FLAVIO AMILTON DA SILVA JUNIOR

AUTOMACAO DO SISTEMA DE AQUISIQAO DE IMAGENS E PROCESSAMENTO
DE DADOS EM ANALISE DE SEMENTES DE SOJA

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Mestrado em Agronomia
(Producéo Vegetal), para obtencao do titulo
de Magister Scientiae.

Orientador: Willian Rodrigues Macedo

Coorientador: Joao Fernando Mari

RIO PARANAIBA - MINAS GERAIS
2023



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca da Universidade Federal

de Vicosa - Campus Rio Paranaiba

S586a
2023

Silva Junior, Flavio Amilton da, 1998-
Automacao do sistema de aquisi¢ao de imagens e

processamento de dados em andlise de sementes de soja / Flavio
Amilton da Silva Junior. — Rio Paranaiba, MG, 2023.

27 f.: 1l. (algumas color.).

Orientador: Willian Rodrigues Macedo.

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa,
Instituto de Ciéncias Agrérias, 2023.

Inclui bibliografia.

1. Vigor de sementes. 2. Fenolftaleina. 3. Processamento
de imagens. 1. Macedo, Willian Rodrigues, 1982-.
II. Universidade Federal de Vicosa. Instituto de Ciéncias
Agrarias. Mestrado em Agronomia (Produgdo Vegetal).
III. Titulo.

633.34

Bibliotecdrio(a) responséavel: Ana Paula de Souza CRB-6/2922




FLAVIO AMILTON DA SILVA JUNIOR

AUTOMAGCAO DO SISTEMA DE AQUISIGAO DE IMAGENS E PROCESSAMENTO
DE DADOS EM ANALISE DE SEMENTES DE SOJA

Dissertacao apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Mestrado em Agronomia
(Producéo Vegetal), para obtencao do titulo
de Magister Scientiae.

APROVADA: 27 de fevereiro de 2023.

Assentimento:

Documento assinado digitalmente

b FLAVIO AMILTON DA SILVA JUNIOR
g » Data: 13/04/2023 12:46:17-0300
Verifique em https:/fvalidar.iti.gov.br

Flavio Amilton da Silva Junior
Autor

Documento assinado digitalmente

b WILLIAN RODRIGUES MACEDO
g il Data: 13/04/2023 20:20:34-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Willian Rodrigues Macedo
Orientador



A minha mae Maria Aparecida Rodrigues

Ao meu pai Flavio Amilton da Silva

Ao meu padrinho Edilson Soares de Carvalho
Dedico.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradegco a Deus, pela minha vida, e por me proporcionar
pessoas especiais para superar as dificuldades ao longo da especializacao.

Agradeco a todos meus familiares e amigos pela dedicacéo, paciéncia e
esforco em me auxiliar em momentos dificeis.

Aos professores, pela orientacao e dedicacao. Em especial aos professores
Dr. Willian Macedo e Dr. Joao Mari pela paciéncia e dedicagéo.

A COOPADAP, pelo auxilio técnico.

Ao Laboratério de Andlise de Sementes-Associacdo dos Produtores de
Sementes e Mudas do Estado de Minas Gerais pelo suporte a analise de sementes
e especialmente a Enga. Agra. Maria Selma pelo apoio e conhecimento repassados.

A SHIMADA Agronegécios pelo apoio durante o desenvolvimento do curso.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior-Brasil (CAPES)-Cédigo do
Financiamento 001.



RESUMO

SILVA JR, Flavio Amilton, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, fevereiro de 2023.
Automacao do sistema de aquisicao de imagens e processamento de dados
em analise de sementes de soja. Orientador: Willian Rodrigues Macedo.
Coorientador: Jodo Fernando Mari.

A afericao do potencial dos lotes de sementes de soja € dada pelo teste de
germinacao e os testes de vigor, com empecilho de necessitar um longo periodo de
tempo para obtencédo dos resultados. O avanco de tecnologias e a adocéo destas
pelo setor do agronegécio, aliadas a demandas recorrentes, como obtencao de
resultados rapidos sobre a qualidade de sementes, levou ao desenvolvimento de
processos que aprimorem a reducado de tempo e precisdo de testes de vigor em
lotes de sementes. O potencial ainda a ser explorado pelos testes de vigor, consiste
na reducdo ou eliminagcdo da possivel subjetividade no processamento dos
resultados, devido a caracteristicas pessoais de cada analista. Esta pesquisa
objetivou automatizar o teste de fenolftaleina, um teste que permite a avaliagcdo de
vigor, através de uma ferramenta computacional. O sistema é composto por um
scanner adaptado para aquisicdo de imagens; associado a um software que
processa as imagens automaticamente, e que possibilita a classificacao de lotes de
sementes de soja, com base nas caracteristicas fisiologicas. Através de analises de
regressao e analise de desvio padrao, foram verificadas a acuracia e a precisdao do
software no processamento dos lotes. Ocorreram avaliagdes de lotes de sementes
de soja provenientes de quatro safras, sendo lotes das cultivares TEC e TMG. Os
lotes de sementes foram avaliados quanto a qualidade fisioldgica por testes de
germinagao e o vigor; posteriormente utilizados para analise de regressdao com
dados obtidos pelo sistema desenvolvido. O protétipo possibilitou adquirir imagens
de forma padronizada; e o sistema demonstrou capacidade de processar
automaticamente imagens, proporcionando resultados concisos. Ao término deste
projeto foi possivel construir um software intuitivo € de manuseio amigavel para
andlise de imagens do teste de fenolftaleina, além de validar a eficiéncia deste para
afericao do vigor de sementes de soja.

