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RESUMO

COSTA, Ana Lucia Aranha da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2024. ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PROXIMO E ANALISE DE
IMAGENS MULTIESPECTRAIS PARA CLASSIFICACAO DE SEMENTES DE
CRAMBE QUANTO AO POTENCIAL FISIOLOGICO. Orientador: Luiz Antonio Dos
Santos Dias. Coorientador: Laercio Junio da Silva.

A espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) e a andlise de imagens
multiespectrais (MSI) surgem como ferramentas promissoras para economizar
tempo e recursos na industria e nos laboratérios de analise de sementes, por
permitirem a rapida pré-selecao de lotes de sementes, além de ndo necessitarem do
uso de reagentes quimicos para obtencao de seus resultados. As aplicagdes das
técnicas NIR e MSI permitem discriminar os niveis de potencial fisioldégico dos lotes
de sementes de maneira rapida e precisa. O objetivo deste trabalho foi investigar a
viabilidade de utilizacdo do NIR e de um protétipo UV-VIS-NIR, utilizado para
obtencdo de imagens multiespectrais, em associacdo com os testes fisiolégicos
tradicionais, para classificar lotes de sementes de crambe quanto ao seu potencial
fisioldgico. Para classificacao fisica e fisiologica das sementes de crambe, foram
utilizados 12 lotes, sendo quatro linhagens e trés lotes de cada. As sementes foram
avaliadas por meio do teste de raios X e dos testes de germinacao e crescimento de
plantulas. No primeiro experimento, foram obtidos espectros NIR das amostras de
sementes, com total de 12 leituras por lote. Os espectros originais das amostras de
sementes foram pré-processados por meio de diferentes técnicas, sendo elas:
Standard Normal Variate (SNV); 12 derivada; 22 derivada; 12 e 22 derivada de
Savitzky-Golay (SG), além das combinacdes entre SNV e 12 e 22 derivada. Os lotes
foram segmentados em duas classes, com base no potencial fisiolégico: igual ou
acima de 85% de germinacdo (maior potencial fisioldégico) e abaixo de 85% de
germinacao (menor potencial fisioldgico). Fez-se o uso dos espectros pré-
processados para construgcdo do modelo de classificacao por meio do método Partial
Least Squares — Discriminant Analysis (PLS-DA), sendo que o melhor modelo foi
obtido com os espectros pré-processados pela técnica da 12 derivada de SG. No
segundo experimento, utilizando o protétipo UV-VIS-NIR, foram capturadas imagens
multiespectrais de oito repeticbes de 25 sementes para cada um dos 12 lotes
avaliados. As imagens foram obtidas nos comprimentos de onda de 395, 460, 520,
585, 620, 740, 850 e 940



nm, totalizando 768 imagens. Posteriormente, foi feito a extracao dos valores de
pixel da area segmentada de cada semente nas imagens multiespectrais com auxilio
do software ImagedJ. Os dados obtidos a partir das imagens foram convertidos em
reflectancia e os espectros originais foram submetidos aos métodos de pré-
processamento: Standard Normal Variate (SNV); Multiplicative Scatter Correction
(MSC); 22 derivada; e 12 derivada de Savitzky-Golay (SG). As sementes de cada lote
foram segmentadas em duas classes, assim como no primeiro experimento: igual ou
acima de 85% de germinacao (maior potencial fisioldégico) e abaixo de 85% de
germinacao (menor potencial fisiolégico). Os espectros pré-processados foram
utilizados para a construcdo de modelos de classificagdo por meio do método
Random Forest (RF). Foi possivel observar que dos 238 espectros utilizados para
validacdo do modelo de imagens multiespectrais, 195 espectros foram alocados
corretamente em suas classes de acordo com seu maior € menor potencial
fisiologico. No primeiro experimento, o modelo PLS-DA obtido a partir dos espectros
pré-processados por meio da 12 derivada de SG apresentou 0,96 de acuracia e 0,92
de coeficiente Kappa, para os dados de validagdo, com quatro regides (I: 1300 —
1400 nm; II: 1800 — 1900 nm; IIl: 2000 — 2100 nm, IV: 2250 — 2300 nm) sendo as
mais importantes para distinguir as classes de potencial fisiolégico das sementes de
crambe. Ja no segundo experimento, 0 modelo RF obtido a partir dos espectros pré-
processados por meio da técnica MSC apresentou 0,81 de acuracia e 0,62 de
coeficiente Kappa, para os dados de validacao, sendo os comprimentos de onda: I:
385 nm; Il: 740 nm; lll: 850 nm; IV: 940 nm, os mais importantes para separacao das
classes de sementes de crambe com base no seu potencial fisiol6gico. Conclui-se
que a espectroscopia NIR e a analise de imagens multiespectrais sdo ferramentas
promissoras para serem utilizadas para classificagdo de lotes de sementes de
crambe quanto ao potencial fisioldgico.

Palavras-chave: crambe abyssinica hochst. ex re fr.; nir.; quimiometria. ;
reflecténcia. ; qualidade de sementes.; modelos de classificagdo.



ABSTRACT

COSTA, Ana Lucia Aranha da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2024. NEAR-INFRARED SPECTROSCOPY AND MULTISPECTRAL IMAGE
ANALYSIS FOR CLASSIFYING CRAMBE SEEDS ACCORDING TO
PHYSIOLOGICAL POTENTIAL. Adviser: Luiz Antonio Dos Santos Dias. Co-adviser:
Laercio Junio da Silva.

Near-infrared spectroscopy (NIR) and multispectral imaging (MSI) analysis are
promising tools for saving time and resources in the seed analysis industry and
laboratories, as they enable rapid pre-selection of seed lots without the need for
chemical reagents. Applications of NIR and MSI techniques allow rapid and accurate
discrimination of seed lot physiological potential levels. This study aimed to
investigate the feasibility of using NIR and a UV-VIS-NIR prototype, used for
obtaining multispectral images, in association with traditional physiological tests to
classify crambe seed lots according to their physiological potential. For physical and
physiological classification of crambe seeds, 12 lots were used, comprising four
lineages with three lots each. The seeds were evaluated through X-ray, germination,
and seedling growth tests. In the first experiment, NIR spectra were obtained from
seed samples, with a total of 12 readings per lot. The original seed spectra were
preprocessed using various techniques: Standard Normal Variate (SNV), first
derivative, second derivative, Savitzky-Golay (SG) first and second derivatives, as
well as combinations between SNV and the first and second derivatives. Lots were
segmented into two classes based on physiological potential: equal to or above 85%
germination (higher physiological potential) and below 85% germination (lower
physiological potential). The preprocessed spectra were used to construct a
classification model through the Partial Least Squares — Discriminant Analysis (PLS-
DA) method, with the best model achieved using spectra preprocessed with the SG
first derivative technique. In the second experiment, using the UV-VIS-NIR prototype,
multispectral images of eight repetitions of 25 seeds were captured for each of the 12
lots evaluated. Images were acquired at wavelengths of 395, 460, 520, 585, 620,
740, 850, and 940 nm, totaling 768 images. Pixel values from the segmented seed
area in each multispectral image were extracted using Imaged software. The data
obtained from the images were converted into reflectance, and the original spectra
were subjected to preprocessing methods: SNV, Multiplicative Scatter Correction
(MSC), SG



second derivative, and SG first derivative. The seeds in each lot were segmented into
two classes, as in the first experiment: equal to or above 85% germination (higher
physiological potential) and below 85% germination (lower physiological potential).
The preprocessed spectra were used to build classification models through the
Random Forest (RF) method. Among the 238 spectra used for model validation from
multispectral images, 195 were correctly allocated according to their higher or lower
physiological potential. In the first experiment, the PLS-DA model derived from SG
first derivative preprocessed spectra showed an accuracy of 0.96 and a Kappa
coefficient of 0.92 for validation data, with four regions (I: 1300-1400 nm; II:
1800—-1900 nm; IlI: 2000—2100 nm, IV: 2250-2300 nm) being the most important for
distinguishing crambe seed physiological potential classes. In the second
experiment, the RF model derived from MSC-preprocessed spectra presented an
accuracy of 0.81 and a Kappa coefficient of 0.62 for validation data, with the
wavelengths |: 385 nm, Il: 740 nm, Ill: 850 nm, IV: 940 nm being the most significant
for class separation of crambe seeds based on physiological potential. It is concluded
that NIR spectroscopy and multispectral imaging analysis are promising tools for
classifying crambe seed lots based on physiological potential.

Keywords: crambe abyssinica hochst. ex r.e. fr. ; nir.; chemometrics. ; reflectance.;
seed quality. ; classification models.
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1. INTRODUCAO

O crambe (Crambe abyssinica Hochst. Ex RE Fr.) ¢ uma oleaginosa anual de ciclo
curto, pertencente a familia Brassicaceae, que vem ganhando destaque pelo bom rendimento e
alto teor de 6leo (36-38%) contido em suas sementes (Silva et al., 2019). A espécie € promissora,
mas ainda ndo ¢ amplamente cultivada no Brasil, podendo ser utilizada para compor sistemas
de rotacdo de culturas no periodo referente a safrinha (Lima et al., 2018).Suas sementes sdo
uma excelente alternativa para a produgdao de biocombustiveis, pois o 6leo que produzem
oferece desempenho energético semelhante ao dos combustiveis fosseis, sendo uma espécie que
se apresenta como alternativa para o fornecimento de 6leo vegetal no inverno (Aquino et al.,
2018). Além disso, o oleo extraido das sementes também pode ser utilizado na manufatura de
borracha sintética, plastificantes, producdo de nylon, adesivos, isolamento e cosméticos

(Falasca et al., 2010; Tavares et al., 2017).

Espécies oleaginosas de uso industrial destinadas a produgdo de biocombustiveis tém
ganhado importancia no setor agricola, resultando em um aumento das pesquisas sobre essas
culturas para melhor compreender seu potencial produtivo e aumentar a produtividade. A
crescente preocupacao com as alteragdes climaticas causadas pelo uso de combustiveis fosseis
intensifica a investigacdao de fontes de energia renovaveis que sejam benéficas para o ambiente
(Costaetal.,2019). Para atender a demanda de produgao de crambe no setor de biocombustiveis
e outros setores, € essencial que as plantas se estabelegam com €xito no campo, o que depende
fundamentalmente da qualidade das sementes. O uso de sementes de alta qualidade ¢ um dos
principais pilares para incrementar a produtividade agricola em qualquer sistema de cultivo,

sendo essencial para o sucesso de qualquer programa agricola (Elias, 2018).

Sementes de alta qualidade proporcionam maior germinagdo, apresentam maior vigor
e sdo resistentes as adversidades de clima, solo e estresses, sendo fundamentais para obtencdo
de elevada emergéncia e uniformidade de plantulas em campo, o que, consequentemente,
assegura a produtividade (Finch-Savage; Bassel., 2016; Reed et al., 2022). Logo, para garantir
que os lotes de sementes apresentem esses resultados, faz-se necessario nao apenas avaliar seu
percentual de germinagao total, mas também o vigor dos lotes, por meio de testes padronizados
e metodologias disponiveis que fornecam informagdes confidveis sobre seu possivel

desempenho em campo e durante o armazenamento.

Quando nos referimos aos testes padrdes laboratoriais na 4rea de sementes, embora

estes sejam confidveis e por meio deles seja possivel obtermos informagdes valiosas sobre o
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potencial fisioldgico dos lotes de sementes, a fim de estimar seu desempenho em campo, seus
resultados sdo relativamente demorados e dependem de analistas treinados (Elmasry et al.,
2019a). Além disso, o tempo de instalagdo dos testes ¢ a mao de obra empregada para as
avaliagdes torna a obteng¢ao de seus resultados onerosos quando se tem que avaliar muitos lotes
por vez na industria. Presentemente, existem diversas abordagens disponiveis para a avaliacao
do vigor e qualidade das sementes. Essas metodologias, no entanto, envolvem operacdes de
monitoramento e inspec¢ao visual das sementes, em certos casos uma a uma, por meio de testes
que sdo destrutivos e trabalhosos, como tetrazolio, condutividade elétrica e envelhecimento

acelerado (Bianchini et al., 2021).

