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RESUMO

O milho é uma cultura de grande expressividade no agronegocio brasileiro e mundial, busca-
se assim, cada vez maiores produtividades e uma maneira de alcanca-las é através da
tecnologia de sementes. O desenvolvimento de metodologias para avaliacdo da qualidade de
sementes € imprescindivel para programas de controle de qualidade das empresas. Com 0
avanco da tecnologia, cada vez mais, faz-se 0 uso de técnicas e equipamentos automatizados a
fim de aprimorar a deteccdo de lotes com diferentes niveis de vigor. A analise de imagens e a
espectroscopia de infravermelho préximo (NIR) séo técnicas ndo destrutivas, precisas, rapidas
e com pouca subjetividade, e cada vez mais, sdo utilizadas no setor. Assim, objetivou-se com
este trabalho verificar o potencial de utilizacdo da técnica de andlise de imagens pelo
equipamento GroundEye® por meio das caracteristicas de cor e geometria, e a técnica de
espectroscopia no infravermelho proximo na identificacdo de lotes de diferentes qualidades
fisiologicas de sementes de milho. Foram utilizados dois hibridos, cujas sementes foram
envelhecidas artificialmente, por 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas. Para a andlise dos lotes foram
realizados os testes de caracterizacdo (teor de agua, germinacdo, primeira contagem de
germinacdo, teste de frio, emergéncia em campo, indice de velocidade de emergéncia e
comprimento de plantulas). O delineamento adotado foi o inteiramente ao acaso (DIC), com
quatro repeticdes em esquema fatorial 6 x 2 (lotes de sementes de milho e quantidade de
hibridos). Foi realizada analise de imagem nas sementes no equipamento Groundeye® e foram
analisadas caracteristicas de cor e geometria. A analise pelo NIR foi realizada utilizando-se
semente inteiras e moidas, nas sementes inteiras foram obtidos espectros de ambos os lados da
semente (embrido e endosperma), e os dados obtidos pelo equipamento foram tratados e
analisados pelo método PLS-DA com o auxilio do software PIROUETTE. Conclui-se que
com a andlise de imagens, que nao é possivel diferenciar as sementes de milho de diferentes
qualidades fisioldgicas, por meio das caracteristicas de cor e geometria e, utilizando-se as
analises quimiomeétricas e o infravermelho préximo, também ndo foi possivel separar os lotes
de qualidades diferentes.

Palavras-Chave: NIR. Quimiometria. Groundeye®. Vigor.



ABSTRACT

Maize is a highly expressive crop in Brazilian and world agribusiness, we are looking for
more and more productivities and one way to achieve it is through the technology of seeds.
The development of methodologies for the evaluation of seed quality is essential for quality
control programs of the companies. With the advancement of technology, more and more
automated techniques and equipment are being used to improve the detection of batches with
different levels of vigor. Image analysis and Near Infrared Spectroscopy (NIR) are non-
destructive, precise, fast and with little subjectivity techniques, and are increasingly used in
the industry. The objective of this work was to verify the potential of using the technique of
image analysis by the GroundEye® equipment through the characteristics of color and
geometry and the technique of near infrared spectroscopy in the identification of lots of
different physiological qualities of maize seeds. Two hybrids, whose seeds were artificially
aged, were used for 0, 24, 48, 72, 96 and 120 hours. For the lots analysis, characterization
tests (water content, germination, first germination count, cold test, field emergence,
emergence speed index and seedling length) were performed. The design was a completely
randomized design (DIC), with four replications in a 6 x 2 factorial scheme (lots of maize
seeds and number of hybrids). Seed image analysis was performed on the Groundeye®
equipment and color and geometry characteristics were analyzed. The NIR analysis was
performed using whole and ground seed, in the whole seeds were obtained spectra of both
sides of the seed (embryo and endosperm), the data obtained by the equipment were treated
and analyzed by the PLS-DA method with the help of the software PIROUETTE. It is
concluded that the image analysis did not allow to differentiate the seeds of corn of different
physiological qualities through the characteristics of color and geometry and using the
chemometric and the near infrared analyzes it was also not possible to separate the batches of
different qualities.

Keywords: NIR. Chemometrics. Groundeye®. Vigor.
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1 INTRODUCAO

O milho é uma cultura de grande importancia econdmica, sendo o cereal mais
produzido no Brasil. A importancia do seu cultivo se da por ser um cereal vastamente
utilizado, seus usos variam desde a alimentagdo humana, alimentacdo animal até usos
industriais. Sendo assim, faz-se necessario investimento em tecnologia para a producdo de
sementes de qualidade cada vez melhores, para alcancar altas produtividades. A avaliacéo da
qualidade de sementes é bastante desafiadora para os tecnologistas de sementes devido a
crescente demanda por semente de milho de alto valor agregado, o que torna o processo de
controle de qualidade bastante rigido.

Além disso, para serem comercializadas, as sementes devem passar por um processo
de certificacdo. Durante esse processo ha padrdes minimos exigidos e isso garante a qualidade
das mesmas. Para se conhecer o potencial fisiolégico dos lotes realiza-se o teste de
germinacdo, e apesar do teste ser padronizado, ele nem sempre reflete 0 comportamento das
sementes em campo, pois, oferece condi¢Bes ideais para gque ocorra a germinacdo das
sementes, sendo que isso pode mascarar os resultados, e a qualidade dos lotes acaba sendo
superestimada.

Desse modo, faz-se necessario a realizacdo de testes complementares, os chamados
testes de vigor, que facilitam a decisdo sobre o destino dos lotes, pois causam diferentes tipos
de estresses nas sementes, avaliando a qualidade das mesmas de forma mais rigorosa, além de
serem capazes de identificar estagios menos avancados de deterioracdo. Uma das limitacdes
para 0 uso desses testes esta relacionada ao tempo gasto para a realizacdo e a subjetividade na
avaliacdo dos testes.

Dentre os testes convencionais de vigor, os mais aplicados para a cultura do milho sdo:
emergéncia de plantulas, indice de velocidade de emergéncia, envelhecimento acelerado e o
teste de frio. Com o avanco da tecnologia e a mecanizagédo, a automacao de procedimentos
analiticos € uma alternativa para se reduzir o tempo e a subjetividade, além de possibilitar o
avanco no controle de qualidade de sementes de vérias espécies.

Atualmente, vem ganhando cada vez mais destaque, a utilizacdo da técnica de anélise
de imagens e a espectroscopia no infravermelho proximo (NIR), pois sdo técnicas rapidas,
precisas e ndo destrutivas, ou seja, as sementes ndo precisam ser descartadas apos as analises
e ndo ha a interferéncia humana nos resultados. Na analise de imagens as sementes sdo
fotografadas por um aparelho especifico, e o processamento das imagens é possivel por meio

de um software que extrai varias informacbes das sementes e plantulas, como forma,
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tamanho, coloragdo, danos mecénicos, dentre outros. J& o NIR possui ampla aplicagdo
analitica em andlises quimicas e de controle de qualidade de produtos das areas de agricultura
e alimentos. Para a determinacdo de um componente particular, a espectroscopia no
infravermelho necessita de um conjunto de amostras de calibracdo, normalmente a
propriedade de interesse é determinada por meio de um método de referéncia. Apesar de
serem tecnicas promissoras para a avaliagdo do potencial fisioldgico de sementes, sdo
necessarias mais pesquisas e trabalhos na area, para comprovar a eficiéncia das técnicas como
uma ferramenta de avaliagéo de vigor.

Assim, a proposta nesta pesquisa, foi verificar o potencial de utilizagdo da técnica de
analise de imagens pelo equipamento GroundEye®, através das caracteristicas de cor e
geometria, utilizar o aparelho para realizar o teste de comprimento de plantulas, e utilizar a
técnica de espectroscopia no infravermelho proximo na identificacdo de lotes de diferentes

qualidades fisioldgicas de sementes de milho.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sementes de milho

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas mais estudadas no mundo devido ao seu
grande valor socioecondmico, sendo utilizado na alimentac&o animal por meio da producéo de
racdo, alimentacdo humana, na forma de farinhas, 6leos e flocos, e na industria de alta
tecnologia, como a producdo de biocombustivel, e é cultivado em regides que diferem
bastante entre si (CONAB, 2013; SILVA, 2010).

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos — USDA, em seu segundo
levantamento da safra mundial de milho 2018/19, prevé uma producdo global de 1,05 bilhdo
de toneladas. Desde a safra 1996/97, ou seja, em 23 anos, o consumo global aumentou de
forma ininterrupta. O milho é considerado uma cultura de grande importancia para o
agronegocio brasileiro, o qual ocupa a terceira posicdo em producdo mundial. A estimativa da
producdo € de 96 milhdes de toneladas para o ciclo atual, e o volume apresenta um aumento
de 12,9% em relacdo a 2017/18, reflexo do crescimento esperado em area e produtividade.
(DEAGRO, 2018).

Desse modo, é cada vez mais importante a obtencdo de sementes de alta qualidade,
pois sem 0 uso das mesmas nao € possivel produtividade e qualidade satisfatdria. Sementes de
baixo vigor podem provocar reducGes na porcentagem e na velocidade de emergéncia de
plantulas, no tamanho inicial, na producdo de matéria seca, na area foliar e nas taxas de
crescimento das plantas (MELO et al., 2006), podendo afetar o estabelecimento da cultura, o
seu desempenho ao longo do ciclo, e a produtividade final.

Para a comercializacdo de sementes em geral, sdo exigidos padr6es minimos no
processo de certificagdo, visando controlar a qualidade das sementes disponiveis no mercado.
Os lotes devem apresentar padrdes minimos de pureza fisica e de germinagdo para
certificacdo, para sementes hibridas de milho C1 (sementes certificadas de primeira geragao) e
S1 (sementes ndo certificadas de primeira geracdo), sdo de 98% de pureza fisica e 85% de
germinacdo (BRASIL, 2013).

Apesar deste ser 0 minimo necessario, as empresas estipulam valores superiores aos
exigidos, visando a garantia da qualidade das sementes produzidas, isso é fundamental devido
a alta competitividade no mercado. O controle de qualidade interno dessas empresas €
bastante rigoroso, 0 que garante alta qualidade em todas as etapas do processo de producdo,

através de uma série de testes realizados.
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2.2  Testes de vigor

Vigor de um lote de sementes é representado pelo potencial do mesmo, em apresentar
uma rapida e uniforme emergéncia de plantulas em campo, originando assim, plantulas
normais sob uma ampla faixa de condi¢des ambientais, de acordo com a Association of
Official Seed Analystis - AOSA (2009). Para escolher quais os testes a serem utilizados para a
avaliacdo do vigor sdo considerados os métodos mais rapidos e eficientes que representem o
potencial de emergéncia em condicGes de campo, e que auxiliem principalmente na tomada de
decisdo quanto ao manuseio, descarte e comercializacdo das sementes produzidas
(BITTENCOURT et al., 2012).

Ja o teste de germinacdo é considerado um dos mais tradicionais para a avaliacdo da
qualidade fisiol6gica das sementes, porém, nem sempre 0s resultados obtidos reproduzem o
potencial do lote em condic¢Bes de campo (OHLSON et al., 2010). A maior limitacdo do teste
de germinacdo é a sua inabilidade para detectar diferencas de qualidade fisiologica entre lotes
de sementes com alta porcentagem de germinacdo (HAMPTON; TEKRONY, 1995). Assim,
outros testes sdo realizados visando complementar as informacdes obtidas na germinacéo, e
esses tém por principio, simular o potencial de emergéncia em campo sob condic¢des adversas,
os chamados testes de vigor (BRANDANI, 2017).

