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RESUMO

A producdo e a utilizagdo de sementes de alta qualidade sdo fatores de importancia para o
estabelecimento de plantas de braquidria e formagdo de pastagens e cobertura adequada. A
qualidade das sementes depende do desenvolvimento de técnicas de avaliagdo precisas e
eficientes e o processamento digital de imagens tem sido utilizado para aumentar a acuracia
dos resultados e diminuir o tempo e a subjetividade na avaliagdo da qualidade fisiologica de
sementes de diferentes espécies. Objetivou-se estabelecer processos € metodologias de anélise
digital de imagens na avaliagdo da viabilidade de sementes, pelo teste de tetrazolio e no vigor
de plantulas de Urochloa brizantha cv. Marandu pelo sistema GroundEye® nas versoes S120
e S800. O primeiro experimento foi dividido em trés fases, na primeira foi realizado um pré-
teste com um lote de semente para desenvolvimento metodologico relacionado a calibragao
do equipamento por meio da captura e analise de imagem na escolha do melhor plano de
fundo para leitura da viabilidade das sementes submetidas ao teste de tetrazolio. Na segunda
fase foi feita a avaliacdo da viabilidade das sementes de nove lotes de sementes de Urochloa
brizantha cv. Marandu pelo teste de tetrazolio por andlise de imagem e verificado a relagao
com a qualidade fisioldgica das sementes avaliando-se o teor de 4gua, germinacao, tetrazolio,
emergéncia, indice de velocidade de emergéncia e condutividade elétrica de massa. Na
terceira fase foi realizado a avaliagdo do vigor de plantulas, aos 7 e 14 dias apds a semeadura,
dos nove lotes de sementes, pela andlise de imagem e comparado a relagdo com a qualidade
fisiolégica, realizada na fase dois. No segundo experimento, 12 lotes de sementes de
braquidria foram caracterizados quanto a qualidade fisiologica avaliando-se o teor de agua,
germinagdo, primeira contagem de germinacdo, velocidade de germinagdo, emergéncia em
condi¢des controladas, velocidade de emergéncia, condutividade elétrica, sanidade e raio-X.
Foi realizada a comparacdo da viabilidade das sementes pelo teste de tetrazolio utilizando-se
para avaliagdo dos resultados o método convencional visual e a analise digital de imagens
com sementes acondicionadas em placas acrilicas, de diferentes cores, com células
individualizadas. Foi possivel avaliar a viabilidade de sementes de braquidria submetidas ao
teste de tetrazolio por analise digital de imagens, em recipientes acrilicos individualizados de
coloragdo azul escura. A analise digital do vigor de plantulas de braquiéria, pelo comprimento
da raiz aos sete dias foi possivel e se correlaciona com testes de vigor tradicionais. Portanto, o
processamento digital de imagens pelo sistema GroundEye® nas versdes S120 e S800 com
processos e metodologias adequados fornece dados confiaveis sobre a viabilidade e vigor das
sementes e plantulas de braquiaria e pode ser considerada uma abordagem eficiente, rapida,
ndo subjetiva e com economia de tempo.

Palavras-chave: Processamento digital de imagens. Urochloa brizantha. Brachiaria.

Tetrazolio. Vigor.



ABSTRACT

The production and use of high quality seeds are important factors for the field establishment
of brachiaria plants and the formation of pastures and adequade cover. The seed quality
depends on the development of accurate and efficient evaluation techniques and the digital
image processing has been used to increase the accuracy of the results and to decrease the
time and subjectivity in the evaluation of physiological quality of seeds of different species.
The aim of this research was to establish methodologies for digital image analysis in the
evaluation of seed viability, by the tetrazolium test and in the vigor of seedlings of Urochloa
brizantha cv. Marandu by the GroundEye® system in the S120 and S800 versions. The first
experiment was divided into three phases, in the first, a pre-test was carried out with a seed lot
for methodological development related to the calibration of the equipment through the
capture and analysis of the image in the choice of the best background for reading the
viability of the seeds submitted to the tetrazolium test. In the second phase, seed viability was
evaluated for nine seed lots of Urochloa brizantha cv. Marandu by the tetrazolium test by
image analysis and verified the relationship with the physiological quality of the seeds by
evaluating the moisture content, germination, tetrazolium, emergence under controlled
conditions, emergence speed index and mass electrical conductivity. In the third phase, the
seedling vigor evaluation was carried out, at 7 and 14 days after sowing, of the nine seed lots
by image analysis and compared the relationship with the physiological quality, carried out in
phase two. In the second experiment, 12 lots of brachiaria seeds were characterized for
physiological quality and measured the moisture content, germination, first germination
count, germination speed, emergence under controlled conditions, emergence speed, mass
electrical conductivity, seed health and X-ray images. A comparison of the viability of the
seeds was performed by the tetrazolium test using the conventional, visual method and digital
image analysis with seeds packed in acrylic plates with individualized cells in different colors
to evaluate the results. It was possible to evaluate the viability of brachiaria seeds submitted to
the tetrazolium test by digital image analysis, in individualized acrylic containers of dark blue
color. Digital analysis of the brachiaria seedlings vigor, by the length of the root at seven days
was possible and correlates with traditional vigor tests. Therefore, digital image processing by
the GroundEye® system in versions S120 and S800 with appropriate processes and
methodologies provides reliable data on the viability and vigor of brachiaria seeds and
seedlings and can be considered an efficient, fast, non-subjective and time-saving approach.

Keywords: Digital image processing. Urochloa brizantha. Brachiaria. Tetrazolium. Vigor
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1 INTRODUCAO

A produgdo de carne e leite no pais ¢ baseada em grande parte em pastagens de gramineas
e leguminosas forrageiras. Devido a importancia da pecudria nacional para a economia do pais, o
cultivo de plantas forrageiras assume papel relevante para a cadeia produtiva (REIS;
BERNARDES; SIQUEIRA 2013). Além da crescente utilizacdo de plantas forrageiras como
plantas de cobertura em sistema de plantio direto de grandes culturas.

O Brasil ¢ considerado o maior produtor, consumidor e exportador de sementes de
gramineas forrageiras do mundo, exportando para mais de 20 paises. Entre as forrageiras
cultivadas, as gramineas do género Urochloa (syn. Brachiaria) sdo as mais utilizadas no Brasil,
devido principalmente & sua alta capacidade de se adaptar as diferentes condigdes
edafoclimaticas. Além disso a U. brizantha se destaca por ser a forrageira com o maior volume
de sementes destinadas a exportacdo (ABRASEM, 2019).

Apesar do volume de producdo, a qualidade de sementes de forrageiras voltadas para o
abastecimento do mercado interno brasileiro, se apresenta muitas vezes, abaixo dos padrdes
minimos de comercializagdo, que ¢ de 60% para o teste de germinagdo ou tetrazolio,
estabelecidos em normas e padrdes federais (IN N° 30, de 26 de outubro de 2010). Varios sdo os
fatores que podem interferir diretamente na qualidade das sementes comercias, entre eles, a falta
de uniformidade na emissdo das inflorescéncias; florescimento irregular nas paniculas; baixo
numero de sementes férteis; dorméncia das sementes, a alta deiscéncia natural, um dos maiores
problemas da qualidade das gramineas forrageiras tropicais e o método de colheita por varredura,
que contém grande quantidade de impurezas (BONOME et al., 2017; RIBEIRO et al., 2019).

Diante disso e devido a importincia que o mercado de forrageiras representa para o
Brasil, a cadeia produtiva dessas sementes tem passado por transformagdes nos ultimos anos € o
uso de técnicas rudimentares, com baixo controle de qualidade, perdeu espago pelo fato dos
consumidores estarem mais exigentes e conscientes da importancia da qualidade. Os setores de
produgdo tém se especializado e, em consequéncia, demandado novas tecnologias de avaliacdo da
qualidade das sementes, como o emprego de testes rapidos, uma ferramenta importante em

programas de controle de qualidade de sementes.
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Testes que além de agilidade, proporcionem seguranca em seus resultados, sdo
fundamentais nos laboratérios de andlises de sementes, principalmente na comercializagdo
daquelas sementes de espécies, que exigem periodos relativamente longos para se obter
resultados da condugdo do teste de germinagao.

E o caso de sementes forrageiras do género Urochloa, que tem como indicagdo das
Regras para Analise de Sementes, o prazo de até 21 dias para realiza¢dao do teste de germinacgao
(BRASIL, 2009), tempo demasiado longo, quando comparado com outras espécies cultivadas.
Por determinagdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o teste de
germinagdo mesmo sendo considerado oficial, quando da comercialiazagdo dessas sementes,
pode ser substituido pelos resultados do teste de tetrazolio, de acordo com instru¢do normativa de
numero 30, de 26 de outubro de 2010 (BRASIL, 2010).

Este teste de viabilidade proporciona informagdes valiosas sobre o vigor e ¢ utilizado
rotineiramente por empresas produtoras de sementes forrageiras. Existem ainda algumas
limitagcdes como a subjetividade da analise, o consumo excessivo de tempo para obten¢do dos
resultados, além do cansago visual ocasionado pela andlise de sementes individuais e pequenas, o
que pode levar a erros. Estudos que investiguem a possibilidade de avaliagdo do teste de
tetrazolio de forma rapida e eficiente sdo altamente desejaveis.

Um exemplo refere-se a mecanizagdo e a automacao de procedimentos analiticos que tém
possibilitado avancos no controle de qualidade de sementes de varias espécies. O processamento
digital de imagens, técnica ndo destrutiva, rapida, objetiva e extremamente eficiente para a
avalia¢do da qualidade das sementes, tem sido cada vez mais estudada e por sua diversidade de
aplicabilidade, tem ganhado espaco em diversos campos, havendo ainda a necessidade de
pesquisas que permitam validar o uso desse tipo de andlise na rotina de laboratdrios para
diferentes espécies. Além disso, essa técnica possibilita a ampliagdo e armazenamento das

imagens que constituem uma ferramenta valiosa no controle de qualidade interno das empresas.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Adequar processos e metodologias de andlise digital de imagens na avaliagdo da
viabilidade de sementes no teste de tetrazolio e no vigor de plantulas de Urochloa brizantha cv.

Marandu pelo sistema GroundEye® nas versoes S120 e S800.

2.2 Objetivos especificos

1. Desenvolver e testar metodologias de andlise digital para avaliar a viabilidade de
sementes de braquidria submetidas ao teste de tetrazolio e correlacionar os resultados com
a qualidade fisiologica das sementes.

2. Avaliar o vigor de plantulas por analise de imagem e correlacionar os resultados com
testes de vigor tradicionais.

3. Comparar a viabilidade de sementes de braquidria submetidas ao teste de tetrazdlio pelo

método convencional, visual, com a analise de imagem.

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Mercado de sementes forrageiras no Brasil

As areas de pastagens no Brasil ocupam a maior parte do territorio nacional. Sdo areas em
que se desenvolve preferencialmente a criagdo de bovinos de corte e leiteiro, responsaveis por
produtos de consumo direto, produtos industrializados, e também para exportacdo de carnes.
Geralmente, estas areas de pastagens cultivadas sdo de baixa tecnologia, apresentando baixa
lotagdo animal por hectare. Para melhoria desta situacdo, deve-se considerar que, entre os varios
fatores para implantagdo de novas areas ou renovagdo de pastagens, o uso de sementes de alta

qualidade ¢ fator primordial (VILELA, 2017).
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Na safra 2018/2019, a producdo de sementes de forrageiras tropicais no Brasil foi de
aproximadamente 60 mil toneladas com érea plantada de 197,6 mil hectares e para exportagao de
9,5 mil toneladas ¢ US$ 79,65 milhdoes (ABRASEM, 2019). Dos 161,7 milhdes de hectares
cultivados com pastagens no pais, 150,5 milhdes sdo de uso exclusivo de pastagens e 11,8
milhdes sdo de pastagens em uso integrado (ABIEC, 2018).

Estima-se que de toda a area com pastagens cultivadas no Brasil, 60% da area seja
ocupada por forrageiras do género Urochloa (Syn. Brachiaria) (BISCOLA; PEREIRA; COSTA,
2013).

Sua ampla utilizagdo se deve a uma série de caracteristicas que as tornam atrativas aos
produtores: grande adaptacdo as mais variadas condi¢des de solo e de clima, elevado potencial de
produgdo de forragem e bom valor nutritivo (TELES et al., 2011).

Geralmente, estas areas de pastagens cultivadas sdo de baixa tecnologia (ABIEC, 2018)
porém, o aumento da produtividade precisa, necessariamente, passar pelo manejo das pastagens.
No Brasil, estima-se que 57% das pastagens apresentam algum nivel de degradacdo (PARENTE,
et al., 2019) e para melhoria desta situacdo, deve-se considerar que, entre os varios fatores para
implantacdo de novas areas ou renovacdo de pastagens, o uso de sementes de alta qualidade
apresenta-se como fator primordial na obtengdo do sucesso (MACEDO et al., 2013).