Recentemente, na area de tecnologia de sementes, nota-se um aumento de pesquisas
que buscam fazer a avaliacdo do potencial fisioldgico dos lotes por meio de andlises ndo
destrutivas como espectroscopia no infravermelho proximo (Zhang et al., 2023), analise de
imagens multiespectrais (ElMasry et al., 2019a) e testes de raios X (Musaev et al., 2021). O
interesse de explorar métodos instrumentais inovadores para avaliagdo do potencial fisiologico
de sementes parte do principio de que essas ferramentas permitem obter mais informagdes em
menos tempo sobre os lotes, a fim de auxiliar na tomada de decisdes em campo, durante o

beneficiamento, armazenamento e no processo de comercializagao.

A espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) ¢ um método analitico que faz uso
de valores de referéncia para o desenvolvimento dos modelos de calibragdao. Quando esses
modelos sdo desenvolvidos € possivel fazer uma rapida sele¢do e classificagdo de lotes de
sementes quanto ao seu potencial fisiologico sem a necessidade de preparo de amostras ou uso
de reagentes. Sua eficdcia na disting@o de lotes de sementes ja foi comprovada, como observado
por Soares et al. (2024) que, apds avaliar 372 lotes de sementes de soja combinando a
quimiometria com a espectroscopia NIR, concluiram que a técnica permite classificar lotes de
acordo com seu potencial fisioldgico, além de fornecer informagdes que podem vir a ter relagao

com a composicao bioquimica das sementes.

De modo semelhante, a técnica de imagem multiespectral tem sido implementada
como uma alternativa promissora na area de tecnologia de sementes para a detec¢do de
contaminagdo por fungos (Rego et al., 2020), avaliacdo da pureza varietal (Shrestha et al.,
2015), bem como aspectos relacionados a viabilidade e germinacao da semente (ElMasry et al.,
2019b). Os resultados obtidos por meio de andlise de imagens multiespectrais quando
comparados com os métodos laboratoriais de referéncia apresentam alta correlagdo (Boelt et

al., 2018). Atualmente, as pesquisas utilizando imagens multiespectrais que buscam fazer as
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correlagdes entre as regides espectrais com a qualidade das sementes sdo feitas com auxilio do
equipamento VideometerLab4™ (Videometer A/S, Herlev, Dinamarca) (Zhang et al., 2022;
Wagner et al, 2023).

O prototipo que estd em desenvolvimento na Universidade Federal de Vigosa, campus
Vicosa, permite obter imagens de sementes e outras amostras bioldgicas nos seguintes
comprimentos de ondas: 395, 460, 520, 585, 620, 740, 850 ¢ 940 nm. O equipamento ¢
composto por uma camera digital que adquire imagens no formato TIFF, com LEDs acoplados
na parte superior emitindo radiacdo UV-VIS-NIR nas oito bandas espectrais mencionadas. A
aquisi¢ao das imagens nas diferentes faixas de onda ¢ realizada em segundos, utilizando um
codigo escrito em Python para semi-automatizar o processo pelo computador. O
desenvolvimento de um método de detec¢ao da qualidade de sementes com auxilio da técnica
de analise de imagens multiespectrais utilizando o protétipo pode reduzir o tempo de avaliagao
e triagem inicial de um grande volume de lotes, acelerar o processo inicial de descarte e
destinagdo desses lotes, e tornar acessivel a todo o setor sementeiro o uso dessa tecnologia para

a tomada de decis@o sobre o potencial fisioldgico dos seus lotes de sementes.

Nesta pesquisa, propde-se verificar se a espectroscopia no infravermelho proximo e a
andlise de imagens multiespectrais podem ser utilizadas como ferramentas para classificacdo
de sementes de crambe quanto ao potencial fisiologico. Assim, foram criados modelos
preditivos a partir dos dados espectrais NIR e imagens multiespectrais provenientes de 12 lotes
de sementes de crambe, caracterizados por meio dos testes tradicionais de germinacdo e
crescimento de plantulas. Ainda foi investigada a relacdo entre a qualidade dos lotes e os

comprimentos de onda que permitiram sua classificagao.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cultura do crambe

A demanda mundial por fontes de combustiveis renovaveis tem aumentado
progressivamente, tendo em vista a crescente preocupacdo com as alteracdes climaticas
atreladas ao uso de combustiveis fosseis, resultando na investigacdo de fontes de energia
alternativas que sejam benéficas ao ambiente (Costa et al., 2019). Desse modo, espécies
oleaginosas de uso industrial que podem ser destinadas a producdo de biocombustiveis vém

ganhando importincia no setor agricola.
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O crambe (Crambe abyssinica Hochst.), espécie pertencente a familia Brassicaceae,
quando cultivado tem alto potencial para a producdo de biocombustiveis por apresentar
desempenho energético semelhante ao dos combustiveis fosseis e se destaca pelo ciclo de
cultivo que ndo compete com as culturas alimentares (de Marins et al., 2018). Além disso, essa
oleaginosa ¢ de uso industrial exclusivo, pois seu 6leo apresenta elevado teor de acido erticico,
um acido graxo monoinsaturado de cadeia longa que limita a utiliza¢do da planta tornando-a

mais propicia a processos industriais especificos (Samarappuli et al., 2020).

No ranking das espécies oleaginosas mais estudadas para a produgao de 6leo, o crambe
aparece em segundo lugar como cultura em geral mais citada devido ao alto teor de 6leo contido
nas sementes e rapido crescimento (Von Mark; Dierig, 2012; de Marins et al., 2018). Por suas
caracteristicas e propriedades Unicas, a espécie apresenta diversas aplicagdes de uso, sendo seu
6leo utilizado na producdo de plasticos biodegradaveis, nylon, adesivos, isolamento e

cosméticos (Falasca et al., 2010; Tavares et al., 2017).

A planta de crambe apresenta boa resisténcia a seca e possui ciclo de crescimento curto,
com colheita ocorrendo geralmente entre 90 e 110 dias apds a semeadura (Cavalheiro et al.,
2023). E uma herbacea anual que atinge entre 1,00 e 1,20 m de altura (Righini et al., 2016).
Suas sementes sdo produzidas em pequenas siliquas esféricas de coloracdo inicial verde, mas
que se tornam marrom-amareladas a medida que atingem a maturidade fisioldgica, contendo
uma Unica semente por siliqua. As sementes maduras apresentam tamanho que varia de 0,8 a
2,6 mm de diametro e suas silicas sdo indeiscentes, evitando quebras e perdas de sementes
durante a colheita (Samarappuli et al., 2020). Como a multiplicagdo de crambe se d4 por
sementes, infere-se que a qualidade das sementes desempenha um papel crucial na garantia do

estabelecimento rapido e uniforme do estande no campo.

2.2. Potencial fisiologico de sementes e métodos tradicionais para sua avaliacao

Uma semente de alta qualidade deve ter em equilibrio quatro atributos minimos de
qualidade: atributos fisico, genético, sanitario e fisiolégico, sendo todos igualmente importantes
(Peske et al., 2009). Isso porque uma semente de qualidade possui a capacidade de fazer uso
eficiente dos insumos, como fertilizantes e irrigacdo, para que se alcance a segurancga alimentar
(Mirza, 2015). Infere-se disso que uma semente de qualidade ndo obtém apenas maiores indices
de rendimento, mas também maiores retornos monetarios.

Podemos caracterizar os quatro atributos minimos de qualidade da semente da seguinte

forma: o atributo de qualidade fisica se relaciona com a ausé€ncia de materiais inertes no lote de
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sementes e a integridade das sementes; os de qualidade genética com a auséncia de misturas
varietais; os de qualidade sanitdria com a auséncia de patégenos e de sementes de plantas
daninhas; e os de qualidade fisiol6gica se relacionam com o desempenho das sementes
relacionados a germinagdo e ao vigor. Desse modo, o potencial fisiolégico das sementes é
definido como a sua capacidade de formar uma plantula normal e desempenhar as funcdes
vitais, caracterizadas pelo vigor, viabilidade, longevidade e germinacdo (Costa et al., 2021).

Dentre os testes tradicionais para avaliagdo do potencial fisiolégico de sementes, o
teste de germinagdo vem a ser o principal procedimento realizado em laboratérios. As Regras
para Andlise de Sementes (Brasil, 2009), responsdveis por padronizar as metodologias de
diversos testes do setor sementeiro em todo o territdrio brasileiro, estabelecem como sendo o
objetivo do teste de germinacdo determinar o0 maximo potencial de germina¢do de um lote de
sementes, fazendo uso do resultado para comparar a qualidade de diferentes lotes, além de
estimar o valor para semeadura em campo.

No entanto, por ser conduzido em condi¢des 6timas de temperatura e umidade, ou seja,
sob condi¢cOes ideais de laboratorio, o teste de germinacdo pode ndo se relacionar com o
desempenho das sementes em campo, ainda mais quando o campo apresenta condi¢des que
diferem das mais adequadas por uma série de intempéries. Assim, os laboratdrios recorrem aos
testes de vigor para melhor compreender e estimar o potencial fisiolégico de um lote de
sementes. Segundo Marcos-Filho (2010), a avaliacdo do vigor das sementes € um componente
relevante do seu potencial fisiologico, uma vez que se relaciona com o desempenho das
sementes em campo e durante o armazenamento.

A defini¢ao de vigor de semente é um tanto quanto complexa, pois o vigor da semente
se inclui na categoria de avaliacdo do seu potencial fisiolégico, abrangendo uma emergéncia
rapida e uniforme e o seu bom desenvolvimento em uma ampla gama de condi¢des de campo.
O vigor das sementes também estd atrelado a sua vida qtil, variavel que depende do potencial
fisiolégico, da conservacdo genética e das condi¢des as quais a semente foi submetida durante
o armazenamento (Rajjou L; Debeaujon., 2008; Walters et al., 2010).

No entanto, os testes de vigor podem ser utilizados nao apenas para estimar o potencial
fisiol6gico de apenas um lote de sementes, mas também para comparar e classificar diferentes
lotes em diferentes classes de vigor de acordo com o desempenho que suas sementes
apresentariam em campo e durante o armazenamento, sendo a estratificacdo e designacao dos
lotes para diferentes finalidades um dos seus principais objetivos. A avaliacdo do vigor de
diferentes lotes com germinagdo semelhante ird permitir a deteccao de diferencas significativas

entre eles, tornando possivel classificid-los em diferentes niveis de qualidade. Essa classificacao
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diferencia lotes de alto e baixo vigor contribuindo para identificacdo dos lotes com maior
potencial fisiolégico para o estabelecimento em campo e armazenamento (Marcos-Filho, 2020).

Atualmente, o setor sementeiro conta com diversos testes para avaliagdo do vigor de
sementes de diferentes espécies, ganhando destaque principalmente os testes no qual em suas
classificacdes sdo tidos como fisioldgicos, bioquimicos e de resisténcia a estresses (Marcos-
Filho, 2020). Contudo, o tempo de avaliacdo, a mdao de obra empenhada e a demora para

obtencao dos resultados desses testes torna-se problematico para o setor.

2.3. Novas alternativas para avaliaciao do potencial fisiolégico de sementes

Pesquisas recentes que propde testes rapidos t€m se apresentado como uma alternativa
e/ou complemento aos testes tradicionais para avaliacdo do potencial fisiolégico de sementes.
Os métodos tradicionais sao normalmente nao automatizados, demorados, destrutivos e
requerem formacgdo e experiéncia da mao-de-obra que ird conduzi-los e, desse modo, tornam-
se inadequados para aplicacdo em larga escala. Logo, métodos de triagem ndo invasivos e de
alto rendimento vém ganhando importancia para a industria de sementes para que sementes de
alto vigor sejam fornecidas aos agricultores antes da semeadura (Xia et al., 2019). Os métodos
mais recentes e conhecidos utilizados na drea de sementes para verificar a viabilidade de lotes
sdo espectroscopia no infravermelho préximo (NIR), imagem hiperespectral (HSI) e imagem
multiespectral (MSI) (ElMasry et al., 2019a). As tecnologias de andlise de imagens tém
demonstrado grande potencial para serem utilizadas, associadas aos testes tradicionais para
avaliar a qualidade de sementes, orientando a observacdo humana a partir da percep¢do e
precisdao das maquinas. Esse tipo de abordagem pode proporcionar avancos significativos, nao
apenas na padronizac¢do de metodologias, mas também na obtencao de resultados com alto nivel

de confiabilidade e reprodutibilidade (Toda et al., 2020).