Fazendo breves descri¢cdes de alguns dos testes mais comuns de vigor utilizados em
analises de sementes de milho, concomitante ao teste de germinacdo é possivel determinar o
vigor por meio da porcentagem de sementes germinadas na primeira contagem e da
velocidade de germinacdo (MENDES et al., 2009). Para a cultura do milho realiza-se o teste
de primeira contagem no quarto dia do teste de germinacdo (BRASIL, 2009). O teste de
velocidade de germinagéo oferece a estimativa da capacidade das sementes para germinarem
rapidamente, e € um importante indicador da qualidade fisiolégica como um indice mais
sensivel de desempenho de sementes do que a porcentagem de germinacdo (BANDEIRA et
al., 2014). O valor obtido é dependente do tempo médio e da velocidade de germinacdo das
sementes, sendo assim, quanto menor o tempo de germinacdo, maior o valor do indice
(RIGON et al., 2014).

No teste de emergéncia de plantulas em campo, a semeadura é conduzida em canteiros
e ap6s um determinado periodo em dias, para milho 14 dias (NAKAGAWA, 1994). Dentro
desse periodo € computado o numero de plantulas emergidas e quanto maior for percentual de
plantulas emergidas, mais vigoroso sera o lote. O principio do teste é que sementes mais
vigorosas propiciam maior percentual de emergéncia em condi¢bes de campo (DINIZ et al.,
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2013). Através deste teste € possivel calcular a velocidade de emergéncia de plantulas,
andlogo ao teste de velocidade de germinagdo, pois possuem principio e objetivos
semelhantes (VANZOLINI et al., 2007). O método estatistico mais comumente adotado para
ambos é o de Maguire (1962)

O teste de frio, avalia o potencial fisiologico das sementes em germinarem sob
condigdes de baixa temperatura do solo e, principalmente, a permeabilidade do sistema de
membrana das sementes (AOSA, 2009). O teste € um dos mais antigos e populares de vigor
em sementes, atraves dele é possivel simular condi¢Bes adversas encontradas no campo (alta
umidade, baixas temperaturas e presenca de fungos) (VIEIRA et al., 2010). Para a cultura do
milho é considerado o teste mais importante, por ser o que melhor se relaciona com a
emergéncia em campo (NOLI et al., 2008), no entanto, é relativamente moroso. O teste de
envelhecimento acelerado avalia o grau de tolerancia das sementes apds exposicdo das
mesmas a altas temperaturas e umidade relativa (ZUCHI et al., 2013), condigdes que aceleram
a deterioracdo simulando a perda da qualidade fisiol6gica que ocorre durante o
armazenamento das sementes (FINA et al., 2016), baseia-se no fato de que lotes com alto
vigor manterdo sua viabilidade quando submetidos a estas condicdes.

Héa também o teste de comprimento de plantulas, este ndo necessita de equipamentos e
nem de analistas especializados, porém ,as medicdes sdo realizadas manualmente, tornando o
teste trabalhoso e sujeito a diferentes avaliacdes entre analistas (DORNELAS; LOBO;
VIEIRA, 2005), uma alternativa que é capaz de reduzir o tempo gasto para esse teste seria a
automacdo desse processo, pois além de ser um teste rapido ele seria também um teste com
resultados mais precisos, excluindo assim, a subjetividade (MARCOS FILHO; KIKUTI;
LIMA, 2009). Uma alternativa € realizar esse teste através da analise de imagens
computadorizadas, que apesar de recente, jA mostra alto potencial para avaliacdo de sementes

e plantulas.

2.3  Analise de imagem

A imagem digital é a combinagdo de elementos finitos, cada um com determinado
valor e localizagdo, esses elementos s&o denominados de ‘pixels’ e constituem os elementos
formadores de uma matriz digital (GONZALEZ; WOODS, 2010).

O processamento digital de imagens compreende basicamente quatro etapas: a
aquisicdo da imagem, pré-processamento, segmentacdo e analise (reconhecimento e

interpretacdo). A aquisicdo pode ser realizada por meio de uma camera fotografica, scanner
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ou outro sensor que produza uma imagem digital, e tem como objetivo transformar uma
imagem em uma representacdo numérica ajustada, para posteriormente, seguir o
processamento digital (MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999). Ja o pré-processamento
consiste em realizar melhorias na imagem, como realces de contraste e remocao de ruidos,
garantindo assim, sucesso nas etapas posteriores (GONZALEZ; WOODS, 2000). Nessa etapa,
a imagem é dividida em suas partes constituintes. A limiarizacdo é uma das ferramentas de
grande importancia que constitui a segmentacao de imagens, e se caracteriza por reconhecer e
distinguir uma imagem do seu fundo, tais como os modelos de HSV, YCbCr e CIE L*a*b
(GONZALEZ; WOODS, 2000).

No Modelo HSV (hue, saturation, value) ocorre a distin¢gdo dos elementos de matiz,
saturacdo e intensidade da informacdo de cor exibida em uma imagem da maneira como o
olho humano a compreende (MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999). O componente
matiz (H) separa as cores, por exemplo, o verde do vermelho. A saturagdo (S) atribui a
distancia que determinada cor esta de seu nivel de cinza. Como exemplo tem-se: rosa, cor
menos saturada, e vermelho, cor mais saturada. Ja o valor (V) refere-se a como a intensidade
da luminosidade do objeto é constatada (CANDEIAS; SILVA, 2004).

O modelo YCbCr, é um modelo comumente usado por estidios de televisdo europeus
e para trabalhos de compressédo de imagem (MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999).
Com relagdo ao modelo CIE L*a*b, no ano de 1976, o CIE incluiu e recomendou como um
novo espacgo de cor, cujas coordenadas sdo funcbes ndo-lineares de X, Y e Z (COMISSION
ITERNATIONALE DE L'ECLAIRAGE, 2016), é um modelo gue ordena e descreve todas as
cores de acordo com sistema triangular: a coordenada de luminosidade (L *) e sdo definidas
duas coordenadas de cor a* para vermelho/verde e b* para amarelo/azul (HOFFMANN,
2013).

Na Ultima etapa do processamento, denominada de reconhecimento e interpretagéo,
denomina-se 0 reconhecimento como 0 processo de atribuicdo de um rotulo a um objeto
fundamentado em suas caracteristicas, traduzidas por seus descritores. No entanto, a tarefa de
interpretacdo constitui-se em atribuir significado a um conjunto de objetos reconhecidos
(MARQUES FILHO; VIEIRA NETO, 1999).
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2.3.1 Andlise de sementes e plantulas

A analise de imagens € um método rapido, objetivo, pouco oneroso e compacto, e esta
se espalhando em variados meios da industria. E considerado também um método n&o
destrutivo, e suas aplicacbes em diversos campos da industria de alimentos e na agricultura
tém sido relatadas. Técnicas de analise de imagens podem facilitar o trabalho de identificacdo
de cultivares, determinacdo de sementes de diferentes cores, danos mecanicos e de
classificacéo de diferentes tamanhos de sementes (ANDRADE, 2014).

Ao longo dos anos, vérios sistemas de andlises de imagens foram descritos na
literatura. Na década de 50 surgiram os primeiros relatos, Simack e Gustafson fizeram uso da
técnica de raios-X para avaliar a qualidade de sementes de espécies florestais (ANDRADE,
2017). A partir da década de 80, varios autores utilizaram a técnica de analise de imagens
computadorizada com o objetivo de avaliar a germinacgéo e o vigor de sementes em diferentes
espécies (KEYS; MARGAPURAM; REUSCHE, 1984; MC CORMAC; KEEFE; DRAPER,
1990; SAKO et al.,, 2001; MARCOS FILHO, KIKUTI; LIMA, 2009; ALVARENGA;
MARCOS FILHO; GOMES JUNIOR, 2012; PINTO et al., 2015). Keys; Margapuram e
Reusche (1984) desenvolveram o sistema automatizado denominado CASAS (Computerized
Automated Seed Analysis System) para avaliar a germinacao e vigor em sementes. Em 2001,
na Universidade de Ohio/EUA, Sako et al. (2001) desenvolveram um sistema automatizado
denominado Seed Vigor Imaging System-SVIS, para avaliagdo do vigor em sementes de
alface. As imagens nesse sistema sdo digitalizadas por um scanner invertido e visualizadas em
um computador. Depois do processamento das imagens, por meio do software SVIS, sdo
obtidos resultados dos pardmetros de crescimento, vigor e uniformidade, cujos valores podem
alterar de 1 a 1000. Esse sistema foi adaptado para o uso de diferentes espécies na avaliacdo
do vigor de sementes como soja (HOFFMASTER et al., 2003; MARCOS FILHO; KIKUTI;
LIMA, 2009; WENDT et al., 2014), milho (OTONI; MCDONALD, 2005; GOMES JUNIOR
et al., 2009; ALVARENGA; MARCOS FILHO; GOMES JUNIOR, 2012; DIAS et al., 2015),
meldo (MARCOS FILHO et al., 2006), berinjela (SILVA; CICERO, 2014) e girassol
(ROCHA, SILVA; CICERO, 2015).

No ano de 2011 foi desenvolvido o equipamento GroundEye® pela empresa Thit,
empresa incubada na Universidade Federal de Lavras (UFLA), com objetivo de capturar
imagens de sementes e processa-las por meio de imagens, histogramas, graficos e outros, que

facilitam a analise de imagens das sementes e plantulas (ANDRADE, 2014).



17

Este equipamento é composto por um modulo de captacdo e um software de anélise, e
possui as versdes GroundEye® S120, S800, S800 D, L300, L800 e SC300. O objeto para se
estudar é colocado sob uma bandeja acrilica no modulo de captacdo e sua imagem é capturada
por uma ou duas cameras, dependendo da versdo utilizada. O equipamento utilizado na
pesquisa foi o GroundEye® S800, essa versdo apresenta visdo superior da semente ou
plantula, ou seja, ele captura a face do objeto em estudo, além disso, € utilizado para sementes
maiores com o tamanho minimo de 2 mm de didmetro e o equipamento possui area Util de 36
X 24cm e dimensdes de 120 x 53 x 137cm.

Independente do modelo do equipamento a imagem pode ser capturada e depois
analisada, ou capturada e analisada concomitantemente. Assim que a imagem & capturada é
necessario que se faca configuracdes no plano de fundo para melhor analise das imagens. A
configuracdo é a etapa mais importante para as analises de sementes ou plantulas por meio
desse sistema. Nesta etapa, a configuragdo da cor de fundo é o momento no qual se utiliza dos
parametros dos espagos de cor (HSV, YCbCr ou CIE L*a*b) para separar os objetos do fundo
e, assim, ficarem o mais proximo do real possivel (MANUAL GROUNDEYE®, 2016).

Na etapa de anélise, as caracteristicas das sementes e plantulas sdo extraidas e varias
ferramentas podem auxiliar na interpretacdo dos dados como graficos, cores, formas,
relatérios e as ferramentas de inteligéncia artificial (classificadores, redes de decisdo,
expressoes e area de interesse por cor) (MANUAL GROUNDEYE®, 2016).

Ja a avaliacdo do vigor é realizada por meio de inferéncias, de modo que o sistema
automaticamente compara os valores de vigor calculados nos testes feitos em laboratério com
os valores fornecidos pelo software. Algumas informacdes sdo utilizadas para o calculo do
vigor por inferéncia como: média da razdo entre a raiz primaria e a parte aérea; media do
tamanho total (parte aérea + raiz primaria); quantidade de sementes mortas ou ndo
germinadas; média do tamanho da parte aérea; média do tamanho da raiz primaria; desvio
padrdo do tamanho da parte aérea; desvio padrdo da raiz primaria; desvio padrdo da razao
entre a raiz primaria e a parte aérea; desvio padrdo do tamanho total (raiz priméaria + parte
aérea) e tamanho médio do esqueleto (todas as ramificagfes encontradas) (MANUAL
GROUNDEYE®, 2016), esses dados podem ser utilizados também para o teste de
comprimento de plantas.

