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omunicaao

Infestacdes de insetos sdo causa de grandes perdas
na producao agropecudria. O controle destas
infestacdes é necessario para maximizar o potencial
produtivo e manter a qualidade do produto. Acdes
de controle sdo baseadas no monitoramento
constante da presenca e da gravidade da
infestacdo. Dependendo deste grau de infestacao,
as alternativas de controle e mitigacdo podem ser
diferentes.

O monitoramento é tradicionalmente praticado

com base em coletas manuais e armadilhas
entomoldgicas, seguido da identificacdo taxondémica
de um especialista. Sdo diversos os tipos de
armadilhas que podem ser utilizadas, dependendo
do tipo de inseto a ser monitorado e das condicdes
do espaco em questdo. Tradicionalmente, as
armadilhas adesivas sao ferramentas eficientes para
0 monitoramento quantitativos de diversos tipos de
insetos. Elas podem ser adquiridas em diferentes
cores ou com associacao de feromoénios especificos
para a atracao dos insetos. Sao muito comuns,

por exemplo, para o monitoramento e controle da
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mosca-das-frutas (Diptera: Tephritidae) (MONTES;
RAGA, 2006; SOUZA et al., 2008; GUAJARAI et
al., 2004).

No entanto, a contagem manual destas armadilhas
pode ser muito trabalhosa, desperdicando o

tempo do técnico ou do cientista e, muitas vezes,
comprometendo a agilidade na apresentacao

de laudos ou diagnésticos. Encontramos esta
dificuldade no diagnéstico das infestacdes de
moscas da familia Sciaridae (Diptera), que tem
ocorrido em grandes populacdes em patios de
armazenagem de toras de madeira (SCHUHLI et
al., 2012). Tradicionalmente, estas moscas ja eram
conhecidas por infestar casas de vegetacao, estufas
de fungos, flores ornamentais e frutas silvestres.
Varios podem ser os danos ocasionados por estes
pequenos mosquitos. Em seu estagio jovem, eles
podem transmitir diversos patégenos em vegetais,
como Pythium, Botrytis, Verticillium, Fusarium,
Thielaviopsis, Cylindrocladium e Sclerotinia. Podem
também ocasionar dano fisico pela alimentacao
das larvas. Este dano pode chegar a niveis que
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comprometem a viabilidade da muda (POWELL;
LINDQUIST, 1996; PAIVA, 2004). Quando

em grande nimero, os adultos destes insetos
oferecem um incémodo sério, chegando a impedir
o desenvolvimento das atividades corriqueiras dos
trabalhadores no local e dos moradores do entorno.
Estes insetos formam grandes massas, que sao
dispersas facilmente pelo vento, invadindo areas de
entorno e tornando insalubres os locais que infesta
(SCHUHLI et al., 2012).

Até o momento, as técnicas mais comuns de
monitoramento e controle destes insetos sao as
armadilhas adesivas amarelas e a contagem de
imaturos em discos de batata (HARRIS et al., 1995;
SANTOS et al., 2012), que sao avaliados por
contagem visual.

Para aperfeicoar a contagem destes insetos em
armadilhas, levantamos opc¢des de andlise de imagens
das armadilhas para a contagem automatica. Partimos
da experiéncia que tinhamos com o software ImageJ
(SCHNEIDER et al., 2012). Trata-se de um programa
desenvolvido em Java e de cédigo de dominio publico,
com uma extensa variedade de aplicacdes cientificas.
O programa permite processos de edicao, andlise e
processamento de imagens de diversas naturezas.
Sua arquitetura Java aberta permitiu que diferentes
programadores desenvolvessem plugins de extensao
para fins especificos.

Por ser um programa de dominio publico, ele estara
sempre disponivel de forma gratuita. Isto fomenta o
desenvolvimento de novos plugins e manutencoes
das versdes. O acesso livre a ferramenta nos levou

a adotar a tecnologia, de forma que possa ser
transferida para fins similares em atividades de
monitoramento de pragas, por diferentes perfis de
usudrios, sem que o software represente um novo
custo. Prevemos como usuéarios do método tanto
produtores que queiram desenvolver o monitoramento,
quanto prestadores de servicos ou pesquisadores que
desejem adaptar a tecnologia para novas pesquisa ou
no controle de pragas.

Uma das funcdes do programa é a anélise

de particulas, na qual é possivel estabelecer
pardmetros de contagem de objetos. A ferramenta
é utilizada em processos de analise de materiais,
como em nano particulas e na contagem de tipos
celulares sanguineos.