Palavras-chave: Vigor de sementes. Fenolftaleina. Processamento de imagens.



ABSTRACT

SILVA JR, Flavio Amilton, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, February, 2023.
Automated image capture and data process to analyse soybean seed vigor.
Advisor: Willian Rodrigues Macedo. Co-Advisor: Jodao Fernando Mari

The measurement of the potential of soybean seed lots is given by the germination
test and the vigor tests, with the hindrance of needing a long period of time to obtain
the results. The advancement of technologies and their adoption by the agribusiness
sector, combined with currently demands, such as acquisition quick results on seed
quality, led to the development of processes that improve the speed and accuracy of
vigor tests in seed lots. The potential yet to be explored by vigor tests consists of
reducing or eliminating possible subjectivity in processing the results, due to the
personal characteristics of each analyst. This research aimed to automate the
phenolphthalein test, a test that allows the assessment of vigor, through a
computational tool. The system comprises a scanner adapted to obtain images;
associated with a software that processes the images automatically, and that allows
the classification of soybean seed lots, based on the physiological characteristics.
Through regression analysis and standard deviation analysis, the accuracy and
precision of the software in batch processing were verified. There were evaluations of
soybean seed lots from four harvests were evaluated, with lots of TEC and TMG
cultivars. Seed lots were evaluated for physiological quality by germination and vigor
tests; subsequently used for regression analysis with data obtained by the developed
system. The prototype made it possible to acquire images in a standardized way; and
the system demonstrated the ability to automatically process images, providing
concise results. At the end of this project, it was possible to build an intuitive and
user-friendly software for analyzing images of the phenolphthalein test, in addition to
validating its efficiency for measuring the vigor of soybean seeds.

Keywords: Seed vigor. Phenolphthalein. Image processing.
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1. INTRODUCAO

No processo produtivo das sementes de soja o cultivo estd sujeito a
adversidades que podem promover reducdo da qualidade do lote de sementes.
Estresses bioticos, abibticos, doencas, pragas e danos mecéanicos, sao exemplos de
injurias que podem passar despercebidos quando néo € realizada uma avaliagéo
adequada (DA SILVA et al., 2018). O teste de germinacao permite avaliar o lote de
sementes quanto a condigbes otimas de temperatura e umidade, indicados pela
Regras para analise de sementes (2009).

Instituida por legislagao (Lei n® 10.711, de 5 de agosto de 2003) para
comercializacao de sementes, o teste de germinacdo é uma ferramenta essencial
para indicar a viabilidade comercial de um lote (FORTI et al.,2010). Por demandar
uma quantidade minima de cinco dias para primeira avaliacdo e oito dias para
avaliacao final da germinacao dos lotes de sementes de soja (Regras para analise
de sementes, 2009), somente o teste de germinacdao apresenta uma dificuldade
técnica de atender a dindmica diaria de um setor de beneficiamento de sementes.

Analises de vigor permitem uma distingdo com velocidade e consisténcia
(CUSTODIO, 2005) da qualidade dos lotes de soja avaliados, permitindo ao setor de
sementes uma avaliacao prévia para tomada de decisdo (MARCOS FILHO et al.,
2009). Dentre os testes de vigor o teste de fenolftaleina se destaca pela velocidade,
simplicidade e baixo custo. A analise por necessitar de uma etapa de imersdo da
semente de soja e posterior avaliagdo da solugéo resultante, permitiu um processo
mais simples de automatizacdo do teste, sem perder a abrangéncia de anélise da
semente (SILVA JUNIOR, 2020).

O empasse encontrado no teste de fenolftaleina é a possivel subjetividade
que possa ser desencadeada pelo método de avaliagdo. O teste tradicionalmente é
realizado por um avaliador que apo6s colocar uma quantidade minima de 200
sementes para embeber, associa uma solucdo com o indicador de fenolftaleina,
infere pela tonalidade résea da solucao o indice de vigor do lote de semente de soja
(AMARAL & PESKE, 1984). O teste tradicional por ndo apresentar uma escala
padronizada de coloracdo apresenta limitacdo em uma avaliagdo intermedia da
coloracao.

Em Silva Junior, 2019 foi possivel estruturar as caracteristicas iniciais de
obtencdo e caracterizacao para avaliacdo por método automatizado do teste de
fenolftaleina. Como trabalhos de Wendt, (2014) Teixeira, Cicero & Dourado Neto,
(2006) houve a reducao de subjetividade e aprimoramento de avaliagdo das analises
de vigor utilizando avaliagao de imagens digitais.
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CAPITULO 1. DESENVOLVIMENTO DA INTERFACE DO PHENOLPHTALEIN
AUTOMATIZED SEED TEST (PHAST)

1. INTRODUCAO

Automacao de processos permite além da reducdo de custos em grandes
escalas, a simplificacdo de etapas, padronizacdo e o incremento de confiabilidade
nas analises. Ferramentas de andlise de vigor como Wendt, (2014), Teixeira, Cicero
& Dourado Neto, (2006); Lima et al., (2014) sdo exemplos de analises de imagens
digitais em que o processo foi aprimorado pela automacédo, sendo nestes testes se
diferindo por avaliar plantulas.