Na literatura encontra-se trabalhos que fizeram uso da técnica de analise de imagens.
Verificando a potencialidade de uso do sistema na avaliacdo da qualidade fisioldgica de
sementes de milho, Pinto et al. (2015) trabalharam com o GroundEye®. Os autores fizeram

comparagOes com e sem o substrato TNT azul, e com e sem corre¢do manual das imagens, e
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apos as imagens e as comparagdes com os testes padrdes foi possivel concluir que o vigor de
plantulas de milho deve ser realizado no terceiro dia, em papel branco, e ndo ha necessidade
de correcdo manual.

O objetivo de Andrade et al. (2016) foi verificar a possibilidade de uso do
GroundEye® e comparar a eficiéncia com métodos tradicionais usados na avaliagdo da
qualidade fisica, véarias porcentagens de sementes verdes foram adicionadas nas amostras e
independentemente da quantidade, o equipamento demonstrou alta capacidade para detec¢éo
das sementes verdes. Também foi avaliada a possibilidade do uso da técnica para diferenciar
cultivares de soja, pelas caracteristicas de coloracdo do hilo, formato e brilho das sementes.
As sementes foram analisadas por melhoristas, analistas e pelo GroundEye® e,
posteriormente, foram contabilizadas as que obtiveram a mesma classificacdo entre os trés
classificadores. O menor indice foi observado no brilho das sementes, e apenas 3, das 21
cultivares analisadas, receberam a mesma classificacdo. Ja para forma de sementes, 6
cultivares receberam a mesma classificacdo, e em relagdo a coloracdo do hilo, 14 das 21
cultivares obtiveram a mesma classificacdo (ANDRADE, 2014).

Brandani (2017) objetivou adequar uma metodologia de analise de imagens de
plantulas e verificar a potencialidade de uso do equipamento na avaliagdo do vigor de
sementes de soja, as imagens das plantulas foram capturadas no terceiro dia do teste de
germinacdo, 0 autor comparou o0s resultados das medicOes das plantulas obtidas no
equipamento e os resultados obtidos manualmente e constatou que foram estatisticamente
iguais.

Em vista disso, a utilizacdo da analise de imagem para avaliacdo da qualidade de
sementes, utilizando o sistema GroundEye®, é uma técnica promissora, entretanto, sio
necessarias mais pesquisas para que a correlacdo entre a técnica de analise de imagem com 0s

testes tradicionais seja possivel e confidvel.

2.4 Espectroscopia no infravermelho proximo

A espectroscopia € um processo de medigdo baseado na absorgdo e emissdo de energia
eletromagnética em alguma regifo do espectro eletromagnético (GUIMARAES, 2016), é uma
técnica baseada nas vibracGes moleculares (HUANG et al., 2008).

A regido do espectro eletromagnético. conhecida como a regido da radiacdo
infravermelha, é compreendida entre os comprimentos de onda de 700 a 1x108, que por sua

vez é dividida em 3 diferentes regifes: médio a 2500 a 1000nm, infravermelho distante a
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10000 a 1x10° e infravermelho proximo que corresponde a 700 a 2500 nandmetros. Esses
espectros resultam da vibragdo e, consequente, absorbancia, principalmente em ligacoes
Carbono-Hidrogénio (C-H) Oxigénio - Hidrogénio (O-H), Enxofre — Hidrogénio (S — H) e
Nitrogénio — Hidrogénio (N — H), presentes em compostos naturais (GUIMARAES, 2016).

A espectroscopia no infravermelho proximo (NIR, do inglés Near Infrared), recebeu
esse nome por se tratar da regido do espectro eletromagnético imediatamente superior a regido
visivel, a ‘mais préxima’ ao visivel (350-750 nm) (LIMA; BAKKER, 2011). A técnica
comecou a ser aplicada de forma analitica a partir de 1960 (REICH, 2005), a qual ganha forca
principalmente para determinacGes quantitativas de produtos agricolas e alimentares, e
também nos mais variados setores industriais, como industrias de petrdleo, téxtil, carvéo,
cosméticos, polimeros, quimica, tintas e farmacéuticas (ROGGO et al., 2007).

O principal objetivo desta técnica é a determinacdo de grupos funcionais de uma
amostra, pois cada grupo funcional absorve em uma frequéncia caracteristica desta regido
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 1998).

A espectroscopia NIR pode ser realizada por reflectancia difusa, transmitancia,
transflectancia ou absorcdo. A escolha do modo de medicdo € determinada pelas
caracteristicas Opticas da amostra. Geralmente, materiais transparentes sdo medidos pelo
modo de transmitancia (MAGALHAES, 2014), onde o principio baseia-se na absorcdo da
radiacdo pela amostra, e o decréscimo da intensidade do sinal captado pelo sensor/detector em
uma determinada frequéncia sugere quais grupos podem estar absorvendo energia para
vibracbes. Através da diferenca da energia emitida e a energia recebida pelo detector,
consegue-se verificar as frequéncias que a amostra absorveu mais (LEITAO, 2012). Quando
se trata de amostras sélidas (inteiras ou p6), 0 modo de reflectancia difusa é o mais indicado.
A radiacdo incide na amostra, espalha sobre a superficie, e penetra alguns milimetros na
amostra, onde uma parte é absorvida, e a radiacdo ndo absorvida é refletida pela amostra
(SILVA, 2011). As medidas de transflectancia funcionam como uma combinagdo dos
métodos de transmiténcia e reflectdncia. Esse modo de aquisicdo pode ser empregado para
amostras liquidas, viscosas e em suspensdo. Os espectros sdo obtidos primeiramente por
reflectancia, onde a radiacdo incidente atravessa a amostra e, em seguida, é refletida,
atravessando novamente a amostra e sendo entéo, captada pelo detector, gerando um espectro
de resposta (MAGALHAES, 2014; SILVA, 2011).

A técnica NIR oferece vantagens como rapida obtencdo de dados, apresenta carater
ndo destrutivo e ndo invasivo e, por esse motivo, muitas vezes ndo é necessario preparar

previamente a amostra, 0 que gera economia de tempo e reagentes, minimizando erros do
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analista (por permitir a diminui¢do do numero de medidas padrdo) (HUANG et al., 2008; MA
et al., 2017; PASQUINI, 2003; POREP; KAMMERER; CARLE, 2015). Entretanto, depende
em alguns casos de métodos quimiométricos. Assim, por ser uma metodologia aplicada de
forma indireta (via calibracdo multivariada), demanda comparagdo com metodo de referéncia,
tendo sua confiabilidade relacionada com a calibracdo e com erros analiticos que esta
apresenta (JAMROGIEWICZ, 2012; LUYPAERT; MASSART; VANDER HEYDEN, 2007).
A espectroscopia NIR é uma técnica interessante para a investigacdo cientifica e vem
ganhando espaco entre as técnicas mais utilizadas, principalmente quando associadas a
quimiometria (POREP; KAMMERER; CARLE, 2015).

Sao muitas as areas que utilizam a espectroscopia no infravermelho proximo, na area
de sementes, encontrando-se na literatura, bons resultados na avaliacdo da qualidade, como
em soja e algoddo (BAZONI et al., 2017; GAITAN et al., 2008), de composicdo, teor de
nitrogénio em Vignaunguiculata (ISHIKAWA et al., 2017), composi¢éo de 6leo em girassol e
canola (GRUNVALD et al., 2014; ROSSATO et al., 2013), bem como a classificagcdo de

gendtipos em algodéo, cevada e mamona (SOARES et al., 2016), dentre outros.

2.4.1 Quimiometria

O espectro contém informacdo relacionada aos grupos funcionais, e estas absor¢des
apresentam-se com alto grau de sobreposi¢do, havendo a necessidade da aplicacdo de métodos
quimiomeétricos para interpretacdo dos resultados (MA et al., 2017).

A quimiometria é uma area da quimica analitica que se refere a aplicacdo de métodos
matematicos e estatisticos para planejar, otimizar ou selecionar procedimentos de medidas e
experimentos, bem como extrair o maximo da informacédo quimica relevante, com a anélise de
dados quimicos (JACONI, 2011; ROGGO et al., 2007). Assim, permite que a avaliacdo da
influéncia das variaveis existentes na informacéo que se deseja extrair dos dados seja feita de
forma global, sendo possivel observar as correlacGes entre elas (BRERETON, 2000).

Os métodos quimiométricos mais utilizados sdo o0s de regressdo, e para analise
guantitativa os mais conhecidos sdo a regressdo linear multipla (MLR - Multiple Linear
Regression), regressdao por componentes principais (PCR — Principal Components
Regression) e regressao por quadrados minimos parciais (PLS - Partial Least Squares)
(BEEBE; PELL; SEASHOLTZ, 1998) Ja para analises qualitativas destacam-se a regressao
por minimos quadrados parciais com analise discriminante (PLS-DA- Partial Least Squares —
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Discriminant Analysis) e a anélise de componentes principais (PCA- Principal Component
Analysis).

A regressdo multivariada pode ser definida como uma série de operagbes que
estabelecem uma relacdo (modelo estatistico) entre dois grupos de dados (X e y), em que X é
0 bloco dos dados experimentais contendo as varidveis instrumentais (espectros) e y formado
pela(s) varidvel(s) dependente(s), que representam as respostas analiticas, tais como
concentragdes e porcentagem de germinacao, por exemplo (MARTENS; NAES, 1989).

A regressdo por minimos quadrados parciais com analise discriminante (PLS-DA),
baseia-se na abordagem PLS, onde dois blocos de varidveis sdo correlacionados, onde o eixo
X corresponde ao conjunto de dados obtidos (varidveis independentes), e 0 eixo Y é gerado
automaticamente, a partir da varidvel classe ja existente (variaveis dependentes). Os
componentes sdo construidos tentando encontrar um acordo apropriado entre duas finalidades:
descrever o conjunto das variaveis e predizer a resposta (MARTINA et al., 2007; MASOUM
et al., 2006). Portanto, o objetivo € encontrar um modelo que separa os dados, levando em
conta classes previamente conhecidas (WESTERHUIS et al., 2010). Atribuem-se diferentes
valores as classes, tais valores podem ser por exemplo, 1 ou 0, dependendo de pertencer ou
ndo a classe representada por esta coluna. Busca-se assim, encontrar as dire¢cfes no espago
multivariado X que separam as classes conhecidas, baseadas no conjunto de treinamento, ou
seja, as amostras serdo classificadas de acordo com suas caracteristicas (CIOSEK et al., 2005;
KIRALJ; FERREIRA, 2009; WHELEHAN et al., 2006).

Antes da aplicacdo do modelo construido, 0 mesmo deve ser validado com o objetivo
de testar a sua capacidade preditiva. Esta validacdo consiste em testar o modelo, prevendo
valores de y de novas amostras. Isto é feito para estabelecer se elas de fato irdo refletir o
comportamento da resposta de interesse. Essa validacdo € realizada de duas maneiras:
validacdo cruzada e validacdo externa (LORBER, 1988).

Na validagdo cruzada, geralmente utiliza-se % da amostra, uma (leave one out) ou
algumas amostras do conjunto de calibracdo (blocos de amostras) sdo separadas, um modelo €
construido com as amostras restantes e a previsdo é feita para a(s) amostra(s) separada(s)
inicialmente. O processo € repetido até que todas as amostras tenham sido previstas uma vez,
e a raiz quadrada da soma dos quadrados dos erros de validacdo cruzada (RMSECV - root
mean square error of cross validation) tenha sido computada para 0 modelo PLS com
diferentes nimeros de variaveis latentes (NAES et al., 2002). E através do RMSECV e do
coeficiente de correlagdo da validacdo cruzada (rvc), medido entre os valores estimados e

experimentais do método de referéncia, que o melhor modelo PLS pode ser determinado.
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J& na validagdo externa, € realizada geralmente com ¥ das amostras, essa é capaz de
indicar a capacidade de predicdo do modelo para sementes que nédo participaram da
construcdo do modelo de calibracdo, indicando assim, o qudo confiavel é esse tipo de
metodologia para outras sementes. Quanto maior o numero de varidveis, mais especifico se
torna o modelo, assim, ndo sera possivel utilizar esse modelo para outras sementes, 0 modelo
se torna especifico apenas para aquele lote estudado (ARAUJO, 2007; BARTHUS, 1999).