Os mercados interno e externo, estdo cada vez mais exigentes, da importancia da
qualidade das sementes no estabelecimento rapido e uniforme do dossel de plantas no campo,
pressionando a industria sementeira cada vez mais, em busca da produgdo de sementes de alta
qualidade fisioldgica e de baixo custo. No campo, a utilizagdo de sementes que atendam os
atributos de qualidade fisiologica, genética, fisica e sanitdria, ¢ essencial, pois apresentam maior
capacidade de suportar condi¢des adversas, além de evitar contaminacdo genética e fisica e
proporcionar confiabilidade ao agricultor (AMARO et al., 2019; DECARLI et al., 2019; ZHENG
et al., 2016).

Isso porque, apesar de ser considerado o maior produtor de sementes forrageiras tropicais
no mundo, historicamente, o consumo interno brasileiro é principalmente de sementes
consideradas de baixa qualidade quando comparadas as sementes de grandes culturas. Além
disso, existe ainda o comércio informal, com o uso de sementes piratas que podem causar

prejuizos ao setor sementeiro por disseminar doengas e plantas daninhas (KIST et al., 2019).
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Os atributos de qualidade para comercializacdo de sementes no pais sdo assegurados por
Instru¢des Normativas do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A
Instrugdo Normativa n° 30 de 21 de maio de 2008 ¢ responsavel por determinar os parametros de
comercializacdo de sementes de espécies forrageiras de clima tropical. Esta determina que o
percentual minimo de germinacdo para as espécies U. brizantha, U. decumbens e U. ruziziensis
deve ser de 60%, enquanto que a U. humidicola deve apresentar germina¢do minima de 40%
(BRASIL, 2008). Atualmente, vigora a Instru¢do Normativa de nimero 30 de 26 de outubro de
2010 que estabelece que sementes dessa espécie poderdo ser comercializadas com base nos
resultados de viabilidade obtidos por meio do Teste de Tetrazolio - TZ, conforme metodologias
estabelecidas pelo MAPA (BRASIL, 2010).

Dessa forma, a producdo e o controle da qualidade de sementes forrageiras, em especial
do género Urochloa, necessitam de mais investimentos e desenvolvimento de tecnologias para

atender as demandas do mercado nacional e internacional.

3.2  Qualidade de sementes do género Urochloa

Semente de qualidade ¢ um dos principais componentes para uma produ¢do agricola bem
sucedida e seu uso torna-se necessdrio para assegurar populagcdes adequadas de plantas em
condi¢des de campo (KHAN et al, 2016).

Para a formacdo de pastagens de excelente qualidade ndo basta somente manejo
adequado, mas também a utilizagcdo de sementes com alto poder germinativo e vigor (CARDOSO
etal., 2014; SILVA et al., 2013).

A qualidade de um lote de sementes resulta da interagdo de caracteristicas fisicas,
genéticas, fisiologicas e sanitarias, que determinam o seu valor para a semeadura, sendo que para
avaliacdo da qualidade, torna-se necessario correlacionar resultados de testes laboratoriais e o
desempenho de sementes em campo (CANTARELLI et al., 2015).

Segundo Laura et al. (2009), o atributo fisiologico, determinado pela longevidade,
germinagado e vigor, ¢ aquele atributo que mais tem despertado interesse em pesquisas em analise

e controle de qualidade de sementes. E esse atributo que fornece informagdes ao agricultor se as
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sementes que ele adquiriu vao se expressar no campo, mesmo em condi¢des de estresse, se vao
apresentar uma maior velocidade de germinagdo e emergéncia e a formacdo de um estande
adequado, uniforme e vigoroso, proporcionando os melhores resultados pela maximizagao dos
demais insumos aplicados nos solos e consequentemente, o retorno do seu investimento (PIRES,
2021).

Nos ultimos anos, o cendrio sementeiro tem apresentado uma dinamica diferenciada em
relacdo aos seus padrdes de qualidade. Empresas do setor sementeiro tém se deparado com um
mercado, tanto nacional, quanto internacional exigente e consciente da importancia de se adquirir
sementes com bons atributos de qualidade e dentro de padrdoes minimos estabelecidos conforme
legislagdo especifica para cada espécie a ser comercializada (VERSZIGNASSI, 2013).

No entanto, no caso especifico das sementes forrageiras, caracteristicas da espécie
Urochloa brizantha e o manejo da cultura, além de dificultar a producdo de sementes, tem
limitado a obten¢cdo de lotes homogéneos e qualidade comercial (AMARO et al., 2019;
DECARLI et al., 2019; LAURA et al., 2009; MACEDO, 2005; MASCHIETTO, 1994; ZHENG
et al., 2016)

Dentre as caracteristicas da espécie, destaca-se o periodo prolongado para emissido das
inflorescéncias e abertura de flores entre e dentro de uma mesma inflorescéncia, a degrana das
sementes, por ocasido da maturagdo, ou mesmo antes, ¢ dorméncia das sementes (; LAURA et
al., 2009; MASCHIETTO, 1994).

Um agravante ¢ que em relacdo ao manejo da cultura, nos campos de produ¢do a maior
parte das sementes ¢ colhida pelo sistema de varredura do solo. Deste modo, os lotes de sementes
produzidos podem conter grande quantidade de impurezas, tais como torrdes de terra, pedras,
espiguetas vazias, cariopses parcialmente desenvolvidas, imaturas, sementes de plantas daninhas
e palha, o que prejudica diretamente a qualidade fisica e sanitaria das sementes, uma vez que a
presenca de patdogenos nas sementes resulta no decréscimo da germinagdo e do vigor, além de
comprometer o desenvolvimento e a formagdo da cultura em campo (MARCOS et al., 2015;
MELO et al., 2016; NERY et al., 2012).

Com os diversos fatores que podem afetar a qualidade de sementes de espécies forrageiras
de clima tropical, foram criadas normas e padrdes minimos de qualidade, estabelecidos na

Instrugdo Normativa de n° 30 de 21 de maio de 2008, que determinam dentre outras
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regulamentacdes, que sejam realizados alguns testes como: pureza fisica; germinacdo ou
viabilidade de sementes pelo teste de tetrazolio (BRASIL, 2010).

O teste de germinacdo consiste na determinagdo do potencial de germinagdo em condic¢des
otimas de laboratério, podendo ser usado para se comparar o desempenho de diferentes lotes e
estimar o valor para semeadura em campo (BRASIL, 2009). Para muitos, no entanto, por ser um
teste considerado padronizado com ampla repeti¢ao dos resultados, ele superestima o potencial
fisiologico, por ndo considerar aspectos reais da relagdo semente x ambiente, além do que, o teste
de germinagdo nao detecta o progresso da deterioracdo de sementes (MARCOS-FILHO, 2015).

Dessa forma, torna-se necessario utilizar testes que além de identificar possiveis variagdes
no grau de deterioragdo das sementes quando expostas as condi¢cdes adversas de ambiente
também fornegam informacdes da viabilidade destas. Estes testes devem apresentar
caracteristicas que justifiquem seu uso adicional nos programas de controle de qualidade interno,
como; simplicidade, rapidez, baixo custo, objetividade, reprodutibilidade e resultados
relacionados com a emergéncia das plantulas em campo (MARCOS-FILHO, 2015).

Dentre esses testes, destaca-se o teste de tetrazolio, um dos testes de maior aplicabilidade
para diversas espécies. Tem como principio a alteragdo da coloracdo de tecidos vivos pela difusdo
do sal 2-3-5 trifenil-tetrazolio, que forma um composto de coloragdo résea chamado formazam.
Tecidos vivos se colorem indicando atividade respiratéria nas mitocondrias e tecidos mortos ou
com baixa atividade respiratoria, permanecem descoloridos (KRZYZANOWSKI et al., 2020).

No processo de producdo de sementes, principalmente forrageiras, seu uso como parte do
controle interno de qualidade, se justifica por ser um teste rapido que indica o potencial de
geminagdo dos lotes em tempo inferior ao estabelecido pelo teste tradicional de germinacdo, que
sdo 21 dias. No entanto, pela inser¢do cada vez mais recorrente de tecnologias, empresas vem
acrescentando em seus programas internos, a analise de sementes e plantulas por meio de
imagens digitais. Seu uso ¢ favorecido pela reducao ainda maior do tempo, pela consisténcia das
informagdes que apresentam, pouca interferéncia humana por ser um processo automatizado,

além de ser um método ndo destrutivo que viabiliza o material para avaliagdes posteriores

(CUSTODIO; DAMASCENO; MACHADO NETO et al., 2012).
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3.3  Teste de tetrazolio por meio do processamento digital de imagem

O teste de tetrazolio, segundo a International Seed Testing Association - ISTA (2021) e
Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009) ¢ um teste bioquimico para determinar a
viabilidade de sementes de forma indireta, por meio da atividade respiratoria nas céulas que
compdem os tecidos das sementes. Tem como objetivo estimar de forma rapida a viabilidade de
amostras de sementes, em particular, aquelas que demonstram dorméncia ao final do teste de
germinagdo. No caso de espécies que germinam lentamente, este teste pode inclusive, ser usado
em substituicdo ao tradicional teste de germinagdo, como ¢ o caso de algumas gramineas
(Poaceaes) forrageiras.

A técnica para a condugdo do teste de tetrazolio ¢ dividida em pré-condicionamento,
preparo para coloragdo, imersdo em solucdo de tetrazdlio e avaliagdo da semente. Em menos de
24 horas ¢ estimada a viabilidade das sementes com base na alteragdo da coloracao dos tecidos
vivos em presenca de uma solucdo incolor do 2,3,5 trifenil cloreto ou brometo de tetrazolio,
usada como indicador para revelar os processos de redu¢do que acontecem dentro das células
vivas. Os ions de H- liberados durante a respiragdo dos tecidos vivos sao transferidos por
algumas enzimas, principalmente a desidrogenase do acido malico, e interagem com o tetrazélio,
o qual ¢ reduzido a um composto vermelho, estavel e ndo difusivel, chamado de trifenil
formazan. Como todo o processo acontece no interior das células vivas e como ja mencionado
que o composto ndo se difunde, ha nitida separacdo dos tecidos vivos e coloridos que respiram,
daqueles que ndo colorem, ou seja, mortos (BRASIL, 2009).

Porém, como limitagdo, ndo possibilita ter maiores informacdes sobre a porcentagem de
sementes dormentes e nem sobre contaminacdo de patdogenos (BRASIL, 2009). Segundo
Carvalho et al. (2013), os resultados do teste ndo sofrem interferéncia de fatores que podem
influenciar algumas andlises, como no teste de germinag¢@o com a incidéncia de microrganismos,
além de ser possivel aplicd-lo em sementes recém colhidas, e dispensar o tratamento para
superacao de dorméncia, que geralmente precede os teses iniciais.

O teste de tetrazolio pode ser utilizado em situagdes quando hé necessidade da répida
aquisi¢do de resultados para a semeadura, pois o tempo para obtencdo dos resultados do teste de

germinagdo varia de acordo com cada espécie e que no caso das gramineas forrageiras, pode
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demorar de 21 a 28 dias (BRASIL, 2009). Pode também ser empregado para esclarecer fatores
ndo explicados pelo teste de germinag¢do, como o caso de grande quantidade de plantulas
anormais e mortas. Ainda por meio desse teste, as sementes poderdo ser comercializadas com
base nos resultados de viabilidade, substituindo assim o teste de germinacdo, conforme a
Instru¢ao Normativa de nimero 30 de 26 de outubro de 2010 (BRASIL, 2010).

Dias; Alves (2008), desenvolveram uma metodologia para reconhecimento de sementes
viaveis e ndo viaveis de Urochloa spp, a qual é reconhecida e recomendada pela RAS (BRASIL,
2009). Estes autores afirmaram que o teste de tetrazdlio e de germinagdo foram complementares
e, em conjunto, permitiram avaliar a qualidade fisioldgica de sementes de Urochloa brizantha
cultivar Marandu, recomendando que este teste fosse utilizado por empresas produtoras de
sementes forrageiras, mas atentando que a metodologia utilizada em cada laboratorio poderia
variar de acordo com a concentragdo da solucdo, periodo e temperatura de embebi¢do e de
coloracdo, ou seja, haveria ainda uma dificuldade de padronizagado do teste.