A automacao do teste de fenolftaleina destacasse por avaliar a solugdo ao
qual a semente é embebida (AMARAL & PESKE, 1984). A avaliacdo do meio em
que a semente foi alocada permite com que através de uma imagem Unica da célula
de cada semente, possa realizar uma avaliagdo da extensdo da membrana externa
(SILVA JUNIOR, 2020). Na avaliagdo eletrbnica além da precisdo, permite uma
avaliacao mais rapida ao processar uma amostra que seria avaliada individualmente,
em um unico processo (MARCOS FILHO, 2009; ALVARENGA, 2012).

Em Silva Junior, 2019 foi adaptado o processo metodoldgico de realizagdo e a
estruturacao da avaliacdo automatizada das imagens. Nos processos desenvolvidos
0 programa apresentou a capacidade de distingdo dos lotes, associado a prototipos
para obtencdo de imagens adequadas. As necessidades de um protétipo
simplificado, além da construgdo de uma interface grafica para ser associada com
uma escala de conversdo, desencadearam a necessidade do desenvolvimento do
trabalho em questao.

Uma Interface grafica user friendly permite uma maior abrangéncia de
utilizagdo ao apresentar uma caracteristica simples e intuitiva ao usuério. Na busca
de melhorar a interacdo com o usuario, no trabalho adotou-se a denominacao
“PHENOLPHTALEIN AUTOMATIZED SEED TEST (PHAST)” para a metodologia de
andlise, de forma a ressaltar a origem da metodologia e caracterizar o
aprimoramento avaliativo, como apresentado por Wendt, (2014), Teixeira, Cicero &
Dourado Neto (2006); Lima et al., (2014).

2. OBJETIVOS

Aprimorar o protétipo desenvolvido para aquisicdo das imagens. Atualizar o
software para uma versdo user friendly por meio, principalmente, do
desenvolvimento de uma interface gréafica de usuario (GUI).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Aprimoramento do protoétipo para aquisicao das imagens

No projeto inicial, foram desenvolvidos dois protétipos para obtencdo de
imagens. A principio foi adotado um molde plastico, com 28 células, para
acondicionar as sementes e a solucdo de fenolftaleina. Em posse deste molde
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plastico, foi desenvolvida uma estrutura em formato retangular com recorte central,
para acomodar o molde plastico, o qual seria utilizado para comportar a solucao de
fenolftaleina a ser analisada. Posteriormente, esse suporte é ajustado a uma
estrutura de isopor onde estava alojado um scanner (HP Scanjet 200 Flatbed,
Hewlett-Packard Company) em sua parte superior, para que houvesse um contato
mais préximo possivel ao molde plastico (Figura 1A e Figura 1B).

o\
e

== (E) ' = (F)
Figura 1. Primeiro protétipo de 2019 (A) vista externa e (B) vista interna; segundo
protétipo de 2019 (C) vista externa e (D) vista interna; terceiro protétipo 2022 (E)
vista externa e (F) vista interna.

No intuito de aprimorar o sistema de aquisicdo de imagens, foi desenvolvido
um segundo protétipo para correcées de falhas observadas no primeiro prototipo,
como: maior obscuridade do ambiente de aquisicao das imagens; e aperfeicoamento
no sistema de entrada e retirada das amostras no conjunto (Figura 1C e Figura 1D).

Na busca por uma estrutura mais simples, de carater modular e que se
adequasse ao corte a laser; foi desenvolvido um terceiro protétipo, seguindo os
principios basicos do desenvolvimento inicial. O protétipo conta com estrutura
constituida em MDF (Medium Density Fiberboard), possuindo dimensdes de 53
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centimetros de comprimento, 35 centimetros de largura, 10 centimetros de altura.
Contém uma abertura de 3,5 centimetros na parte frontal para o posicionamento de
uma gaveta dindmica, que permite além de acomodar o molde plastico com as
células; a realizacdo do distanciamento e acomodagéo adequada do scanner para
aquisicao das imagens (Figura 1E e Figura 1F).

3.2. Scanner e ferramentas computacionais

A escolha do aparelho para aquisicdo das imagens foi definida com base na
eficiéncia, homogeneidade e caracteristicas do programa nativo do scanner em
manter padroes desejaveis na obtencdo das imagens. O scanner de mesa HP
Scanjet 200 Flatbed (Hewlett-Packard Company) foi selecionado por atender aos
pré-requisitos mencionados acima, além de possibilitar a aquisicdo de imagens em
200dpi, permitir a remocao da tampa superior para acomodacdo no prototipo, e
apresentar um programa nativo com opg¢oes de preservacdo das caracteristicas da
imagem.

Na construcédo do software utilizado no sistema foi utilizada a linguagem de
programacédo de uso geral Python 3.6' (VAN ROSSUM & DRAKE Jr, 1995). Para
algoritmos de processamento de imagens, foram utilizadas as bibliotecas Scikit-
image?, SciPy® e Imageio®. As bibliotecas se constituem de licenciamento livre, além
de serem em linguagem Python', permitindo analise simplificada dos dados.

3.3. Aprimoramento do PHAST

No desenvolvimento inicial da constru¢do do software ficou comprovada a
capacidade de atender com eficiéncia as necessidades para analise automatizada
do teste de fenolftaleina (SILVA JUNIOR, 2020). Para simplificar e auxiliar o usuario
na utilizacado foi desenvolvido uma interface grafica do usuario (GUI) para o
programa. Para a construcdo da GUI foi utilizada a biblioteca Kivi°.

Os requisitos atendidos no aprimoramento foram a capacidade de processar
multiplas imagens, padronizacdo das analises, suporte a mudltiplos /layouts,
conversao dos dados para escala de indice de vigor e exportagdo dos dados.