Para avaliar o ajuste do modelo construido utiliza-se os parametros RMSEC e
RMSEV, que sdo considerados indicadores de exatiddo, onde os valores gerados por estes
parametros devem ser 0 mais proximo possivel entre si. 1sso sugere que os valores estimados
pelos modelos multivariados apresentaram uma boa concordancia com o0s métodos de
referéncia, e indica que o numero de variaveis latentes escolhidos foi adequado para o
modelo, ndo havendo sobreajuste ou subajuste (VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratorio Central de Analise de Sementes da
Universidade Federal de Lavras — UFLA, no periodo de janeiro de 2017 a junho de 2018.
Foram utilizados no trabalho, 12 lotes de sementes de milho com qualidade fisiol6gica
distintas, sendo 6 lotes (Oa, 24a, 48a, 72a, 96a, 120a) do hibrido BM915PRO, peneira 22, da
empresa Biomatrix, denominado Hibrido A no presente trabalho, e 6 lotes (Ob, 24b, 48b, 72b,
96b, 120b) do hibrido 2B647PW, peneira 18, da empresa Santa Helena, denominado Hibrido
B. Para a obtencdo dos diferentes niveis de qualidade, cada hibrido foi dividido em 6 sublotes.
Estes sublotes foram submetidos a estresse pela metodologia do teste de envelhecimento

acelerado em diferentes tempos, sendo de: 0, 24, 48, 72, 96 e 120 horas.

3.1 Envelhecimento acelerado

O envelhecimento acelerado foi conduzido em caixa plastica (11,0 x 11, 0 x 3, 5 cm),
pelo método de caixas plasticas de germinacdo (AOSA, 2009). As sementes de cada
tratamento foram distribuidas sobre a tela inox interna da caixa, em camada Unica, de maneira
a cobri-la de forma completa e uniforme, e no fundo da caixa colocou-se 40 mL de agua
destilada. As caixas foram tampadas e mantidas em BOD regulada a 42 °C = 2 °C durante
diferentes periodos de tempo (0, 24, 48, 72, e 96 e 120 horas), resultando em seis lotes de
sementes de milho de qualidade fisioldgica distintas de cada hibrido. Posteriormente ao
periodo de envelhecimento as sementes foram mantidas em local com temperatura ambiente
até atingirem teor de adgua préximos entre os lotes. As sementes foram submetidas a testes
fisioldgicos de vigor que serviram de parametro de comparacdo e referéncia para o teste de

analise de imagem e espectroscopia no infravermelho préximo.

3.2 Perfil dos lotes

3.2.1 Teor de agua

Determinou-se o teor de agua pelo método de estufa a 105 °C + 2 °C por 24 horas

(BRASIL, 2009). Foram utilizadas 2 repeticbes de 5 g de sementes por tratamento. Os

resultados foram expressos em porcentagem.
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3.2.2 Germinacao

O teste de germinacdo foi realizado com 4 repeticGes de 50 sementes. Utilizou-se
como substrato o papel toalha na forma de rolo, umedecido com agua destilada equivalente a
2,5 vezes 0 peso seco do papel. Os rolos foram mantidos em germinadores a temperatura de
25 °C £ 2 °C, e as leituras foram realizadas ao quarto dia (primeira contagem de germinacgéo)
e ao sétimo dia, apds a semeadura (BRASIL, 2009). Realizou-se a contagem das plantulas

normais e os resultados foram expressos em porcentagem média.
3.2.3 Teste de frio

Utilizou-se 4 repeticdes de 50 sementes. A semeadura foi realizada em bandejas de
plastico (51 x 30 x 9,7 cm) utilizando-se uma mistura de areia e terra na proporcao de 2:1,
sendo umedecido com 60% da sua capacidade de retencdo de agua (KIKUTI; PINHO;
REZENDE, 1999). Ap6s a semeadura, as caixas foram mantidas em cadmara fria a 10 °C £ 2
°C durante 7 dias. Apbs esse periodo, as caixas foram acondicionadas em camara de
crescimento vegetal, com temperatura de 25 °C + 2 °C, onde permaneceram por mais 7 dias, e,
em seguida, foi realizada a contagem de plantulas emergidas (BARROS et al., 1999). Os

resultados foram expressos em porcentagem.
3.2.4 Teste de emergéncia

Para a determinagdo da emergéncia foram realizadas contagens diarias, sempre as 14
horas, do numero de plantas emergidas, sendo considerada a emergéncia a partir do momento
em que a plantula pode ser vista de um angulo qualquer a olho nu. A contagem foi efetuada
até o 142 dia ap6s a semeadura, onde houve estabilizagdo da emergéncia (NAKAGAWA,
1994). O indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) foi avaliado por meio de contagens
diarias de estande até a estabilizagio do mesmo, e os resultados foram expressos em

porcentagem, calculado pela formula proposta por MAGUIRE (1962).
WE=fT'— + 24 +5 1)

onde: IVE = indice de velocidade de emergéncia.
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E1, E2,... En = nimero de plantulas normais computadas na primeira contagem, na segunda
contagem e na ultima contagem.

N1, N2,... Nn= nimero de dias da semeadura a primeira, segunda e ultima contagem.

3.2.5 Andlise estatistica

Utilizou-se o delineamento inteiramente ao acaso (DIC), com quatro repeticdes em
esquema fatorial 6 x 2, sendo o primeiro fator relativo a quantidade de lotes de sementes de
milho, e o segundo fator relativo, a quantidade de hibridos, com 4 repeti¢fes de 50 sementes
para os testes de caracterizagdo dos lotes. Para a analise dos dados foi utilizado o teste de
comparacdo de médias, por meio do teste de Scott Knott a 5% de significancia, usando o
software Sisvar® (FERREIRA, 2003).

3.3  Andlise de imagem de sementes

A captura das imagens das sementes foi realizada pelo equipamento GroundEye®
S800. A calibracdo de cor de fundo utilizado foi o modelo de cor CIE L*a*b* com
luminosidade de 0 a 100, dimensdo “a” -120 a 120, e dimensdo “b” de -120 a -31. O tipo de
parametro de reconhecimento foi sementes em geral, fundo de preenchimento nédo selecionado
e 0 tamanho minimo de descarte de objeto de 0,2 cm?.

As sementes foram inseridas uma a uma na bandeja de acrilico, posteriormente a
captura, o software gerou uma serie de informacgdes que foram transformadas em relatérios,
que facilitaram a interpretacdo das imagens das sementes. Foram avaliadas caracteristicas de
cor das sementes como brilho, concentragdo da matiz, dominancia amarela, dominancia
laranja, intensidade e luminosidade, e foram extraidas informacdes sobre a geometria das
sementes também como afinamento, area, circularidade, complexidade da forma, deformacéo
do contorno, diametro maximo e minimo, esferacidade da forma, extensao, irregularidade do

contorno e perimetro.
3.4  Andlise de imagem das plantulas
Utilizou-se 0 mesmo equipamento para as imagens nessa etapa. As plantulas de milho

utilizadas na andlise de imagem foram oriundas do teste de germinacdo, e a captura das

imagens foi realizada no quarto dias apds a semeadura, de acordo com a primeira contagem
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da germinacdo (BRASIL, 2009). As pléantulas foram retiradas do papel germitest com muito
cuidado para evitar danos e perdas, foram colocadas na bandeja de acrilico de modo que néo
ficassem sobrepostas, ap0s a captura das imagens as plantulas foram descartadas e realizou-se
outro teste de germinacgdo para evitar danos/interferéncia no teste de germinacao.

Na configuracdo da andlise para a calibracdo da cor de fundo foi utilizado o modelo
CIE L*a*b* com indice de luminosidade de 0 a 100, dimensdo “a” -30,7 a -29,3 e dimens&o
“b” de -39,1 a -0,9 e o tamanho minimo de descarte de objeto de 0,1 cm2 Na analise das
imagens foram extraidos valores médios das caracteristicas das plantulas como o
comprimento da raiz (CR), comprimento do hipocétilo (CH), razdo do comprimento da raiz
pelo comprimento do hipocoétilo (CR/CH), numero de ramificagbes (R), comprimento de
raizes secundarias (RS) e comprimento da plantula (CP). Apds a analise das imagens das
plantulas observou-se a necessidade de corrigir algumas imagens em que a deteccao

automaética ndo foi eficiente (coledptilo e raiz) (FIGURA 1).
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Figura 1 - Tela de correcdo manual do GroundEye®
= o

Tela de correcdo manual do GroundEye®: (a) identificacdo automatica da raiz e hipocétilo e (b)
identificacdo automatica da raiz e hipocétilo (errada) e (c) correcdo manual da radicula, UFLA,
Lavras, MG, Brasil, 2018.

Fonte: Da autora (2018).

3.4.1 Anadlise estatistica da analise de imagem

Utilizou-se para o método de andlise de imagens de sementes, 4 repeticdes de 100
sementes, e para a andlise de imagens de plantulas foram utilizadas 4 repeticbes de 50
plantulas. Para a analise dos dados foi utilizado o teste de comparacdo de médias, por meio do
teste de Scott Knott a 5% de significancia, usando o software Sisvar® (FERREIRA, 2003).
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3.5  Andlises da espectroscopia do infravermelho proximo (NIR)

Os espectros foram obtidos colocando as sementes de milho uma a uma, ou em
cubetas (sementes moidas), diretamente na saida da fonte de infravermelho do equipamento
Tensor 27 da Bruker®, com geragdo dos espectros pelo detector FT-IR (Fourier-Transform
Near-Infrared) acoplado, com auxilio do software OPUS_Spectroscopyversion6, do mesmo
fabricante do equipamento.

Para constituicdo do banco de dados de leitura, o espectrometro coletou 48 varreduras
em cada medida de absorbancia, com resolugdo de 8 cm™ no intervalo 10000 a 4000 nm, por
repeticdo. Foram obtidos espectros dos dois lados da semente, endosperma e embrido,
respectivamente. As amostras moidas foram oriundas da moagem de 10 sementes por
repeticdo, em moinho modelo IKA® A1l basic, com adicdo de nitrogénio liquido e os

espectros foram obtidos logo apds a moagem das sementes para evitar perdas.

3.5.1 Andlise estatistica do NIR

Para a avaliacdo no NIR das sementes inteiras, foram utilizadas 100 sementes por lote,
totalizando 1.200 sementes. Desse modo, foram obtidos 1.200 espectros do lado do
endosperma e 1.200 espectros do lado do embrido. J& para as sementes em pd, cada amostra
moida foi composta da moagem de 10 sementes por lote, e foram realizadas 10 repeticdes.

3.5.2 Andlise multivariada

A partir do agrupamento das amostras de sementes inteiras e moidas, de milho em
diferentes qualidades, foi otimizado um modelo por validacdo cruzada, 3/4 das amostras
foram utilizadas para calibragdo (validacdo cruzada) e 1/4 para teste (validacdo externa), o
modelo foi construido a partir do método de classificagdo multivariada por regressdo de
minimos quadrados parciais com anélise descriminante (PLS — DA), utilizando o software
estatistico Pirouette®, sendo as classes (y) as variaveis dependentes e os espectros obtidos
constituiram as varidveis independentes (x). Foi realizada a transformacdo dos dados pela
aplicacdo da derivativa de segunda ordem, para a evidenciagéo dos picos mais importantes de
cada espectro.