Para a entomologia florestal, a possibilidade de
aplicacao das ferramentas deste programa é

inédita e pode ser de grande auxilio para diversos
procedimentos. Em paralelo ao monitoramento de
Sciaridae, atualmente estamos testando a contagem
de Psilideos em armadilhas amarelas adesivas

e também para determinacdo de concentracao

de nematdides entomopatogénicos em solucdes
destinadas como doses para o controle de Sirex
noctilio (Hymenoptera: Siricidae). Desta forma, esta
comunicacao se prop0e a apresentar os ajustes
desta ferramenta do ImagedJ para a contagem
automatica de insetos, esteja o material preso em
armadilhas adesivas ou capturado em via liquida
(em &agua, etanol ou qualquer outro liquido).

As condicbOes a serem cumpridas para permitir a
automatizacao da contagem sao:

a) A possibilidade de registro de todos os elementos
a serem contabilizados em foco em uma Unica
fotografia (o que pode ser conseguido a partir de
multiplas fotos de focalizagbes sequenciais).

b) Que o elemento a ser contabilizado possa ser
distinguido em classes de tamanho.

Este é o primeiro registro de aplicacao desta
ferramenta para contagem de armadilhas adesivas.
Ele é importante para descrever a possibilidade

de aplicacdo deste software para esta contagem
especifica, desonerando em muito a dedicacao de
técnicos e pesquisadores. Diversos insetos que
demandam este controle podem ser verificados por
meio desta tecnologia.

Notacdes para este comunicado

Para auxiliar na compreensao dos procedimentos
com o programa Imaged, é importante definir a
forma como apontaremos as agcdes no programa.

Acdes no menu serdo indicadas em negrito e em
inglés, pois a versao atual 1.47a ainda nao dispoe de
traducdo para a lingua portuguesa. Se houver mais de
uma acao sequencial, notaremos através da barra da
seguinte maneira: se demandarmos o comando “novo
arquivo” este sera assim indicado:

File/New

De tal forma que facilmente se distinga que o
comando “New” estéa localizado no menu “File”.
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Comandos disponiveis através de botdes serao
indicados pelo nome conforme seguinte orientacao
(Figura 1):

File Edit Image Process Analyze FPlugins Window Help
Mo/ elolcalwhalalplel [214]007] | | [
Aﬂut\magej

Indicacao Comando

Rectangular, or rounded rectangular
selections

Oval, elliptical or brush selections

1

Polygon selections

Freehand selections

Straight, segmented or freehand lines or
arrows

Angle tools

Point or multi-point selections
Wand (tracing) tools
Text tool
Magnifying glass
Scrolling tool

Color picker

Pencil tool
Paintbrush tool
Flood fill tool

About ImageJ

17 More tools

> o2 ©®ONO® O RN

Figura 1. Figura com a barra de ferramenta do programa ImageJ,
descrevendo abaixo as principais ferramentas e atribuindo um
numero de referéncia que serad usado no texto para apontar as

ferramentas.

Sugere-se que se proceda a validacao antes de
qualquer utilizacdo deste método de contagem
automatica. Isto é feito mediante a comparacao dos
resultados de contagens automaticas e manuais. Cada
objeto de estudo carece de uma avaliacdo cuidadosa
para validar ndo o processo em si, mas 0os parametros
utilizados nas condicOes peculiares de cada avaliacao.

Obtencao do programa

O programa pode ser encontrado em diversos
repositorios, sendo o principal o site do Research
Services Branch (RSB) do National Institute of
Mental Health (NIMH) e National Institute of Mental
Disorder and Stroke (NIMDS) do governo dos
Estados Unidos.

Péagina principal do
Research Services
Branch (RSB)
Péagina principal do
ImageJ

Pagina permanente
da documentacéao
(manual)

http://rsbweb.nih.gov/
http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html

http://imagej.nih.gov/ij/docs/guide

Na péagina principal do ImageJ pode-se ter acesso
a diversos documentos do programa, descrevendo
suas implementacdes. Pode-se examinar e obter
novos plugins, bem como ter acesso as listas de
discussao e a ferramentas para desenvolvimento.