3.4. Ranking para classificacao de cultivares

Para simplificar a interpretacdo do resultado pelo usuario final, houve a
construcao de um conjunto de dados para a conversao de escala de cinza obtida na
aquisicao da imagem (valores entre 0 e 255), para indices de vigor (valores entre 0%
e 100%). O banco de dados se baseia na associacao de resultados de germinacao
de laboratério seguindo a Regras para Analises de Sementes (2009); com dados
obtidos pelo processamento inicial das imagens dos lotes de semente de soja de
distintas qualidades.

! https://www.python.org/

? https://scikit-image.org/

* https://www.scipy.org/

* https://scikit-learn.org/stable/

> https://kivy.org/
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Com fundamentagdo no conjunto de dados concisos, 0 software verifica a
tendéncia de intensidade em escala de cinza que cada variedade apresenta em
relacéo ao vigor do lote. Por meio da aplicacado de regresséo linear (REF), o sistema
consegue mapear o valor de intensidade da imagem (valores entre 0 e 255) para
valores de vigor das sementes (valores entre 0% e 100%). Nas imagens digitais
valores de intensidade préximos de 0 representam maior vigor enquanto os valores
proximos de 255 representam menor vigor. Os valores convertidos para escal de
vigor indicam através da escala, em que valores préximos de 100% indica maior
vigor, e proximos de 0% menor vigor. O banco de dados é composto por pares de
valores de intensidades de pixels e os valores correspondentes de vigor. Os
modelos de regressao linear sdo construidos com esses pares e novos valores de
intensidade de pixels sdo mapeados para valores de vigor por meio deste modelo
(Figura 8).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Protétipo do equipamento de aquisicao das imagens

A terceira versao foi aprimorada de forma que o funcionamento do dispositivo
se tornasse mais simples e dinamico. Ao realizar a abertura da gaveta, para
insercdo e retirada de amostras, o usuério libera a abertura necesséaria para
acomodacado do molde plastico e no mesmo movimento realiza a elevacdo do
scanner a fim de permitir 0 espago necessario para acomodacgéo segura do vidro do
aparelho para as analises posteriores (Figura 2(A)). Ao fechar, o usuario realiza as
operagcbes simultaneas anteriores de forma inversa, permitindo ao fechar
completamente, a reducao significativa de interferéncias externas na obtencao das
imagens de forma segura e em menor tempo (Figura 2(A)).

Sua construcdo em MDF se deu pela estrutura robusta apresentada pelo
material, seu baixo custo de constru¢do e possibilidade de realizar sua reprodugéao
em larga escala através de maquinas Router CNC. O MDF permite uma
caracteristica de preservacdo da fidelidade da imagem, devido a reducéo
significativa da exposi¢do de luz externa na obtencdo das imagens devido a sua
gapacidade de im&edlg_passagerp de luminosidade para as amostras.
ol : R T s S " " T

R

L (A) - fean 2 (B)
Figura 2. Terceiro prototipo aberto (A) acomodacgao do scanner; (B) acomodacéo do
molde plastico.



14

As dimensdes de corte mais precisas, proporcionadas pelo corte a laser,
permitem acomodar com melhor adequagdo o scanner e o molde plastico no
protétipo, simplificando e aprimorando as etapas posteriores decorrentes no
processamento das imagens.

4.2. Layout do sistema
4.2.1. Interface

Apo6s o desenvolvimento inicial da construgdo do sistema, foi desenvolvida
uma GUI para o programa com caracteristica user friendly (Figura 3). Pelo fato do
sistema ter sido desenvolvido com foco em atender ndo apenas ao publico
académico, mas ao mercado da cadeia de sementes, a proposta foi apresentar um
sistema com caracteristicas simples e intuitivo; de maneira a ser autocompreendida
pelo usuario.

@ Sced Qualily -- 0.1.3 (WORK IN PROGRESS -- DO NOT DISTRIBUTE THIS SOFTWARE) x

Vigor (0 - 100%) of0

FILTRAGEM DE REFLEXOQ!

nso 125

Aplicar filtagem de reflexo!

CALCULAR INTENSIDADES!

Fung&o de mapeamento

CALCULAR VIGOR!

Salvar resultar

Salvar PDF

Figura 3. Pagina inicial do software.

O sistema conta com o botdo “Selecionar imagens” (Figura 4A) que permite o
carregamento de multiplas imagens para caracterizacdo de um lote de sementes. Na
area “DETECCAO DAS CELULAS” é possivel optar pelo sistema de selecdo de
células a serem processadas que melhor se adeque a utilizagdo do usuario (Figura
4A). Na primeira opgdo € possivel selecionar layouts pré-definidos, na segunda
opcao a detecgdo automadtica e na terceira o ajuste manual. O ajuste manual é
composto por barramentos em que é possivel ajustar os eixos “X”, “Y” e no campo
“‘Width” a dimensao da area utilizada para analise pelo programa.

A “FILTRAGEM DE REFLEXQO” é um processo com ajuste pré-definido que
permite a reducao de pixels que extrapolam a féormula de constante de padronizacao
hiperparametro ‘N’ validado em trabalhos anteriores (SILVA JUNIOR, 2020). E
opcao “CALCULAR INTENSIDADE" a qual realiza a mensuragcdo dos pixels das
células caracteristicas, filtradas pela etapa anterior (Figura 4B).