2.4. Teste de raios X em sementes

O teste de raios X € uma técnica 6ptica baseada em radiacio eletromagnética que vem
sendo utilizada hd mais de um século em aplicacdes médicas. Essa tecnologia tem sido
explorada com éxito na inspe¢ao de diversos produtos agricolas para avaliacdo da sua qualidade
interna de modo ndo-destrutivo, uma vez que certas caracteristicas de qualidade nao sdo visiveis
por meio da superficie desses produtos (Kotwaliwale et al., 2014).

A técnica de radiografia de raios X € um procedimento experimental que vem a ser

simples e rdpido para analisar a estrutura e o estdgio de desenvolvimento embriondrio em
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sementes de modo individual. Seu principio consiste na passagem da radiacdo primdria dos
raios X através da semente, sendo essa radiacdo absorvida em graus variados, a depender da
espessura, densidade e composicao do material submetido a radiag¢do e do préprio comprimento
de onda da radiacao que é utilizado (ISTA, 2005). O método € capaz de auxiliar na detecc¢ao de
sementes vazias, cheias e com presenca de danos internos oriundos por ataques de insetos ou
danos mecanicos. O estudo da morfologia interna de sementes por meio da técnica de raios X
nos fornece informagdes importantes sobre a qualidade de lotes de sementes. Isso porque é
possivel observar que sementes classificadas em testes de raios X como sem danos resultam em
maior porcentagem de plantulas normais e menor porcentagem de sementes mortas em relagdo
aquelas com danos (Carvalho et al., 2009).

Desse modo, nos ultimos anos, se observa que a analise de imagens de sementes feitas
por meio da técnica eletromagnética de raios X € favoravel para a area de sementes. O uso da
técnica permite a observacdo de estruturas internas das sementes possibilitando o
estabelecimento de relacdes entre sua integridade fisica, morfoldgica e fisiol6gica (Marcos
Filho et al., 2010; Silva et al., 2013). Ha diversos estudos que recomendam o uso da técnica de
raios X para analisar a morfologia interna das sementes, procurando obter diagndsticos que
sejam mais precisos e rapidos com relacdo as caracteristicas fisicas de interesse, relacionando-
as de modo frequente a germinagdo e ao vigor das sementes (Medeiros et al., 2020; Bianchini
et al., 2021; Pinheiro et al., 2022). Assim, a técnica de raios X, classificada como teste fisico,
permite fazer correlacOes entre os resultados obtidos em testes fisioldgicos tradicionais e as
caracteristicas fisicas que sdo avaliadas por meio do método, visto que sementes de alta
qualidade sdo sementes integras, que apresentam alta densidade interna caracterizada por uma
maior concentracdo de reservas e pela auséncia de danos ou sinais de deterioragdo, podendo vir
a ser um modo alternativo para caracterizar a qualidade das sementes de forma rdpida e

eficiente.

2.5. Espectroscopia no Infravermelho Proximo (NIR) em sementes

A espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) é um método que utiliza valores de
referéncia para que sejam desenvolvidos modelos de calibragcdo. Essa técnica € considerada
igualmente significativa dentre todas as outras tecnologias analiticas e quimicas convencionais
importantes (a exemplo: cromatografia gasosa e liquida de alta eficiéncia e métodos de Kjeldahl

e Soxhlet). Isso se deve ao fato de esse método ser rapido, livre de produtos quimicos e téxicos,
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facil de usar (uma vez desenvolvidos os modelos de calibracdes) e ndo destrutivo (Manley,
2014).

Dentro das diferentes regides do espectro eletromagnético, o infravermelho préximo
representa a absorcdo da radiacdo em comprimentos de ondas na faixa de 750 a 2.500 nm
(Pasquini, 2018). A interacdo da radiacdo eletromagnética na faixa espectral NIR com uma
substancia é caracterizada principalmente por bandas de absor¢cdo associadas a sobretons
excitantes, combinacdes e ressonancias de modos vibracionais fundamentais de ligagdes. Esses
modos ativos NIR sd@o comumente associados a modos vibracionais altamente anarmdnicos de
grupos funcionais moleculares como C-H, N-H, O-H e S-H. Além disso, vibracdes como C=0
que sdo ligacdes fortes entre dtomos mais pesados também podem ser detectadas pelo NIR
(Williams; Norris, 2001; Pasquini, 2003).

Na drea de sementes, a técnica de espectroscopia do infravermelho préoximo (NIR) ja
foi estudada com resultados positivos para verificacdo da viabilidade e deteccdo do vigor de
sementes de milho doce (Wang et al., 2020). Quando combinada com a transformada de
Fourier, a técnica de FT-NIR atrelada ao método PLS-DA foi capaz de predizer a viabilidade
de sementes de soja com alta acurdcia (Kusumaningrum et al., 2018). Ainda para a cultura da
soja, o NIR foi usado para distinguir sementes sauddveis de sementes contaminadas com
Phomopsis, Cercospora kikuchii, virus do mosaico da soja (SMV) e sementes danificadas por
mildio, apresentando acurécias acima de 90% (Wang et al., 2004).

Além disso, 0 método NIR também € utilizado para determinagdes de proteina, dleo e
carboidrato em diferentes tipos de sementes (Choung et al., 2001; Lee; Choung., 2009;
Hacisalihoglu et al., 2010; Weng et al., 2017). Desse modo, levando em consideracdo que a
técnica de espectroscopia no infravermelho préximo possibilita diferenciar a composicao
bioquimica desses compostos citados e com os conhecimentos bases em sementes, sabe-se que
quando o processo de deterioracdo € iniciado, a composi¢do da semente € alterada, logo o
método analitico NIR pode se tornar uma ferramenta eficiente e de facil reprodugdo para
avalicdo e classificagdo do potencial fisiologico de lotes de sementes.

A exatidao do método NIR depende em grande parte da exatiddo e precisao do método
de referéncia, a fim de que as medi¢cdes e previsdes NIR posteriores se tornem mais
reprodutiveis (Manley, 2014). Logo, desenvolver a metodologia adequada para classificagcao de
cada espécie de semente no NIR é fundamental para o sucesso desse método na industria

sementeira, visto que as espécies apresentam estruturas, caracteristicas e compostos diversos.
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2.6. Analise de Imagens Multiespectrais

A evolugdo continua da ciéncia e da investigac@o na drea de sementes também indica
a procura por parte da industria de sementes e dos agricultores por novas tecnologias.
McDonald (1998) demonstrava que os testes de sementes normalmente sdo baseados na
deteccdo de uma gama de marcadores fisicos, fisiolgicos, bioquimicos e, recentemente,
biomoleculares que apresentam boa correlagdo com os componentes da qualidade das sementes,
a exemplo de pureza genética, fisica, germinacdo e vigor, além da sanidade das sementes. No
entanto, para a aceitacdo do resultado de tais testes, a ISTA (2005) e AOSA (2000)
estabeleceram que esses precisariam ser reproduziveis e interpretdveis de maneira uniforme.
Apesar do uso e aceitacdo mundial do teste de germinacao, uma limitagdo apresentada por ele
€ o tempo dispensado pelos analistas e a demora para obter seus resultados.

A andlise de imagens multiespectrais se apresenta como ferramenta valiosa e mais uma
fonte alternativa de classificacdo da qualidade fisica e do potencial fisiolégico de lotes de
sementes, pois ndo exige pré-tratamento das amostras e apresenta potencialidade para
determinar diversos componentes relacionados aos atributos fisicos, fisiolégicos, quimicos e
genéticos de sementes e plantulas. Seus resultados quando comprovados permitem a
estratificacdo de lotes de sementes em classes de qualidade e vigor em minutos por meio da
aquisicdo e processamento de imagens combinados com modelos de classificacdo. Quando se
integra a andlise de imagens multiespectrais com modelos de classificacdo € possivel obter
imagens convencionais e extrair de seus pixels dados de espectroscopia (Olsen et al., 2015).
Uma imagem multiespectral, por fornecer tais informagdes, permite que se relacione esses
dados com diferentes caracteristicas de qualidade de sementes, como estrutura da superficie,
textura e composi¢cdo quimica da amostra que estd sendo analisada (Huang et al., 2015).

A técnica de obten¢do de imagem multiespectral se baseia na exposi¢cdo sequencial de
um determinado objeto ou amostra a diferentes comprimentos de onda da luz. Por meio da
obtencdo de modelos de classificagdo, é possivel identificar parametros fisico-quimicos de
amostras bioldgicas (Bianchini et al., 2021). Assim, a relacdo desses parametros com dados
obtidos pelos testes tradicionais em sementes pode apontar para o potencial do uso de imagens
computadorizadas para geracdo de novos marcadores de germinacdo e vigor com fins de

classificagdo (Dell” Aquila, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local de conducao do experimento

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Pesquisa de Sementes, localizado no
Departamento de Agronomia da Universidade Federal de Vicosa, campus Vigcosa, MG. Foram
utilizadas sementes de quatro linhagens de crambe (FMS CR 1101, FMS CR 1106, FMS CR
1312 e FMS CR 1326), fornecidas pela Fundacao Mato Grosso do Sul (FMS) e produzidas no
municipio de Maracaju, MS, na safra 2022/2023. As sementes foram acondicionadas em sacos
de papel kraft e mantidas em camara fria a 10 + 2 °C e 50% de umidade relativa até o inicio do

experimento.

3.2. Formacao dos lotes — Envelhecimento artificial

Para a formacdo de 12 lotes com diferentes niveis de potencial fisiolégico, foram
retiradas dos sacos de papel kraft trés amostras de 10 g de sementes de cada uma das linhagens
(FMS CR 1101, FMS CR 1106, FMS CR 1312 e FMS CR 1326), totalizando mais de mil
sementes por amostra. Sementes de duas amostras de cada linhagem foram submetidas ao
envelhecimento artificial por 48 e 96 horas, enquanto sementes ndo envelhecidas foram
utilizadas como controle (lote de maior vigor). O envelhecimento artificial consistiu em
distribuir as sementes em camada tUnica sobre bandejas de tela metdlica acopladas a caixas
gerbox, no fundo das quais foram colocados 40 mL de dgua destilada. As caixas foram
tampadas para obter 100% de umidade relativa no interior e mantidas em BOD a 42 °C (Cruz
etal., 2013). Dessa forma, foram obtidos 12 lotes de sementes provenientes de quatro linhagens,

com trés lotes de cada uma.

3.3. Determinacio do grau de umidade

O grau de umidade foi determinado pelo método da estufa a 105 °C durante 24h, de
acordo com as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Foram utilizadas duas
repeticdes de 50 sementes para cada lote. Os resultados foram expressos em porcentagem de

umidade em base umida.

3.4. Obtencao dos espectros NIR

Os espectros das amostras de sementes foram obtidos utilizando-se o
espectrofotometro infravermelho com transformada de Fourier (Antaris II FT-NIR Analyzer;

Thermo Scientific Co., Waltham, MA, EUA). Amostras de 200 sementes dos 12 lotes foram
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selecionadas e divididas em quatro repeticdes de 50 sementes, pois desse modo era possivel
cobrir toda a superficie da cubeta de quartzo com anel no equipamento para a emissao do feixe
de luz. Além disso, para que ndo ocorresse interferéncia dos feixes de luz externos do ambiente,
o suporte com as sementes foi sobreposto com cilindro metélico. As leituras foram realizadas
em triplicata, totalizando 144 leituras para os 12 lotes na faixa espectral de 1.000 a 2.500 nm,
com 3.112 pontos por espectro para cada amostra. Para leitura e registro dos espectros, foi

utilizado o software de suporte do espectrometro TQ Analysis.

