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RESUMO

RODRIGUES, Silvesire. Anlise do “biospeckle” laser na diferenciacao de
tecidos vivos de tecidos mortos em sementes: Lavras, UFLA, 2003. 41p.
(Dissertagao de Mestrado em Engenharia Agricola) .

Este trabalho tem por objetivo separar tecidos vivos de tecidos mortos em
sementes, pela andlise do “biospeckle”, visando contribuir para o
desenvolvimento de uma metodologia para anélise de vigor e viabilidade de
sementes. O processo consiste basicamente na andlise do “biospeckle”, que €
um fendmeno 6ptico de interagio da Juz coerente com o material biol6gico.
Para este trabalho, foram utilizadas sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L.).
O material biol6gico iluminado pela Juz coerente apresenta transformagdes
superficiais e de constituigio interna ao longo do tempo, apresentando-se como
uma rede de difragio dindmica. Por meio de tratamento digital de imagens
coletadas para retratagio do fendmeno é possivel diferenciar niveis de
atividade biol6gica em sementes. isso também poderia servir para mapear dreas
com maior ou menor atividade, em uma mesma semente, servindo, assim,
como método de anlise de vigor e viabilidade. Neste trabalho foi realizado um
estudo visando explorar algumas varidveis responsdveis pela interag@o Gptica
do material com a luz laser por meio da comparagdo de um tecido vivo com
um tecido morto. A contribuigao vai no sentido de estabelecer um modelo
dessa interagdo e isolar as varidveis que interferem nos resultados, mostrando
que ¢ possivel separar tecido vivo de tecido morto de forma controlada para,
entdo, ser possivel separi-los em uma mesma semente. Os resultados
demonstraram que, entre 11% e 19% de umidade a influéncia no método €
pequena enquanto que para valores de umidade, maiores € necessério que o
nivel de umidade das amostras estejam bem préximos para aumentar a
confiabilidade do método. Conclui-se também que a técnica do “biospeckle”
consegue separar tecidos vivos de tecidos mortos em sementes de feijao.

* Comité de Orientagdo: Roberto Alves Braga Junior — UFLA ( Orientador),
Giovanni Francisco Rabelo — UFLA (Co-orientador).



ABSTRACT

RODRIGUES, Silvestre. Biospeckle Analysis of seeds Tissue senescence
Differentiation: Lavras, UFLA, 2003. 41p. (Dissertation — Master Program in
Agricultural Engineering) .

This research work reports tests results and analysis of seed senescence
based on a dynamic laser speckle technique. The incidence of laser
light on the surface of a vegetative material generates a dynamic speckle
phenomena also named as biospeckle.  Previous research works
described the application of the dynamic speckle technique on painting
drying determination, as correlated to mechanical properties of
vegetative tissue, to blood pathology, to semen viability, etc, seeking, in
this work, to contribute to a methodology development for seed viability
analysis. The process consists basically in the biospeckle analysis of
bean seeds (Phaseolus vulgaris L). The laser illuminated biological
material exhibits superficial optical transformations with an internal
generation of a dynamic diffraction net along the time. Image treatment
exhibit and analysis of the phenomenon allow to identify and to map
areas their different levels of biological activity, which might serve as a
method of seed viability analysis. The comparison of tissues exhibiting
different bioactitvity induced considerations on parameters interfering
on the dynamic speckle phenomena. The contribution tends toward the
establishment of a model capable of isolating the variables which
interfere on the results, being possible, this way, to separate alive from
dead tissues in a same seed. The methodology was set to compare the
bioactivity of viable seeds sample with not viable ones. A sample of
seeds has been considered nor viable after soaking in water for 16
hours and freezing for 24 hours at 18°C negative . The presence of fungi
has also been tested to prevent possible interference on the phenomenon
under study. The biospeckle technique is showing to be a potential
methodology in identifying vegetative tissues of different biological
activities.

*Guidance Committee: Roberto Alves Braga Jvnior , UFLA (Adviser),
Giovanni Francisco Rabelo , UFLA (Co-adviser).



1 INTRODUCAO

O conhecimento do nivel de qualidade das sementes ¢ de fundamental
importancia para que se tenha uma produgdo de graos de qualidade. Para
assegurar que as sementes que irdo ao campo sejam de qualidade, deve-se
submeter uma amostra do lote a testes que atestam sua qualidade quanto a
viabilidade e ao vigor. Existem virios testes para avaliar a semente quanto a
estas importantes caracteristicas. A viabilidade é medida,, principalmente pelo
teste de germinagio padrdo, que determina o percentual de germinagdo da
semente, em condigdes favordveis de umidade temperatura e luminosidade.

O vigor representa potencial de atividade e desempenho de uma
semente durante a germinagdo € a emergéncia da plantula. Os testes atuais para
as an4lises laboratoriais para monitoramento da viabilidade de sementes sao
subjetivos, lentos e nao automdticos e ainda sem padronizagdo, sendo
necessdrio o desenvolvimento de melhorias nos métodos atuais, bem como
novas tecnologias para complementar esses métodos.

O “biospeckle” tem sido proposto como mais um método de andlise de
sementes, servindo como metodologia complementar aos testes atuais. Esta
técnica consiste em iluminar o material biolégico semente, pela luz laser. A luz
laser, ao incidir e penetrar em um material bioldgico sofre interferéncia de
raios que se interceptam construtiva e destrutivamente, formando uma figura de
interferéncia que se modifica continuamente com uma dindmica dependente da
atividade da amostra. Esse fendmeno é conhecido como “speckle” dindmico ou
“biospeckle”. Desde a descoberta deste fendmeno, muitos esfor¢os tém sido
empenhados para sua exploragio na anélise de materiais biol6gicos.