‘Funcao de mapeamento” permite a sele¢cdo do banco de dados da variedade
a ser analisada. Possuindo “TEC_PRE_12 22", “TMG_PRE_12 22" para analises
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com sementes presentes na imagem analisada e “TEC_AUS_12_22"
“TMG_AUS_12 22" para analises na auséncia das sementes.

Ao clicar “CALCULAR VIGOR” o programa utiliza os parametros definidos nas
etapas prévias para conversao dos dados em valor de escala de zero a cem, por
meio da regressado linear com os dados das sementes previamente carregadas a
partir dos bancos de dados. Sendo zero a inviabilidade completa de germinacao do
lote, e cem um lote de alto vigor.

Para exportar os resultados o usuario pode optar por selecionar a opcao
“Salvar PDF”, que ao clicar em “Salvar resultados” além de exportar as tabelas e
gréficos; gera um arquivo em formato PDF de caracteristica simplificada aos
USUarios.

O usuario ao clicar em “About” (Figura 4B) tem acesso a informagdes dos
desenvolvedores, além da discriminagcdo da versao do software.

Na parte superior o usuario (Figura 4C) tem acesso aos niveis de
detalhamento das analises, contando com “Semente”, indicando a leitura por células;
“Bandeja” detalhando as caracteristicas médias de cada molde plastico em analises
de multiplas imagens; “LOTE” apresentando uma analise geral do lote ao adicionar
as oito imagens necessarias para atingir o minimo da metodologia de anélise.

@ Secd Qualily -- 0.1.3 (WORK [N PROGRESS -- DO FILTRAGEM DE REFLEXO!
nan

Selecionar imagens...

Sclecionar canal de corea: GR T E

DETECCAD DAS CELULAS:
CALCULAR INTENSIDADES!

Default Config. 1

Fungéo de mapeamento...

Deteccio automatical

CALGULAR VIGOR!

Salvar rezultados

Salvar PDF

Vigor (0-100%)

Figura 4. Pagina inicial do software ampliada. (A) Canto superior esquerdo; (B)
Canto inferior esquerdo; (C) Centro superior.

Na segunda aba de selegédo (Figura 4C) é possivel verificar os modos de
apresentacao de resultado, sendo: “Image” para demonstragdo das etapas de
processamento preliminares a quantificagdo de intensidade, “Charts” para
apresentacao dos dados quantitativos de forma grafica a fim de melhoras a andlise
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visual do usuario; e “Info” para demonstrar os numeros de forma tabelada, de forma
que todos os niveis interagem com a aba de selecao anterior.

Ao lado direito a escala de vigor do sistema, o usuario pode intercambiar
entre as imagens que foram selecionadas, e verificar os resultados de acordo com
0s niveis de apresentacao selecionados anteriormente.

4.1. Quantificacao da cor nas células

O software fornece um gabarito (ou /ayout) que indica o posicionamento das
células no molde plastico e fornece as coordenadas para recortar uma imagem em
diversas sub-imagens. Em que cada uma dessas sub-imagens contém uma unica
célula. A utilizacdo de um layout, que facilita o processo de identificacdo das células,
s6 € possivel devido ao desenvolvimento do terceiro prototipo do sistema de
aquisicao de imagens, que garante que as imagens sao adquiridas sempre na
mesma posicdo. Na versdo anterior do sistema, foi desenvolvido um método para
localizagdo automatica das células, assim como um método para localizacao manual
interativa. A solugéo por gabarito € mais simples, torna a operacao do protétipo mais
facil e estd menos sujeita a erros.

© Seed Quality -- 0.3.2 (WORK IN PROGRESS -- DO NOT DISTRIBUTE THIS SOFTWARE)
Selecionar imagens... Vigor (0-100%) | |< | < ofl | > 3] ¥ PlotSlts

Selecionar canal de cores: GR
DETECGAO DAS CELULAS:
Default Config. 3
Detecgio automatical

0 330 2339

0 400 1699
e O
Width 0 1003 2339
FILTRAGEM DE REFLEXO!
N 0.50 125

Aplicar filtagem de reflexol

CALCULAR INTENSIDADES!

Fungio de mapeamento...

CALCULAR VIGOR!

Salvar resultados...

Salvar PDF

Figura 5. Pagina inicial do software com uma imagem a ser analisada.

A imagem € adquirida colorida no espaco de cores RGB Iggs. Antes de iniciar
0 processamento das imagens elas sdo convertidas para niveis de cinza, Ilonza.
(GONZALEZ et al., 2009). A escolha da conversao para niveis de cinza foi tomada a
partir dos experimentos realizados no trabalho anterior (SILVA JUNIOR, 2020) em
que foram comparados os canais individuais (2D) de cores das imagens
representadas em diversos espacos de cores (RGB, HSV, Lab), assim como a
representacdo da imagem em niveis de cinza que sao inerentemente 2D
(GONZALEZ et al., 2009).
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Raio: 33,75 pixels
\ " (45 % 0,75)

100
\

™ Centro: (45, 50)

90

Figura 6: Processo de computagéo da regido de interesse circular.

pixels > (L + o x M)
ou

> Pixels < (M -0 xM)
(REMOVIDOS)

(L-0xM)>pixels < (L + ox M)
(MANTIDOS)

Figura 7: llustragcdo do método de filtragem dos pixels afetados pelo reflexo e
sombreamento.