3.5. Obtencao das imagens radiograficas e teste de raios X

Para a andlise da morfologia interna das sementes (caracterizacdo fisica), foram
utilizadas oito repeticdes de 25 sementes por lote. As sementes foram mapeadas, sendo
organizadas de forma ordenada sobre papel adesivo, permitindo a identificacao individual nas
andlises subsequentes. As sementes foram entio colocadas no interior do equipamento de raios
X digital Faxitron, modelo MX-20 (Faxitron X-ray Corp., Wheeling, IL, EUA). Para obten¢do
das imagens radiograficas, o equipamento foi configurado com um tempo de exposi¢do de 10
segundos, tensdo de 23 k'V, distancia focal de 41,6 cm e contraste da imagem calibrado em 3536
(width) x 1105 (center). As imagens digitais obtidas foram salvas em formato TIFF. A avaliaciao
das imagens radiogréficas foi feita por meio da utilizagdo da macro [JCropSeed (Medeiros et
al., 2020), no software ImagelJ, onde foi possivel obter os pardmetros de area, perimetro,

circularidade, solidez, densidade relativa e densidade integrada das sementes.

3.6. Obtenc¢do das imagens multiespectrais

A obten¢do das imagens multiespectrais foi realizada com o prototipo CromaSeed
(Silva Brochado et al., 2024), desenvolvido na UFV, que gera imagens nos espectros UV-VIS-
NIR. As imagens dos lotes de sementes foram capturadas utilizando as mesmas sementes
mapeadas no teste de raios X, com 8 repetigoes de 25 sementes por lote. As sementes foram
dispostas na base do equipamento, e para cada repeticao foram capturadas nove imagens: oito
em comprimentos de onda de 395, 460, 520, 585, 620, 740, 850 e 940 nm, e uma em RGB
(Figura 1), totalizando 768 imagens multiespectrais. Posteriormente, as sementes foram
submetidas aos testes de germinacao e crescimento de plantulas, visando a correlacdo entre as
variaveis espectrais extraidas das imagens e o potencial fisiologico dos lotes, conforme os testes

laboratoriais.
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Figura 1.Imagens das sementes de crambe linhagem FMS 1101 nos oito comprimentos de onda
geradas utilizando o prototipo CromaSeed.

3.7. Teste de germinaciio e crescimento de plantulas

O teste de crescimento de plantulas foi conduzido em conjunto com o teste de
germinagdo, garantindo que as sementes mapeadas permanecessem na mesma ordem de
obtencdo das imagens radiograficas e multiespectrais, possibilitando posteriores correlagdes. O
teste foi realizado com oito repeti¢des de 25 sementes, totalizando 200 sementes para cada lote.
Para o teste, utilizou-se papel germitest e caixas gerbox. Considerando que as sementes de
crambe apresentaram dorméncia pos-colheita, foi utilizada uma solugao concentrada de 4cido
giberélico (GAs) a 500 mg L' para a quebra de dorméncia (Silva de Aquino et al., 2018). As
sementes foram distribuidas sobre duas folhas de papel umedecido com a solu¢ao de GAs na
proporcao de 2,5 vezes o peso do papel. As caixas gerbox foram mantidas inclinadas em
germinador a 25 °C. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais,
avaliadas no quarto e sétimo dia apds a semeadura, conforme as Regras para Andlise de

Sementes (Brasil, 2009).
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Protrusao radicular

O teste para contabilizagdao da protrusao radicular foi conduzido em conjunto com o
teste de germinacao. Apds a instalagdo do teste, diariamente foram contabilizadas as sementes
que emitiram raiz primdria (comprimento > 2 mm) e posteriormente calculou-se a porcentagem

média.

Indice de velocidade de protrusao radicular

O indice de velocidade de protrusdo radicular (IVPR) foi obtido por meio das
contagens didrias do nimero de sementes que emitiram raiz primaria (comprimento > 2 mm).

Sendo calculado pela formula proposta por Maguire (1962):

VPR = o1 PRz | zn:P
N N2 L. N,
i=1
em que PRi, PRy, ..., PR, — Numero de sementes que emitiram raiz primaria (= 2mm) na

primeira, segunda, ..., e Ultima contagem;

Ni, Na, ..., Nn — Numero de dias decorridos da semeadura até a primeira, segunda, ..., e Gltima

contagem;

Primeira contagem de germinacao

O teste de primeira contagem da germinagdo foi conduzido em conjunto ao teste de
germinagdo. Seu resultado foi expresso em porcentagem de plantulas normais obtidas no quarto

dia apods a semeadura.

indice de velocidade de germinagio

Os dados obtidos por meio das contagens diarias do teste de germinagdo foram
utilizados para o calculo do indice de velocidade de germinagdo (IVG), calculado de acordo

com a féormula proposta por Maguire (1962):
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G G G
[VG=_1+_2+...+_H=2
Np

Gi
Ny N Ni

n
i=1

em que Gi, G2, ..., Gn — Numero de plantulas normais contabilizadas na primeira, segunda, ...,

e ultima contagem,;

N1, No, ..., No — Numero de dias decorridos da semeadura até a primeira, segunda, ..., e ultima

contagem,;

Crescimento de plantulas e Indices de vigor

Ao quarto dia do teste de germinacdo e crescimento de plantulas foram obtidas
imagens digitais das plantulas normais com auxilio de um escaner (modelo Epson Perfection
v700 photo). A avalia¢do das imagens foi feita utilizando-se o software ImageJ para obtencdo
dos parametros: comprimento de parte drea (cm), comprimento da raiz (cm) e comprimento
total (cm). Os dados de comprimento de plantulas foram processados por meio do pacote
SeedCalc (SILVA et al., 2019) no software R, para obtencdo do indice de crescimento,

uniformidade e vigor (Sako et al., 2001).

Anadlise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, utilizando-
se quatro linhagens e trés lotes de cada, com oito repeti¢des. Os dados foram preliminarmente
submetidos a testes de normalidade e de homogeneidade de variancia e, posteriormente, a
andlise de variancia (ANOVA). Para cada linhagem, as médias dos lotes obtidas nos testes de
raios X, germinagdo e crescimento de plantulas foram comparadas pelo teste de Tukey a 0,05
de probabilidade. O software utilizado nas andlises estatisticas foi o R 4.4.0 (R Core Team,

2024).

Experimento I — Espectroscopia no Infravermelho Proximo — NIR para classificacdo das
sementes quando ao potencial fisiolégico

Pré-processamento dos espectros
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Apos a obtencao dos espectros NIR, foi feito o pré-processamento dos dados espectrais
originais utilizando métodos de corre¢do da dispersdo, sendo eles Standard Normal Variate
(SNV); 1* derivada; 2* derivada; 1* e 2* derivada de Savitzky-Golay (SG), além das
combinagdes entre SNV com a 1* e 2* derivada de SG. Os espectros originais ¢ os pré-

processados foram utilizados para obten¢do de modelos de classificagao.

Desenvolvimento de modelos para classificacio

Classes: Os lotes de sementes foram subdivididos em duas classes de acordo com os
resultados obtidos com o teste de germinagdo. A primeira classe foi formada pelos lotes que
apresentaram potencial de germinagao igual ou superior a 85%, sendo denominada de classe de
maior potencial fisiologico. A segunda classe foi formada pelos lotes com germinacdo abaixo
de 85%, sendo denominada de classe de menor potencial fisiologico. No total, 64,6% (n = 93
leituras espectrais) dos lotes foram alocados na classe I € 35,4% (n = 51 leituras espectrais) na

classe II.

Método de classificacdo: Para classificacdao e predicdo da qualidade fisioldgica das
sementes de crambe por meio dos espectros obtidos foi utilizada a modelagem Partial Least
Squares - Discriminant Analiysis (PLS-DA) com os espectros pré-processados por meio das
diferentes técnicas anteriormente descritas. O treinamento do modelo foi realizado utilizando-
se o pacote caret (Kuhn, 2011), desenvolvido para o sofiware R (R Core Team, 2024). O modelo

PLS-DA ¢ expresso como:

Y=XB+e

Em que Y ¢ uma matriz das varidveis-resposta que estdo relacionadas as categorias de amostra
medidas, X ¢ uma matriz n X p das varidveis espectrais para cada categoria de amostra medida
(n ¢ o nimero de objetos de amostra e p € o nimero de variaveis), B ¢ o coeficiente de regressao

matricial para as varidveis espectrais € e ¢ a matriz de residuos.
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Validacao do modelo: O modelo obtido por meio do algoritmo PLS-DA foi construido
utilizando-se 80% dos dados para treinamento (calibragdo) e os 20% restantes para validagao.
Realizou-se a validacdo cruzada com 5 particdes (folds) no conjunto de treinamento. Os
modelos obtidos via PLS-DA foram avaliados quanto a acurécia, dada pela razdo entre o
numero de previsdes feitas corretamente pelo modelo e o nimero total de previsoes, dada pela

formula:

Numero de previsdes corretas

Acuracia = - —
Numero total de previsoes

e pelo coeficiente Kappa de Cohen (1960), que ¢ uma medida de concordancia ajustada pela

chance de concordancia ao acaso:

P,—P,
Kappa = 10_ Z

Em que P, ¢ a proporcao de concordancias observadas e P. ¢ a propor¢ao de concordancias

esperadas sob a suposi¢do de concordancia ao acaso.

Além disso, foram identificadas as faixas de comprimento de onda que foram mais

importantes na constru¢do do modelo de classificagao.

Experimento II — Analise de imagens multiespectrais para classificacio da qualidade
fisiologica das sementes

Extracao das variaveis

Para obten¢ao dos valores de reflectancia de cada semente, referente as oito bandas
espectrais nas imagens, foi utilizado o software ImageJ. As imagens geradas foram abertas e
para delimitacdo da regido de interesse, area da semente, foi feito o uso da fungdo threshold e

extraidos os valores médios de cinza dos pixels para cada banda espectral, conforme a
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metodologia proposta por Da Silva Brochado et al. (2024). A seguinte equacdo foi utilizada

para conversao desses valores em reflectancia:

R(%) = (((PVi = 100)/Bi) — P)/((Bi — P)) * 100

Em que: R(%) ¢ a reflectincia estimada em porcentagem; PVi é o valor da média de pixel de

cada banda espectral i; Bi ¢ o valor do branco de referéncia; P ¢ o valor do preto de referéncia.

Pré-processamento dos espectros

Apbs a obtengdo das imagens multiespectrais e transformacgao dos valores de pixel em
reflectancia foi feito o pré-processamento dos dados espectrais brutos utilizando métodos de
correcao da dispersdo, sendo eles Standard Normal Variate (SNV); Multiplicative Scatter
Correction (MSC); 2* derivada; e 1? derivada de Savitzky-Golay (SG). Os dados originais e

pré-processados foram utilizados para obtencao de modelos de classificagdo.

Desenvolvimento de modelos para classificacao

Classes: Os lotes de sementes de crambe foram subdivididos em duas classes de
acordo com os resultados obtidos pelo teste de germinacdo. A primeira classe foi formada pelos
lotes que apresentaram germinacgao igual ou acima de 85%, sendo denominada de classe de
maior potencial fisiologico. A segunda classe foi formada pelos lotes com germinacdo abaixo
de 85%, sendo denominada de classe de menor potencial fisiologico. No total, 74,1% (n= 1374
leituras espectrais) dos lotes foram alocados na classe I € 25,9% (n =479 leituras espectrais) na

classe II.

Método de classificacio: Para classificacdo e predigdo da qualidade fisiologica das
sementes por meio dos espectros obtidos pelo prototipo UV-VIS-NIR foi utilizada a técnica de
modelagem Random Forest (RF) com os espectros pré-processados por meio das diferentes
técnicas anteriormente descritas. A classificacdo foi realizada utilizando-se o software R 4.4.0

(R Core Team, 2024).
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Validacdo do modelo: O modelo obtido por meio do algoritmo RF foi validado
utilizando-se as mesmas métricas estatisticas empregadas na constru¢do do modelo obtido via
PLS-DA para os dados NIR. Apds o seu processamento, foram avaliados a acurécia € o
coeficiente Kappa dos modelos RF. Além disso, foram identificados os comprimentos de onda

que mais contribuiram para as variaveis na constru¢do do modelo de classificagdo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo da qualidade fisica dos lotes de acordo com as imagens
radiograficas

Para caracterizar a morfologia interna das sementes foram realizadas analises de raios
X nos 12 lotes avaliados. Essa técnica permitiu a visualizagdo detalhada do preenchimento das
sementes (Figura 2). A partir das imagens radiograficas obtidas foram extraidos parametros
como area, perimetro ¢ densidade, para avaliar a integridade e caracteristicas fisicas dos lotes
de sementes. Essas informagdes sdo importantes e podem ser associadas ao potencial fisiologico

das sementes, contribuindo para melhor compreensao dos resultados observados em cada lote.