O teste de tetrazdlio ndo requer equipamentos complexos, entretanto, exige bom
conhecimento de morfologia da semente por parte do analista e seu resultado ¢ bastante subjetivo.
A subjetividade do teste provoca variagdes de resultados entre analistas em func¢do da dificuldade
de visualizagdo das estruturas da semente e, da interpretagdo das tonalidades da cor vermelha
(DIAS; BARROS, 1999). E um método qualitativo visual que se ndo for realizado por uma
pessoa treinada, pode gerar um falso negativo (ZORZAL et al., 2015). Assim, a eficiéncia na
avaliacdo adequada do teste de tetrazdlio ¢ baseada na correta identificacdo dos tecidos vidveis e
ndo viaveis e na capacidade de diferenciar o vigor das sementes, por parte do analista
(AZEREDO; PAULA; VALERI, 2011).

Para isso, ap0ds a coloragdo pela solucdo de tetrazolio, as diferencas de cor observadas nas
sementes sdo as principais caracteristicas que devem ser consideradas na interpretagdo dos
resultados do teste. A intensidade de coloragao das sementes no teste de tetrazdlio ¢ variavel
entre as espécies. Por exemplo, a cor rosa observada em sementes vidveis de leucena ¢é mais clara
que a verificada em sementes de Urochloa brizantha que apresenta uma cor vermelha ou rosa
intenso quando colocadas nas mesmas condi¢des e concentragdes. (COSTA; SANTOS, 2010;
DIAS; ALVES, 2008).

Mesmo que ndo necessite de equipamentos sofisticados, conforme dito anteriormente,

para observacgdo de espécies que produzem sementes pequenas, como as forrageiras, ¢ necessario
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o auxilio de estéreo microscopio para facilitar a visualizagdo e diminuir o esfor¢o visual do
analista (HOSOMI et al., 2011), uma vez que essas sementes sdo analisadas individualmente, e a
tomada de decisdo deve ser no momento da leitura. Nao ha na literatura, indica¢do para o
armazenamento das sementes de forrageiras apds a coloragdo, como ¢ recomendavel para
algumas espécies, como a soja por exemplo, que pode ficar até 12 horas imersas em agua e em
refrigerador antes da interpretacio do teste (CUSTODIO; DAMASCENO; MACHADO NETO et
al., 2012).

Diante dessas dificuldades, faz-se necessario o desenvolvimento de novas ferramentas que
tenham a finalidade de aumentar a eficiéncia, a confianga dos resultados e que reduz o erro
humano, tais como o processamento digital de imagens que permite a analise de um grande
niamero de amostras de forma rapida (BRUNES et al., 2016; MEDEIROS, PEREIRA, SILVA,
2018). A padronizagdo desses métodos deve ser constantemente reavaliada mediante aplicacdo de
testes de referéncia, de testes alternativos e da determinagdo de novas metodologias (GUEDES et
al., 2011).

O equipamento GroundEye®, Tbit Tecnologia e Sistemas, tem por finalidade a avaliagdo
da qualidade fisica e fisioldgica das sementes através de imagens de alta resolu¢do que permitem
a extracdo de informacdes quanto a cor, textura e geometria (didmetro, area, circuferéncia,
circularidade) além de fornecer indices para taxas de crescimento e uniformidade de plantulas
(PINTO et al., 2015; SILVA et al., 2013).

Segundo Vasconcelos et al. (2018) e Andrade et al. (2016), esse equipamento ¢ capaz de
extrair e analisar mais de 300 caracteristicas morfologicas de sementes ¢ mudas e conforme
Guedes et al. (2011), Zhang et al. (2018) e Xia et al. (2019), por ser um método de avaliacdo ndo
destrutivo, as sementes podem ser utilizadas para germinar apds a captura da imagem, em
algumas situacdes. A partir dai, as possiveis relacdes entre as caracteristicas fisicas e fisiologicas
podem ser definidas com base nas andlises.

Entretanto, o uso de imagens digitalizadas ¢ uma alternativa que permite a ampliagdo, o
acesso rapido, o arquivamento da informacao obtida para uso posterior (HOSOMI et al., 2011).
Além disso, permite que a aferi¢do dos resultados seja realizada por mais de um analista, que a
transmissdo das imagens possa ser feita pela internet para compartilhar a informacdo, e ha

também a facilidade de padronizar o procedimento. Como agilidade do processo, as sementes de
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uma repeticio, podem ser visualizadas simultaneamente (CUSTODIO; DAMASCENO;
MACHADO NETO et al., 2012).

Estudos realizados com o teste de tetrazdlio através de imagens escaneadas em sementes
de braquidria, trigo e aveia branca, foram equivalentes as avaliagdes feitas com o uso de lupas e
microscopios, além de proporcionarem uma ampliagdio maior das sementes (CUSTODIO;
DAMASCENO; MACHADO NETO et al., 2012; GARCIA, 2018; TEJO et al., 2018; TEJO et
al., 2017)

Segundo Freitas et al. (2020) o teste de tetrazolio modificado, utilizando o processamento
digital de imagens, ¢ uma ferramenta promissora para complementar a analise sensorial de café e
torna-se necessario a execuc¢ao de pesquisas adicionais para viabilizar sua utilizagao.

Tejo et al. (2018) ao avaliarem a qualidade fisiologica de sementes de aveia branca com
énfase no teste de tetrazdlio com imagens digitalizadas, comprovaram a eficécia da metodologia
de avaliacdo, além de facilitar as andlises e proporcionar resultados seguros a respeito da
viabilidade das sementes.

Segundo Vieira et al. (2000) ao avaliarem o teste de tetrazdlio em sementes de milho pela
técnica de andlise de imagem foi possivel eliminar a area do tegumento, pericarpo e endosperma
e analisar somente a area de interesse, o embrido, sendo entdo, possivel discriminar os lotes
quanto a qualidade fisiologica.

Mecheln et al. (2015) em seu trabalho de identificacio de danos em sementes de soja
através do teste de tetrazolio usando macro imagens, estudaram a possibilidade de realizar a
identificacdo de danos em semente de soja através do processamento de imagens, contudo ha a
necessidade de apriporar ainda mais a técnica para aumentar a acuracia dos resultados.

A aplicacdo da digitalizagdo das sementes para avaliacdo do teste de tetrazolio vem sendo
adotada com éxito em varias espécies. Entretanto, no caso das Urochloa spp. que possuem
estruturas embriondrias pequenas, os estudos ainda sdo escassos e necessarios, apesar da técnica
gerar benefécios proporcionando aos analistas a facilidade de analisar as sementes de forma mais
rapida e precisa (CUSTODIO; DAMASCENO; MACHADO NETO et al., 2012).

Outro método utilizado por meio do processamento digital de imagens ¢ na avaliagdo do
potencial fisiologico em plantulas (MEDEIROS; PEREIRA; SILVA, 2018; JEROMINI et al.,
2018; PEREIRA et al., 2020). Os diferentes equipamentos e softwares utilizados, como o SVIS®

(Seed Vigor Imaging System), ImageJ, GroundEye® e Vigor-S tem como objetivo avaliar o
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vigor de plantulas por meio do seu crescimento e comparar os resultados com os testes
tradicionais.

Sendo assim, o uso do processamento digital de imagem, por meio de metodologias
adequadas seria uma alternativa para reduzir o tempo gasto na avaliacdo visual, bem como
eliminar a subjetividade da andlise dos testes que avaliam a viabilidade de sementes e o vigor de

plantulas.

4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratorio Central de Sementes do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras, Lavras - Minas Gerais, Brasil.

Para atender aos objetivos propostos, o trabalho foi dividido em 2 experimentos
envolvendo analise de imagens em sementes e plantulas de Urochloa brizantha cv. Marandu. Os

experimentos estdo descritos a seguir:

4.1 Experimento 1: Desenvolvimento de metodologias de analise de imagem na
determinacio da viabilidade das sementes pelo teste de tetrazdlio e na avaliacdo do

vigor de plantulas de braquiaria

O experimento 1 foi realizado em trés fases. Na primeira fase foram realizados ajustes
metodoldgicos para definicdo do plano de fundo ideal para a visualizacdo de sementes de
braquidria submetidas ao teste de tetrazolio pela andlise de imagem com a utilizagdo do
equipamento GroundEye®. Nessa fase foi utilizado apenas um lote para os testes preliminares.
Na segunda fase foi feita a caracterizagao fisioldgica de nove lotes de sementes e a relacdo com o
teste de tetrazolio avaliado por andlise de imagem com o plano de fundo definido na fase um. Na
terceira fase foi avaliado o vigor de plantulas dos mesmos lotes com o uso da analise de imagem

e comparou-se os resultados com os testes de vigor tradicionais.
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Fase 1 - Pré-teste para desenvolvimento metodolégico de captura e analise de

imagens para leitura da viabilidade das sementes

Para a calibracdo do equipamento de andlise de imagem GorundEye® versao S120 e
obtencdo dos pardmetros de avaliacdo da viabilidade, quatro repeti¢des de 50 sementes de um
lote comercial de Urochloa brizantha cv. Marandu foram submetidas ao teste de tetrazolio.

Para o teste de tetrazélio as sementes foram pré-embebidas entre papel de filtro
umedecido com 2,5 vezes o peso do papel em agua destilada e mantidas em germinador com
temperatura a 25 °C por 18 horas. As sementes foram cortadas longitudinalmente com auxilio de
bisturi e colocadas em solucao de 0,5% de cloreto 2-3-5 trifenil tetrazolio em frascos escuros e
mantidos em camaras de germinacdo tipo BOD com temperatura constante de 35 °C por 3 horas
(BRASIL, 2009).

Na avaliagdo visual e digital foram consideradas a localizagdo e a intensidade da
coloracao pelo tetrazodlio, de acordo com Brasil (2009).

A andlise visual foi realizada por um tUnico analista com auxilio de um microscopio
estereoscopico com amplificagdo de 10x.

Para a andlise por imagem foram testados dois métodos para a captura das imagens, no
primeiro utilizou-se fita dupla face fixadas em folha de acetato transparente e no segundo as
sementes cortadas foram dispostas sobre a borracha E.V.A. e entre duas placas de vidro
antirreflexo, a fim de evitar o reflexo em superficies imidas das sementes e a movimentacdo das
mesmas sobre a bandeja de captura de imagens. Foram realizados testes para escolha dos
melhores planos de fundo para a leitura da imagem. Para selecdo do melhor contraste entre o
fundo e as sementes de braquiaria coloridas com solugdo de tetrazélio, foram utilizadas diferentes
coloracdes de planos de fundo com borracha E.V.A. (Etileno Acetato de Vinila) nas cores preto,
azul e amarelo.

Foram realizadas configuracdes de andlise das imagens e testados os espacos de cor
(RGB, HSV, CIE L*a*b e YCbCr) combinados com as suas respectivas coordenadas. Essa
configura¢do, denominada de segmentagdo, tem como fungdo separar os objetos de interesse do
restante da imagem (LIMA, 2015).

A cor ¢ o resultado da percep¢do da luz que incide na retina em células foto-receptoras,

denominadas cones. A maioria das cores visiveis pelo olho humano pode ser representada pela
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combina¢do de luzes monocromaticas nos comprimentos de onda do azul, vermelho e verde.
Uma cor pode ser decomposta em trés componentes independentes: intensidade, matiz, e
saturacdo. A intensidade € responsavel pela sensacdo de brilho. A matiz pela sensacdo de “cor”
(comprimento de onda). A saturagdo pelo grau de pureza da cor em relagdo ao branco. O espaco
de cor RGB ¢ formado pela soma ponderada dos componentes Red (R), Green (G) e Blue (B). O
espaco HSV representa a matriz, saturacdo e brilho. Como os componentes primarios sio
descorrelacionados, a0 melhorar a imagem por meio de transformagdes radiométricas aplicadas a
saturacdo (S) e/ou ao brilho (V) ndo afeta a matiz (H). Para o espago de cor CIE L*a*b, o CIE
(Commission Internationale de I’Eclairage), responsavel por criar esses modelos de cor, definiu o
L* com sendo a luminosidade e¢ as coordenadas cromaticas a* (vermelho/verde) e b*
(amarelo/azul). Por fim, o espaco de cor YCbCr, a informag¢do de luminancia € representada por
Y, a de cor por Cb e Cr (azul e vermelha respectivamente) (BARCELLOS, 2011; CANDEIAS;
SILVA, 2004; LIMA, 2015; MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999).

Utilizou-se também caracteristicas de geometria das sementes (tamanho maximo e
minimo) para separar os objetos do fundo. Foi feita a selegdo do plano de fundo ideal do E.V.A.

que permitisse maior contraste entre as sementes e o fundo da imagem.

Fase 2 - Avaliacao da viabilidade das sementes submetidas ao teste de tetrazolio com

analise digital de imagens e a relacio com a qualidade fisioldgica

Nove lotes de sementes de Urochloa brizantha cultivar Marandu foram avaliados para
caracterizacdo inicial da qualidade fisioldgica (perfis dos lotes), por meio dos seguintes testes:

Teor de dgua: determinado pelo método de estufa a 105 °C por 24 horas com duas
repeticdes de 5 g de sementes. Os resultados foram expressos em porcentagem de teor de dgua
(b.u.) (BRASIL, 2009).