Para avaliagdo computa-se um circulo centralizado em cada sub-imagem. O
raio do circulo é calculado como 75 % da metade do menor lado da imagem. Apenas
os pixels dentro do circulo sdo considerados para quantificar a cor do reagente
naquela célula. A Figura 6 mostra uma ilustragdo do método.
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E possivel observar um reflexo que pode interferir na acuracia da
quantificacado (Figura 7). Assim como no trabalho prévio, para diminuir o efeito do
reflexo foi desenvolvido um método para filtrar os pixels afetados pelo reflexo. O
método proposto consiste em calcular a média (i) e o desvio padrao (o) dos pixels
no interior do circulo. Apenas os pixels com valor superior a 4 - 0 x M e os pixels
com valores inferiores a y + 0 x M sédo considerados para a quantificagdo. A Figura 7
mostra o efeito da filtragem dos pixels afetados pelo reflexo. Ainda no trabalho
anterior parametro M foi calibrado por meio de experimentos, e foi determinado que
o melhor valor é 1,25 (SILVA JUNIOR, 2020).

Apoés a filtragem dos pixels pertencentes as areas de reflexo, computa-se a
média e o desvio padrao dos pixels restantes no interior do circulo. O valor da média
é utilizado para quantificar a resposta do reagente a semente de soja (Figura 7).

4.2. Ranking para classificacao de cultivares

Fungdo de mapeamento

TMG_PRE_12_22.csv 8 points ! Cancel!

Fungéo de mapeamento

TEC_PRE_12 22.csv 9 points ! Cancel! (B)

Figura 8. Fungédo de mapeamento de classes (A) TMG; (B) TEC

O Ranking de classificacao foi desenvolvido tendo como base fungbes de
mapeamento para cada uma das cultivares exploradas, buscando obter andlises
posteriores com precisdo. Para atender lotes ainda ndo catalogados pelo programa,
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também foi adicionada uma fungdo generalista “All’, que permite ao usuario obter
uma prévia da qualidade do lote analisado com margem de erro relativamente maior.
A funcdo de mapeamento foi constituida da jungdo dos dados de todos lotes
analisados, buscando passar uma inferéncia previa de analise.

Esta area do sistema foi estruturada de forma a receber futuras atualizacdes
de adicao e aprimoramento de variedades.

Os Ranking de classificacdo foram estruturados por cultivares, devido as
caracteristicas intrinsecas das sementes, distinguindo-se na espessura e
conformacédo, permitindo diferentes velocidades de hidratacdo (CAVARIANI et al,
2009). A velocidade de hidratacao que infere na exsudacgao de ions da semente, foi
verificada por autores como Cavariani et al, 2009; e Costa et al, 2002 sendo
dependente da cultivar.

De aspecto comparativo, a variedade TEC apresentou um indice de
inclinacdo sobre a linha de projecdo menor que a variedade TMG, como
apresentado na Figura 8, demonstrando a dificuldade que o usuério teria em
classificar com precisao o vigor de diferentes lotes.

CONCLUSOES

O sistema demonstrou eficiéncia na aquisi¢do de imagens, com simplicidade
na operacao e qualidade construtiva.

O software atendeu a necessidade de ser user friendly, facilitando a interacao
do usuario e a dinamica de exportacdo de relatérios; associado a uma escala
intuitiva.
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CAPITULO 2. APLICACAO DO PHENOLPHTALEIN AUTOMATIZED SEED TEST
(PHAST) NA CLASSIFICACAO DE SEMENTES DE SOJA

1. INTRODUCAO

O teste de germinacao € necessario para parametrizar a comercializagcao de
sementes, respeitando as diretrizes impostas pela legislacao federal (BRASIL, 2003;
BRASIL, 2013), e assim, fornecer uma medida direta da qualidade do lote de
sementes. De forma a padronizar possiveis tendéncias no campo e obter
caracterizacdes de lotes de semente de forma mais rapida, os testes de vigor foram
desenvolvidos (MARCOS FILHO, 2009).

Os receios da utilizacdo das avaliagdes do vigor ocorrem pela dificuldade de
mensurar com precisdo, a amplitude de caracteristicas que irdo influenciar o
desenvolvimento da cultura no campo. De forma a superar os desafios de
mensuracgao, os testes destacam por apresentar elevada sensibilidade para detectar
e classificar lotes de semente pelo seu desempenho fisioldégico estimado (MARCOS
FILHO, 2015).

O teste de fenolftaleina destacasse por permitir avaliar a integridade e
permeabilidade da membrana da semente, ap6s embeber a semente com agua para
liberar os exsudados. Durante o processo ocorre a liberacdo de acucares, acidos
organicos e ions H+ (AMARAL & PESKE, 1984; CARVALHO et al, 2002), em que
posteriormente pela adicdo de uma gota de solugcdo com fenolftaleina e carbonato
de sbdio anidro; ocorre a alteracdo de pH da solucdo, apresentando a coloracao
rosa caracteristica que permite avaliar o vigor das sementes. A intensidade rosa
escura indica viabilidade devido a integridade da membrana e a intensidade rosa
mais clara e/ou incolor indica a inviabilidade pelo extravasamento da composi¢ao
interna da membrana, por danos ou alteracées (AMARAL & PESKE, 1984).

A selecdo de um teste de vigor como o fenolftaleina, assistido por um
processo automatizado, tem potencial de desenvolvimento da cadeia produtiva de
sementes pela velocidade e precisdo (CASTRO et al, 2004). O teste automatizado
por ser simples tem potencial de adaptacdo ao campo em cenario de tomada de
decisdo por danos de colheita; além de avaliagcdes de larga escala em barracoes
para avaliagdes iniciais.