Pericarpo

Endosperma

Figura 2. A: Imagem radiografica das sementes de crambe. B: Semente preenchida com sua
respectiva plantula normal. C: Semente com espaco vazio e sua respectiva plantula anormal.
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Na Figura 2A podem ser observadas as estruturas fundamentais das sementes, em que
0 pericarpo constitui o revestimento externo ¢ o endosperma constitui o tecido interno. Na
Figura 2B ¢ apresentada uma semente completamente preenchida que resultou em uma plantula
bem formada e saudavel. J4 na figura 2C, nota-se uma plantula anormal que se originou de uma
semente com espacos vazios internos mais pronunciados. No entanto, apesar da alta qualidade
das imagens radiograficas obtidas, ndo foi possivel visualizar com precisdo o eixo embrionario
das sementes. Ribeiro et al. (2021) também ndo conseguiram fazer essa visualiza¢dao ao obter
imagens radiograficas de sementes de crambe. Eles relataram que, como demonstrado em
estudos anteriores com sementes oleaginosas, o teor de 6leo das sementes influencia na nitidez
das estruturas internas visualizadas nas imagens, dificultando por vezes a identificagdo de
tecidos importantes como o eixo embriondrio. Os autores ressaltaram que o formato esférico
das sementes, aliado ao alto teor de 6leo, variando entre 36% e 38%, pode ter dificultado a

visualiza¢ao detalhada de suas estruturas internas.

Além da composi¢dao da semente, sabe-se que sua espessura, densidade e o proprio
comprimento de onda da radia¢do influenciam na qualidade das imagens radiograficas obtidas
dificultando por vez a identificagdo do eixo embrionario ou demais estruturas internas (ISTA,
2005). No caso do crambe, a intensidade da radiagdo utilizada pode nao ter sido eficiente para
essa identificacdo, devido ao fato de que o embrido das sementes e seu tecido de reserva
(endosperma) podem ter apresentado densidade similar, fazendo com que a radiacdo que

ultrapassou as sementes fosse absorvida por ambos tecidos de modo semelhante.

Na Tabela 1, observa-se que as varidveis area e perimetro das sementes ndo
apresentaram diferencgas significativas entre os lotes de cada linhagem. Para as varidveis
circularidade e solidez, apenas o lote 2 foi inferior aos demais lotes para linhagem FMS CR
1101, enquanto para as outras linhagens ndo houve diferenca significativa entre os lotes. Em
relacdo a circularidade, valores iguais a 1 indicam um circulo perfeito, enquanto valores
proximos de O representam formas mais alongadas. Quanto a solidez, valores proximos a 1
indicam uma semente so6lida, enquanto valores tendendo a 0 sugerem bordas irregulares ou
presenca de furos (Medeiros et al., 2020). No caso da linhagem FMS CR 1101, o lote 2 pode
ter apresentado maior nimero de sementes com padrdes irregulares e/ou danos no pericarpo, o
que pode justificar a diferenga estatistica entre os demais lotes dessa linhagem e refletir

posteriormente em um menor potencial fisiologico desse lote.

Quanto as variaveis densidade relativa (DR) e integrada (DI), o lote 3 da linhagem

FMS CR 1312 foi superior aos lotes 1 e 2. A densidade relativa ¢ a média dos valores de cinza
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de todos os pixels da area selecionada na imagem (sementes), enquanto a densidade integrada
¢ soma dos valores de cinza dos pixels da imagem ou sele¢do (Medeiros et al., 2020). Sao
variaveis que podem ser relacionadas com o potencial fisiolégico de sementes, visto que a
presenca de maiores espacos vazios entre o tegumento (no caso do crambe, pericarpo) € o
embrido podem resultar em plantulas anormais. No entanto, nem sempre ¢ possivel afirmar que
uma semente que apresenta uma area interna com maior preenchimento pelo embrido resultara

em plantulas maiores ou vigorosas (Gomes-Junior, 2010).

O lote 3 da linhagem FMS CR 1312 foi o lote submetido ao maior tempo de
envelhecimento artificial, logo se esperava que sua area interna estivesse menos preenchida
pelo endosperma devido ao estresse por alta umidade e temperatura, o que pode resultar no
consumo de reservas pelo embrido. No entanto, como observado anteriormente, esse lote
apresentou os maiores valores de DI e DR. Uma possivel explicagdo para isso € que, apds 96
horas de envelhecimento, o processo de umedecimento fez com que o embrido e os tecidos de
reserva aumentassem de tamanho, similar ao que ocorre na embebi¢ao. Embora o lote tenha
passado por um processo de secagem natural para retornar a umidade inicial, as alteragdes
causadas durante o envelhecimento, como o umedecimento da semente e expansao dos tecidos,
podem ter contribuido para danos irreversiveis no seu sistema de reparacao celular fazendo com
que a semente ndo voltasse a sua conformidade inicial, resultando em valores de DR e DI

superiores aos do lote 1, que possui maior vigor.

De modo similar, o mesmo processo de danos internos pode ter ocorrido para os lotes
2 das linhagens FMS CR 1326 e 1106, submetidos ao envelhecimento artificial por 48h, que
apresentaram valores superiores para as variaveis DR e DI em relacdo ao lote 1 de suas
respectivas linhagens. Para a linhagem FMS CR 1101, as médias das variaveis DR e DI
apresentaram os mesmos valores para lote 1 e 3, entdo provavelmente as sementes do lote
envelhecido retornaram ao tamanho original ap6s o tempo de secagem natural. Enquanto o lote
2 dessa mesma linhagem, que j& havia apresentado menores valores para circularidade e solidez,

diferindo dos demais, foi inferior para DI e DR.
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Tabela 1. Médias dos parametros fisicos das sementes de crambe obtidos por meio da analise das imagens radiograficas.

Linhagem Lotes Area Perimetro Circularidade Solidez DR DI
mm? mm mm - cinza.pixel! cinza.mm?.pixel!
L1 7,05 a 10,02 a 0,88 a 0,98 a 33,21b 232,68 ab
FMS CR 1312 L2 7,05 a 10,01 a 0,89 a 0,99 a 30,17 b 210,03 b
L3 7,07 a 9,97 a 0,89 a 0,99 a 41,57 a 278,51 a
CV (%) 6,25 2,97 1,15 0,31 10,21 13,2
L1 7,05 a 9,92 a 0,897 a 0,991 a 42,99 a 293,35 a
FMS CR 1101 L2 6,76 a 991 a 0,818 b 0,990 b 26,75b 179,8 b
L3 7,05 a 9,92 a 0,897 a 0,991 a 42,99 a 293,35 a
CV (%) 4,19 1,98 0,12 0,08 2,54 8,94
L1 6,77 a 9,8 a 0,89 a 0,98 a 28,79 b 19541 b
FMS CR 1326 L2 7,01 a 9,92 a 0,89 a 0,99 a 45,10 a 308,93 a
L3 6,63 a 9,66 a 0,89 a 0,99 a 34,38 b 213,59b
CV (%) 7,43 3,85 0,58 0,14 13,28 17,84
L1 6,92 a 9,84 a 0,89 a 0,99 a 45,75 b 314,35 ab
FMS CR 1106 L2 6,77 a 9,74 a 0,89 a 0,99 a 4891 a 329.04 a
L3 6,64 a 9,64 a 0,89 a 0,99 a 4495 b 292.81b
CV (%) 4,63 2,31 0,15 0,04 2,86 5,94

Densidade Relativa (DR); Densidade Integrada (DI). Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna e para cada linhagem ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05
de probabilidade. Coeficiente de variagdo (CV).
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4.2. Caracterizacio da qualidade fisiologica dos lotes de sementes

Na Tabela 2, observa-se que os graus de umidade dos diferentes lotes de sementes foram
uniformes, ndo variando mais que 1,7% para os lotes de nenhuma das linhagens estudadas. A
uniformidade no grau de umidade ¢ uma caracteristica fundamental para que as avaliagdes
sejam padronizadas e seus resultados sejam consistentes (Marcos-Filho et al., 2015). Além
disso, ¢ importante que o grau de umidade nao apresente uma variacdo que ultrapasse dois
pontos percentuais, a fim de que os processos metabdlicos, bem como o processo de

deterioragdo das sementes, ocorram em intensidades semelhantes (Silva e Vieira, 2010).

Tabela 2. Médias de umidade e dos parametros avaliados no teste de germinacao para os 12
lotes de sementes de crambe.

Linhagem Lotes GU G PCG IVG PR IVPR
% % % %

L1 54 940a 940a 587a 995a 11,64 a
FMS CR 1312 L2 7,1 865a 865a 540a 970a 9,70 b
L3 5,8 88,0a 88,0a 550a 970a 9,06 b

CV (%) - 9,14 9,14 9,14 3,32 7,46
L1 64 930a 930a S58la 995a 11,14 a
FMS CR 1101 L2 59 880a 880a 550a 994a 9,66 b
L3 56 795b 795b 496b  96,0b 9,04 b

CV (%) - 6,38 6,38 6,38 2,18 6,69
L1 6,3 920a 905a 5/70a 995a 9,18 a
FMS CR 1326 L2 57 930a 900a 5/73a 985a 8,54 a
L3 56 780b 675b 459b  90,5b 7,54 b

CV (%) - 9,21 13,72 10,59 5,18 6,82
L1 62 920a 900a 5,69a 985a 895a
FMS CR 1106 L2 59 880a 8742a 548a 960a 8,02a
L3 59 735b 515b  400b 815D 6,58 b

CV (%) - 11,22 16,92 11,53 8,81 9,21

Grau de umidade (GU); Germinagdo (G); Primeira contagem de germinacio (PCG); Indice de velocidade de
germinacdo (IVG); Protrusdo radicular (PR); e Indice de velocidade de protrusdo radicular (IVPR). Médias
seguidas pela mesma letra em cada coluna e para cada linhagem nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Coeficiente de variagdo (CV).

Quanto as varidveis germinacao (G), primeira contagem de germinacao (PCG), indice
de velocidade de germinacao (IVG) e protrusao radicular (PR), € possivel observar que os
tempos de envelhecimento artificial (48 e 96 h) ndo foram capazes de diferenciar em classes de

vigor nenhum dos trés lotes estudados para a linhagem FMS CR 1312. O envelhecimento
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artificial ao qual as sementes foram submetidas foi conduzido sob condi¢des de alta temperatura
e umidade, seguindo os principios do envelhecimento acelerado, que considera que lotes de
sementes de alto vigor mantém sua viabilidade quando submetidos a curtos periodos de
condigdes adversas severas de temperatura e umidade relativa (Matera et al., 2019). Esse
estresse causado pelo teste resulta no aumento da respiragdo pelas sementes € no consumo de
reservas pelo embrido, o que pode interferir na reparagdo de suas células internas ou mesmo
causar danos irreversiveis para a formacao de uma plantula normal. Assim essa linhagem se
mostrou a mais vigorosa dentre as linhagens estudadas, pois mesmo apos os periodos de

envelhecimento artificial, os lotes mantiveram elevada porcentagem de germinagdo e vigor.

Para as linhagens FMS CR 1101, 1326 e 1106, as varidveis G, PCG, IVG e PR
apresentaram a mesma segmentacdo dentre os trés lotes estudados para cada linhagem, sendo
que o lote 3 se diferenciou dos demais obtendo as menores médias. O teste de germinagao ¢
conduzido sob condi¢des ideais para cada espécie, assim seu principio é expressar 0 maximo
potencial de germinacao nessas condigdes (Brasil, 2009). Percebe-se que todos os lotes de cada
linhagem apresentaram germinagdo/viabilidade superior a 60%, que ¢ o valor minimo
estabelecido pela legislacdo para comercializagdo de sementes basicas de crambe no Brasil

(Brasil, 2013).

