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Resumo

A segmentacdo de imagens microscopicas € essencial para obter estatisticas precisas de populactes
microbiolégicas. Técnicas convencionais de visdo computacional apresentam limitac6es ao lidar com
agrupamentos de microrganismos da mesma linhagem, como leveduras e fungos filamentosos,
frequentemente segmentando erroneamente duas ou mais entidades como uma Unica. O aprendizado
profundo supervisionado pode melhorar esses resultados, mas requer grande volume de imagens
rotuladas manualmente para treinamento, o que é demorado. Uma solugdo de segmentagdo néo
supervisionada para imagens de leveduras e fungos eliminaria a necessidade de dados rotulados e
superaria desafios de grupos semelhantes. A arquitetura U-Net, um autoencoder que gera mascaras
de segmentacéo, foi adaptado com variagées de filtros, camadas e pds-processamento. O objetivo foi
utilizar a U-Net para segmentacdo precisa de imagens de leveduras, abordando erros comuns e a
dependéncia de dados manualmente rotulados, nesse estudo foi capturado as imagens de 7 cepas
distintas entre esses 3 de leveduras e 4 de fungos filamentosos para o estudo da ferramenta U-Net.
Palavras-chave: leveduras, fungos filamentosos, U-Net, segmentac¢do de imagens, cepas.

Area do Conhecimento: (Biologia Geral e Ciéncia da Computac&o)
Introducéo

A selecdo de imagens por microscépio desempenha um papel crucial na obtengéo de estatisticas
precisas sobre qualquer tipo de popula¢des microbioldgicas como a identificacdo de diferentes cepas
de leveduras e fungos filamentosos. Leveduras e fungos filamentosos sdo ambos classificados no reino
Fungi, mas apresentam diferencas marcantes em termos de estrutura, forma de crescimento e
aplicacdo biotecnolégica. Por isso um método que identifique essas diferencas de forma simples ira
auxiliar na Biologia celular, principalmente por identificar semelhancas e diferencas cruciais em seu
cultivo. Embora técnicas convencionais de visdo computacional oferecam resultados aceitaveis, elas
apresentam limitagGes, especialmente ao lidar com agrupamentos de entidades microscopicas da
mesma linhagem, como leveduras da mesma familia (HANSON et al., 2018; PRADO et al., 2024). Em
tais cenarios, algoritmos convencionais frequentemente cometem erros ao segmentar duas ou mais
bactérias desses grupos, tratando-as como uma Unica entidade.

As leveduras sao fungos unicelulares, geralmente esféricos ou ovais. Elas crescem principalmente
como células isoladas que se reproduzem por brotamento (gemulacdo) ou fissdo binaria. Esses
microrganismos crescem em forma unicelular, formando coldnias semelhantes a bactérias em meios
sélidos. Elas reproduzem-se principalmente de forma assexuada por brotamento, mas algumas
espécies também se reproduzem por esporulacdo sexual (HILARES et al.,, 2020). Essas sédo
encontradas em ambientes ricos em acgUcares, como frutas, néctar e solos ricos em matéria organica.
Além disso, elas sdo amplamente usadas em processos industriais, como fermentacao alcodlica (por
exemplo, Saccharomyces cerevisiae na producéo de cerveja, vinho e pdo), além de serem modelos de
estudo em biologia molecular e biotecnologia. Outras leveduras como a Candida tropicalis,
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Scheffersomyces stipitis e  Scheffersomyces parashehatae séo utilizadas para producdo de
bioprodutos de alto valor agregado como o xilitol que é um adocante dietético (JOFRE et al.,2021). As
leveduras sdo de suma importancia para a industria farmacéutica e alimenticia.