2. OBJETIVOS
Aplicar e aferir a eficiéncia do Phenolphtalein Automatized Seed Test
(PHAST) no processamento de lotes de sementes de soja.

3. MATERIAL E METODOS

3.1.Analises preliminares dos lotes de semente de soja

Comprovada a devida eficiéncia do prototipo em obter imagens e do
programa em processar as imagens de forma automatizada, foi possivel realizar o
aperfeicoamento para aplicabilidade da tecnologia em desenvolvimento. Para coletar
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dados para serem utilizados na andlise de regressdo do sistema, foram
selecionados 17 lotes de semente de diferentes niveis de vigor.

Foram avaliadas sementes de soja provenientes da safra 2018/2019,
2019/2020, 2020/2021, 2021/2022; e caracterizadas pelas cultivares TEC 7849
IPRO, TMG 7363 RR e TMG 7063 IPRO. Todas as sementes foram classificadas em
Unidade de Beneficiamento de Sementes (UBS) com tamanho padrdo (peneira
6,5mm).

As sementes foram analisadas quanto ao teste de vigor de fenolftaleina pela
metodologia automatizada e quanto a germinacdo no Laboratério de Andlise
Sementes- Associacdo dos Produtores de Sementes e Mudas do Estado de Minas
Gerais, através do teste de germinacdo de cordo com as Regras para Analises de
Sementes (2009). Adiciona agua destilada (2,5 vezes o0 peso do papel), em uma
folha de papel previamente esterilizado, em que posteriormente sdo acomodadas 50
sementes. O processo conta com oito repeticées para atingir a necessidade minima
de 400 sementes. Apos cinco dias (Regras para andlise de sementes, 2009) foram
avaliados os lotes e verificado a porcentagem de germinacao.

3.2. Metodologia padronizada do teste de fenolftaleina para automatizagao

Os procedimentos do teste de fenolftaleina foram realizados com base na
metodologia proposta em trabalho de Amaral & Peske (1984), com procedimentos
padronizados previamente em etapas anteriores (SILVA JUNIOR, 2020). Com
dissolucao da fenolftaleina (1 g) em 100 ml de alcool + 100 ml de agua, previamente
fervida; posteriormente foi adicionado NaOH 0,02 N, até que a solucdo adquira
coloracao rosa claro, para fins de eliminar a subjetividade na padronizacdo desta
solucédo, foi adotada como forma de padronizacédo o valor do pH da solucdo em 8,95
(x0,05); este aferido com auxilio de um medidor de pH de bancada (MPA-210),
previamente calibrado.

O preparo da solucédo de carbonato de sédio anidro, foi realizado por meio da
dissolucdo de 0,8 g de carbonato de sodio anidro em 1.000 ml de agua destilada.
Para manter o padrao de afericéao, foi adotado o pH de 10,86 (+0,05).

Para testes convencionais de fenolftaleina é indicada a utilizacdo de 200
sementes por analise, sendo no teste adotado o procedimento da realizacdo da
aquisicao de imagens de oito moldes plasticos de 28 células, totalizando uma
amostra final de 224 sementes, as quais representam um lote de sementes. As
sementes foram acomodadas nas células individualmente e embebidas com dois
mililitros de agua destilada (pH =7,15) previamente fervida, durante 25 minutos.
Apoés o periodo foi colocado em cada célula, uma gota de solugdo de fenolftaleina e,
adicionalmente, uma gota de solucdo de carbonato de soédio anidro; com leve
agitacao dos moldes plasticos por trinta segundos (30s).

3.3.Procedimento para obtencao adequada de imagens

Apos realizar os procedimentos de execugdo do teste de fenolftaleina
adaptado, os moldes plasticos foram acomodados na bandeja do protétipo, e
fechado a gaveta; para obtencao das imagens. Os parametros disponibilizados pelo
software nativo do scanner devem ser alterados para retirar correcées e salvo em
formato .tiff.
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Apébs os resultados iniciais, foi possivel verificar a eficiéncia do sistema em
quantificar lotes mesmo com a presenca de sementes no molde plastico. A anélise
ocorrendo diretamente com a semente auxilia na velocidade de processamento de
lotes e na reducao de possiveis erros provenientes do manuseio do operador.

3.4. Analises técnicas do sistema

3.4.1. Precisao do processamento e conversao de dados

Para verificar a constancia do sistema na analise continua de lotes, foram
processadas quatro repeticdbes de uma amostra representativa do lote de TEC 7849
IPRO safra 2021/2022 com indice de germinacao previamente avaliado seguindo a
Regras para analise de sementes, (2009).

Cada repeticao foi constituida por oito moldes plasticos de 28 células do lote.
Os laudos obtidos pelo sistema foram analisados quanto ao Desvio padrao, de forma
a avaliar a precisao do sistema.

3.4.2. Acuracia na classificacao de dados

De forma a verificar a acuracia da classificacdo de vigor para ambos 0s
rankings de analise disponiveis, foram selecionados dois lotes TEC e dois lotes TMG
para serem avaliados e comparados quanto ao indice de germinacao destes. O teste
de germinagéo foi realizado externamente no laboratério credenciado, a fim eliminar
possiveis alteracbes tendenciosas, sendo as andlises realizadas as cegas, e
posteriormente comparadas via coeficiente de variacao.

O teste de germinacédo foi utilizado como parametro comparativo, devido a
caracteristica de ser uma medida direta, que apresenta similaridade na tendéncia
qualitativa de lotes, além de ser uma avaliagdo exigida por lei na Instrucéo
Normativa N? 45, DE 17 de setembro de 2013 para comercializacao de lotes de
semente.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados dos testes para analise de regresséo indicaram potencialidade de
verificar a distingdo de lotes de sementes com caracteristicas fisioldgicas distintas e
o desenvolvimento do ranking de classificagao de vigor.