Jé os testes de primeira contagem de germinagao, indice de velocidade de germinagao e
protrusdo radicular sdo testes de vigor. O teste de primeira contagem de germinacao tem como
principio o fato de que lotes mais vigorosos apresentam maior porcentagem de plantulas
normais por ocasiao da primeira contagem (Carvalho; Nakagawa, 2000). O indice de velocidade
de germinagdo ¢ um teste que possui como principio que sementes de alto potencial fisiologico
germinam e se desenvolvem mais rapidamente do que as de menor vigor, € assim as plantulas
provenientes dessas sementes resultardo em maior possibilidade de desenvolvimento (Cruz et
al., 2022). E o de protrusdo radicular ¢ contabilizado para que se saiba quais sementes emitem
raiz primaria mais precocemente e, por consequéncia, sdo mais vigorosas, sendo esse 0
principio do teste (Oliveira et al., 2019). Assim os lotes que foram envelhecidos por 96 h para

as linhagens FMS CR 1101, 1326 e 1106 podem ser classificados como de menor vigor.

Quanto a variavel indice de velocidade de protrusdo radicular (IVPR), podemos
perceber que foi o Unico teste capaz de indicar uma possivel reducao no potencial fisiologico
dos lotes de sementes ocasionado pelos tempos de envelhecimento artificial para a linhagem
FMS CR 1312. Observa-se que essa variavel evidenciou a superioridade do lote 1 (ndo

envelhecido) para as linhagens FMS CR 1312 e 1101. Enquanto para as linhagens FMS CR
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1326 e 1106 essa varidvel permitiu a segmentag¢ao do lote 3 de cada uma como sendo o menos
vigoroso. No entanto, podemos observar pelas médias obtidas que naturalmente essas linhagens

j& apresentavam uma protrusao radicular mais lenta até para o lote ndo envelhecido.

Na Tabela 3, observa-se que, para as variaveis comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR), comprimento total (CT), razdo entre o comprimento da
raiz/comprimento da parte aérea (RRA), indice de crescimento (IC) e indice de uniformidade
(IU), para a linhagem FMS CR 1312 ndo foram observadas variagdes significativas entre as
médias dos lotes analisados. Para a linhagem FMS CR 1101, observou-se menores médias do
CPA ¢ maiores médias do CR e CT para o lote 1, sugerindo que as plantulas desse lote
apresentaram um sistema radicular mais profundo. Isso pode resultar em melhor
estabelecimento do estande em campo, possivelmente associado a plantulas mais vigorosas,
como era esperado para o lote ndo envelhecido artificialmente. J& para a linhagem FMS CR
1326, os lotes 1 e 2 apresentaram as maiores médias para CPA, CR e CT, diferindo do lote 3
(envelhecido artificialmente por 96 horas), também indicando que as plantulas dos primeiros
lotes eram mais vigorosas. Quanto a FMS CR 1106, o lote 1 também diferiu dos demais,
apresentando maiores médias para CPA, CR e CT, evidenciando um bom crescimento das

plantulas e corroborando que o lote ndo envelhecido foi o mais vigoroso dessa linhagem.

Tabela 3. Médias dos parametros avaliados no teste de crescimento de plantulas de 12 lotes de
sementes de crambe.

Linhagem Lotes CPA CR CT RRA IC IU 10

L1 1,19a 2,11a 330a 1,89a 201,84a 950,52a 35793a
FMS CR 1312 L2 1,35a 1,88a 324a 140a 183,57a 965,76a 33849a
L3 1,32a 2,11a 344a 1,60a 20346a 957,16a 356,77 a
CV (%) 17,11 17,32 12,87 25,82 16,29 1,65 7,38
L1 0,81b 233a 3,14a 2,85a 218,0la 93491b 383,11a
FMS CR 1101 L2 1,02a 199a 3,02ab 1,98b 189,67a 956,51a 352,32a
L3 I,11a 1,50b 2,62b 137c 147,01 b 962,52a 306,58b
CV (%) 13,36 16,42 12 18,41 15,6 1,38 8,18
L1 I,16a 1,56a 273a 1,33b 15247a 967,70 ab 339,99 a
FMS CR 1326 L2 I,13a 1,82a 295a 1,60a 17542a 96142b 359,34a
L3 0,78b 097b 1,76b 1,24b 9548b 972,062 274,79b
CV (%) 9,13 15,68 11,44 13,7 14,86 0,66 7,31
L1 093a 138a 23la 147a 133,84a 966,44b 301,49a
L2 0,67b 0,66b 1,33b 097b 6630b 981,78a 270,12b

FMS CR 1106
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L3 0,50b 0,59b 1,10b 1,17b 59,04b 980,60a 256,53 b
CV (%) 20,39 2792 2355 1495 27,03 0,48 8,73

Comprimento de parte aérea (CPA); Comprimento da raiz (CR); Comprimento total (CT); Razdo entre o
comprimento da raiz/comprimento da parte aérea (RRA); Indice de crescimento (IC); Indice de uniformidade (IU);
¢ Indice de vigor (IV). Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna e para cada linhagem ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de variagdo (CV).

Para a linhagem FMS CR 1101, a varidvel RRA foi a Gnica que diferenciou os trés
lotes em trés niveis de qualidade, sendo o lote 1 superior e mostrando que esse lote investiu
mais em crescimento da parte radicular quando comparado aos demais para essa linhagem.
Quanto ao IC e IV, os lotes 1 e 2 apresentaram médias superiores para a FMS CR 1101. O indice
de crescimento tem relagdo com o vigor das plantulas calculado com base nas médias
aritméticas entre o comprimento da parte aérea e da raiz, sendo que quanto maior o valor do
indice, maior ¢ o vigor das plantulas (Sako et al., 2001). J&4 o indice de vigor pondera o
crescimento e a uniformidade, sendo que seus valores podem variar de 0 a 1000. Altos valores
para esse indice mostram a superioridade de lotes mais vigorosos em detrimento dos menos
vigorosos (Sako et al., 2001). Assim, mais uma vez, o lote nao envelhecido e o envelhecido por
48 h foram mais vigorosos que o lote envelhecido por 96 h. Para a variavel IU, os lotes 2 e 3
foram os que apresentaram médias superiores, porém esses lotes também foram os que
apresentaram as menores médias de CPA, CR e CT, indicando apenas que dentre os lotes

analisados suas plantulas eram uniformemente pequenas.

Para a linhagem FMS CR 1326, de acordo com a variavel RRA, observa-se que o lote
2 foi o0 que mais investiu em crescimento radicular. Os lotes 1 e 2 apresentaram maiores médias
de IC e IV, e o lote 2 apresentou maior variagdo no comprimento de plantulas para essa
linhagem, ou seja, menor IU. Quanto a FMS 1106, a média da RRA indicou que o lote 1 foi o
lote que apresentou maior propor¢ao de sistema radicular. De acordo com o IC e o IV, observa-
se que o lote 1 apresentou as maiores plantulas e era o mais vigoroso, apesar de apresentar

menor uniformidade de plantulas, dentre os lotes dessa linhagem.

Assim, podemos observar que para a maioria das linhagens os lotes 1 e 2, ndo
envelhecido e envelhecido artificialmente por 48 horas, respectivamente, foram os mais
vigorosos. Desse modo, os lotes foram segmentados de acordo com seu potencial fisioldgico.
Sendo a varidvel germinagdo (tabela 2) escolhida para a separacao dos lotes em classes de maior
e menor potencial fisioldgico, sendo estabelecido o valor de germinagdo igual ou superior a

85% para a primeira classe e abaixo de 85% de germinagdo para a segunda (Tabela 4).



39

Tabela 4. Divisao de classes de acordo com potencial fisiologico das sementes de crambe.
Maior potencial fisioldgico: maior ou igual a 85% de germinag@o. Menor potencial fisiologico:

menor que 85% de germinacao.

Cultivar Lotes Classes
L1 Maior potencial fisiolégico
FMS 1312 L2 Maior potencial fisiolégico
L3 Maior potencial fisiolégico
L1 Maior potencial fisiolégico
FMS 1101 L2 Maior potencial fisiolégico
L3 Menor potencial fisiologico
L1 Maior potencial fisiolégico
FMS 1326 L2 Maior potencial fisiolégico
L3 Menor potencial fisiologico
L1 Maior potencial fisiolégico
FMS 1106 L2 Maior potencial fisiolégico
L3 Menor potencial fisiologico
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Experimento I — Espectroscopia no Infravermelho Proximo — NIR para classificacao das
sementes em classes de potencial fisiologico

Para a obten¢dao dos modelos de classificagdo das sementes de acordo com seu
potencial fisiologico, os espectros foram coletados em todo dominio espectral da faixa NIR de
1000 a 2500 nm (Figura 3). Os 12 lotes de sementes foram divididos em duas classes de acordo
com seu potencial fisioldgico. A primeira classe correspondeu aos lotes que apresentaram
germinagdo superior ou igual a 85% (maior potencial fisioldgico) e a segunda classe inferior a
85% de germinacdo (menor potencial fisioldgico). Dos 12 lotes, nove foram agrupados na

primeira classe e trés na segunda.
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Figura 3. Espectros brutos médios de amostras de sementes de Crambe abyssinica em duas
classes de acordo com o potencial fisiologico.

Foi possivel observar que os padrdes espectrais de todas as amostras foram
semelhantes para as duas classes ao longo de toda a faixa de comprimento de onda. No entanto,
a reflectancia foi maior para a classe de maior potencial fisiologico (Figura 3). Geralmente as
caracteristicas fisicas das amostras sao observadas como fundo e ruido no espectro NIR, assim
um espectro ndo depende apenas da composicdo quimica das amostras, mas também das
caracteristicas fisicas (Chen et al., 2007). Em alguns trabalhos, maior reflectancia foi associada

a sementes menos vigorosas e viaveis, sendo que alguns autores afirmam que os tecidos mais
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saudaveis sdo metabolicamente mais ativos; logo, absorvem mais energia luminosa e refletem
menos (Shetty et al., 2011; Olesen et al., 2015; Bianchini et al., 2021). No entanto, esse padrao
nao foi observado nas sementes avaliadas nesse estudo, pois as amostras que apresentaram
maior reflectdncia corresponderam a classe de sementes com maior potencial germinativo.
Soares et al. (2024) observaram o mesmo padrdo em sementes de soja, onde a classe mais

vigorosa também possuia a maior refletancia.

Para calibracdo e validagao do modelo obtido por meio da PLS-DA foram testados
diferentes tipos de pré-processamentos para classificagdo dos lotes de acordo com as duas
classes de potencial fisiologico das sementes. Esses modelos obtidos com os espectros pré-

processados apresentaram diferencas na eficiéncia de classificagdao, com acuracias que variaram

de 0,60 a 0,96 (Tabela 5).

Tabela 5. Valores de acuracia e coeficiente Kappa para os dados de validacao dos modelos de
classificag@o obtidos por meio da PLS-DA, com diferentes técnicas de pré-processamento, para
avaliagdo dos lotes de sementes de crambe de acordo com suas classes de potencial fisiologico

Validacao (n = 28)

Modelo Pré-processamento Acuricia Kappa
Dados originais 0,78 0,51
SNV 0,93 0,84
1? derivada 0,71 0,37

PLS-DA 28 der%vada . 0,78 0,51
1* derivada de Savitzky-Golay 0,96 0,92
2* derivada de Savitzky-Golay 0,60 0,16
SNV + SG 1? derivada 0,68 0,35
SNV + SG 2? derivada 0,68 0,34

A técnica de analise multivariada PLS-DA ¢ um método supervisionado eficaz para
avaliacdo de dados espectrais. Esse método supervisionado baseia-se em duas etapas
consecutivas: primeiro, um conjunto de dados com amostras cuja classe ¢ conhecida € utilizado
para construir um modelo com parametros adequados que irdo otimizar a discriminagdo entre
os dados de diferentes classes; em seguida, amostras cujas classes sdo desconhecidas sdo
atribuidas a uma classe adequada usando os parametros otimizados durante a primeira etapa

(Varmuza; Filzmoser., 2016).