A estatistica testou o modelo com até 15 variaveis, prosseguindo com a validacdo

cruzada, em que se utiliza cada vez, uma parte da amostra, sem participar do conjunto
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(leaveone out), testando-o em seguida, até todas as partes serem testadas. Com o restante das
amostras que ndo foram utilizadas para a constru¢cdo do modelo (1/4), foi realizada a
validacdo externa.

A escolha dos modelos mais adequados para cada tratamento foi feita
comparativamente, em que foi levada em consideracdo, a quantidade de acertos das
validagdes cruzada e externa, 0 menor nimero de variaveis, para ser possivel a classificacéo,
0s menores valores da raiz quadrada da soma do quadrado dos erros de calibragdo (RMSEC) e
da raiz quadrada do erro médio quadratico da validacdo cruzada (RMSEV), e 0s maiores

valores dos coeficientes de calibracéo e validacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Caracterizacdo dos lotes

Os teores semelhantes de agua das sementes dos doze lotes € um ponto bastante
importante, uma vez que a uniformizacdo do teor de dgua das sementes dos diferentes lotes é
fundamental para a padronizacao das avaliagcdes e obtencdo de resultados coerentes (DODE et
al., 2013). Segundo Coimbra et al. (2009), essa similaridade de valores é algo primordial, pois
assim, os testes ndo sdo afetados por diferencas na atividade metabdlica das sementes, na
velocidade de umedecimento e de deterioracao.

Tabela 1 - Teor de dgua dos hibridos A e B antes da realizacdo dos testes.
Teor de agua

Hibrido A 10,7% a 11,6%
Hibrido B 10,9% a 11,8%
Fonte: Da autora (2018).

A dificuldade de se adotar apenas um teste de vigor, reside no fato de que as diferentes
metodologias se baseiam em diferentes parametros. O teste de frio e o teste de
envelhecimento acelerado sdo considerados de resisténcia, pois o lote de sementes que melhor
resistir as condicbes adversas € considerado o de maior potencial fisiolégico (MIGUEL et al.,
2001).

A qualidade das sementes pode ser caracterizada pela germinacdo e pelo vigor, que
pode ser definido como a somatoria de atributos que conferem a semente, o potencial de
germinar, emergir e prover rapidamente plantulas normais sob ampla diversidade de
condi¢des ambientais (TUNES et al., 2011).

Na avaliagdo da qualidade de sementes de milho, observou-se o efeito da interagéo
entre os hibridos e o tempo de envelhecimento para todas as caracteristicas avaliadas,
demonstrando assim, que o envelhecimento proporcionou alteragfes na qualidade das
sementes, com excec¢do do IVE do hibrido A (TABELA 2).
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Tabela 2 - Resultados da caracterizagdo dos lotes com os valores médios dos testes de
primeira contagem de germinacdo (PC), germinacdo (G), teste de frio (TF),
emergéncia de plantulas (E) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) dos seis
lotes dos 2 hibridos.

Hibrido A
PC(%) G(%) TF(%) E(%) IVE
0 58.5 A 91.5 A 87.0 A 97.0 A 26.16 A
24 60.0 A 935 A 78.0 A 97.5 A 27.86 A
L 48 55.0 A 90.5 A 85.5 A 95.0 A 29.60 A
£ 72 56.5 A 88.5 A 69.5 B 93.0 A 27.30 A
= 96 43.0B 83.0B 67.5B 88.5 A 24.90 A
s 120 39.0B 70.5C 56.5 B 72.0B 21.10 A
S Hibrido B
g 0 54.5 A 88.0 A 74.0 A 94.5 A 29.93 A
S 24 58.0 A 89.0 A 73.0A 100 A 29.63 A
48 60.5 A 94.5 A 65.5 A 98.0 A 31.81 A
72 56.5 A 89.0 A 52.5B 95.0 A 27.47 A
96 425B 83.0B 51.5B 96.5 A 27.67 A
120 38.0B 740 C 37.58B 71.5B 19.78 B
CV (%) 11.60 5.20 17.28 5.78 14.19

Fonte: Da autora (2018).

Por meio da tabela também é possivel diferenciar o teste de primeira contagem em 2
niveis de potenciais fisioldgicos diferentes. Os lotes 96 e 120 dos hibridos A e B obtiveram
pior desempenho quando comparado aos outros lotes. Verifica-se que os lotes do hibrido A
apresentaram germinacdo superior a 70% e o hibrido B superior a 74 %, o padrdo minimo
estabelecido para a germinacdo de lotes comerciais de sementes de milho é de 85% (BRASIL,
2013). Essa baixa porcentagem de germinacao constatada no tempo de injuria de 120 horas de
ambos os hibridos pode ser explicada pelo alto nUmero de sementes mortas e/ou infectadas.
Pelo teste de germinagdo foi possivel classificar os dois hibridos lotes em 3 niveis de
potencial fisiol6gico, sendo que os lotes 0, 24, 48, 72 apresentaram 0s maiores valores de
germinacdo e o lote de 120 apresentou o pior resultado (TABELA 2). Barbara (2016),
trabalhando com sementes de tabaco de diferentes qualidades fisiologicas, constatou maior
variacdo de qualidade de lotes no teste de primeira contagem do que no teste de germinagéo,
fato ndo observado nessa pesquisa onde foram encontrados 2 e 3 niveis de qualidade,
respectivamente. O autor constatou diminuicdo do percentual de germinacdo apos 48 horas,
no presente trabalho, essa diferenciagdo ocorreu apos 72 horas.

No teste de frio foi possivel constatar também 2 niveis de qualidade (alto e baixo
vigor), tanto no hibrido A quanto no hibrido B. O lote 72, que na germinacéo e primeira
contagem se apresentou superior aos lotes 96 e 120, no teste de frio ndo se diferencia dos

mesmos, ou seja, os lotes 0, 24, 48 foram superiores aos demais no referido teste (TABELA
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2). E de se esperar que o desempenho dos lotes possa variar entre os testes fisiologicos
aplicados as sementes, visto que estes avaliam caracteristicas distintas. Castro (2011) e Fessel
et al. (2003), também detectaram diferencas no desempenho de lotes de sementes de milho em
funcdo dos testes de vigor utilizados na avaliacdo do potencial fisiologico. Na emergéncia em
canteiro, apenas o lote 120 de ambos os hibridos obteve desempenho inferior dos demais
lotes.

Em relacdo ao indice de velocidade de emergéncia (TABELA 2), ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os lotes do hibrido A, e no hibrido B observa-se
que o lote 120 apresentou vigor inferior aos demais.

Na Tabela 3, é apresentado o resultado do teste de comprimento de plantulas dos
hibridos A e B no equipamento GroundEye®, sendo que o teste foi realizado no quarto dia
apos a montagem do teste de germinacdo. Em relacdo ao hibrido A, observa-se que o
comprimento da raiz nos tempos de injdria 0, 24 e 48 ndo diferenciaram entre si, apos esse
periodo o tamanho foi decrescendo de acordo com o tempo de injdria, ou seja, a partir de 72
horas o tamanho da radicula comeca a diminuir em relacdo aos tempos anteriores, sendo o
lote 120 o que apresentou menor tamanho de radicula. Na verdade, o lote 120 apresentou 0s

resultados mais baixos em todas as medigdes utilizando o equipamento.

Tabela 3 - Valores médios de comprimento de raiz (CR), comprimento de hipocoétilo (CH),
razdo do comprimento da raiz pelo comprimento do hipocoétilo (CR/CH), nimero
de ramificacdes (R), comprimento das raizes secundarias (RS) e comprimento de
plantula (CP), dos seis lotes de sementes de milho dos hibridos A e B obtidos pela
anlise de imagens no aparelho GroundEye®.

Hibrido A
CR(cm) CH(cm) CR/CH R RS(cm) CP(cm)
0 11.19A 3.38B 3.69 A 7.20A 18.91 A 14.57 A
24 1149A 3.52B 3.33A 5.35B 18.11 A 15.01 A
48 1172 A 3.86 A 3.18A 5.55 B 18.36 A 15.58 A
s 72 1067B 3.08 C 3.43A 4.95C 13.11 B 13.75B
S 96 09.93C 2.95C 3.54 A 4.78 C 11.57B 12.87B
£ 120 06.22D 248D 1.84B 4.01D 09.24 C 08.71C
S Hibrido B
8 0 09.61B 2.51B 4.55 A 5.48 A 12.21 B 11.92B
£ 24 10.69A 2.57B 4.29 A 5.45 A 14.57 A 13.26 A
F 48  1037A 2.93A 3.65B 5.49 A 15.94 A 13.30A
72 11.02A 2.61B 4.29 A 5.54 A 12.91 B 13.63 A
96  09.56 B 2.53B 3.75B 532 A 12.31B 12.09 B
120 07.71C 2.33C 2.75C 4.60 B 11.15C 10.04 C
CV(%) 35.94 41.21 62.55 35.37 57.90 34.55

Fonte: Da autora (2018).
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Analisando o hibrido A, é possivel notar que o vigor cai de acordo com o tempo de
injdria, esse padrdo s6 ndo é observado no tamanho do hipocétilo, onde o tempo de injuria de
48 obteve maior tamanho, seguido dos lotes 0 e 24. Na relacéo entre raiz e hipocétilo apenas o
lote 120 se diferenciou dos demais. O lote O foi o lote que apresentou maior nimero de
ramificacdes, enquanto os lotes 24 e 48 e 72 e 96 apresentaram 0 mesmo numero de
ramificacOes estatisticamente. Os lotes 24 e 48 mesmo apresentando menores ramificagoes
em relacdo ao lote 0, e em relacdo as raizes secundarias os 3 lotes ndo apresentaram diferenca.
De acordo com os resultados anteriores, o tamanho total das plantulas seguiu a mesma
tendéncia, e os lotes 0, 24 e 48 apresentaram o0 maior tamanho de plantulas, sendo que esses
lotes também foram superiores aos demais no teste de frio (TABELA 3).

Os testes de comprimento de plantas e peso de matéria seca sdo parametros em testes
de vigor, pois as que apresentam maior tamanho e massa apresentam maior capacidade de
suprimento de reservas dos tecidos de armazenamento e maior incorporagdo destes pelo
tecido embrionario (OLIVEIRA et al., 2009).

No hibrido B ndo foi constatado nenhum padrdo entre as medicdes. Os valores nao
foram decrescentes de acordo com o tempo de injuria. Porém, o que foi observado nos dois
hibridos é que o lote 120 apresentou o pior desempenho. O maior tamanho de radicula foi
encontrado nos lotes 24, 48 e 72. O lote O estatisticamente foi igual ao lote 96. O lote 48
apresentou maior hipocétilo, ja os lotes 0, 24, 72 e 96 ndo apresentaram diferenca entre si. Em
relacdo as ramificacGes apenas o lote 120 foi inferior aos demais, porém, os lotes 24 e 48
apresentaram maior nimero de raizes secundarias. Os lotes que apresentaram maior tamanho
total foram os lotes 24, 48 e 72, j& o lote 0 se igualou ao lote 96.

Segundo Vieira et al. (2013), dos testes que avaliam o comprimento das partes da
plantula, o comprimento da parte radicular tem sido considerado sensivel para a diferenciacéo
da qualidade fisioldgica de cultivares, pois, o sistema radicular com maiores superficies de
absorcéo e eficiéncia na aquisicdo de agua é uma caracteristica desejavel para manter a

estabilidade de producéo, principalmente em épocas de baixa precipitacao.

4.2  Andlise de imagens

Quando se observa a caracteristica brilho, constata-se que o lote 0 apresentou o menor
valor em todas as caracteristicas de cor, exceto dominancia laranja em ambos os hibridos. As

sementes com mais brilho foram aquelas que permaneceram nos lotes intermediarios 48 para
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0 hibrido A e 48, 72 e 96 para o hibrido B. A concentragdo em matiz é maior nos lotes
submetidos a maior tempo de injdria e vai decrescendo, o lote O apresenta menor
concentracdo em ambos os hibridos. Porém, no hibrido A, ocorreu a formacéo de cinco niveis
de concentragdo, enquanto que no hibrido B foram apenas trés (TABELA 4).