Ja os fungos filamentosos séo multicelulares que crescem como longos filamentos chamados hifas.
Essas hifas se ramificam para formar uma rede densa chamada micélio. Os fungos crescem em forma
de filamentos, expandindo-se radialmente em meios sélidos. As colbnias geralmente tém uma textura
de algodéao ou veludo devido a formacao de hifas. Esses se reproduzem tanto assexuadamente (por
esporos conidiais) quanto sexualmente (por esporos meioticos), dependendo da espécie e das
condicdes ambientais. Sdo utilizados na producéo de enzimas industriais, antibiéticos, acidos organicos
(como acido citrico por Aspergillus niger) e outros bioprodutos. Eles também desempenham um papel
significativo na biodegradacéo e na producdo de compostos bioativos. Outros fungos como o Monascus
Ruber sdo encontrados no arroz vermelho e produzem farmacos como a lovastatina que combate o
colesterol o Aspergillus terreus também produz lovastatina mas ndo produz pigmentos como o M. ruber
ja o Aerobasidious puluans produz pigmento e biopolimero (HILARES et al.,, 2020). Podem ser
encontrados em uma ampla gama de ambientes, desde solos até matéria organica em decomposicéo,
e até em ambientes aquaticos. Esses microrganismos sao de suma importancia para a biotecnologia
com a produgédo de diferentes produtos de interesse comercial.

A aplicacédo de aprendizado profundo supervisionado possui 0 potencial de aprimorar esses
resultados, mas exige uma extensa colecdo de imagens selecionadas manualmente para o treinamento
do modelo. No dominio das imagens microscopicas de microrganismos, esse processo de sele¢ao
envolve a anotacdo manual de cada espécie presente em cada imagem, consumindo uma quantidade
consideravel de tempo. Uma solucdo para a segmentacdo ndo supervisionada de imagens
microscopicas de leveduras e fungos filamentosos ndo sé eliminaria a necessidade de dados rotulados,
mas também abordaria os desafios associados a grupos de leveduras semelhantes (FROHLICH e
MADEO, 2000; CAMPBELL et al., 2006).

A arquitetura U-Net funciona como um autodescoberta, utilizando camadas totalmente
convolucionais para aprender e criar uma representacdo da imagem de entrada enquanto gera
simultaneamente uma mascara de segmentacado correspondente. Nesse processo, a funcao de perda
de reconstrucdo do autoencoder e a funcdo de perda de corte normalizado suavizado da camada de
codificacdo sdo minimizadas (HAPSON et al., 2018). Em seguida, dois passos de pds-processamento
sdo aplicados para derivar a segmentacdao final da imagem fornecida. Essa arquitetura sera adaptada
para permitir variagdes no numero de filtros, no nimero de camadas utilizadas e nos passos de poés-
processamento.

A abordagem proposta visa otimizar a rede U-Net e investigar a viabilidade de sua aplicagdo na
segmentacdo de imagens microscopicas de leveduras. O objetivo foi abordar de forma eficaz os
desafios mencionados: erros associados a segmentacao de grupos de leveduras semelhantes da
mesma familia e género, mas de espécies diferentes, e a exigéncia de grandes quantidades de dados
rotulados manualmente (HAPSON et al., 2018). Nesse trabalho foi elaborado um banco de imagens de
fungos filamentosos e leveduras compondo um material para a aplicacédo da tecnologia de rede U-Net
para identificac@o dessas espécies por suas diferencas, este estudo ainda esta em andamento mas os
dados preliminares estdo apresentados nesse resumo, onde alguns microrganismos foram expostos
para elucidar as diferencas entre essas espécies de microrganismos.

Metodologia

Captura das imagens: Para ser realizado esse processo foi realizado o cultivo de 7 cepas
diferentes de microrganismos 3 cepas de leveduras (Sacaromyceas cerevisiae, Candida tropicalis e
Scheffersomyces pashehatae) os quais seguiram as condi¢cdes de cultivo descritas por Prado et.
al.,(2023). As cepas de fungos filamentosos foram 4 (Aspergillus terrus, Aerobasidious pulluans,
Monascus ruber, Monascus purpureous) o meio de cultivo foi descrito por HILARES et al.,(2018) e de
OLIVEIRA FILHO et al., (2023).