Germinacgdo: foi utilizado como substrato o papel mata-borrdo, em caixas gerbox,
umedecido com 2,5 vezes a massa seca do papel em adgua destilada. As sementes foram mantidas
em BOD com temperatura alternada 20-35 °C e fotoperiodo de 8 horas de luz e 16 horas de
escuro, realizando-se a contagem de plantulas normais conforme as Regras para Analise de

Sementes (BRASIL, 2009) no sétimo dia (primeira contagem), e contagem final no vigésimo
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primeiro. As sementes remanescentes do teste de germinag¢do foram submetidas ao teste de
tetrazolio para avalicdo da viabilidade.

Tetrazolio: as sementes foram pré-embebidas entre papel de filtro umedecido com 2,5
vezes o peso do papel em agua destilada e mantidas em germinador com temperatura a 25 °C por
18 horas. Decorrido esse periodo, as sementes foram cortadas longitudinalmente com auxilio de
pinga e bisturi. Apds o corte, as sementes foram colocadas em solucdo de 0,5% de cloreto 2-3-5
trifenil tetrazolio em frascos escuros e mantidos em cadmaras de germinagdo tipo BOD com
temperatura constante de 35 °C por 3 horas (BRASIL, 2009). As sementes foram avaliadas
visualmente considerando-se a localizagdo e a intensidade da coloracdo de suas estruturas, em
sementes vidveis e ndo viaveis, e também avaliadas por analise de imagem, com utilizagdo do
equipamento GroundEye®, versao S120.

Emergéncia em condigdo controlada: a semeadura foi realizada em substrato terra e areia
na proporc¢ao volumétrica de 1:2, em bandejas plasticas mantidas em camaras de crescimento
com temperaturas de 25 °C. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais
ao vigésimo primeiro dia ap6s a semeadura. Foi calculado o indice de velocidade de emergéncia,
por meio das contagens didrias de plantulas emergidas durante os 21 dias (MAGUIRE, 1962).

Condutividade elétrica de massa: as sementes foram pesadas e colocadas para embeber
em 50 ml de dgua destilada e deionizada em copo plastico descartdvel e mantidas em BOD com
temperatura de 25 °C por 24 horas. Ap6s o periodo de embebicdo procedeu-se a leitura da
condutividade elétrica por meio do condutivimetro MS TECNOPON®, modelo mCA 150, sendo
os resultados expressos em uScm™ g'1 de sementes (AOSA, 2009; VIEIRA; KRZYZANOWSKI,
1999).

Tetrazolio por processamento digital de imagem: as sementes dos nove lotes apds serem
submetidas a solug¢do de tetrazolio, como descrito acima, tiveram suas imagens capturadas no
sitema GroundEye® na versdo S120. Foi utilizado a configuracdo de andlise de imagem definida
na fase anterior com o plano de fundo de borracha E.V.A. de cor azul a fim de comparar com a
andlise visual.

Para as analises estatisticas, adotou-se o delincamento inteiramente casualizado com
quatro repeticdes de 50 sementes para cada lote. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de

variancia, e foram também verificadas as pressuposigdes estatisticas de normalidade,
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homogeneidade e independéncia. As médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade. Utilizou-se o software SISVAR® (FERREIRA, 2014).

Fase 3 - Avaliacio de plantulas de braquidria por meio da analise de imagem com

nova metodologia para reducio do tempo de avaliacao

A fim de adequar uma metodologia de avaliagdo do vigor por andlise de imagem com
redu¢do do periodo de contagem da germinacdo das sementes de braquidria, foram utilizados
sementes de nove lotes semeadas em dois tipos de substratos: sobre papel (SP) mata-borrdo em
caixa gerbox (BRASIL, 2009), e em rolos de papel (RP) germitest mantidos na vertical, para
avaliagdo da adequacdo das plantulas formadas para processamento digital das imagens pelo
equipamento GroundEye” versdo S800. Para cada lote e tipo de substrato foram utilizadas quatro
repeticdes de 50 sementes.

Os substratos foram umedecidos com agua destilada, em quantidade de 2,5 vezes a massa
seca do papel, acondicionados em sacos plasticos e mantidos em B.O.D. em temperatura
alternada de 20-35 °C e fotoperiodo de 8 horas de luz e 16 horas de escuro.

Anadlise das plantulas por imagem: as plantulas normais obtidas aos 7 e 14 dias apos a
semeadura, foram levadas para capturada das imagens. As plantulas normais foram removidas do
papel de germinacdo e dispostas uniformemente em bandeja de acrilico com a cor do plano de
fundo azul e analisadas por meio do sistema de captura e andlise de imagens do equipamento
GroundEye” versdo S800.

Foram realizadas configuracdes de anélise das imagens e testados os espagos/modelos de
cor (RGB, HSV, CIE L*a*b e YCbCr) combinados com as suas respectivas coordenadas.

Ap0s calibracdo da cor de fundo foi realizada a andlise das imagens. Nessa etapa foram
extraidos valores médios das caracteristicas das plantulas de braquidria como o comprimento da
raiz (CR), comprimento do hipocétilo (CH), comprimento da plantula (CP) e a razdo do
comprimento da raiz pelo comprimento do hipocotilo (CR/CH).

Para as analises estatisticas, adotou-se um delincamento inteiramente casualizado com

quatro repeti¢des de 50 sementes por lote. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
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variancia e as médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o

aplicativo computacional SISVAR® (FERREIRA, 2014).

4.2 Experimento 2: Comparac¢io da avaliacdo da viabilidade de sementes pelo método

convencional e por analise de imagem

Por meio da analise de imagens computadorizada, uma nova metodologia de avaliagdo do
teste de tetrazolio em sementes de braquidria, foi testada. Para tal, foram utilizados 12 lotes de
sementes comerciais de Urochloa brizantha cv. Marandu provenientes da empresa Mineirdo
Sementes para Pastagens.

As sementes puras dos lotes utilizados foram caracterizadas quanto a qualidade
fisiologica inicial, por meio dos testes a seguir:

Teor de dgua: determinado pelo método de estufa a 105 °C por 24 horas (BRASIL,
2009), utilizando-se duas repeticdes de 5 g de sementes. Os resultados foram expressos em
porcentagem de teor de dgua (b.u.) (BRASIL, 2009).

Germinagdo: foi realizado com quatro repeticdes de 50 sementes semeadas em substrato
papel mata-borrdo, umedecido com agua destilada em quantidade equivalente a 2,5 vezes o peso
do substrato seco, em caixas de acrilico transparentes (11,0 x 11,0 x 3,5 cm). As sementes foram
mantidas em BOD, com temperatura alternada de 20-35 °C e fotoperiodo de 8 horas com luz e 16
horas no escuro e os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais aos 21
dias (BRASIL, 2009). As sementes remanescentes do teste de germinacdo foram submetidas ao
teste de tetrazolio para avali¢dao da viabilidade. A fim de obter resultados do teste de germinacao
e das sementes remanescentes viaveis fez o somatorio desses dois testes (G+R).

Primeira Contagem de Germinacdo: avaliagdo aos 7 dias apdés a semeadura para
porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

Velocidade de Germinagdo: simbolizada por V.G. (EDMOND; DRAPALLA, 1958) ¢
calculada pela contagem de plantulas normais germinadas diariamente por 21 dias.

Emergéncia em condicées controladas: foi conduzido com quatro repeticdes de 50

sementes, em substrato terra e areia, na propor¢do volumétrica de 1:2 respectivamente em
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condi¢des controladas de 25°C, realizando-se a contagem de plantulas normais no sétimo dia
(estande inicial) e contagem final no vigésimo primeiro (estande final).

Velocidade de Emergéncia: calculado por meio da contagem diaria de plantulas normais
emergidas durante os 21 dias apos a semeadura (DAS). A formula usada para o calculo foi
proposta por Edmond; Drapalla (1958).

Condutividade elétrica de massa: foi conduzido com quatro repetigdes de 50 sementes,
colocadas em recipiente com 50 mL de 4gua deionizada e mantidas a uma temperatura de 25 °C
em camara tipo BOD. Apds 24 horas de embebicdo, foi realizada a leitura da condutividade
elétrica em um condutivimetro MS TECNOPON®, modelo mCA 150. O teste foi conduzido
conforme descrito por Aosa (2009); Vieira e Krzyzanowski (1999) e os resultados foram
expressos em uS.cm’l.g'l de sementes.

Sanidade: foi utilizado o método do papel de filtro (blotter-test), com oito subamostras de
25 sementes, semeadas sobre duas folhas de papel do tipo filtro, estéreis e umedecidos, com agua
destilada e esterilizada dentro de caixas de acrilico transparentes (11,0 x 11,0 x 3,5 cm), mantidas
por um periodo inicial de 24 horas sob temperatura de 20 + 2 °C e, em seguida em congelador (-
20 °C) por 24 horas, e retornadas a incubadora a 20 + 2 °C sob luz fluorescente branca, durante 5
dias. Apds a incubagdo realizou-se a identificagdo da microflora fungica das sementes com o
auxilio do microscépio estereoscopico e optico de luz.

A confirmagdo do fungo em nivel de género foi realizada com auxilio de uma chave de
identificacio (BARNETT; HUNTER, 1998), sendo em seguida calculadas as porcentagens de
sementes contaminadas por cada género fungico.

Raio-X: foi realizado com quatro repeti¢des de 50 sementes fixadas com fita adesiva do
tipo dupla face em folhas de acetato transparente e submetidas a andlise radiografica para
avalia¢do da presenca do endosperma. A intensidade da radiacdo e o tempo de exposicdo foram
determinados através da calibracdo automatica do equipamento Faxitron HP MX-20 digital,
calibrado com intensidade de radiacdo (24 kv por 60 s) aos 35 cm da fonte emissora.

Apobs a caracterizacdo fisiolégica dos lotes, realizou-se as etapas de avaliagdo da
viabilidade das sementes, pelo teste de tetrazolio, descrito abaixo:

Tetrazolio: as sementes foram pré-embebidas entre papel de filtro umedecido com 2,5
vezes o peso do papel em agua destilada e mantidas em germinador com temperatura a 25 °C por

18 horas. Decorrido esse periodo, as sementes foram cortadas longitudinalmente com auxilio de
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pinga e bisturi. Apds o corte, as sementes foram colocadas em solucdo de 0,5% de cloreto 2-3-5
trifenil tetrazolio em frascos escuros e mantidos em camaras de germinacdo tipo BOD com
temperatura constante de 35 °C por 3 horas (BRASIL, 2009). As sementes foram avaliadas
visualmente considerando-se a localizacao ¢ a intensidade da coloracdo de suas estruturas, em
sementes viaveis e ndo viaveis, e também avaliadas por andlise de imagem automatizada, com

utilizagcdo do equipamento GroundEye®, versdo S120, conforme procesimento descrito a seguir.

Anadlise de imagens na interpretagdo do teste de tetrazdlio

Antes da captura das imagens dos doze lotes, foi realizado um pré-teste, com um lote de
semente, com objetivo de avaliar novos planos de fundo para captura e analise computadorizada
das sementes de braquiaria submetidas ao tetrazolio. Foram utilizados papel mata borrdo na
coloracdo branca e placas coloridas personalizadas com 100 cavidades, nas coloragdes azul clara,
azul escura e preta nas dimensdes 10,5 x 10,5 cm. As placas foram feitas com material acrilico
em impressora 3D contendo 100 cavidades em cada placa com profundidade de 5 mm (Figura 1).
As placas foram utilizadas para otimizar o tempo gasto na execucdo e avaliagdo do teste de
tetrazolio, uma vez que a coloragdo ¢ feita direto nas placas e acondicionadas em BOD, e apds
esse periodo foram transferidas para o equipamento GroundEye®, versdo S120 para captura das

imagens.

Figura 1 - Placas acrilicas na cor azul escuro (A), azul claro (B) e preta (C) utilizadas como
suporte de sementes de Urochloa brizantha cv. Marandu para avaliagdo da viabiliadade
em tetrazolio por meio da analise de imagem

Fonte: Do autor (2021)
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Para se obter uma imagem sem reflexo ou luminosidade, fato este que pode afetar a
avaliagdo das imagens, foi retirado o excesso de 4gua das cavidades onde estavam
acondicionadas as sementes com papel mata borrdo. As placas e o papel mata- borrdo foram
inseridos na bandeja do modulo de captagdo do equipamento para obten¢do das imagens em alta
resolucao.