A fim de verificar a precisdo do processamento, as quatro repeticdes da
amostra de um mesmo lote de TEC 7849IPRO de indice de germinagéo de 90,66%,
foram comparadas quanto ao desvio padrdo. Comparativamente os desvios
observados (Tabela 1) foram menores que dois por cento independente das
repeticdes, demonstrando elevada precisdo de avaliagao.

O indice de vigor obtido também apresentou similaridade com o indice da
avaliacao direta selecionado via teste de germinacdo. Os dados corroboram com as
analises prévias realizadas para constru¢cao do banco de dados que fundamenta as
funcdes de mapeamento do sistema.
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Variedade TEC 7849IPRO
%
Amostra.1 \ Amostra.2 | Amostra.3 | Amostra.4
Rep.1 90,21 89,80 90,54 90,34
Rep.2 90,67 90,43 90,43 90,30
Rep.3 90,49 90,28 90,31 9075
Rep.4 89,68 90,75 90,46 90,56
Rep.5 90,49 90,38 90,55 89,50
Rep.6 90,17 90,83 90,77 90,58
Rep.7 90,49 90,19 90,66 90,67
Rep.8 90,31 90,06 90,24 90,41
Médias 90,31 90,34 90,50 90,39
Média Geral 90,39
Germinacao
o) ¢ 90,66
Desvio 1,03 1,15 1,06 1,09
padrao

*Sementes da safra 2021/2022. Rep.=Referente a uma imagem de um molde plastico com 28
sementes de soja. Amostra.= Resultado em escala de porcentagem, referente a oito imagens de
moldes pléasticos, totalizando uma amostra completa de 228 sementes de soja para representacdo de

um lote.

Tabela 2. indice de vigor apresentado via processamento do sistema para variedade

TMG 7063IPRO.

Variedade TMG 7063IPRO
Amostra.5 Amostra.6
% |  D.P. % | D.P.

Rep.1 98,26 5,20 93,81 5,12
Rep.2 99,10 1,80 94,32 5,04
Rep.3 99,09 2,43 94,88 4,83
Rep.4 97,53 5,53 96,58 2,29
Rep.5 98,60 2,53 95,06 5,14
Rep.6 98,08 3,76 94,01 5,41
Rep.7 97,43 5,77 96,11 2,85
Rep.8 98,72 2,59 94,12 3,88
Medias 98,35 3,70 94 86 432
gerais

Ge”?o'/f)a@ao 98,5 : 95,0 :

*Sementes da safra 2021/2022. Rep.=Referente a uma imagem de um molde plastico com 28
sementes de soja. Amostra= Resultado em escala de porcentagem, referente a oito imagens de
moldes plésticos, totalizando uma amostra completa de 228 sementes de soja para representacao de

um lote.
D.P.=Desvio padrao
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Na verificagdo da acuracia na quantificagdo e na conversdo de dados, os
lotes de semente de soja foram escolhidos ao acaso e analisados separadamente,
para evitar interferéncias. Os lotes da variedade TMG 7063IPRO apresentaram um
desvio padrdo maior que os obtidos na TEC 7849 (Tabela 2 e Tabela 3), mas ambos
abaixo de cinco, demonstrando baixa variagao (OLIVEIRA et al,2019).

As médias de indice de vigor do sistema apresentaram boa correlagdo com
indice de germinacado, tento como comparativo os quatro lotes com resultados
consistentes e indice de variagdo baixos.

Tabela 3. indice de vigor apresentado via processamento do sistema para variedade
TEC

Variedade TEC 7849
Amostra.7 Amostra.8
% |  D.P. % | D.P.

Rep.1 89,61 0,94 85,06 1,48
Rep.2 89,17 0,94 85,06 1,65
Rep.3 89,59 0,76 84,73 2,02
Rep.4 89,75 0,57 85,29 0,60
Rep.5 89,81 0,64 84.36 1,67
Rep.6 89,67 0,58 85,46 0,58
Rep.7 89,46 1,09 84,96 0,81
Rep.8 89,72 0,97 85,06 1,30
Medias 89,60 0,81 85,00 1,26
gerais

Ge”‘(”o'/(’:)a‘?ao 89,0 86,0

*Sementes da safra 2021/2022. Rep.=Referente a uma imagem de um molde plastico com 28
sementes de soja. Amostra= Resultado em escala de porcentagem, referente a oito imagens de
moldes plasticos, totalizando uma amostra completa de 228 sementes de soja para representacao de
um lote.

D.P.=Desvio padrao

5. CONCLUSOES

O sistema Phenolphtalein Automatized Seed Test apresentou precisdao no
processamento de sementes de soja, contendo um banco de dados que apresenta
acuracia na classificacao de sementes das cultivares TEC e TMG.
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CONCLUSOES GERAIS

O sistema de aquisicdo de imagens demonstrou simplicidade na operacgéao e
qualidade construtiva.

O software atendeu a necessidade de ser user friendly, facilitando a interacao
do usuario e a dindmica de exportacao de relatérios; associado a uma escala
intuitiva.

O sistema Phenolphtalein Automatized Seed Test apresentou precisdo no
processamento de sementes de soja, contendo um banco de dados que apresenta
acuracia na classificacao de sementes das cultivares TEC e TMG.
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