ApOs seu cultivo foi realizada a captura das imagens por fotografia de Microscopia Optica
(Microscopio metalogréfico polarizado -Diglab) com o aumento de 100x e 1000x, esse é alcancado
usando uma combinag&o de uma lente objetiva de 10x e uma lente ocular de 10x e 100x. Os principais
pontos foram: A lente objetiva de 10x e a ocular de 10x e 100x combinam-se para fornecer um aumento
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total de 100x e 1000x. A iluminacéo foi feita com luz visivel que atravessa a amostra, formando uma
imagem ampliada. Com esse aumento, foi possivel observar células grandes como as de fungo,
bactérias e estruturas celulares basicas como micélio e hifas.

Tratamento das imagens: Foi utilizado a tecnologia U-Net que € uma técnica poderosa para
segmentacdo de imagens profundas, sendo capaz de capturar tanto caracteristicas globais quanto
detalhes finos, tornando-a ideal para tarefas que exigem precisdo na classificacdo de cada pixel em
uma imagem, diferenciando com essa técnica as fotografias de leveduras e fungos filamentosos. A
imagem passou pelo caminho de contratacdo (encoder), onde suas caracteristicas sdo extraidas e
resumidas em mapas de caracteristicas menores e mais abstratos. Em seguida, ela sera processada
pelo caminho de expanséo (decoder), onde é reconstruida em uma mascara de segmentacéo. A saida
final € uma méascara de segmentacdo onde cada pixel é classificado como parte de uma classe
especifica (por exemplo, célula ou fundo). Apés o treinamento, pode-se alimentar novas imagens
microscépicas na U-Net para gerar mascaras preditivas onde as células sdo segmentadas. A saida sfoi
uma mascara binaria onde os pixels correspondentes as células tém o valor 1. Assim, houve a
preparacao de imagens e mascaras de célula com os seguintes passos:

Implementag&o da U-Net em uma biblioteca como TensorFlow/Keras ou PyTorch.
Treinamento da rede.
Realizagéo de inferéncia para segmentar novas imagens.

Contagem e analise de células segmentadas.

Resultados

A U-Net, como modelo de segmentacédo de imagens, foi aplicada tanto para imagens de fungos
filamentosos quanto para imagens de leveduras, mas as diferencas estruturais e morfolégicas (Figura
1) desses microrganismos resultam em variacbes na segmentacdo e interpretacdo das imagens
elaboradas por microscopia. Ao detalhar as principais diferencas ao usar a U-Net para segmentar
imagens de fungos filamentosos e leveduras encontram-se com uma morfologia diferente como
explicado a seguir. Foi utilizado uma contagem pelas fotografias ampliadas apds o tratamento
fotografico para poder identificar e quantificar estruturas celulares como hifas e micélios.

Na Figura 1 é possivel identificar as estruturas diferenciadas para leveduras e fungos filamentosos,
as leveduras na Figura 1A- apresenta a estrutura de forma arredondada e ovalada é possivel contabiliza
0 numero de células (26 células ) com o auxilio da ferramenta U-Net, j& na Figura 1B- o fungo
filamentoso apresenta micélio e hifas bem definidos o que diferencia ambos os microrganismos. J& na
Tabela 1 cada figura representa as espécies de leveduras e fungos estudadas, na ferramenta U-Net,
essas foram capturadas para abastecer o software, essas podem ser contabilizadas através da
imagem, sendo que a Scheffersomyces parashehatae apresentou o0 maior nimero de células (26) por
cm?, ja a C. Tropicalis apresentou o0 menor numero de células (7) por cm?, ja para a classe dos fungos
ambos contém um micélio e as hifas varia sendo que M. ruber apresentou até 10 hifas. Essas também
apresentam as suas diferencas sendo que as leveduras (Scheffersomyces parashehatae, .Candida
tropicalis, Sacaromyceas cerevisiaesdo) ovais e o0s fungos filamentosos (Monascus ruber,
Aureobasidium pullulans, Aspergilus terreus) com hifas e micélios.
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Figura 1 —Imagens de a) levedura b) fungo filamentoso.
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Nome Cientifico

Classificacéo

Quantidade de células

Imagem*

Sacaromyceas
cerevisiae

Candida tropicalis

Scheffersomyces
parashehatae.