De acordo com o equipamento, as sementes do hibrido A dos lotes 96 e 120 sdo mais
amarelas que as demais, no hibrido B essa caracteristica foi encontrada apenas no lote 96,
nesse hibrido o lote 120 ficou logo atras do lote com maior indice. Em relacdo a dominéancia
laranja ocorreu o inverso, o lote O apresentou maiores indices, e os lotes 96 e 120
apresentaram 0s menores em ambos os hibridos, ou seja, na pesquisa pode-se afirmar que
guanto maior o tempo da semente exposta ao envelhecimento acelerado, mais amarela ela se
torna e, a0 mesmo tempo, perde seu tom laranja, como se houvesse uma descoloracdo da

semente.

Tabela 4 - Valores médios das caracteristicas de cor obtidos pela analise de imagens no
aparelho GroundEye®, brilho, concentragdo da matiz, dominancia amarela,
dominéncia laranja, intensidade e luminosidade dos seis lotes de sementes de
milho dos hibridos A e B.

Hibrido A
Brilho Concentragdo Dominancia Dominancia Intensidade  Luminosidade
da matiz Amarela Laranja

0 0.73D 183.03 E 0.62C 0.38A 051C 0.46 C
24 0.75B 204.55 D 0.69B 031B 055 A 0.50B
o 48 0.76 A 216.26 C 0.69B 0.31B 0.55 A 051 A
S 72 0.75B 222.06 C 0.69B 0.31B 0.55 A 051 A
£ 9% 0.75B 242.19B 0.71 A 0.29C 055 A 051A
3 120 0.74C 262.21 A 0.72 A 0.27C 054B 0.49B

=4 Hibrido B
E 0 0.72C 193.85C 0.57E 0.42 A 0.49C 0.44C
=24 0.73B 229.62 B 0.70D 0.30B 0.54B 0.49B
48 0.74 A 235.50B 0.72C 0.27C 054B 0.49B
72 0.74 A 244.76 B 0.73C 0.27C 055 A 0.50 A
96 0.74 A 269.30 A 0.78 A 0.22E 055 A 0.50 A
120 0.73B 279.54 A 0.75B 0.24D 0.54B 049B
CV(%) 6.19 39.72 23.74 55.35 9.59 10.35

Fonte: Da autora (2018).

Os maiores valores de intensidade e luminosidade foram encontrados nos lotes
intermediarios no hibrido A. Os lotes 24, 48, 72, 96 foram o0s que apresentaram maior
intensidade, para luminosidade foram os lotes 48, 72 e 96. Ja no hibrido B os lotes se
comportaram igualmente em ambas as caracteristicas, os lotes 72 e 96 se sobressairam sobre
os demais, o lote O apresentou pior resultado e os demais lotes foram intermediarios
(TABELA 4).
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Andrade et al. (2016) utilizaram a analise de imagens para diferenciar cultivares de
soja, pelas caracteristicas de coloracdo do hilo, formato e brilho das sementes, a avaliacao foi
feita por analistas, melhoristas e pelo equipamento GroundEye®, posteriormente foi feita a
comparagao entre os resultados das trés analises para comprovar se 0 GroundEye® foi ou no
eficiente para diferenciar as cultivares através das caracteristicas avaliadas. Para a
caracteristica cor do hilo, os resultados dos trés avaliadores (analistas, GroundEye® e
melhorista) coincidiram em 14 das 21 cultivares analisadas. Para a caracteristica forma da
semente, apenas 6 cultivares obtiveram a mesma avaliacdo e o brilho do tegumento foi o
descritor que obteve o menor indice de acerto, coincidindo em apenas 3 cultivares das 21
avaliadas.

Ja em relacdo a geometria, foram varias as caracteristicas avaliadas como, afinamento,
area, circularidade, complexidade da forma, deformacdo do contorno, diametro maximo e
minimo, esferacidade da forma, extensdo, irregularidade do contorno e perimetro. Porém, em
muitas dessas caracteristicas ndo foram encontradas diferencas significativas entre os lotes,
assim, optou-se por mostrar apenas as caracteristicas que apresentaram diferencas. Essa ndo
diferenciacdo dos lotes em relacdo a geometria ocorreu pela homogeneidade em que as
sementes dos hibridos se encontravam, pois, a maioria das caracteristicas foram avaliadas em
relacdo a forma, tamanho e irregularidade das sementes.

O lote 0 do hibrido A obteve a menor area em relagdo aos outros lotes. No hibrido B,
as menores areas foram dos lotes 0 e 24, respectivamente. Em relacdo ao didmetro maximo
observa-se 0 mesmo resultado nos dois hibridos, apenas o lote 0 se diferenciou dos demais,
sendo inferior aos mesmos. No didmetro minimo, os lotes 0 e 24 apresentaram diferenga
significativa dos demais, fato observado em ambos os hibridos, no primeiro dois didmetros
diferentes, e no hibrido B sdo encontrados trés (TABELA 5).
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Tabela 5 - Valores médios das caracteristicas de geometria obtidos pela analise de imagens no
aparelho GroundEye®, érea, circularidade, didmetro maximo, minimo e perimetro
dos seis lotes de sementes de milho dos hibridos A e B.

Hibrido A
Area Circularidade Diametro Diametro Perimetro
maximo minimo
0 0.83B 0.73 A 1.21B 0.85B 3.56B
24 0.85 A 0.71B 124 A 0.85B 3.63A
o 48 0.86 A 0.72B 124 A 0.86 A 3.64 A
:‘5 72 0.85 A 0.72B 1.23A 0.86 A 3.62 A
ST 0.86 A 0.72B 1.24 A 0.86 A 3.64 A
3 120 0.86 A 0.72B 1.24 A 0.86 A 3.64 A
=3 Hibrido B
g 0 0.74C 0.57 A 1.28 B 0.68 C 350C
= 24 0.76 B 0.57 A 1.30 A 0.68 B 3.58B
48 0.77 A 0.58 A 131A 0.70 A 3.61A
72 0.78 A 0.57 A 1.32 A 0.70 A 3.63A
96 0.78 A 0.57 A 1.32 A 0.70 A 3.62 A
120 0.79 A 0.58 A 1.32A 0.70 A 3.62 A
CV(%) 10.99 9.77 8.04 6.95 6.76

Fonte: Da autora (2018).

O perimetro seguiu a mesma tendéncia dos demais resultados. Esses resultados podem
ter acontecido devido ao fato de maior exposi¢do dos outros lotes a alta umidade encontrada
no envelhecimento acelerado, o que pode ter contribuido com o aumento do tamanho das
sementes (TABELA 5).

Barbara (2016), trabalhando com sementes de nicotina, realizou envelhecimento
acelerado nos lotes com o intuito de simular diferentes qualidades fisioldgicas e constatou que
houve um aumento gradual da umidade de acordo com o periodo de envelhecimento, sendo
esse incremento mais acentuado nas primeiras 24 horas, a partir desse periodo, o teor de agua
continua aumentando, porém, em menor proporcao.

O mesmo foi observado por Santos et al. (2011), em seu estudo com sementes de
alface e almeirdo, os maiores valores da umidade foram observados nas primeiras 48 horas e
aconteceu um acréscimo gradual no periodo em que foram submetidas ao envelhecimento
artificial em agua (SANTOS et al., 2011).

4.3  Espectroscopia no infravermelho proximo (Nir)

Como um meétodo de reconhecimento de padrdes supervisionado, a PLS-DA exige

algum tipo de informag&o para a construcdo do modelo com antecedéncia, assim, as classes
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‘alta” ‘média’ e ‘baixa’ foram adicionadas como as varidveis dependentes (y) para a
construcéo do modelo de calibragéo.

Abaixo estdo os testes e os lotes com suas respectivas classes. Os hibridos A e B
obtiveram a mesma classificacdo nos testes, com excecédo do teste de IVE do hibrido A, onde

ndo foi observada diferenga significativa entre os lotes, assim, ndo foi necessério aplicar a
técnica NIR neste teste para o hibrido.

a) Teste de germinacdo — 3 classes: 0, 24, 48, 72 alto vigor, 96 médio e 120 baixo;
b) Teste de primeira contagem — 2 classes: 0, 24, 48, 72 alto, 96 e 120 baixo;

c) Teste de emergéncia/lVE — 2 classes: 0, 24, 48, 72, 96 alto e 120 baixo;

d) Teste de frio — 2 classes: 0, 24, 48, alto, 72, 96 e 120 baixo.

Nas tabelas abaixo verifica-se a comparacdo dos lotes estudados e a classificacdo feita
pela técnica de infravermelho préximo, com base nos testes de vigor.

Tabela 6 - Validacdo cruzada e externa do lado do embrido da semente do hibrido A classificadas
quanto ao tempo de injdria no teste de germinagcdo por meio da técnica de
espectroscopia no infravermelho proximo com o auxilio da PLS-DA.

Tempo de Validacdo cruzada Validacgéo externa
i injuria Previsto (%) N0 Previsto (%) N0
jg" Alto Médio Baixo Class(i;gadas Alto Médio Baixo Class(i;:):adas
E 0,24,48,72 85,3 0 0 14,7 83,7 0 0 16,3
0 9% 25 0 25 55 %5 0 5 50
120 28,7 0 6,3 65 35 0 25 40

Fonte: Da autora (2018).

Tabela 7 - Endosperma da semente do hibrido A classificadas quanto ao tempo de injuria no

teste de germinacdo por meio da técnica de espectroscopia no infravermelho
proximo com o auxilio da PLS-DA.

Tempo de Validacdo cruzada Validacéo externa
° injuria Previsto (%) Né&o Previsto (%) Néo
fg" Alto Médio Baixo Class(':/:gadas Alto Médio Baixo Class('(!;:sadas
£ 0,24,48,72 80,8 3,8 1,2 14,1 725 25 2,5 22,5
[<5)
O 96 47,6 75 1,2 43,7 35 10 5 50
120 50 8,8 2,5 38,7 20 15 0 65

Fonte: Da autora (2018).
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Tabela 8 - Sementes moidas do hibrido A classificadas quanto ao tempo de injaria no teste de
germinacgdo por meio da técnica de espectroscopia no infravermelho préximo com o

auxilio da PLS-DA.

Germinacgao

Tempo de Validagéo cruzada

injaria

Validagéo externa

Previsto (%)

Alto Médio

Baixo

classificadas

Néao

Previsto (%) N&o

Alto Médio Baixo

classificada

(%) (%)

0,24,48,72 81 0 36 14,3 75 0 83 16,7
96 143 143 143 57,1 667 333 0 0

120 144 428 0 42,8 667 0 0 333

Fonte: Da autora (2018).

Tabela 9 - Validacdo cruzada e externa do lado do embrido da semente do hibrido A
classificadas quanto ao tempo de injuria nos testes de primeira contagem,
emergéncia e teste de frio por meio da técnica de espectroscopia no
infravermelho proximo com o auxilio da PLS-DA.

Testes Tempos de Validacdo cruzada Validacdo externa
fisiologicos injdria Previsto (%) Néo Previsto (%) Néo
Alto Baixo class(i;‘/i():adas Alto Baixo class(i:/jsadas
Primeira 0,24, 48, 72 87,2 10,9 19 76,6 15 8,4
contagem 96, 120 30 656 4.4 275 67,5 5
Emergéncia 0, 24,48,72,96 98,5 0 1,3 94 0 6
120 98,7 0 1,3 95 0 5
Teste de 0, 24, 48 70,8 19,2 10 70 23,3 6,7
frio 72, 96, 120 175 779 4.6 20 717 8,3

Fonte: Da autora (2018).
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Tabela 10 - Endosperma da semente do hibrido A classificadas quanto ao tempo de
injaria nos testes de primeira contagem, emergéncia e teste de frio por
meio da técnica de espectroscopia no infravermelho préximo com o
auxilio da PLS-DA.

