCBI) e as do
experimento, com o auxilio do plug-in ClustalW do software utilizado. O
alinhamento foi composto por 203 taxa, com 1387 nucleotideos e 184
caracteres parciménica-informativos (PICs), resultando em uma arvore com
indice de consisténcia de (Cl) de 0,5597 e indice de retencao (RI) de 0,5406.

A analise de maxima parciménia foi realizada com a opc¢ao de pesquisa
heuristica com 1000 sequéncias de adigao aleatéria e algoritmo de reconexao de
bissecgado no software PAUP 4.0b10. A arvore filogenética foi observada usando
o programa FigTree v.1.4., contemplando as espécies de cevada nativa e de

cevada cultivada.

« DADOS ESPECTRAIS POR UV-Vis

Para esta analise, os isolados foram cultivados em meio agar V8, a 25°C
durante 7 dias. Apdés o periodo de crescimento, o micélio foi coletado
utilizando-se um bisturi, o conteudo foi adicionado de 1mL de agua ultrapura
estéril em eppendorfs e vortexado. Apds isso, o conteudo foi centrifugado ( 8000
rpm por 3 minutos) e o sobrenadante resultante foi coletado e diluido 30 vezes
em agua ultrapura para a obtencao dos espectros.

Para a analise espectral, foram pipetados 200uL das amostras de isolado

em uma microplaca de quartzo e a leitura foi realizada em uma microleitora de
placas, dento da faixa de 200nm a 1000nm com 1nm de resolugdo. Dois tergos
das amostras de cada espécie foram utilizadas para a calibragdo e um tergo foi
usado para os testes, essa divisdo foi realizada através do algoritmo
Kennard-Stone.

Para a analise de dados, foi utilizado o método de analise discriminante
(PLS-DA),

supervisionados de classificagdo mais populares. Esse método baseia-se no

por quadrados parciais minimos que é um dos métodos
algoritmo de regressdo por quadrados minimos parciais, sendo um método
otimizado para discriminar diferentes grupos de objetos através da correlagao
entre duas matrizes (GORROCHATEGUI et al., 2016; POLLO et al., 2021). A
performance do modelo final obtido foi avaliada de acordo com a sensibilidade e

especificidade, calculados de acordo com as equacdes 1 e 2 a seguir:

TPR = Equacao 1
(TP + FN) (Fauagao 1)
TNR P (Equago 2)
_— uacao
(TN + FP) ee
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RESULTADOS E DISCUSSAO

+ ARVORE FILOGENETICA

A arvore filogenética obtida esta representada na Figura 1, ao lado. A
espécie F. graminearum s.s. foi a predominante dentre as utilizadas, com 21
cepas na cevada nativa e 20 na cevada cultivada. Na cevada nativa ela foi
seguida de 5 cepas de F. cortaderiae e F. heterosporum, 4 de F. asiaticum e F.
tricinctum, 3 de F. armeniacum e somente uma de F. austromericanum. Ja na
cevada cultivada, foi seguida de 18 cepas de F. poae e 4 de F. cortaderie e F.

meridionale.

. DADOS ESPECTRAIS POR UV-Vis

Para uma melhor analise dos espectros, estes foram separados entre as
espéecies nativas e cultivadas, gracas ao grande numero de espécies utilizadas.
Os espectros obtidos por UV-Vis foram pré-tratados, sendo centrados na média.
Os espectros obtidos e pré-tratados das espécies cultivadas e nativas podem ser

observados, respectivamente, nas Figura 2 e Figura 3.

Figura 1: Filogenia inferida pelos loci RPB1 + RPB2, incluindo isolados de ecossistema
natural (cevada nativa) e cepas provenientes de cevada cultivada.
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—— F. cortaderie F. graminearum —— F. mer k. poae

25— ' a ; ; : v 08— ———— Os resultados deste método podem ser observados na Tabela 2 e 3:

Calibragao Validagao
) )

Sensibilidade (%) Especificidade (%) Sensibilidade (%
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Especificidade (%)

£ § 76,90 88,60 95,00 90,20
£ 1',\ £ o e
04 ; 94,70 74,90 57,10 75,60
300 400 500 600 700 800 900 1000 U 300 400 300 600 700 80 900 1000 81,40 97,30 50,00 89,00
Wavelenght (nm) Wavelenght (nm)
Figura 2 — Espectros médios (esquerda) e pré-tratados na meédia (direita) das espécies de Tabela 2: Resultados do método PLS-DA aplicado aos espectros da cevada cultivada

cevada cultivada

Mean absorbance

14 —F. armineacum 4 _;: :‘::‘;:Cnm
;:”"““'“ o4k = F. sistramericanum 1 m Sensibilidade (%) Especificidade (%) Sensibilidade (%) Especificidade (%)
—F austramericanum F. cortaderie
12 F. cortaderie y —F. graminearum
— Inearum 02 —F. heterosporum
T s B 80,59 95,00 26,67 96,25
=—F. trincinctum
g m 55,17 92,70 20,69 86,33
90,9 97,38 59,09 94,64
88,46 93,13 84,61 84,76
206k
- 73,25 97,34 60,46 85,71
02 3(l)0 4(.)0 51.:)0 61:)0 7(‘)0 8{)0 9(l)0 1000 08 360 4(.)0 5(.)0 61:)0 7(.)0 8(.)0 9(.)0 1000
Wavelenght (nm) Wavelenght (nem) 60,00 100,00 31,58 99,41
Figura 3 — Espectros médios (esquerda) e pré-tratados na média (direita) das espécies de
cevada nativa m 90,00 96,54 95,24 97,04

O método PLS-DA foi utilizado para analisar o resultado da

. - . . - . . Tabela 3: Resultados do método PLS-DA aplicado aos espectros da cevada nativa
classificagao das espécies utilizadas a partir dos dados espectrais.

XXXII Congresso de Iniciacdo Cientifica da Unicamp — 2024 4



A partir destas tabelas observa-se que as espécies apresentaram bons resultados na calibracdo.
Algumas espécies como a F. tricinctum (95,24; 97,04) e F. cortaderie (95,00; 90,20) também foram
classificadas com consideravel sucesso no teste, assim como no trabalho de Conceigéao et al. (2021) em que
foi obtido éxito na classificagao de duas espécies de Fusarium (F. verticillioides e F. gramineraum) através da
analise de espectros por PLS-DA. O erro de classificagdo pode ter ocorrido devido ao alto numero de
espécies utilizadas em um algoritmo relativamente simples , outra fonte de erro pode ser a falta de informacao
na faixa espectral analisada. Citar os

O erro de classificagao observado neste trabalho pode ser consequéncia de diversos fatores incluindo
o grande numero de espécies utilizadas em um algoritmo relativamente simples e a falta de informagdes na

faixa espectral analisada.

CONCLUSOES

Pode-se concluir, com base nos dados obtidos neste projeto, que a técnica espectroscopica utilizada

apresenta relevante informagao quimica para a classificagdo correta das espécies. Porém, precisam ser
realizadas melhoras nos parametros de teste para que todas as classes apresentem dados de performance
melhores. Para isso, seria interessante o uso de algoritmos mais complexos como o0s ndo lineares para a
analise destes dados, que possibilitem a construcdo de um modelo mais assertivo, e/ou a utilizacdo de
técnicas ndo destrutivas que ajudem a complementar as informagdes quimicas da faixa do UV-Vis, como

espectroscopia Raman, NIR e MIR.
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