Foram realizadas configuracdes de andlise das imagens e testados os espacos de cor
(RGB, HSV, CIE L*a*b e YCbCr) combinados com as suas respectivas coordenadas. Foram
escolhidas como configuragdes ideais aquelas que proporcionaram maiores contrastes entre as
sementes e o fundo da imagem.

Ap0s os testes preliminares para as calibragdes das cores de fundo, as sementes dos doze
lotes de Urochloa brizantha cv. Marandu, submetidas ao teste de tetrazolio, foram conduzidas
para captura e andlise das imagens e criadas trés ferramentas de inteligéncia artificial (IA). A
primeira foi de acordo com a 4rea de interesse por cor, a segunda, pelos classificadores e a
terceira, pela rede de decisao.

A primeira ferramenta de A foi composta de duas etapas: a primeira teve o objetivo de
treinar o sistema para reconhecer qual parte da morfologia da semente era considerada como
viavel. Para isso foi selecionada a parte da semente que correspondia ao embrido e que continha
uma tonalidade avermelhada (Figura 2A). A segunda etapa foi o treinamento do sistema no
reconhecimento da parte da semente considerada como nao vidvel, ou seja, que ndo foi colorida
pela solucdo de tetrazdlio (Figura 2B). Neste caso, era o endosperma com tonalidade branca e o
tegumento com tonalidade marrom. Foram consideradas invidveis sementes com embrido
totalmente descolorido ou com partes do eixo embriondrio ou regido de translocagdo sem

coloracdo com evidéncias de danos.
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Figura 2 - Configuragdes da primeira ferramenta de inteligéncia artificial, area de interesse por
cor, na morfologia das sementes de braquiaria. A- semente de braquidria considerada
invidvel, com o endosperma de tonalidade branca e o tegumento de tonalidade

marrom. B- semente de braquiaria considerada vidvel com o embrido de tonalidade
avermelhada.
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Figura 3 - Imagens digitalizadas de sementes de U. brizantha cv. Marandu obtidas pelo sistema
GroundEye® apds reagirem com a solugdo de tetrazdlio e avaliadas como sementes
viaveis (A) e inviaveis (B).

1A

Fonte: Do autor (2021)

Para a segunda ferramenta de IA, foi realizado o desenvolvimento e treinamento de dois
classificadores. Dessa forma, das imagens obtidas dos doze lotes de sementes, seis lotes foram
utilizados para treinar o sistema a reconhecer as duas classes de sementes: vidveis e inviaveis.
Para validar os classificadores, foram utilizadas imagens das sementes dos outros seis lotes
restantes e os resultados foram expressos em porcentagem de sementes vidveis e inviaveis.

Posteriormente ao desenvolvimento dessas inteligéncias artificiais, realizou-se a
constru¢do de redes de decisdo para melhor interpretagdo dos resultados. Foram criados doze
tipos de rede de decisdo de andlise, em esquema 2x2x3, ou seja, sementes viaveis € sementes
invidveis x dois tipos de classificadores (1 € 2) x 3 coloragdes de placas: azul claro, azul escuro e
preta. Na constru¢do das redes de decisdo, as caracteristicas utilizadas foram baseadas no
treinamento feito com os classificadores, sendo estes a rede suporte para obten¢ao dos resultados.

Para as analises estatisticas quanto a caracterizagdo da qualidade fisioldgica inicial dos
doze lotes de sementes de Urochloa brizantha cv. Marandu, foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e foram
também verificadas as pressuposicdos estatisticas de normalidade, homogeneidade e

independéncia. As médias foram agrupadas entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
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significancia, utilizando o software Sisvar (FERREIRA, 2014). Os resultados foram ainda,
submetidos a uma analise multivariada dos dados pela anélise de componentes principais (PCA) e
também feita uma associacdo entre as variaveis analisadas pelo coeficiente de correlagdo de
Pearson por meio do software R (R CORE TEAM, 2020).

Para as analises estatisticas do processamento digital de imagens, foi utilizado o
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetigdes de 50 sementes, em esquema
fatorial 3x2x12+1, sendo trés cores de placas, dois tipos de classificadores, doze lotes e um
tratamento adicional com a média dos 12 lotes avaliados por meio do teste de tetrazélio com a
avaliagdo tradicional, ou seja, visual.

As médias foram submetidas a andalise de variancia e os resultados analisados por meio da
comparagdo de média pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os resultados foram
ainda, submetidos a uma anélise multivariada dos dados pela andlise de componentes principais
(PCA) e foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Pearson por meio do software R (R CORE

TEAM, 2020).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1: Desenvolvimento de metodologias de analise de imagem na
determinacio da viabilidade das sementes pelo teste de tetrazdlio e na avaliacdo do

vigor de plantulas de braquiaria

Fase 1 - Pré-teste para desenvolvimento metodolégico de captura e analise de

imagens para leitura da viabilidade das sementes

Para a captura das imagens, a fita dupla face fixada em folha de acetato transparente foi
selecionada como o suporte ideal para a andlise de sementes no sistema GroundEye®, devido a
praticidade e reducdo de custos na aquisicdo dos materiais em relagdo a metodologia com duas

placas de vidro antirreflexo.
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Para a calibracdo do plano de fundo com a folha de acetato transparente, utilizou-se o
modelo de cor HSV com indice de matiz de 176,1 a 246,1, saturacao de 0,165 a 0,981 e brilho de
0,00 a 0,492. Como parametro de reconhecimento das sementes, utilizou-se o tamanho minimo
de 0,0310 cm? no sistema GroundEye® na versao S120.

Para a calibragdo do sistema em funcdo do plano de fundo (Figuras 4 ¢ 5), o equipamento
ndo conseguiu separar a borracha E.V.A. de cor amarela das sementes, por isso esse plano de
fundo foi descartado das demais etapas. J4 para o uso da borracha E.V.A. de coloragdo azul e
preta, o equipamento foi eficiente na separagdo do plano de fundo das sementes (Figura 4B e 5B
respectivamente).

Para a calibragdo do plano de fundo com a borracha E.V.A. de cor azul, apds analises
técnicas e visuais, foi definido o modelo de cor CIEL*a*b com indice de luminosidade de 0,0 a
100, dimensao “a” -18,6 a 41,4 e dimensao “b” de -69,6 a -29,6 (Figura 4). Para a calibracdo do
plano de fundo com a borracha E.V.A. de cor preto foi definido o modelo de cor CIEL*a*b
com indice de luminosidade de 0,0 a 100 dimensdo “a” -30,3 a 29,7 e dimensdo “b” de -
120,0 a 8,8 (Figura 5). As definicdes foram realizadas em fun¢do do melhor contrastre,
reconhecimento e delineamento das sementes em relagdo ao plano de fundo, conforme Figuras

4B e Figura 6B.
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Figura 4 - Tela de configuracdo do sistema GroundEye® da analise de calibragdo do plano de
fundo, com utilizan¢do de E.V.A. de cor azul (A) e separacdao do plano de fundo da
semente braquidria submetidas ao teste de tetrazolio (B).

(& Configurages de andlise

Fonte: Do autor (2021)
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Figura 5- Tela de configuragdo do sistema GroundEye® da analise de calibragdo do plano de
fundo, com utilizancdo de E.V.A. de cor preta (A) e separacdo do plano de fundo da

semente braquiaria submetidas ao teste de tetrazolio (B).
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Conforme os resultados obtidos da calibracdo do equipamento no processamento das
imagens coletadas de forma geral para as sementes nas placas observou-se que os planos de
fundo de coloracdo azul e preta permitiram a obtencdo apenas das imagens das sementes como
um todo, sem distingdo das partes da mesma, embrido, endosperma e tegumento, ou seja, sem a
intereferéncia da cor do plano de fundo (Figuras 4B e 5B). Assim, a andlise seguinte foi por meio
da avaliagdo individual de cada objeto/semente (Figura 6). Com as novas imagens das sementes
individuais, o sistema foi capaz de fazer a extragdo das caracteristicas necessarias para a
avaliagdo da viabilidade das sementes de braquiaria coloridas pela solu¢do de tetrazolio, como
separagdo entre embrido, endosperma e tegumento, sendo possivel dintingui-las em sementes
viaveis e invidveis pelo sistema de andlise de imagens (Figura 6). As sementes inviaveis
apresentavam o endosperma e embrido de coloragdo esbranquicada (auséncia de tons
avermelhados e roseos) e o tegumento de coloracdo marrom (Figura 6 A e B), ja as sementes

viaveis apresentavam o embrido de tonalidade avermelhada (Figuras 6 C e D).

Figura 6 - Sementes invidveis de braquidria (A e B) e vidveis (C e D) submetidas ao teste de
tetrazolio e a analise digital de imagens obtida pelo sistema GroundEye®

X

A B
Fonte: Do autor (2021)

¢

Na etapa da analise das imagens, realizada logo apos a calibragdo da cor de fundo, foi

utilizada a ferramenta de inteligéncia artificial (IA), area de interesse por cor, para avaliar a
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coloragdo da solugdo de tetrazolio e classificar as sementes em viaveis ou inviaveis. Como
observado na Figura 7, a 4rea da semente demarcada de vermelho, em fun¢do da posicdo e
conformag¢do do embrido, classifica a semente como viavel. De acordo com os resultados obtidos
com essa ferramenta de IA foi possivel selecionar e separar a parte da semente classificada como

viavel.

Figura 7 - Configuragdo de analise de imagem obtida pelo sistema GroundEye® utilizando a
ferramenta de Inteligéncia Artificial, area de interesse por cor, com selecdo da area
demarcada de vermelho colorida com a solucao de tetrazolio.

Fase 2 - Avaliacao da viabilidade das sementes submetidas ao teste de tetrazolio com
analise digital de imagens e a relacio com a qualidade fisioldgica

Fonte: Do autor (2021)

O grau de umidade inicial das sementes de braquidria dos nove lotes variou entre 11 e
12%. Essa pequena variagdo de 1 ponto percentual, proporcionou maior seguranga, indicando que
esse parametro ndo afetou o comportamento das sementes durante a condugdo dos testes.

De acordo com os dados referentes a caracterizagdo inicial da qualidade fisiologica dos
nove lotes de braquidria apresentados na Tabela 1, observou-se diferencas significativas entre
eles, quanto aos resultados dos testes de primeira contagem de germinagdo, condutividade
elétrica e tetrazodlio (avaliagdo visual tradicional) sendo os lotes agrupados em duas categorias de
qualidade. Foi observado similaridade nos resultados dos testes de primeira contagem de

germinagdo e condutividade elétrica sendo os lotes 3, 8 ¢ 9 considerados como os de piores
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qualidades fisiologicas. No tetrazodlio, o lote 3 também foi classificado entre os dois lotes de pior

qualidade.

Tabela 1 - Valores médios dos testes de primeira contagem de germina¢do (PCG),

condutividade elétrica (CE), tetrazolio (TZ), germinagdo (G), somatério das

plantulas normais mais sementes remanescentes vidveis apos o teste de

germinagdo (G+R), emergéncia (E) e indice de velocidade de emergéncia (IVE)

obtidos em nove lotes de sementes de Urochloa brizantha cv. Marandu.
Avaliagdo da qualidade de sementes de braquidria

Lotes

PCG(%) CE TZ(%) G(%) G+R(%) E(%) IVE(%)

1 58 a 48,27 a 80 a 67 a 77 a 63a 5,36 a
2 47 a 52,25b 73 b 56 a 62a 54a 4,12 a
3 39b 53,47b 64D 48 a 61 a 57 a 4,82 a
4 48 a 50,65b 88 a 61 a 67 a 57 a 4,82 a
5 53a 47,12 a 78 a 59a 69 a 63a 5,29 a
6 48 a 46,58 a 83 a 63a 73 a 55a 447 a
7 36b 46,83 a 85a 57 a 68 a 65 a 5,74 a
8 42 b 50,40 b 77 a 54 a 60 a 59a 4,87 a
9 41 b 55,98 b 81 a 58 a 66 a 63 a 5,06 a
CV (%) 16,98 6,68 8,50 12,34 4,12 16,14 16,14

*Médias seguidas de mesma letra mintsculas nas colunas ndo diferem entres si pelo teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade

Fonte: Do autor (2021)

Para os resultados da primeira contagem, realizada aos sete dias ap0s a instalagdo do teste
de germinagdo, houve diferencas no potencial fisioldgico das sementes em dois niveis de vigor,
sendo o valor maximo observado de plantulas normais foi para o lote 1 enquanto o valor minimo
foi para o lote 7 e a diferenca entre eles foi de 22 pontos percentuais.