Instalacdo do programa

Além do cédigo fonte para a compilacao em cada
sistema operacional (SO), a pagina principal do
programa, na secao de “Downloads” dispde também
de executaveis especificos para a instalacao do
programa em cada SO, verificando a necessidade
de atualizacao da versao e da plataforma Java
(JRE). Atualmente, existem executaveis de auto-
instalacao para diversas versoes de Windows, Mac
OSX e Linux. Em Linux, ele também se encontra
nos repositérios oficiais das maiores distribuicoes
(Ubuntu, Open Suse e Fedora, por exemplo). Para
instalacao via apt em sistemas Debian, pode-se
usar o comando “sudo apt-get install imagej” via
terminal.

Pagina de

downloads http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html

Metodologia para a contagem
1) Registro fotografico

Para ilustrar o método, iremos expor a metodologia
com base na armadilha adesiva amarela. O
procedimento pode facilmente ser extrapolado
para outros objetos de estudo, como, por
exemplo, uma solucdao de nematdides ou de
insetos coletados em etanol em armadilha
luminosa. A viabilidade de extrapolagao parte da
possibilidade de um registro fotografico, onde
todos os objetos a serem contados possam estar
no mesmo plano de focalizagcdao. No caso de
solucodes, isto pode ser facilmente conseguido
vertendo-se o liquido sobre uma placa-de-petri
ou equivalente. Outra possibilidade é a fusdo de
vérios registros fotograficos em planos seriais
para o processamento de uma imagem composta
(stacking), onde todos os elementos em foco em
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cada plano possam ser apresentados em uma foto
final. Ndo iremos nos concentrar nesta alternativa,
mas o ImagedJ pode processar esta composicao
final a partir de uma série de fotos em diferentes
niveis de focalizacdo com o uso do stack focusser
plugin (disponivel em: http://rsbweb.nih.gov/ij/
plugins/stack-focuser.html).

E importante que a armadilha esteja esticada
em superficie plana para permitir o registro
fotografico de todos os espécimes capturados
em foco. Para isto, usamos uma plataforma

ou tripé onde fixamos a armadilha e a cadmera
para o processamento da imagem. Cameras que
permitam resolucao maior que 3 megapixels
foram suficientes para permitir a distincao de
insetos de dimensdes relativas aos Sciaridae de
nosso interesse. Os micro-diptera desta familia
apresentam de 1-7 mm de comprimento (MENZEL
et al., 2003). E comum que, ao se resgatar a
armadilha em campo, esta seja protegida em
plastico ou outra superficie protetora. Se esta
protecao nao oferecer maiores distorcoes de
reflexdo, a documentacao e contagem ainda é
possivel. Uma boa iluminacdo pode melhorar a
captura de imagens sem reflexdes.

Se as dimensdes da armadilha sdo conhecidas

e fixas nao é necessario fazer uso de indicacao

de escala. Mas, se existe variacdo, é importante
que se inclua um elemento de escala na foto.

Isto pode ser feito de diferentes maneiras, desde
que seja possivel relacionar um objeto a correta
dimensdo. Pode, por exemplo, ser feito recortando-
se uma fita adesiva em um pequeno retangulo a
ser colado préximo ou sobre a armadilha (desde
que, obviamente, ndo cubra nenhum material a ser
contabilizado).

2) Transformacao da imagem

Excute o programa ImageJ e carregue a imagem
fotografada da armadilha com o comando “Open”
do menu “File”(Figura 2).

File/Open

Com a ferramenta de selecdo retangular [1] delimite
a area a ser examinada. No menu “Image” selecione
o comando “Crop” (Figuras 3 e 4).

|New -
Open... Ctri+0

Open Next Ctri+5hift+0
Open Samples [
Open Recent L
Impert L=

Close Ctri+W

Cloze all

Save Ctri+5

Save As ==
Revert Ctrl+R

Fage Setup...
Print... Ctrl+P

Quit

Figura 2. Opcdes de submenus e comandos do menu “File”.

Image/Crop
Type —
Adjust L=
Show Info... Ctrl+1
Properties... Ctri+5Shift+P
Color [
Stacks =
Hyperstacks [
Crop Ctrl+Shift+3
Duplicate... Ctri+Shift+D
Fename...
Scale... Ctrl+E
Transform L=
Zoom [
Overlay L=
Lookup Tables L=

Figura 3. Comandos e submenus do menu “Image”.

— e - —

[ s

2304x1728 pixels; RGB; 15MB
s

File Edit | Image Process Anakze FPluging  Window Help
I O cc| e ) 0]d]alz] | | |=
Adjust L= 3
Show Infe... Ctri+l
Properties..,  Ctrl+Shift+P
3 ~ color =
I ctocks [
Hyperstacks =2

k"

Crop Ctrl+Shift+3
Duplicate...  Ctrl+Shift+D
Rename...