Existem diversos estudos que utilizam a modelagem PLS-DA direcionada a

espectroscopia no infravermelho préximo a fim de classificar e selecionar lotes de sementes de
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acordo com seu potencial fisiologico. Recentemente, alguns deles alcangaram bons resultados
com altos valores de acuricia utilizando a modelagem PLS-DA para discriminar sementes de
pinheiro (Khouja et al., 2022), soja (Saputri et al, 2022; Soares et al., 2024) e arroz (Wang et
al., 2024).

Dentre os pré-processamentos utilizados, apenas os pré-processamentos SNV e 1?
derivada de SG foram superiores para a classificacdo dos lotes com acuracia e Kappa elevados
(> 0,80) (Tabela 5). O modelo PLS-DA em que utilizamos o pré-processamento 1* derivada de
SG, com janela de 17 pontos, obteve valores de acuracia de 0,96 e coeficiente Kappa de 0,92

para os dados de validagdo, respectivamente, sendo esse o melhor modelo obtido.

A técnica de pré-processamento SNV ¢ normalmente usada como uma corregdo a fim
de remover a variacdo de dispersdo da fonte de luz nos dados espectrais, excluindo
interferéncias multiplicativas (Buddenbaum e Steffens, 2012). O filtro Savitzky-Golay, por sua
vez, ¢ utilizado a fim de reduzir o ruido de alta frequéncia em um sinal, devido a suas
propriedades de suavizagado, além de reduzir o sinal de baixa frequéncia usando diferenciagao.
Essas sdo as razdes pelas quais o filtro SG ¢ uma das ferramentas de processamento de sinal

mais popular em espectroscopia (Gallagher, 2020).

Para avaliar o desempenho do melhor modelo de classifica¢do, ou seja, o modelo
obtido utilizando-se os espectros pré-processados com o filtro da primeira derivada de Savitzky-
Golay, também foi feita uma matriz de confusdo, que exibe a distribuicdo das duas classes de
sementes de acordo com a sua classe original e a classe prevista indicando a eficiéncia e
qualidade do modelo (Figura 4). Khatri et al. (2022) utilizaram a matriz de confusdo para o
mesmo fim, medir a eficiéncia do modelo de classificacdo, baseado no principio de que a matriz
¢ necessaria para fornecer o niamero de previsdes corretas e erradas com base em valores

verdadeiros conhecidos.
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Treinamento ( n = 116) Validagiio (n = 28)
Menor Menor
potencial - 37 4 potencial 4 10 0
fisiologico Freq fisiologico Freq

B B
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fisiologico

Primeira Derivada de Savitzky-Golay

Menor potencial fisiologico Maior potellicia] fisiologico Menor potencial fisiologico Maior potencial fisiologico

Figura 4. Matriz de confusdo da classificacdo dos lotes de sementes de crambe de acordo com
as duas classes de potencial fisiolégico por meio do modelo PLS-DA utilizando-se os espectros
pré-processados com o filtro da primeira derivada de Savitzky-Golay.

A matriz de confusdo do modelo obtido a partir dos dados pré-processados pelo filtro
da 1* derivada de Savitzky-Golay indica que os erros foram majoritariamente associados a
classe de maior potencial fisiologico (= 85% de germina¢do), sendo observado tal
comportamento tanto nos dados de treinamento, como nos de validagdao. Para os dados de
treinamento, quatro amostras da classe de menor potencial fisiologico (< 85% de germinagao)
foram erroneamente alocadas na classe de maior potencial fisiol6gico, enquanto nove amostras
da classe de maior potencial fisiologico foram preditas como classe de menor potencial
fisiologico. Ja para os dados de validacdo do modelo, apenas um espectro da classe de maior
potencial fisioldgico foi predito de forma incorreta, enquanto todos os espectros da classe de
menor potencial fisioldgico foram preditos corretamente, ndo sendo observados assim erros na

classificagdo da classe de menor potencial fisiologico.

Com base no melhor modelo obtido, construiu-se um grafico de importancia geral das
variaveis para a classificacdo das sementes de acordo com as duas classes de potencial
fisiologico (Figura 5). Os comprimentos de onda que mais contribuiram para a separagao das
classes de acordo com o potencial fisiolégico das sementes representam quatro regides (I: 1300
— 1400 nm; II: 1800 — 1900 nm; III: 2000 — 2100 nm, IV: 2250 — 2300 nm). Dessas quatro
regides, a regidao de comprimento de onda de 1800 — 1900 nm foi a que obtive maior
importancia, sendo provavelmente essa regido relacionada a maior diferenciacdo do potencial

fisiologico das sementes.
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Figura 5. Importancia das faixas de comprimento de onda para classificacdo dos lotes de
sementes de Crambe abyssinica de acordo com o potencial fisiolégico.

A faixa de comprimento de onda entre 1300 e 1400 nm pode estar associada a presenca
de lipidios na semente. Hourant et al. (2000) afirmaram que a faixa entre 1350 ¢ 1430 nm ¢
representada por combinacdes de bandas que possuem ligagdes com a molécula de CH>
caracteristicas de C-H, e os picos de 1392 a 1414 nm se associam as bandas de combinagdo
provenientes da vibragdo de C-H associadas aos lipidios. Sabe-se que o contetdo de 6leo nas
sementes de crambe ¢ alto, com teores entre 30 e 51% (Santos et al., 2015; Tavares et al., 2017),
composto predominantemente de 4cidos graxos monoinsaturados como o acido ertcico
(C22H4202). Assim, essa regido do comprimento de onda pode estar indicando a interag¢do entre

esses compostos com a radiagdo na regido do infravermelho préximo.

Para a faixa de comprimento de onda entre 1800 e 1900 nm, estudos com sementes
comumente as relacionam com a interacdo entre a radia¢do do infravermelho proximo e
moléculas associadas a proteina. Como ¢ o caso de um estudo com soja que associou a absor¢ao
em 1860 nm com esse composto (Kusumaningrum et al., 2018). A absor¢ao em 2000 — 2100
nm também pode estar associada a interagdo das moléculas de proteina, como afirma Shenk et
al. (2007), que relataram que a regido em torno de 2058 nm pode ser relacionada a molécula de
N-H (proteina) e a regido de 2155 nm ao estiramento C-H proveniente da interagdo entre o

infravermelho com teores de 6leo.

A faixa de comprimento de onda na regido de 2250 a 2300 nm também contribuiu para
a separagao de classes de sementes de acordo com seu potencial fisioldgico, porém de modo

mais sutil que as faixas nas regides II, III e IV. Autores associam os picos de 2.282 e 2.330 nm
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a presenca de carboidratos nas amostras avaliadas, enquanto o pico de 2.300 se relaciona a

banda de absorbancia de proteinas (Xu et al., 2019).

Sabe-se que o processo de envelhecimento artificial ao qual as sementes foram
submetidas altera seus compostos internos e leva a reduciao do seu potencial fisiologico. No
entanto, lotes de sementes que apresentam alto vigor costumam manter sua viabilidade quando
submetidos as condi¢des de umidade e temperatura elevada, caracteristicas do envelhecimento
acelerado, enquanto os de baixo vigor apresentam reducao em sua viabilidade (AOSA, 2000).
Nesse sentido, os lotes de sementes da linhagem FMS CR 1312 foram os mais vigorosos dentre

os estudados.

Além disso, as sementes se deterioram naturalmente com o passar do tempo ao longo
do armazenamento, no entanto quando sdo submetidas ao envelhecimento artificial esse
processo que seria natural ¢ simulado e acelerado pelo teste. O embrido das sementes nesse
processo continua a consumir nutrientes armazenados para produzir energia, mantendo assim o
metabolismo ativo durante o estresse (Matthews et al., 2012). Isso resulta em alteragdes de
qualidade relacionadas ao metabolismo, ocasionando desorganizacdo interna das membranas,
relaxamento das estruturas dos tecidos, consumo de reservas ¢ redugdo das atividades
enzimaticas, o que leva a deterioracdo fisioldgica do embrido e a reducdo da viabilidade das
sementes, refletindo no seu potencial fisiologico (Marshall; Lewis, 2004; Rajarammanna et al.,

2010; Spano et al., 2011).

A taxa de deterioragdo das sementes em espécies oleaginosas, como ¢ o caso do
crambe, depende das condi¢des do ambiente e do armazenamento, além das particularidades da
semente, que abrange sua composi¢ao quimica (Abreu et al., 2013). Logo, outra causa frequente
de deterioragdo e perda da viabilidade dessas sementes esta associada a peroxidacao de lipidios.
Esse processo ¢ ativado pela acdo do oxigénio sobre determinado acido graxo poliinsaturado
que se localiza nas membranas das sementes. O aumento da peroxida¢do de lipidios ocasiona
danos a membrana celular e, consequentemente, gera subprodutos toxicos (Schwember e
Bradford, 2010). Essas altera¢des internas influenciam nos teores de Oleo, proteina e
carboidratos pertencentes a composicdo das sementes. Essas alteragdes internas estdo
relacionadas as diferencas observadas na reflectdncia ao se analisar os espectros NIR, sendo
que os compostos interagem de modo diferente com a radiagdo infravermelha de acordo com
sua concentracdo nas sementes, visto que temos a classe de sementes de maior potencial

fisiologico, que ndo foi submetida ao envelhecimento artificial, e a classe de menor potencial
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fisioldgico, que foi submetida ao envelhecimento. Provavelmente, nas sementes envelhecidas

esses compostos sofreram redugdes e isso influenciou no padrdo espectral observado.

Desse modo, embora a técnica de espectroscopia NIR nao consiga quantificar esses
compostos especificos, o0 modelo obtido via PLS-DA apds o pré-processamento com o filtro 1?
derivada do SG permitiu classificar os lotes de sementes de crambe com base em seu potencial
fisiologico. Os picos e vales observados nos espectros que sdo gerados pela excitagcao dos
sobretons de compostos e ligagdes quimicas interagindo com a radiacao do infravermelho
proximo sdo capazes de permitir a identificagdo de regides da faixa espectral que possuem
maior importancia para distingdo dos niveis de qualidade das sementes. Assim, a espectroscopia
NIR tem potencial para ser utilizada como ferramenta auxiliar para classificacao de lotes de
sementes de crambe quanto ao potencial fisioldgico. O espectrometro infravermelho com
transformada de Fourier pode ser calibrado para predizer o potencial fisiologico de sementes
da espécie, sendo mais uma metodologia para avaliacao da qualidade na industria de sementes,

possibilitando uma rapida pré-selecao dos lotes, além de economizar tempo e recursos.
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Experimento II — Analise de imagens multiespectrais para classificacio de sementes de

crambe quanto ao potencial fisiologico

A utilizagdo de imagens multiespectrais ¢ uma tecnologia que vem apresentando
sucesso como método ndo-invasivo para discriminar lotes de sementes com diferentes niveis de
qualidade. Os modelos de classificagdo das sementes de acordo com seu potencial fisiologico
foram obtidos pelo processamento dos valores de pixel extraidos das imagens multiespectrais
que foram convertidos em reflectancia dos espectros, abrangendo os comprimentos de onda da
faixa UV-VIS-NIR de 395 a 940 nm (Figura 6). Cada semente individual foi classificada, de
acordo com o lote que pertencia, em uma das duas classes de acordo com o potencial fisioldgico.
A primeira classe correspondeu aos lotes que apresentaram germinacao superior ou igual a 85%
(maior potencial fisiologico) e a segunda classe lotes com germinacdo menor que 85% de

germinagdo (menor potencial fisiologico).
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Figura 6. Espectros brutos médios das sementes de Crambe abyssinica obtidos por meio da
analise de imagens multiespectrais de duas classes de acordo com o potencial fisiologico.