Pelo principio do teste de condutividade elétrica, observaram-se menores valores para os
lotes 1, 5, 6 e 7, podendo estes serem considerados 0s mais vigorosos, uma vez que quanto menor
o valor obtido melhor a qualidade do lote de semente avaliado. Pode-se considerar o teste de
condutividade elétrica como um dos mais sensiveis para avaliar o vigor de sementes, uma vez
que esse teste, avalia o potencial fisiologico de lotes de sementes pelo grau de desestruturacao do
sistema de membrana (PINTO, et al., 2016). Segundo Nogueira et al. (2013) os aumentos nos

indices de condutividade elétrica correspondem a maior lixiviagdo de solutos, ocasionando a
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diminuicdo do potencial fisioldgico das sementes como observado na Tabela 1 para os lotes 2, 3,
4,8¢9.

De acordo com os resultados da viabilidade das sementes obtidos pelo teste de tetrazolio,
os lotes 2 e 3 apresentaram valores inferiores aos demais, confirmando os resultados obtidos
nesses dois lotes para o teste de condutividade elétrica e para a primeira contagem de germinagao
no lote 3, com qualidade inferior (Tabela 1).

Segundo a instru¢do normativa de nimero 30 de 21 de maio de 2008, o padrdo minimo de
germinagdo para sementes do género Urochloa ¢ 60%. Pelo que se observa na Tabela 1, dos nove
lotes avaliados, somente os lotes 1, 4 e 6 atenderam essas exigéncias minimas para
comercializa¢do. Porém, quando na mesma Tabela, se observam os resultados obtidos no teste de
tetrazolio, o padrdo minimo ¢ atendido para todos os lotes estudados, com valores minimos de
viabilidade de 64% ¢ maximo de 88%. Conforme Instru¢do Normativa de nimero 30 de 26 de
outubro de 2010 (BRASIL, 2010), sementes dessa espécie poderdo ser comercializadas com base
nos resultados de viabilidade obtidos por meio do Teste de Tetrazdlio - TZ, conforme
metodologias estabelecidas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Por isso, a
relevancia do teste de tetrazolio para sementes dessa forrageira, principalmente ao utilizar novas
metodologias de avaliacio como o processamento digital de imagens que além de evitar
subjetividade, cansago por parte do analista na avaliacdo e menor tempo gasto, também ¢ possivel
arquivar os resultados.

Vale ressaltar que essa diferenca se da pela presenga da dorméncia nas sementes,
condi¢do natural as espécies de braquidria, como observado pelos valores de sementes viaveis
obtidas ao final do teste de germinagdo (Figura 8), que somando-se a porcentagem de plantulas
normais obtidas no teste de germinacdo (G+R), ndo inviabilizaram a condi¢do de sementes aptas
a comercializagdo.

Esses resultados corroboram com os de Pereira et al. (2017) e Silva et al. (2017) que
verificaram que os testes de viabilidade superestimaram os lotes em relacdo a germinagdo de
sementes de Urochloa, devido principalmente a ocorréncia de dorméncia das sementes.

Para os demais testes de germinagdo, emergéncia, indice de velocidade de emergéncia e o
somatério das sementes remanescentes viaveis apds o teste de germinacdo mais plantulas

normais, observa-se que nao houve diferencas significativas entre os lotes de sementes (Tabela

1).
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Figura 8 - Porcentagem dos testes de germinagdo (G), germinagdo mais sementes dormentes
(G+R) e sementes viaveis (TZ) dos nove lotes de sementes de braquiaria.
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Fonte: Do autor (2021)

Quanto a avaliacdao da viabilidade das sementes analisadas por imagem, foi utilizado o
plano de fundo do E.V.A. na cor azul com as sementes fixadas na folha de acetato transparente e
os resultados foram comparados com a analise visual (Figura 9A e 9B).

Sendo assim, como observado na caracterizagdo inicial dos lotes de sementes de
braquidria (Tabela 1), na Figura 9A observam-se diferencas significativas entre os lotes quanto a
porcentagem de sementes vidveis presentes em cada lote apos o teste de tetrazolio avaliados tanto
pela andlise visual quanto pela andlise de imagem. Observa-se que os lotes 2 e 3 obtiveram os
menores valores de sementes viaveis em ambas andlises. Ressalta-se que foi observado uma
inferioridade dos lotes 2 € 3 na caracteriza¢do da qualidade fisioldgica dos lotes no teste no teste
de primeira contagem de germinacdo no lote 3 e para esses dois lotes no teste de condutividade

elétrica (Tabela 1).
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Figura 9 - Porcentagem de sementes viaveis avaliadas pelo teste de tetrazolio para os nove lotes
de sementes de U. brizantha analisadas por andlise visual e computadorizada de
imagens (A) e a média dos nove lotes da andlise computadorizada de imagem e visual

(B).

100 ~ 93a

88 a 90a 87 a

¥ Imagem

¥ Visual

viaveis (%
Sementes viaveis (%)

Lotes

*Médias seguidas pela mesma letra, no mesmo método de anélise, ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

B

100

82a 79 a
80 -

20 -

Sementes viaveis (%)

Imagem Visual

Tipo de analise

**Médias seguidas pela mesma letra entre os tipos de analises ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2021)
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Observa-se na Figura 9B que os dois métodos de avaliagdo da viabilidade das sementes,
andlise visual e a andlise computadorizada de imagens, ndo apresentaram diferenga significativa
para os resultados obtidos entre eles. Estudos com sementes de trigo, aveia branca e braquidria
também demonstraram eficidcia do método de avaliagdo do teste de tetrazolio por analise de
imagem (CUSTODIO; DAMASCENO; MACHADO NETO et al., 2012; GARCIA, 2020; TEJO
et al., 2017, 2018). Porém, mesmo que as andlises realizadas por esses autores tenham sido
digitalizadas por escanner de mesa e aumentadas para uma nitida avaliagdo da viabilidade, ainda
assim foram subjetivas, sendo necessario a interpretacdo individual de cada semente por um
analista. Na atual pesquisa, além das analises terem sido realizadas pelo sistema GroundEye®, ou
seja, sem que houvesse subjetividade na interpretagdo, o tempo para obtencao dos resultados foi
menor, praticamente instantaneo.

Por estas metodologias e configuracdes de andlise desenvolvidas verifica-se o potencial
de avaliagdo da viabilidade do teste de tetrazélio pelo sistema GroundEye®. O uso dessa
tecnologia pode levar a uma reducdo da subjetividade, dos erros e do tempo das anélises em
relacdo a metodologia de avaliagdo visual tradicional. A andlise na rotina do laboratério pode ser

afetada por analistas destreinados e com fadiga ocular, ao longo da jornada de trabalho.

Fase 3: Avaliacio de plantulas de braquiaria por meio da analise de imagem com

nova metodologia para reducio do tempo de avaliacao

Para avaliacdo de plantulas obtidas das sementes submetidas ao teste de germinagdo e
analisadas com processamento digital de imagens, foi observado que a utilizagdo da metodologia
SP com a caixa gerbox (Descrito na RAS, BRASIL, 2009) ndo proporcionaram a obten¢do de
plantulas apropriadas para a captura da imagem, devido a restricdo vertical (fundo do
gerbox/papel) que ndo permitiu um desenvolvimento ideal do sistema radicular para coleta de
imagens. Condi¢do contrdria a observada para as sementes germinadas em rolo de papel
germitest, cujas plantulas apresentaram parte aérea e sistema radicular bem desenvolvidos, com
adequada conformacdo, condicdo esta que favoreceu a correta captura da imagem para andlise

(Figura 10).
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Figura 10 - Plantulas normais de braquidria obtidas de sementes submetidas ao teste de
germinagdo em rolo de papel germitest por sete dias (A) e avaliadas por andlise de
imagens (B).

Fonte: Do autor (2021)
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Ressalta-se que durante a conducdo do teste de germinacdo, 14 dias, ndo houve a
necessidade da reposi¢do de dgua no substrato rolo de papel, enquanto no substrato sobre papel
(mata-borrao) realizou-se a reposicdo da umidade diariamente. Segundo estudos realizados em
sementes de U. brizantha cv. Marandu a luz ndo influenciou a germinacdo quando semeadas em
rolo de papel ou caixa gerbox em temperaturas alternadas de 20-35 °C (FERREIRA, 2019).

Para a calibracdo do sistema em funcdo do plano de fundo, foram utilizadas trés
configuracdes de coloragdo devido as diferencas na espessura das plantulas. Foi utilizado para a
configura¢do 1 o modelo de cor CIEL*a*b, com indice de luminosidade de 0 a 100, dimensdo “a”
-31,5 a 28,5 e dimensdo “b” de -36,0 a -7,9 e tamanho minimo de reconhecimento das plantulas
de 0,2000 cm? Na configuracdo 2 utilizou-se o modelo de cor CIEL*a*b, com indice de
luminosidade de 0 a 40,4, dimensdo “a” -32,0 a 36,2 e dimensdo “b” de -24,1 a -6,1 e tamanho
minimo de reconhecimento das plantulas de 0,0530 cm?. Para a configuragdo 3, utilizou-se o
modelo de cor CIEL*a*b, com indice de luminosidade de 0 a 40,4, dimensdo “a” -32,0 a 36,2 ¢
dimensdo “b” de -15,2 a -3,7 e tamanho minimo de reconhecimento das plantulas de 0,0900 cm?.

Assim como observado na caracterizagdo inicial dos lotes em que estes apresentaram
diferencas estatisticas nos testes de primeira contagem de germinagao, tetrazolio e condutividade
elétrica (Tabela 1), a analise computadoriza de imagens de plantulas pelo sistema GroundEye®
foi capaz de diferenciar os lotes quanto ao vigor (Figuras 11 e 12). Foram observadas diferengas
aos 7 dias para as variaveis comprimento da raiz (11A), da razdo do hipocétilo pela raiz (11B) e
do comprimento do hipocétilo (11C), e ndo sendo observada diferenca significativa para o
comprimento total das plantulas (11D). Os lotes foram separados em dois niveis de vigor, aqueles
ranqueados como sendo os menos vigorosos foram os lotes 4 e 8 para o comprimento da raiz e os
lotes 1 e 2 para o comprimento do hipocétilo enquanto para a razao hipocoétilo-raiz os lotes 1, 2 e
7 foram os mais vigorosos. Pelo testes tradicionais de vigor, o lote 8 foi classificado entre os de

menor qualidade (Tabela 1).
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Figura 11 - Valores de comprimento da Raiz (A), da Razdo Hipocétilo-Raiz (B), do hipocotilo
(C) e plantulas (D) de Urochloa brizantha cv. Marandu obtidos por meio da andlise
de imagem aos sete dias apds a semeadura em rolo de papel.
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*Médias seguidas pela mesma letra entre os lotes ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F a

5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2021)
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Para avaliagdo aos 14 dias, somente foram constatadas diferencas entre os lotes nas
variaveis comprimento de raiz e razao hipocotilo raiz (Figura 12). J4 com a andlise das plantulas
aos 7 dias foram constatadas diferencas em trés variaveis (Figura 11). Aos 14 dias, os lotes foram
separados em dois niveis de vigor, sendo que para o comprimento da raiz os lotes 4, 6, 7, 8 ¢ 9
apresentaram maiores valores enquanto para a razao hipocétilo-raiz foram os lotes 2, 7, 8 ¢ 9. Nas
demais variaveis, comprimento do hipocoétilo (12C) e comprimento total das plantulas (12D) nao
foram observadas diferencas significativas entre os lotes. Na andlise de imagem de plantulas aos
14 dias nao foi observada relacdo com os resultados dos testes tradicionais de vigor e se mostrou
menos sensivel para diferenciacdo de vigor em relacdo a avaliagdo aos 7 dias. O tempo maior de
conducdo do teste pode possibilitar que mesmo aqueles lotes de vigor mais baixo formem
plantulas normais e desenvolvam suas estruturas.

Em ambas as avalia¢des houve diferengas entre os comprimentos radiculares (Figuras 11 e
12). Vanzolini et al. (2007) buscaram correlacionar os dados de comprimento total de plantula e
de raiz com os dados de vigor de sementes de soja e concluiram que somente o comprimento de
raiz obteve tal correlagdo de forma a diferenciar os lotes. Assim como Vanzolini et al. (2007),
outros autores também relataram ser o comprimento da raiz mais sensivel na diferenciagdo do
vigor de sementes de soja (CARVALHO et al., 2020; KRZYANOWSKI et al., 2020;
NAKAGAWA et al., 1999) e de gramineas (HOCHHOLDINGER et al., 2004).
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Figura 12 - Valores de comprimento da Raiz (A), da Razdo Hipocoétilo-Raiz (B), do hipocotilo
(C) e de plantulas (D) Urochloa brizantha cv. Marandu obtidos por meio da analise
de imagens aos 14 dias ap6s a semeadura em rolo de papel.
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Fonte: Do autor (2021)
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Os testes de vigor baseados no desempenho de plantulas sdo fundamentados pelo fato de
que as sementes mais vigorosas originam plantulas mais desenvolvidas. Tal fato traduz a
eficiéncia da acdo dos mecanismos de reparo, da mobiliza¢do de reservas e de sintese de novos
tecidos durante a germinacdo (MARCOS-FILHO, 2015). Esses fatos confirmam que o
comprimento da raiz de plantulas avaliado pela analise de imagem, com essa metodologia, tem
potencial a ser utilizado, com o objetivo de reduzir o tempo e os custos da avaliagdo da qualidade

de lotes de sementes de braquiaria.