Scale... Ctri+E
Transform L=
Zoom =
overlay

At

Lookup Tables =

Figura 4. Imagem da armadilha carregada no programa, selecao

através da ferramenta retangular e menu “Image”.

3) Atribuindo escala

Com a ferramenta de linha [5], trace uma linha
que tenha equivaléncia com uma das medidas
conhecidas. Por exemplo, na figura 5 foi tracada
a linha na largura da armadilha que tinha um
comprimento conhecido de 11 cm. No menu
“Analyze” acione o comando “Set Scale” para o
didlogo de relacao entre medida entre pixels do
objeto tracado e medida conhecida.
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Analyze/Set Scale

Na janela de didlogo resultante do comando “Set Scale”
pode-se estabelecer o valor conhecido no item “know
distance” (distancia conhecida), bem como a “Unit

of length” (unidade de comprimento). Esta relacao
estabelecerd uma escala para o trabalho (Figura 6).

ImageJ
File

mlfs]

Process | Analyze  Plugins
-+ §\|E‘Measure

Analyze Particles...
Summarize
Distribution...
Label
Clear Results

window
Ctrl+M

Edit Image
clol= 2

Image] 1.47a { Java 1.7.0_25 (32-bit

Set Measurements...

Set Scale...
Calibrate...
Histogram
Plot Profile
Surface Plot...

Ctrl+H
Ctri+K

Figura 5. Ferramenta de linha desenhando uma dimenséao
previamente conhecida (largura) para atribuicdo de escala e menu

“Analyze”.

Distance in pixels: Ei

Known distance: [11.00

Pixel aspect ratio: [1.0
Unit of length: |cm

Click to Remove Scale

UGlobal

Scale: 86.455 pixels/em

Ok Cancel | Help

Figura 6. Janela de didlogo do comando “Set Scale” para

referéncia de escala.

Image/Adjust/Treshold

4) Decompondo a imagem

Para aperfeicoar a contagem, duas alteracdes

sdo oportunas para reduzir a imagem original em
formatos que oferecam a descricao de cada pixel,
ou seja, em formato raster ou bitmap. A primeira
transformacao é a de suprimir as cores em tons
de cinza. Isto pode ser feito com o comando de
“8 bits”, disponivel no submenu “Type”, do menu
“Image” (Figura 7).

Image/Type/8 bits

[Type o webit
Adjust [ Clls-bit
Show Info... Ctrl+] | 32-bit
Properties...  Ctrl+Ghift4p | — 5Dit Color
ol o DETaTy
Stacke - IRGB Stack
Hyperstacks [ |HSB Stack
Crop Ctrl+ Shift+3

Duplicate... Ctrl+Shift+D

Rename...

Scale... Ctrl+E

Transform [

Zoam [

Overlay [

Lookup Tables [

Figura 7. Menu “Image” e submenu “Type” indicando o comando

8-bit para a transformacao da imagem em formato de 8 bits.

Depois, é necessario reduzir o limiar ou a tolerancia

da imagem, no intuito de somente considerar as
bordas dos insetos e nao artefatos originados de
eventual sujeira ou distor¢cdes de luz na captura da

imagem. Isto pode ser feito de diferentes maneiras e
aperfeicoado para cada situagcado. Sugerimos utilizar

o comando “Treshold”, do submenu “Adjust”, do
menu “Image”. Este comando invoca uma janela
de didlogo onde se pode estabelecer os niveis

de tolerancia de imagem para que se contabilize
somente as bordas dos insetos. Isto transformara
a imagem em tons de branco e preto absoluto, o

que permitird ao programa reconhecer as bordas ou

limite de cada objeto a ser contado (Figura 8).

¥

File Edit | Image Process Analye Plugins  Window Help P .
=T -
E | [elslafz] | | [~
|Adlust = |Br\ghtnesstomtrast... Ctrl+Shift+C
Showmfo.. ctirl  windowieve. B 000 threshoid |
Properties... Ctrl+Shift+P Color Balance... 3 -
Color -~ Threshold... ctrl+shiftT | T )
¥ v Stacks | calor Threshold...
Hyperstacks L= |Gize... ED o
Ll
crop Ctri-shift+x | Canvas Size., - El ] = s
Duplicate... Ctri+shift+p  HN® W‘[it‘h“‘ - 1
Rename... » Default | Red =]
*  Scale... Ctri+E el
" Transform 55 \ UlDark background  CIStack histogram
R + zoom L= i ,l
~ ; Gty - o «! ‘ y Auto| | Apply| Reset| Set
A - “
Lookup Tables [ N b b i. i

Figura 8. Menu “Image”, submenu “Adjust” e janela de didlogo c

niveis de tolerancia de imagem.

s = g °
om parametros do comando “Treshold”, onde pode-se estabelecer os
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5) Executando a contagem

Depois de decomposta em formato raster, a
contagem de insetos pode ser feita a partir do
comando “Analyze particles”, do menu “Analyze”.