Nota-se no presente estudo que os padrdes espectrais (picos e vales) foram similares
para as duas classes ao longo da faixa de comprimento de onda. Quanto a reflectancia, percebe-
se que ela permitiu a separagao das duas classes de acordo com o potencial fisioldgico dos lotes

de sementes. Podemos observar que a classe com maior potencial fisiologico apresentou
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maiores valores de reflectdncia nos seguintes comprimentos de onda: 490, 520, 740 ¢ 940 nm.
A classe de menor potencial de germinagdo, apresentou maiores valores de refletdncia apenas
para os comprimentos de onda 395 e 460 nm (Figura 6). Segundo Hansen et al. (2016), uma
imagem multiespectral apresenta valores de pixel que se sobrepdem a semente, representando
a quimica tanto na superficie quanto no interior da semente, na pequena area coberta pelo pixel.
Dessa forma, os valores de reflectancia, sejam eles maiores ou menores, podem estar associados
a qualidade e viabilidade das sementes por terem relagdo com sua composi¢ao. Wang et al.
(2021a) também observaram que suas classes de sementes vigorosas e envelhecidas
apresentaram comportamentos distintos ao longo da faixa de comprimento de onda do UV (365
nm) ao NIR (970 nm) em relagdo a reflectancia. Os autores notaram que as sementes
envelhecidas apresentaram maiores intensidades de reflectancia na regido NIR (850 a 970 nm),
enquanto a classe de sementes vigorosas mostrou maior reflectancia espectral na faixa de 450

a 690 nm em sementes de alfafa.

Para calibracao e validagao do modelo obtido por meio do Random Forest — RF,
diferentes métodos de pré-processamentos foram testados para a classificagao dos lotes de
acordo com o potencial fisiologico das sementes. Os modelos obtidos com os pré-
processamentos dos espectros apresentaram diferengas na eficiéncia de classificagdo, com
acuracias que variaram de 0,70 a 0,81 (Tabela 6). A validacao cruzada dos modelos via RF foi

feita utilizando 5 folds para evitar o viés e sobreajuste do modelo.

Tabela 6. Valores de acuracia e coeficiente Kappa para os dados de validagdo do modelo
Random Forest (RF) com diferentes técnicas de pré-processamento, para classificacao dos lotes
de sementes de crambe de acordo com seu potencial fisiologico.

Validacio (n = 238)

Modelo Pré-processamento Acuracia Kappa
Dados originais 0,74 0,49
SNV 0,77 0,54
RF MSC 0,81 0,62
1* derivada de Savitzky-Golay 0,70 0,40
2 * derivada 0,74 0,48

O método de classificacdo RF se baseia em arvores de decisdo que utiliza regras para
dividir dados em bindrio. Na estrutura da arvore, a representagdo das folhas corresponde aos
rétulos de classe, enquanto os nds representam as regras de decisdo que irdo resultar na

destinagdo das amostras a uma classe especifica (Santana; Neto; Poppi, 2019). O método RF de
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classificagdo também ¢ baseado em um tipo de estratégia de aprendizado chamada “ensemble
learning”, onde se geram muitos classificadores e posteriormente se agregam seus resultados
(Liu et al., 2013). O modelo de classificacao RF possibilita interpretagdes valiosas para avaliar
parametros de qualidade de sementes, como teor de 6leo e proteina, podendo também revelar a

importancia de diferentes caracteristicas (Rajkovi¢ et al., 2021).

A utilizagdo do modelo de classificagdo RF destinado para discriminar lotes de
sementes com base em seu potencial fisiologico por meio de espectros obtidos utilizando
imagens multiespectrais estd presente na literatura em alguns artigos. Acuracias em torno de
90% foram encontradas para discriminar sementes de alta e baixa qualidade em melancia por
meio de imagens multiespectrais com o modelo de classificacdo RF (Liu et al., 2019). Em
sementes de tomate e cenoura, o modelo RF atingiu 95% e 97% de acurécia, respectivamente,
para classificar lotes de sementes de alto e baixo vigor utilizando imagens multiespectrais
(Galletti et al., 2020). J4 em sementes de colza, espécie da mesma familia do crambe, hd um
estudo onde foi possivel fazer a predi¢ao de rendimento e qualidade das sementes por meio do
RF. Contudo, essa predi¢do ndo envolveu a classificacdo por meio de imagens multiespectrais.
O experimento foi realizado em campo com 40 gendtipos de colza, e o modelo foi aplicado para
prever os seguintes componentes: rendimento de sementes, rendimento de 6leo e proteina, teor
de 6leo e proteina, e peso de 1000 sementes. As predi¢cdes foram baseadas nos dados de genotipo
e clima do ano de producdo, destacando a eficacia do uso dessas varidveis na estimativa dos

componentes de rendimento e qualidade das sementes (Rajkovic et al., 2021).

Com base nos pré-processamentos utilizados, a 2* derivada apresentou os mesmos
valores de acurécia que os dados originais e um coeficiente Kappa de 0,48 (Tabela 6). O pré-
processamento 1* derivada de SG foi o tnico inferior para a classificagdo dos lotes de sementes
com acuracia e Kappa abaixo dos valores obtidos para os dados originais, sendo 0,70 e 0,40,
respectivamente. Para o modelo obtido com os dados pré-processados utilizando o método
Multiplicative Scatter Correction (MSC), foram obtidos valores de acuracia de 0,81 e
coeficiente Kappa 0,62 para o conjunto de dados de validag¢do, sendo o melhor modelo de

classificagdo obtido para o protétipo UV-VIS-NIR.

A técnica de pré-processamento MSC ¢ utilizada para corre¢do de dispersdo
multiplicativa sendo necessario para esse fim um espectro de referéncia. Normalmente se
considerada para isso o espectro médio de todo o conjunto de calibragdo. O pré-processamento

MSC corrige fatores com o objetivo de remover efeitos aditivos e multiplicativos. Assim, cada



50

espectro individual ¢ regredido no espectro médio e os coeficientes de regressdo linear

fornecem estimativas desses fatores (Dhanoa et al., 1994).

Uma matriz de confusdo foi elaborada para se observar o padrao de classificagao do
modelo obtido e avaliar seu desempenho, exibindo a distribui¢do das classes de sementes com
base em sua classe original e a classe predita, e indicando o quao preciso e eficiente o0 modelo
¢ em discriminar as duas classes de sementes (Figura 7). E comum em trabalhos de aprendizado
de maquina e avaliagdo da eficiéncia de modelos de classificagdao a utilizacdo da matriz de
confusdo, pois a matriz fornece informagdes sobre a classificacdo prevista, onde os elementos
da diagonal principal fornecem os dados classificados corretamente e os elementos fora da
diagonal informam os dados classificados de modo incorreto (Kiratiratanapruk et al., 2020;

Satoto et al., 2022; Madhavan et al., 2023).
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Figura 7. Matriz de confusdo da classifica¢ao dos lotes de sementes de crambe em duas classes
de acordo com o potencial fisioldégico por meio do modelo RF utilizando-se os espectros pré-
processados com a técnica Multiplicative Scatter Correction.

A matriz de confusdo do modelo obtido com o pré-processamento dos dados pela
técnica MSC demonstra que para os dados de treinamento ndo houve erros de classificacao para
a classe de maior potencial fisiologico (= 85% de germina¢do) e nem para a classe de menor
potencial fisiologico (< 85% de germinagdo), sendo os 1853 espectros obtidos no prototipo UV-
VIS-NIR e segmentados para o treinamento do modelo classificados corretamente. Ja para os
dados de validagdo, na classe de maior potencial fisiologico, dos 119 espectros pertencentes a
essa classe, 10 foram preditos de forma incorreta, enquanto para os 119 espectros da classe de

menor potencial fisioldgico, 33 foram preditos incorretamente.

Desse modo, com os resultados obtidos por meio do modelo de classificacao RF para

os espectros do prototipo UV-VIS-NIR construiu-se o grafico de importancia geral das variaveis
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para classificacdo dos lotes de sementes, de acordo com as duas classes (Figura 8). Dentre os
oito comprimentos de onda avaliados e obtidos com o prototipo para o modelo de classificagao
RF apds o pré-processamento MSC, os que apresentaram maior importancia para a construgao
do modelo e classificacdo do potencial fisiolégico das sementes foram os comprimentos de
onda: I: 385 nm; II: 740 nm; III: 850 nm; IV: 940 nm. Esses comprimentos apresentaram
importancia superior a 75% para a classificagdo dos lotes em duas classes de acordo com o

potencial fisioldgico.
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Figura 8. Importancia dos comprimentos de onda para o modelo de classificagdo RF quanto
ao potencial fisiologico de sementes de Crambe abyssinica.

O pico de refletancia do comprimento de onda I (385 nm) para imagens multiespectrais
de sementes ¢ um comprimento de onda na regido do ultravioleta. Sabe-se que a regido de
comprimento de onda onde a luz possui de 320-500 nm, referente a luz UV e azul, se caracteriza
como uma regido que pode ser absorvida por fitocromos, criptocromos e fototropinas, sendo
estes fotorreceptores responsaveis por modular varios processos fisioldgicos das sementes,
como germinagdo, desenvolvimento do embrido e realocacdo de cloroplastos (Jones, 2018). Em

um estudo com sementes de soja e sua correlagio com imagens multiespectrais para



52

classificacdo da qualidade fisiologica, o comprimento de onda de 365 a 400 nm possibilitou
maiores sinais espectrais de autofluorescéncia nas sementes que eram viaveis se
correlacionando fortemente com os fendis totais do embrido (Barboza da Silva et al., 2021). Se
atribui a natureza da intensidade de autofluorescéncia na faixa de 365 a 660 nm
predominantemente a clorofilas, que conseguem absorver uma faixa mais ampla do espectro de
luz. Além das clorofilas, essa regido também excita compostos como a lignina e o 4cido fertlico
constituinte da parede celular (Buschmann et al., 2000; Donaldson e Williams, 2018; Galletti

etal., 2020).

O comprimento de onda de 740 nm se encontra na regido de comprimento de luz
conhecida como vermelha e vermelha distante (600—750 nm), sendo detectado esse pico de
reflectancia principalmente pelo fitocromo nas plantas (Rockwell et al., 2006). Em sementes de
colza, espécie pertencente a mesma familia do crambe, regides do comprimento de onda que
vao de 728 a 749 nm foram associadas com a determinagdo de lipidios que determinavam

significativamente a qualidade das sementes (Wojciechowski et al., 2016).

J& os comprimentos de onda de 850 e 940 nm se localizam na regido do infravermelho,
sendo o primeiro o de maior absorc¢ao pelas amostras de sementes (Figura 6). O pico de absor¢ao
em faixas de comprimento de onda na regido de 900 a 940 nm podem ser causados pela
interacdo entre a agua contida nas sementes e a luz irradiada. Em um estudo com sementes de
milho, foi possivel observar um pico agudo na regido em torno de 932 nm causado pela forte

absor¢do de agua contida nas sementes (Wang et al., 2021b).

O envelhecimento artificial das sementes de crambe resulta na deterioracao de seus
compostos internos, ocasionando alteragdes no potencial fisiologico das amostras de sementes.
Essas alteracOes internas sdo refletidas pelas sementes ao entrarem em contato com a luz por
meio dos espectros, pois sabe-se que uma semente vigorosa nao apresentard 0s mesmos
compostos que uma semente deteriorada, gerando diferentes respostas aos comprimentos de
onda. Assim como para a técnica de espectroscopia NIR, a utilizagdo de imagens
multiespectrais ndo ¢ capaz de possibilitar a quantificagdo dos compostos alterados de modo
especifico, mas permite fazer a correlacao entre os picos de reflectancia mais importantes e 0s
compostos excitados a fim de classificar os lotes com base no seu potencial fisiologico. Desse
modo, o modelo obtido via RF apos o pré-processamento MSC para o prototipo UV-VIS-NIR
foi eficiente ao segmentar os lotes de sementes de crambe em duas classes. Desse modo, a

técnica apresenta potencial de utilizagdo na industria de sementes tanto para classificar os lotes
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de acordo com seu potencial fisioldgico durante o processo de produgdo, como para monitorar

a qualidade das sementes durante o armazenamento.

5. CONCLUSAO

A espectroscopia NIR e a analise de imagens multiespectrais sdo ferramentas promissoras que
podem ser utilizadas para classificagdo de lotes de sementes de crambe quanto ao potencial

fisiologico.
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