5.2  Experimento 2: Comparacio da avaliacio da viabilidade de sementes pelo método

convencional e por analise de imagem.

O grau de umidade inicial das sementes de braquiaria dos doze lotes avaliados variou
entre 9 e 10 %. Essa pequena variagao proporcionou maior seguranga nas inferéncias dos testes.

Em relagdo ao teste de germinagdo, as porcentagens de plantulas normais, dormentes,
mortas e remanescentes viaveis, de plantulas anormais, primeira contagem de germinagdo e
velocidade de germinacdo estdo apresentados na Tabela 2.

Observou-se que houve diferenga entre as médias dos lotes 1, 2, 6 ¢ 7 com os demais,
esses apresentaram menores porcentagens de plantulas normais. Somente para o lote 1, a
porcentagem média de plantulas normais obtidas no teste de germinacdo estava abaixo do padrao
minimo exigido por lei para comercializacdo de sementes de Urochloa brizantha que ¢ de 60 %
(BRASIL 2008). Para porcentagem média de plantulas anormais, ndo houve diferenga estatistica
entre os lotes.

Os lotes 6, 7 e 12 foram os que apresentaram as maiores porcentagens de sementes
mortas. A quantidade de sementes mortas em um lote, inicialmente pode ser causada pela
deterioragdo das sementes nas condigdes de cultivo nos campos de produgdo, e posteriormente,
pelas condi¢des inadequadas de armazenamento (GOLDFARB; QUEIROGA, 2013).

A instrugdo normativa do MAPA n° 30 de 26/10/2010 (BRASIL, 2010) flexibilizou a
comercializacdo das sementes forrageiras do género Urochloa e permite que estas sementes
sejam comercializadas pelo resultado do teste de germinagdo ou tetrazdlio com base na

viabilidade das sementes. O teste de tetrazdlio, viabilidade, ¢ importante principalmente em
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situacdes em que os lotes ainda apresentam porcentagens de dorméncia, o que pode ocorrer em
sementes de Urochloa brizantha dependendo da época das analises.

As menores médias da porcentagem de sementes dormentes foram observadas nos lotes 5,
6, 10 e 12. Conforme Pariz et al. (2010) a dorméncia em gramineas forrageiras ocorre,
principalmente, em funcdo da presenga de substincias fixadoras de oxigénio nas estruturas de
cobertura das sementes. No entanto, o percentual de sementes dormentes encontradas no teste de
germinagdo, mesmos que estas estejam viaveis, ndo permite inferir que, apds semeadas, venham a

germinar e transformar em plantulas normais.

Tabela2 - Valores médios (%) do teste de germinagdo (G), semente morta (SM), semente
dormente (SD), primeira contagem de germinacdo (PCG), plantula anormal (PA),
semente remascente da germinag¢do (SRG), velocidade de germinacdo (VG) para
avaliacdo do potencial fisioldgico dos doze lotes de sementes de Urochloa brizantha
cv. Marandu

Lote G SM SD PCG PA SRG VG

1 59b 19 a 15a 43 b 5a 6a 891 a
2 62 b 14a 18 a 50b 6a 10 a 8,84 a
3 75 a 12a I1a 62 a la 7a 7,34 a
4 69 a 14 a I1a 54 b 4a 3b 8,48 a
5 81l a 10a 5b 74 a 3a 2b 7,22 a
6 63b 32b 2b 49 b 2a 0b 8,54 a
7 63b 26 b 9a 52b 2a 6a 7,95 a
8 71 a 15a 12a 63 a 2a 10a 7,64 a
9 75 a 13a 9a 56b 2a 4D 7,40 a
10 73 a 17 a 6b 52b 3a 1b 7,47 a
11 73 a 13a 11a 49b 2a 5a 7,89 a
12 70 a 23b 2b 51b Ja 0b 7,05 a
Cv 12,66 43,84 60,50 18,31 82,45 87,21 15,88

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade

Fonte: Do autor (2021)
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Houve diferenga significativa entre os lotes em relagdo as porcentagens de plantulas
normais na primeira contagem do teste de germinacao (Tabela 2). Os lotes 3, 5 e 8 apresentaram
valores superiores aos demais lotes na primeira contagem e estiveram no grupo de maiores
valores no teste de germinagdo. Para os lotes 1, 2, 6 e 7 foram observados valores inferiores em
no teste de germinacdo e estiveram no grupo de menores valores para primeira contagem de
germinagdo (Tabela 2). Munizzi et al. (2010), relataram que sementes de maior qualidade
fisioldgica possuem maior velocidade nos processos metabdlicos, propiciando germinagdes mais
rapidas e uma maior uniformidade das plantulas.

De acordo com Bhering et al. (2003), a primeira contagem do teste de germinacao pode
ser utilizada como um teste de vigor, uma vez que a velocidade de germinagdo ¢ reduzida com o
avanco da deterioracdo da semente. Assim, amostras que apresentam maiores valores de
germinagdo na primeira contagem podem ser consideradas mais vigorosas.

Quanto aos valores referentes a velocidade de germinacdo, ndo houve diferenca estatistica
entre os lotes, o que permite inferir que uma grande quantidade de sementes tem potencial para
um rapido e uniforme estabelecimento, em condi¢des de campo. No entanto, em se tratando de
valores absolutos, o lote 1 foi o que apresentou a menor velocidade de germinagdo (Tabela 2).
Segundo Edmond e Drapala (1958), quanto maior o valor obtido pela férmula de velocidade de
germinagdo ou de emergéncia, tém-se lotes de sementes com menor potencial fisiologico e
consequentemente maior tempo para germinar. Neste mesmo lote foram observados valores
inferiores tanto na primeira contagem quanto na germinagao.

Na Tabela 3, pode ser observado que nos testes de emergéncia (estande inicial e estante
final), velocidade de emergéncia e condutividade elétrica ndo foram detectadas diferencgas
significativas entre os lotes.

Em geral, os resultados obtidos no teste de germinagdo foram superiores, patamar mais
elevado, em relacdo aos obtidos para a emergéncia das plantulas, ou seja, a porcentagem de
emergéncia (Tabelas 3) foi inferior & da germinacdo (Tabelas 2). Estima-se que, em funcdo do
tamanho das sementes e do tipo de substrato usado no teste de emergéncia tenham contribuido
para essa variagao.

Conforme os dados apresentados no teste de condutividade elétrica observou-se que, em

valores absolutos, sementes do lote 1 apresentaram maior perda de exsudatos (Tabela 3), sendo
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assim membranas mais desestruturadas. Este mesmo lote foi classificado entre os de menor

qualidade tanto no teste de primeira contagem quanto na germinacao.

Tabela 3 - Valores médios do teste de emergéncia (estande inicial - EI% e estande final -
EF%), velocidade de emergéncia (VE) e condutividade elétrica (uS cm-1 g-1)
(CE) para avaliagdo do potencial fisiologico dos doze lotes de sementes de
Urochloa brizantha cv. Marandu

Lote EI (%) EF (%) VE CE
1 49 a 62 a 6,04 a 62,19 a
2 36 a 50 a 6,60 a 57,23 a
3 32a 53 a 7,30 a 56,99 a
4 39a 5la 6,42 a 58,92 a
5 34 a 47 a 6,55 a 59,54 a
6 38a 55a 6,46 a 52,45a
7 44 a 56 a 6,21 a 52,63 a
8 41 a 52a 6,29 a 55,48 a
9 39a 54 a 6,88 a 58,72 a
10 42 a 58 a 6,39 a 59,87 a
11 46 a 55a 6,06 a 57,37 a
12 39a 55a 7,06 a 53,20 a

Cv 18,4 13,71 9,12 10,04

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2021)

Pelo teste de sanidade foram identificados sete géneros de fungos patogénicos (Figura
13). Todos os lotes, sem exce¢do, apresentaram alguma contaminag¢do. Observou-se variagdo

tanto na ocorréncia quanto na frequéncia dos fungos, em funcido dos lotes. Os patdgenos que
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apresentaram maior incidéncia nas sementes foram os dos géneros Fusarium sp. com média de
26% no lote 7 e Bipolares sp. com 9% nos lotes 3 e 12. Em lotes de sementes de Urochloa
brizantha cv. Marandu torna-se preocupante a alta incidéncia de fungos com crescimento rapido
e agressivo como Fusarium sp. por promover a morte das sementes antes mesmo da germinagao
(MARCHI et al., 2010). Na presente pesquisa, o lote 7 foi sempre designado no grupo de
menores porcentagens tanto de germinagdo quanto de primeira contagem, e entre 0s que
apresentaram maiores porcentagens de semente mortas (Tabela 2). Fatos estes que podem estar
relacionados com a maior incidéncia do fungo Furasium sp. € Phoma sp. (Figura 13). De acordo
com os estudos realizados por Silva et al. (2019) e Mallmann et al. (2013) a alta incidéncia dos
fungos em sementes podem ter como causa as condigdes climaticas favordveis nas regides
podutoras ou em areas de ocorréncia de fungos que podem favorecer o aumento da incidéncia

desses patdgenos, devido ao incremento do indculo na area.

Figura 13 - Incidéncia de fungos (%) nos doze lotes de sementes de Urochloa brizantha cv.
Marandu submetidas ao teste de sanidade.
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Para explicar a variabilidade dos dados, na anélise de componentes principais dos doze
lotes de sementes de U. brizantha cv. Marandu, foram necessérios dois componentes principais
(PC1 e PC2), para discriminar aproximadamente 54% da variancia total em que o PCI foi
responsavel por 32% e o PC2 por 21,7 % das varia¢des dos dados (Figura 14).

Semelhante ao resultado apresentado na Figura 13, foi observado no grafico biplot pela
andlise de componentes principais (Figura 14) que a germinagdo esta no quadrante superior da
PC1 e o lote 7 estd no quadrante inferior da PC1, ou seja,estdo em hemisférios opostos. Esse
mesmo lote 7 também estd no mesmo quadrante que os fungos Fusarium sp. € Phoma sp., €
também da variavel emergéncia, que pode ter apresentado alguma relacdo com esses patogenos.
Ou seja, germinagdo e ocorréncia de Phoma e Fusarium tem tendéncias opostas. De acordo com
Lasca et al. (2004), alguns fitopatogenos como Phoma sp. que estdo presentes em sementes de
Urochloa sp., podem afetar a qualidade fisiologica.

A redug¢do no processo de germinagdo ndo deve ser somente associada com as
caracteristicas climaticas da regido de producdo dessas sementes mas também com as
caracteristicas inerentes do campo de producdo. A transmissdo de fungos fitopatogénicos por
meio de sementes, como ¢ o caso de Bipolares sp., pode ser considerada a principal fonte de
inoculo nas pastagens. Segundo Mallmann et al. (2013), a taxa de transmissdo de semente para
plantula, desse fungo, ¢ de 100%. No entanto, foi observado que o vetor desse fungo foi o0 menor
entre os demais, confirmando assim a ndo correlagdo com os componentes principais.

J& a contaminacdo por Aspergillus sp. pode reduzir a germinagdo e vigor das sementes
devido a deterioragdo (MARCHI et al., 2010). Tal fato pode ser decorrente ao aumento de
umidade dos graos por haver condensacdo de agua e presenga de calor no local de
armazenamento das sementes (FLEURAT, 2017).