Testes Tempos de Validagéo cruzada Validacdo externa
fisiologicos injdria Previsto (%) Néo Previsto (%) N&o
Alto  Baixo class(i:/z)():adas Alto  Baixo class(i;‘/L():adas
Primeira 0, 24, 48,72 82,6 138 3,6 76,2 15 8,8
contagem 96, 120 519 381 10 275 625 10
Emergéncia 0, 24, 48,72,96 98,7 0 1,3 0 6
120 100 0 0 0 5
Teste de 0, 24, 48, 69,3 28 2,7 61,6 31,7 6,7
frio 72,96,120 17,9 804 1,7 11,6 817 6,7

Fonte: Da autora (2018).

Tabela 11 - Sementes moidas do hibrido A classificadas quanto ao tempo de injdria nos
testes de primeira contagem, emergéncia e teste de frio por meio da
técnica de espectroscopia no infravermelho préximo com o auxilio da

PLS-DA.
Testes Tempos de Validacdo cruzada Validacdo externa
fisiologicos Injuria Previsto (%) N0 Previsto (%) N0
i classificadas i classificadas
Alto  Baixo (%) Alto  Baixo (%)
Primeira  0,24,48,72 828 138 34 75 16,7 83
contagem 96, 120 143 857 0 75 16,7 8,3
Emergéncia 0,24, 48,72,96 88,6 114 0 80 6,7 13,3
120 100 0 0 100 0 0
Teste de 0, 24, 48 714 286 0 889 0 11,1
frio 72, 96, 120 19 8l 0 444 556 0

Fonte: Da autora (2018).

Por meio das Tabelas 6, 7, 8, 9, 10 e 11, observa-se as trés diferentes formas de

obtencédo dos espectros (embrido, endosperma e sementes moidas) aplicados em cada teste de
vigor do hibrido A.
Comparando-se os resultados, ndo podemos afirmar que ha um lado melhor da

semente para obtencdo dos espectros, pois as maiores diferengas ficaram entre os testes de

vigor. O teste de frio foi o teste que apresentou os melhores indices de acerto nos lotes de alto

e baixo vigor (com excecdo das amostras moidas do hibrido B), seguido do teste de primeira

contagem.
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Pode-se estimar, que o fato de se ter utilizado sementes inteiras pode ter influenciado
na obtencdo de dados proximos entre lotes, pois em um lote ruim pode conter sementes boas e
vice-versa. Outro fator que pode ter influenciado na obtencdo de resultados proximos, pode
ser 0 uso de um so hibrido e causar a injuria na semente em laboratério, possivelmente ela ndo
se alterou quimicamente, para trabalhos futuros pode-se adquirir sementes produzidas em
condices distintas (deficiéncia hidrica, atraso de colheita, ataque de pragas, dentre outras) ou
até mesmo sementes de regides diferentes.

Guimardes (2016), conseguiu bons resultados aplicando a espectroscopia no
infravermelho préximo e o PLS-DA, o autor buscou a separacdo de sementes de café em
relagdo a origem, e foram utilizadas sementes oriundas de trés cidades e, por meio do método,
obteve quase 100% de acerto em sementes oriundas da cidade de Patrocinio.

Na Tabela 6, para as sementes do lado do embrido do hibrido A, no teste de
germinagdo, foram ajustadas 4 varidveis para a predicdo das amostras de alto, médio e baixo
vigor, com os valores de RMSEC (raiz quadrada da soma do quadrado dos erros de
calibracdo) e RMSEYV (raiz quadrada do erro médio quadratico da validacdo cruzada) ficaram
préximos entre si e os coeficientes de calibracdo e validacdo com percentagens abaixo de
50%. Neste modelo ndo foram obtidas boas percentagens de classificacdo, os acertos na
validacdo cruzada foram de 85,3%, 0% e 6,3% para os lotes de alto, médio e baixo vigor,
respectivamente. A validacdo externa seguiu a mesma tendéncia com percentagens de 83,7%,
0% e 25%.

Salienta-se a importancia de que os valores relacionados a classificacdo correta sejam
elevados para a validacdo externa, pois indicam a capacidade do modelo classificar amostras
que ndo participaram da calibracdo, ou seja, a capacidade desse modelo ser utilizado na
classificacdo de diferentes amostras de diferentes qualidades.

No lado do endosperma (TABELA 7), foram utilizadas 8 variaveis, os valores de
RMSEC e RMSEV ficaram proximos entre si e o coeficientes de calibracdo e validagdo com
percentagens abaixo de 60%. Os valores de acerto foram 80,8%, 7,5% e 2,5% (validacao
cruzada) para os lotes de alto, médio e baixo vigor, respectivamente, e 72,5%, 10% e 0%
(validacéo externa).

Ja nas sementes moidas, os valores de RMSEC e RMSEV foram distantes entre si, 0
coeficiente de calibracdo de alto e médio vigor foi superior a 88%, o de baixo foi de 55%, ja o
coeficiente de validagdo foi de 66% para a alto vigor e em torno de 10% os de médio e baixo

vigor, foram utilizadas 8 variaveis para a predicdo desse modelo. Os acertos na validagdo
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cruzada foram de 82,1%, 14,3% e 0% para os lotes de alto, médio e baixo vigor,
respectivamente e a validagdo externa com percentagens de 75%, 33,3% e 0% (TABELA 8).

Nas Tabelas 9, 10 e 11 estdo os resultados dos testes de primeira contagem,
emergéncia e teste de frio. Para as sementes do lado do embrido do hibrido A, na primeira
contagem foram ajustadas 6 variaveis para a predicdo das amostras de alto e baixo vigor, 0s
valores de RMSEC e RMSEV ficaram préximos entre si e os coeficientes de calibragdo e
validacdo com percentagens em torno de 55%. Neste modelo foram obtidas melhores
percentagens de acertos na classificacdo, na validacdo cruzada foram de 87,2% e 65,6% para
os lotes de alto e baixo vigor, respectivamente. A validacdo externa seguiu a mesma tendéncia
com percentagens de 76,6% e 67,5% (TABELA 9).

Para as sementes do lado do endosperma observou-se valores semelhantes em relacao
ao lado do embrido, principalmente no lote de alto vigor, os acertos na validacdo cruzada
foram de 82,6% e 38,1% para os lotes de alto e baixo vigor, respectivamente. A validagédo
externa seguiu a mesma tendéncia com percentagens de 76,2% e 62,5%. Foram ajustadas 7
variaveis para a predicdo das sementes, com os valores de RMSEC e RMSEV préximos entre
si e coeficientes de calibracdo e validacdo com percentagens em torno de 40% (TABELA 10).

Na Tabela 11, para as sementes moidas no teste de primeira contagem os acertos na
classificacdo, na validacdo cruzada foram de 82,8%, e 85,7% para os lotes de alto e baixo
vigor, respectivamente. A validagdo externa ndo seguiu a mesma tendéncia no lote de baixo
vigor, com percentagens de 75% e 16,7% para alto e baixo vigor, respectivamente. 75% das
amostras de baixo vigor foram classificadas como de alto vigor nessa validacdo. Os valores de
RMSEC e RMSEV ficaram distantes entre si, esse modelo obteve coeficiente de calibragédo de
96% e de validacao de 66%.

Para as sementes do lado do embrido do hibrido A na emergéncia, foram ajustadas
apenas 3 variaveis para a predicdo das amostras de alto e baixo vigor, com os valores de
RMSEC e RMSEV proximos entre si e com coeficientes de calibracdo e validacdo com
percentagens em torno de 30% (TABELA 9). Neste modelo, ndo foi constatado nenhum
acerto nos lotes de baixo vigor, incluindo o lado do endosperma e as sementes moidas. A
porcentagem de sementes ndo classificadas ficou abaixo de 1,5% nos trés tipos de obtencéo
dos espectros na validacdo cruzada. O acerto na validacdo cruzada foi de 98,5% no lado do
embrido, 98,7% no lado do endosperma e 88,6% nas sementes moidas, ja na validacdo externa
os acertos foram de 94% no lado do embrido e do endosperma, nas sementes moidas foi de
80% (lotes de alto vigor). Nas amostras de baixo vigor no lado do embrido e do endosperma o

equipamento identificou mais de 90% como sementes de alto vigor, ja nas amostras moidas
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100% do lote de baixo vigor foi classificado como de alto vigor em ambas as validagdes
(TABELA 11).

No lado do endosperma foram utilizadas 4 variaveis para a predicdo das sementes de
alto e baixo vigor, os valores de RMSEC e RMSEV foram proximos entre si os coeficientes
de calibracdo e validacdo, com percentagens em torno de 55%. Para as sementes moidas
utilizou-se também 4 variaveis para a predicdo das sementes, os valores de RMSEC e
RMSEYV foram distantes entre si, e esse modelo obteve coeficiente de calibracdo de 66% e de
validacdo de 3%.

Para as sementes do lado do embrido do hibrido A no teste de frio, foram ajustadas 5
variaveis para a predicdo das amostras, os valores de RMSEC e RMSEV foram bem préximos
entre si e os coeficientes de calibracdo e validacao ficaram em torno de 50%. Foram obtidas
maiores percentagens de acertos na classificacdo, na validacdo cruzada foram de 70,8% e
77,9% para os lotes de alto e baixo vigor, respectivamente. A validacdo externa seguiu a
mesma tendéncia com percentagens de 70% e 71,7% (TABELA 9).

Para as sementes do lado do endosperma na validagdo cruzada os acertos foram de
69,3% e 80,4% para os lotes de alto e baixo vigor, respectivamente. A validacdo externa
seguiu a mesma tendéncia com percentagens de 61,6% e 81,7% (TABELA 10). Foram
ajustadas 7 variaveis para a predicdo das sementes de alto e baixo vigor, com os valores de
RMSEC e RMSEV proximos entre si, com coeficientes de calibracdo e validacdo com
percentagens em torno de 55%.

Para as sementes moidas no teste de frio, os acertos na classificacdo na validacao
cruzada foram de 71,4% e 81% para os lotes de alto e baixo vigor, respectivamente. A
validacdo externa seguiu a mesma tendéncia principalmente no lote de alto vigor, com
percentagens de 88,9% e 55,6% (TABELA 11). Os valores de RMSEC e RMSEV foram
distantes entre si, esse modelo obteve coeficiente de calibracdo de 92% e de validagdo de
58%.

O maior indice de sementes ndo classificadas foi encontrado no teste de germinacao,
chegando a valores de 65% de sementes ndo classificadas, nos outros trés testes as sementes
ndo classificadas apresentaram menor percentagem, em alguns casos a quantidade de
sementes ndo classificadas chegou a ser 13,3% e em alguns testes nenhuma semente deixou
de ser classificada.

Né&o foi realizado a metodologia NIR para o teste de IVE no hibrido A, porque néo

foram encontradas diferencas significativas entre os lotes estudados.



43

As Tabelas 12, 13, 14, 15, 16 e 17 sao referentes ao hibrido B, verifica-se a

comparacao dos lotes estudados e a classificacdo feita pela técnica de infravermelho préximo
com base nos testes de vigor.

Tabela 12 - Validagdo cruzada e externa do lado do embrido da semente do hibrido B
classificadas quanto ao tempo de injuria no teste de germinacdo por meio da
técnica de espectroscopia no infravermelho proximo com o auxilio da PLS-DA.

Tempo de Validacdo cruzada Validacdo externa
injuna Previsto (%) Né&o Previsto (%) Né&o
° e )
'S, Alto Médio Baixo Classificadas Alto Médio Baixo Classificadas
< (%) (%)
= 0,24,48,72 90 0 0 10 90 0 0 10
8 96 75 0 0 25 80 0 0 20
120 61,2 0 0 38,8 60 0 0 40

Fonte: Da autora (2018).