Monascus ruber

Aureobasidium
pullulans

Aspergilus terreus

Levedura

Levedura

Levedura

Fungo filamentoso

Fungo filamentoso

Fungo filamentoso

8 células por cm?

7 células por cm?

26 células por cm?

1 micélio com 10 hifas
por cm?

1micélio e 3 hifas por
cm2

1 micélio e 4 hifas por
cm2

Fonte: Préprio autor * Imagens tiradas em microscépio Gptico pelo autor

Discusséo

1. Morfologia e Estrutura Diferentes
® Fungos Filamentosos: Os fungos filamentosos, como Aspergillus pullulans, Aspergillus
terreus e Monascus ruber ou purpureous, séo caracterizados pela formacédo de hifas, que sédo
longos filamentos ramificados. As hifas crescem formando uma rede complexa chamada
micélio como descrito por CENTENO et al.,(2023).Na segmentacdo dessas imagens, a U-Net
precisa lidar com a identificacdo e distingdo de estruturas longas e ramificadas, onde a
continuidade dos filamentos é crucial. A complexidade das ramificagBes, com intersecfes e
sobreposi¢cOes de hifas, pode ser um desafio para a segmentacdo precisa, exigindo que o
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modelo capture essas estruturas complexas sem perder detalhes retratado na Figura 1 e
diferenciado na Tabela 1.

® |eveduras: Leveduras, como Saccharomyces cerevisiae, Candida tropicalis, S. parahehatae
sdo fungos unicelulares que se reproduzem principalmente por brotamento. Elas tém uma
forma arredondada ou ovalada, sem ramificacdes complexas como reportam CAMPBEL et al.,
(2006) e de OLIVEIRA FILHO et al., (2023). A segmentacdo de leveduras com a U-Net se
concentra em identificar células individuais e, em alguns casos, distinguir células em
brotamento. Desafios surgem quando as células estdo agrupadas ou muito préximas, pois o
modelo deve ser capaz de diferenciar células justapostas que podem parecer uma Unica
entidade. Porém com o tratamento da imagem essas células sdo visivelmente identificadas
como identificado na Figura 1 e diferenciado na Tabela 1.

Com o aprimoramento da ferramenta U-Net foi possivel diferenciar a segmentacgéo precisa
de 70% de hifas em 100% dos micélios densos que em um primeiro momento pode ser
complicada devido a sobreposicdo e intersecdo dos filamentos. Ja, para as leveduras foi
possivel trabalhar a capturar de 70 % de ramificacdes corretas que é essencial para a analise
gquantitativa e qualitativa das leveduras. Sendo segundo CENTENO et al., (2023) o principal
desafio superado para as leveduras a segmentacdo de células agrupadas ou aglomeradas,
onde o modelo precisou evitar a fusdo de células adjacentes.

Concluséo

Foi possivel com a utilizacdo da tecnologia U-Net consolidar um banco de imagens para
identificar leveduras e fungos filamentosos. Com a melhoria da ferramenta U-Net, foi possivel realizar
a segmentacao precisa de hifas em micélios densos nas imagens de fungos filamentosos como por
exemplo da espécie M. ruber. Para as leveduras, a ferramenta permitiu capturar de forma correta as
ramificagbes, o que € essencial para andlises qualitativas da mesma. Essa ferramenta contribuiu de
forma significativa para a area da biologia, pois essa auxilia identificar tipos de contaminacdes em
cultivos laboratoriais desses grupos de microrganismos. A U-Net possibilitou uma melhoria na
segmentacao das leveduras fe a distingdo entre células agrupadas ou aglomeradas. Para trabalhos
futuros, essa ferramenta U-Net poderd contribuir para identificar mais estruturas celulares como
membrana plasmatica e mitocdndrias dentro das células de microrganismos, essa também podera ser
utilizada para bactérias.
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