Para os demais patogenos, apesar de possuirem caracteristicas fitopatogénicas as
sementes, ndo foi possivel estabelecer relagdo clara com a a qualidade fisiologica, a baixa e

inconstante ocorréncia desses pode ter contribuido.
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Figura 14 - Andlise dos componentes principais (PCA) referentes aos testes de germinagdo,
emergéncia e sanidade dos doze lotes de sementes de U. brizantha cv. Marandu.
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Ao observar a correlagdo entre os patogénos e a germinagdo dos doze lotes de sementes
analisados, foram observadas apenas correlagdes fracas positivas e negativas entre eles (Figura
15). Pela correlagao de Pearson (r) ndo foi possivel estabelecer uma ligacdo entre germinacao e a

ocorréncia dos fungos em sementes de U. brizantha cv. Marandu.
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Figura 15 - Correlagdo de Pearson (r) entre germinagdo e fitopatogenos encontrados em doze
lotes de sementes de U. brizantha cv. Marandu
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Ao analisar as imagens radiograficas dos doze lotes de sementes de braquidria, foi
observado que 100% das sementes de todos os lotes avaliados apresentavam-se cheias com o
endosperma preenchido, conforme imagem apresentada de um lote na Figura 16. Os lotes nao

apresentavam problemas de mé formacao ou formacao incompleta, levando a maior seguranga na

inferéncia sobre a qualidade das mesmas.
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Figura 16 - Analise de imagem radiografica de sementes de U. brizantha cv. Marandu

Fonte: Do autor (2021)

Em relagdo a andlise de imagens realizada por meio do equipamento GroundEye®, nos
pré-testes realizados para metodologias de captura das imagens, constatou-se que o uso do fundo
de papel mata borrdo na coloragdo branca ndo foi apropriado para captagdo e configuragdes
posteriores. Os melhores resultados para aquisi¢do das imagens das sementes de braquiaria foram
com as placas acrilicas azul clara, azul escura e preta, sendo estas entdo utilizadas para as analises
subsequentes, com as seguintes defini¢des.

Na configuragdo de andlise para calibragdo da cor de fundo foi utilizado o modelo de cor
CIEL*a*b com indice de luminosidade de 0 a 100 para todas as placas de acrilico. Para a placa de
acrilico azul clara, a dimensdo "a" foi de -13,6 a 46,4 ¢ dimensdo "b" de -64,7 a -24,7. Para a
placa de acrilico azul escura, a dimensdo "a" foi de 10,9 a 70,9 e dimensao "b" de -93,2 a -35,6.
Para a placa de acrilico preta, a dimensao "a" foi de -30,0 a 30,0 e dimensao "b" de -20,0 a 2,9.
Para os parametros, o tipo escolhido para todas as placas foi “elementos em geral” e o tamanho

minimo para avaliagdo das sementes foi de 0,03 cm?.
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Pela analise de variancia verificou-se efeito significativo das variaveis analisadas na
andlise de imagem, para a cor da placa, classificadores e lotes, além da interagdo entre cor da
placa e o lote (Tabela 4). Nao houve diferenca significativa entre a média do fatorial triplo,

andlises por imagem, e a analise visual do tetrazolio (Tabela 4).

Tabela 4 - Quadrados médios (QM), Coeficiente de variacdo (C.V.) e significincia do F
referentes as analises do teste de tetrazdlio visual e por analise de imagem realizadas
nas diferentes placas e classificadores dos doze lotes de sementes de U. brizantha cv.

Marandu.

FATORIAL TRIPLO
Fator de Variagao G.L. Q.M.
Cor da Placa 2 5271,46*
Classificador 1 1085,00”
Lote 11 1275,44°
Cor da Placa*Classificador 2 259,17™
Cor da Placa*Lote 22 734,79 )
Classificador*Lote 11 39,38™
Cor da Placa*Classificador*Lote 22 23,04™
TZ visual*Fatorial 1 433,52™
Erro 219 113,96
Total 291
C.V. (%) 2,94

Fonte: Do autor (2021)

A partir dos resultados contidos na Tabela 5, ao analisar a viabilidade das sementes pelo
teste de tetrazolio nos doze lotes pela andlise de imagem, pode-se observar que os Unicos lotes de
sementes que ndo apresentaram diferencas significativas na viabilidade quando analisados nas
trés cores de placas foram os 5 e 8. O lote 2 foi o que apresentou uma viabilidade inferior em

relacdo aos demais, independente do modo de avaliagdo, ou seja, dentro de cada plano de fundo.



61

Outro fator relevante e comumente detectado nos testes de tetrazdlio e germinagdo ¢
demonstrarem divergéncia em relagdo aos resultados, tendo em vista a necessidade de considerar
a sanidade das sementes que pode afetar negativamente os resultados do teste de germinagdo,
associado ao fato de ndo serem previamente tratadas e a possivel presenga de dorméncia nas

sementes (ISTA, 2021).

Tabela 5 - Porcentagem média da viabilidade de sementes dos doze lotes de Urochloa
brizantha cv. Marandu avaliadas pela analise visual e por imagem.

Andlise de Imagem

Cor da Placa
Lote Andlise Visual Azul escuro Preta Azul claro
1 69 aA 61 aA 50 bC 46 bC
2 55aB 51 aB 52 aC 39 bD
3 73 aA 74 aA 59 bB 50 bC
4 46 bB 48 bB 79 aA 47 bC
5 68 aA 69 aA 80 aA 74 aA
6 45 bB 49 bB 80 aA 70 aA
7 44 bB 50 bB 60 aB 46 bC
8 51 aB 57 aB 65 aB 58 aB
9 54 bB 56 bB 72 aA 56 bC
10 60 aA 67 aA 71 aA 46 bC
11 64 aA 71 aA 54 bC 34cD
12 63 bA 64 bA 75 aA 53 cC
Média 57 60 66 52

CV (%) 2,94

Médias seguidas da mesma letra minasculas na linha e maitscula na coluna ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Fonte: Do autor (2021)
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Ao observar o efeito plano de fundo na leitura da viabilidade a cor da placa azul claro
houve a separacdo em quatro niveis de qualidade, para a azul escuro em dois e para a preta em
trés. Os planos de fundo que propiciaram maiores valores absolutos de viabilidade, dentro de
cada tratamento, foram os das cores azul escuro e preta. Para andlise visual, os lotes foram
divididos em 2 grupos em relagdo a qualidade, a exemplo do observado para o fundo azul escuro.

Ressalta-se que no pré-teste, ao avaliar as cores das placas, com o papel mata-borrao de
cor branca ndo foi possivel de aferir o equipamento para as analises do teste de tetrazolio. Assim,
permitiu constatar que as placas de cores mais escuras, como azul escuro e preta, foram
superiores que a azul claro e papel mata borrdo. Comparando-se as médias da analise visual de
cada lote com as obtidas na andlise digital, observou-se que os resultados obtidos com a placa
azul escuro ndo diferiram estatisticamente dos da analise visual, em nenhum lote, com diferenca
maxima de 8 pontos percentuais para um mesmo lote. Pode-se entdo inferir que a placa azul
escura ¢ a que mais se aproxima da analise convencional interpretada sob estéreo microscopio.

Conforme os dados da analise de correlagdo entre os resultados da viabilidade das
sementes avaliadas pela andlise visual e de imagem (Figura 17), estes sugerem que o plano de
fundo de cor azul escuro foi o que correlacionou de forma forte e positiva com a analise visual.
Isso confirma que esse plano de fundo usado no processamento digital de imagem no sitema

GroundEye® ¢ o que melhor se aproximou da leitura visual.
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Figura 17 - Coeficiente de correlagdo de Pearson estimado entre os resultados dos testes de
tetraz6lio na avaliacdo da viabilidade das sementes dos doze lotes de U. brizantha
cv. Marandu pela andlise visual e de imagem nos diferentes planos de fundo das
placas: azul escura (AzE), preta (P) e azul clara (AzC)
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Fonte: Do autor (2021)

Para melhor explicar a variabilidade dos dados da andlise dos componentes principais
(PCA) referentes a viabilidade das sementes, foram utilizados os dois primeiros componentes
principais, PC1 e PC2 que explicaram 87,6% da variancia total acumulada, sendo assim foi
possivel reduzir de cinco componentes principais para apenas dois (Figura 18). Esta mesma
figura apresenta os dois componentes principais no plano cartesiano. O PC1 localizado no eixo
Diml, apresentou uma variacdo dos dados de 52,2% enquanto o PC2 localizado no eixo Dim 2
foi de 35,4%. Assim, 52,2% da variacdo total do conjunto de dados ¢ explicada apenas pelo PC1
em contrapartida dos 35,4% pelo PC2. Estudos realizados com testes de vigor por Medeiros et al.
(2020); Silva, et al. (2019); Silva, et al. (2017) em sementes de braquiaria e Barbosa, et al. (2013)

em sementes de soja, também corroboram com a atual pesquisa que dois componentes principais
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foram suficientes para explicar 84,5% 73,47%, 74,23% e 65,86%, respectivamente, da variancia

total dos dados na discriminagao das variaveis.

Figura 18 - Analise dos componentes principais (PCA) na avalia¢do da viabilidade pelo teste de
tetrazolio nos doze lotes de sementes de U. brizantha cv. Marandu referentes a
analise visual (tetrazdlio visual) e de imagem das redes de decisdes dos planos de
fundo de cor azul escuro com o classificador 1 (AzEl), azul escuro com o
classificador 2 (AzEC2), azul claro com o classificador 1 (AzCC1), azul claro com o
classificador 2 (AzCC2), preto com o classificador 1 (PC1), preto com o classificador
2 (PC2)
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Fonte: Do autor (2021)

Observa-se que na Figura 18 os pardmetros individuais da andlise visual e de imagem,
esta ultima referente as redes de decisdes dos planos de fundo analisados, foram ilustrados como
vetores. A andlise visual e de imagem com o plano de fundo de cor AzEC1 e AzEC2, plano de
fundo de cor azul escuro e classificadores 1 e 2 respectivamente, foram as varidveis que mais
contribuiram e apresentaram-se proximas para a variacdo dos dados para o PC2. Esses dados

confirmam a alta correlagdo entre a analise visual com a de imagem com o plano de fundo azul
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escuro. Ja para PC1, em direcdo oposta a analise visual, os palnos de fundo azul claro com o
classificador 1 (AzCCl1), azul claro com o classificador 2 (AzCC2), preto com o classificador 1
(PCI) e preto com o classificador 2 (PC2) apresentaram maior contribui¢do e tendéncias
similares.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6 referentes a andlise de variancia do
teste de tetrazolio, a interagdo do teste tradicional (andlise visual) com a andlise de imagem por
processamento digital ndo foi significativa. A interpretacdo do teste por imagem permitiu a
avaliacdo das partes vitais do embrido e ndo vitais do endosperma de forma semelhante a visual
Ao comparar esses dois métodos de andlise, foi observado uma porcentagem média de sementes
viaveis realizada pela analise visual de 49% em compara¢dao com a analise de imagem de 59%,

sem diferenca estatistica (Tabela 6).

Tabela 6 - Média da porcentagem de sementes viaveis dos doze lotes de sementes de
Urochloa brizantha cv. Marandu por analise visual e por imagem

Média

Teste de tetrazolio Viaveis
Analise visual 49 a
Andlise de imagem 59a

CV (%) = 2,94

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probalidade

Fonte: Do autor (2021)

Os resultados dessa pesquisa corroboram com estudos realizados em sementes de trigo,
aveia branca e braquidria na interpretagdo do teste de tetrazolio por andlise de imagens
digitalizadas evidenciando a eficiéncia da avaliagdo equivalente ao emprego do estéreo
microscopio (CUSTODIO; DAMASCENO; MACHADO NETO et al., 2012; GARCIA et al.,
2020; TEJO et al., 2017, 2018). Porém nesta pesquisa, a utilizacdo do equipamento GroundEye®
torna-se vantajosa pela praticidade e tempo gasto na realizagdo dos testes para a avaliagdo da
viabilidade das sementes, uma vez que tanto a coloragdo das sementes com solugdo de tetrazolio

acondicionadas em BOD, quanto a captura das imagens pelo sistema GroundEye®, foram



66

realizados nas mesmas placas acrilicas, sem que houvesse a necessidade da transferéncia das
sementes para as avaliagcdes. Ressalta-se ainda que as andlises realizadas por esses autores foram
subjetivas pela necessidade da avaliacdo individualizada de cada semente por um analista.
Pode-se inferir, a partir destes resultados, que o uso do processamento digital de imagem
pelo sistema GroundEye®, demonstrou ser de grande potencial na determinagio da viabilidade
das sementes de Urochloa brizantha cv. Marandu, com um alto grau de eficiéncia e precisdo, e
com menor tempo para a execucao do teste. A automatizagdo dessas andlises traz significativas

contribui¢cdes € um caminho promissor para a area de tecnologia de sementes.
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6 CONCLUSAO

A andlise digital (sistema GroundEye®) da viabilidade de sementes de braquidria
submetidas ao teste de tetrazolio ¢ eficiente, apresenta alta correlacdo com a andlise visual
tradicional.

O plano de fundo da placa acrilica de cor azul escuro possibilita o0 melhor contraste para
captura e analise de imagens de sementes submetidas ao tetrazolio.

A metodologia da germinacdo em rolo de papel por sete dias proporciona plantulas
adequadas para captura e processamento digital de imagens, com maior sensibilidade pelo
comprimento de raiz para separagdo de vigor.

O processamento digital de imagens pelo sistema GroundEye® fornece dados confiaveis
sobre a viabilidade e vigor das sementes e plantulas de braquidria e pode ser considerada uma

abordagem eficiente, rapida, ndo subjetiva e com economia de tempo.
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