Tabela 13 - Endosperma da semente do hibrido B classificadas quanto ao tempo de injdria no

teste de germinacdo por meio da técnica de espectroscopia no infravermelho
préximo com o auxilio da PLS-DA.

Tempo de Validag&o cruzada Validag&o externa
. injuria Previsto (%) Ndo Previsto (%) Ndo
lg Alto Médio Baixo class(lt%adas Alto Médio Baixo class(l(%adas
S 0,24,48,72 91,9 0 0 8,1 90 0 0 10
& 96 85 0 0 15 80 0 0 20
120 83,7 0 0 16,3 70 0 0 30

Fonte: Da autora (2018).

Tabela 14 - Sementes moidas do hibrido B classificadas quanto ao tempo de injuria no teste de

germinacdo por meio da técnica de espectroscopia no infravermelho préximo com o
auxilio da PLS-DA.

Tempo de Validagéo cruzada Validacdo externa
o injuria Previsto (%) Néo Previsto (%) Né&o
2 o i
é" Alto Médio Baixo Class(lg‘/:)():adas Alto Médio Baixo class(lg"/:)():adas
£ 0,24,48,72 75 3,6 3,6 17,8 75 0 0 25
[<B]
O 96 85,7 0 0 14,3 66,7 0 0 33,3
120 85,7 0 0 14,3 100 0 0 0

Fonte: Da autora (2018).
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Tabela 15 - Validacdo cruzada e externa do lado do embrido da semente do hibrido B
classificadas quanto ao tempo de injdria nos testes de primeira contagem,
emergéncia/lIVE e teste de frio por meio da técnica de espectroscopia no
infravermelho proximo com o auxilio da PLS-DA.

Testes Tempos de Validacdo cruzada Validacdo externa

fisiologicos injuria Previsto (%) Né&o Previsto (%) Né&o
Alto Baixo class(i;‘/igadas Alto Baixo class(i(%adas

Primeira 0,24, 48, 72 74,7 234 19 70 20 10
contagem 96, 120 456 475 6,9 30 625 75

Emergéncia/ 0, 24, 48, 72, 96 92 3,7 4,3 86 5 9
IVE 120 71,2 20 8,8 55 25 20
Teste de frio 0,24, 48 655 22,9 14,6 63,3 133 23,4
72,96, 120 20 60,8 19,2 18,3 56,7 25

Fonte: Da autora (2018).

Tabela 16 - Endosperma da semente do hibrido B classificadas quanto ao tempo de
injuria nos testes de primeira contagem, emergéncia/I\VE e teste de frio por
meio da técnica de espectroscopia no infravermelho préximo com o auxilio

da PLS-DA.
Testes Tempos de Validagéo cruzada Validacgéo externa
fisiologicos injuria Previsto (%) Néo Previsto (%) N&o
Alto Baixo classificadas Alto Baixo classificadas
(%) (%)
Primeira 0,24,48,72 80 12,2 7,8 80 12,5 75
contagem 96, 120 494 40 10,6 425 425 15
Emergéncia/ 0, 24,48,72,96 98,2 0 1,8 95 0 5
IVE 120 100 0 0 95 0 5
Teste de frio 0, 24, 48 642 27,1 8,7 60 26,7 13,3
72,96, 120 15 80,4 4,6 16,7 71,7 11,6

Fonte: Da autora (2018).
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Tabela 17 - Sementes moidas do hibrido B classificadas quanto ao tempo de injdria
nos testes de primeira contagem, emergéncia/IVE e teste de frio por meio
da técnica de espectroscopia no infravermelho proximo com o auxilio da

PLS-DA.
Testes Tempos de Validacdo cruzada Validacdo externa
fisiologicos injuna Previsto (%) Né&o Previsto (%) Né&o
, classificadas i classificadas
Alto  Baixo (%) Alto  Baixo (%)
Primeira 0,24,48,72 786 17,8 3,6 83,3 0 16,7
contagem 96, 120 50 50 0 100 0 0
Emergéncia/ 0,24,48,72,96 915 57 2,8 80 20 0
IVE 120 85,7 0 14,3 33,3 66,7 0
Teste de frio 0, 24,48 28,6 61,9 9,5 66,6 22,2 11,2
72,96, 120 428 238 33,4 444 112 44,4

Fonte: Da autora (2018).

No teste de germinacdo do hibrido B, somente sementes e amostras de alto vigor
foram classificadas corretamente. Os lotes de médio e baixo vigor apresentaram 0% de acerto
no embrido, endosperma e sementes moidas. Os acertos no lote de maior qualidade na
validacdo cruzada foram de 90% para embrido, 91,9% para endosperma e 75% para sementes
moidas. A validacdo externa seguiu a mesma tendéncia com percentagens de 90% para
embrido e endosperma e 75% para sementes moidas. Nas sementes moidas, 0 equipamento
identificou 3,6% de sementes de médio vigor e 3,6% de sementes de baixo vigor dentro do
lote de alto vigor. Além disso, altas taxas de sementes ndo classificadas foram constatadas no
teste variando de 8,1% a 40%. (TABELAS 12, 13 e 14).

No lado do embrido do hibrido B, foram ajustadas 3 variaveis para a predicdo das
amostras de alto, médio e baixo vigor, com os valores de RMSEC e RMSEV proximos entre
si e com coeficientes de calibracdo e validacdo com percentagens abaixo de 45%. Para o
endosperma foram ajustadas 4 variaveis, os valores de RMSEC e RMSEV também ficaram
proximos entre si, com coeficientes de calibracdo e validacdo com percentagens abaixo de
39%. Ja para as sementes moidas foram ajustadas 3 varidveis para a predi¢do das amostras, 0s
valores de RMSEC e RMSEV proximos entre si, com coeficientes de calibracdo de 40% e de
validagéo de 24%.

Nas Tabelas 15, 16 e 17, estdo os resultados dos testes de primeira contagem,
emergéncia, IVE e teste de frio para o hibrido B. Os testes de emergéncia e IVE foram
agrupados na anélise NIR, pois apresentaram 0os mesmos resultados nos testes convencionais

de vigor.
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Para as sementes do lado do embrido na primeira contagem foram ajustadas 14
variaveis para a predi¢do das amostras de alto e baixo vigor, os valores de RMSEC e RMSEV
ndo ficaram proximos entre si e o coeficiente de calibracdo ficou com 73% e o coeficiente de
validacdo com 38%. Na validacdo cruzada os acertos foram de 74,7% e 47,5% para os lotes
de alto e baixo vigor, respectivamente. A validacdo externa seguiu a mesma tendéncia no lote
de alto vigor com percentagem de 70%, ja no lote de baixo vigor 62,5% das sementes foram
classificadas corretamente, superando a percentagem de acerto da validacdo cruzada
(TABELA 15).

Para as sementes do lado do endosperma observou-se valores semelhantes em relacao
ao lado do embrido, os acertos na validacéo cruzada foram de 80% e 40% para os lotes de alto
e baixo vigor, respectivamente. A validacdo externa seguiu a mesma tendéncia com
percentagens de 80% e 42,5% (TABELA 16). Foram ajustadas 6 variaveis para a predi¢do das
sementes, com os valores de RMSEC e RMSEV préximos entre si e coeficientes de
calibracéo e validacdo com percentagens em torno de 45%.

Para as sementes moidas no teste de primeira contagem os acertos na classificacao, na
validacao cruzada foram de 78,6% e 50% para os lotes de alto e baixo vigor, respectivamente.
A validagdo externa ndo obteve acerto para o lote de baixo vigor, ja no lote de alto vigor
apresentou 83,3% de acerto (TABELA 17). Os valores de RMSEC e RMSEV ficaram
distantes entre si, esse modelo obteve coeficiente de calibracdo de 85% e de validacdo de
25%.

Na Tabela 15, para as sementes do lado do embrido do hibrido B na emergéncia e IVE
foram ajustadas 13 variaveis para a predicdo das amostras de alto e baixo vigor, com os
valores de RMSEC e RMSEYV distantes entre si e com coeficiente de calibracdo de 65% e de
validacao de 25%. O lote de alto vigor obteve acertos superiores a 90%, mas a percentagem
de acerto do lote de baixo vigor foi bem pequena nos trés tipos de espectro. O acerto na
validagdo cruzada foi de 92% e 20% no lote de alto e baixo vigor, respectivamente. Na
validacao externa foi de 86% e 25% seguindo a tendéncia da validagéo cruzada.

No lado do endosperma foram utilizadas 3 variaveis para a predi¢do das sementes de
alto e baixo vigor, os valores de RMSEC e RMSEV foram préximos entre si e 0s coeficientes
de calibracdo e validagdo com percentagens em torno de 27%. Nesse modelo o indice de
acerto no lote de maior vigor foi alto, 98,2% e 95% na validagcdo cruzada e externa,
respectivamente. J& no lote de baixo vigor ndo houve nenhum acerto, na validagdo cruzada
100% das sementes de baixo vigor foram classificadas como sementes de alto vigor e na

validacao externa o erro na classificacdo correspondeu a 95% (TABELA 16).
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Para as sementes moidas, utilizou-se 5 varidveis para a predicdo das sementes, 0s
valores de RMSEC e RMSEV foram distantes entre si, esse modelo obteve coeficiente de
calibracdo de 80% e de validacdo de 1%. O lote de alto vigor apresentou acerto de 91,5% e
80% na validacdo cruzada e externa, respectivamente. No lote de baixo vigor ndo houve
nenhum acerto na validagdo cruzada e 66,7% de acerto na validagdo externa, vale destacar
que 85,7% das sementes de baixo vigor foram classificadas como sementes de alto vigor na
validacao cruzada (TABELA 17).

Para as sementes do lado do embrido do hibrido B no teste de frio, foram ajustadas 15
variaveis para a predicdo das amostras, os valores de RMSEC e RMSEV foram bem préximos
entre si e os coeficientes de calibracdo e validagdo ficaram em torno de 50%. Foram obtidas
maiores percentagens de acertos na classificacdo, na validacdo cruzada os acertos foram de
62,5% e 60,8% para os lotes de alto e baixo vigor, respectivamente. A validacdo externa
seguiu a mesma tendéncia com percentagens de 63,3% e 56,7%. A percentagem de sementes
ndo classificadas em ambas as validagdes variou de 14% a 25% (TABELA 15).

Na Ttabela 16 no lado do endosperma observou-se percentagens de acerto semelhantes
ao lado do embrido. Na validacéo cruzada foi de 64,2% e 80,4% para os lotes de alto e baixo
vigor, respectivamente. A validacdo externa seguiu a mesma tendéncia com percentagens de
60% e 71,7%. Foram ajustadas 7 variaveis para a predi¢do das sementes de alto e baixo vigor,
com os valores de RMSEC e RMSEV proximos entre si e com coeficiente de calibracdo de
70% e de validacdo com percentagem de 55%.

Para as sementes moidas no teste de frio os acertos na classificacdo na validacdo
cruzada foram de 28,6% e 23,8% para os lotes de alto e baixo vigor, respectivamente. A
validacdo externa apresentou percentagens de 66,6% e 11,2%. No lote de baixo vigor 33,4%
das amostras ndo foram classificadas, na validacdo externa foram 44% (TABELA 17). Os
valores de RMSEC e RMSEV foram distantes entre si, esse modelo obteve coeficientes de

calibracéo e validacdo de 35%.
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5 CONCLUSOES

Pela anélise de imagens nao é possivel diferenciar as sementes de milho de diferentes
qualidades fisioldgicas por meio das caracteristicas de cor e geometria.
Utilizando as analises quimiométricas e o infravermelho proximo, nédo foi possivel

separar sementes de milho com diferentes qualidades fisioldgicas.
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