Analyze/ Analyze particles

Este comando invocara uma janela de didlogo onde

é possivel estabelecer diversas opcoes de contagem
e resultados (Figura 9). Se a escala foi estabelecida
no passo 3, o didlogo apresentard uma faixa de
selecdo de area (cm?, por exemplo) para a contagem.
Esta alternativa permite manter a contagem em uma
faixa de tamanho, excluindo eventuais insetos que
nao sejam interesse da observacao. Em nosso caso,
capturas de Tachinidae, Muscidae e Tipulidae sado
excluidas da contagem por meio desta ferramenta.
Pode-se também atribuir um grau de circularidade
para considerar as medidas. Este grau varia de O
(completamente linear) a 1 (completamente circular).
E possivel solicitar ao programa que apresente

uma figura com as linhas de contorno dos objetos
considerados ou ainda elipses, mascaras (sobre

a figura original) e outras opcdes, para verificar

a eficiéncia dos pardmetros selecionados para a
contagem na caixa de selecao “Show” deste menu
(Figura 10). Opcdes de resultado podem ser marcadas
para solicitar resumo da contagem (“Summarize”)

ou descricao de cada item contabilizado (“Display
results”) (Figura 11). O resumo dos resultados lista
as caracteristicas das amostras contabilizadas e pode
ser utilizado para validar os parametros utilizados (por
exemplo, verificando a variacdo de area para cada
objeto, o que pode indicar heterogeneidade entre as
amostras). Tanto a janela de Sumario (“Summary”)
quanto a de resultados (“Results”) pode ser exportada
em formato de extensao para programas de planilhas
(*.xls), permitindo diversas opcdes de andlises
estatisticas sobre os dados.

- Analyze Particles
Size (e~ 2): (0.01-0.08

_IPixel units

Circularity: [0,00-1.00
Show: Overlay Masks

W Display results

_IExclude on edges

_IClear results

W Summarize

_lidd to Manager

OK Cancel| Help

linclude holes
_IRecord starts
Clin situ Show

Figura 9. Janela de didlogo com os parametros do comando
“Analyze particles” do menu “Analyze”, onde é possivel
estabelecer diversas opcoes de contagem e resultados.
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Figura 10. Resultado da contagem expresso em mascara de
sobreposicao (“Overlay Masks”) sobre a imagem original. Pode-se
notar os nimeros atribuidos a cada objeto. Note que objetos fora

da faixa de tamanho apontada foram ignorados na contagem.

File  Edit Font
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Figura 11. Janelas de sumadrio (“Summary”) e de resultados
(“Results”), ambas resultantes opcionais do comando “Analyze
Particles”. Em “Summary”, pode-se obter o nimero total da contagem,

e em “Results”, os detalhes de medidas de cada particula contada.

6) Refinamentos da imagem

Em determinadas condicdes, as armadilhas podem
conter muita sujeira ou problemas no registro da
imagem (por exemplo, o plastico usado para recobrir
a armadilha ficou muito dobrado, causando chanfras
e/ou reflexdes). Uma alternativa para tentar filtrar
estes artefatos pode ser o ajuste de brilho ou
contraste ou niveis conforme os comandos abaixo,
antes do ajuste de tolerancia.

Image/Adjust/Brightness Contrast
Image/Adjust/Window level

Quando houver itens a serem computados em
sobreposicao, é viavel utilizar o commando
“Watershed”, no submenu “Binary”, do menu
“Process”.
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Process/Binary/Watershed

Esta opcao deve ser utilizada com parcimonia,
pois, como os insetos a serem processados nao
obedecem a um contorno circular homogéneo, isto
pode resultar em divisdao da area de asas do corpo
do inseto e contabilidade enviesada. Porém, para a
contagem de ovos, larvas e outros elementos pode
ser uma ferramenta importante para a distincao de
elementos sobrepostos.
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