Os trabathos com laser, até o momento, ainda néio conseguiram explicar

até que ponto algumas varidveis podem interferir no “biospeckle”. Hd uma



grande necessidade de pesquisas para dominar e explicar como certas varidveis
afetam o fendmeno do “biospeckle”. Uma destas varidveis é a umidade. Qutro
aspecto importante ¢ o comportamento de um material vivo e de um material
morto ao ser iluminado pela luz laser.

Diante disso, este trabalho visa contribuir para o desenvolvimento de
mais uma técnica para anédlise de sementes utilizando a luz laser. O
experimento foi dividido em duas etapas. A primeira teve como objetivo
verificar o teor de 4gua mais adequado para se trabalhar com “biospeckle”
controlando-se a influéncia da umidade. A segunda visou separar tecidos
mortos de tecidos vivos em sementes utilizando o teor de 4gua da semente
dentro do nivel encontrado na primeira etapa. A semente utilizada foi a de
feijdo (Phaseolus vulgaris L., pela homogeneidade encontrada na

identificag@o de sua estrutura.
2 OBJETIVOS

Geral
O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver o método de anélise do

“biospeckle” como ferramenta de estudo de vigor e viabilidade de sementes.

Especificos
Especificamente, foram os objetivos deste trabalho:
® determinar os niveis de teor de 4gua da semente mais adequados para
se o método do “biospeckie”;
* separar tecidos vivos de tecidos mortos em sementes, pelo

“biospeckle”.



3 REFERENCIAL TEORICO

A qualidade de sementes é definida como a associagdo de algumas
caracteristicas, tais como a fisiolégica, genética, fisica e sanitdria. Estas
caracteristicas afetam a sua capacidade de originar plintulas de alta
produtividade (POPINIGIS, 1985). Os componentes fisicos e fisiolégicos sdo
altamente afetados pelo ambiente em que se formaram as sementes e pelas
condigdes de colheita, secagem, beneficiamento e armazenamento. Para que se
tenha uma 6tima produtividade, a qualidade fisiolégica estd sendo pesquisada
nos tdltimos anos, em razio das sementes estarem sujeitas a uma série de
mudangas degenerativas de origem bioquimica, fisiolégica e fisica, apds sua
maturagio, as quais estdo associadas com a redugio do vigor (ABDUL-BAKI
1980 e ANDERSON, 1973). A garantia do sucesso para todas as culturas
depende basicamente da qualidade da semente. Ndo adianta adotar toda
tecnologia sem se dispor de uma semente vigorosa. Para-se ter cerieza de se
estar usando sementes vigorosas, tem-se que submeter amostras do lote em
testes que indiquem a viabilidade e vigor. Para esta indicagdo existem diversos
testes e diversas determinagdes de campo que podem ser utilizados no controle
de qualidade de sementes (MARCOS FILHO er al., 1987).

Sabe-se que o vigor das sementes influi ndo somente na produgio, mas
também sobre o ciclo produtivo. Esta influéncia depende da espécie e, dentro
de uma espécie, os lotes apresentam sementes com diferentes vigores. O
estddio de deterioragdo das sementes tem sido avaliado mediante testes de
vigor e germinagao.

Até o momento niio existe uma definicio realmente consagrada para
definir o conceito de vigor (CARVALHO, 1994.) As duas associagdes que
congregam a tecnologia de sementes, a ISTA ou “International Seed Testing

Association”, € a AOSA ou “Association of Official Seed Analysts”



apresentam as defini¢des que tém prevalecido. A ISTA define vigor como
sendo “a soma daquelas propriedades que determinam o nivel potencial de
atividade e desempenho de uma semente ou de um lote de sementes durante a
germinacdo e a emergéncia da plantula” (citado por PERRY, 1981). Para a
AOSA (1983), a definigio de vigor de sementes compreende “agquelas
propriedades que determinam o potencial para uma emergéncia rdpida e
uniforme e para o desenvolvimento de plantulas normais sob uma ampla faixa
de condigées ambientais”.

Virios testes t€m sido empregados para determinar o vigor das
sementes de feijdo. No entanto, apresentam resultados pouco esclarecedores
entre os diversos pesquisadores que estudaram o assunto. Neste sentido, o
Comité de Vigor de Sementes da Associagio Brasileira de Sementes
(ABRATES) aferiu testes de vigor para sementes de feijao. DIAS e BARROS
(1992), ao relatarem os resultados, enfatizaram a necessidade de se padronizar
as varidveis e suposigoes envolvidas em cada teste, além da inclus3o de novos
testes, visando maiores subsidios para a selecio de testes eficientes na
avaliagio do vigor de sementes de feijo.

Os testes de germinag@o, tetrazélio e envelhecimento artificial serdo

abordados sob a dtica das limitagbes existentes para sua execugéo.

3.1 Teste de Germinagio

O teste de germinagdo tem por objetivo a obtengiio de informagdes
sobre a qualidade das sementes para fins de semeadura em campo e fomecer
dados que possam ser usados, juntamente com outras informagdes, para
comparar diferentes lotes de sementes (BRASIL, 1992). O teste de germinagio

determina, numa amostra, a percentagem de sementes que desenvolverio



plantulas normais em condi¢des de germinagao favordveis. Foi desenvolvido e
aperfeigoado para avaliar o valor da semente para fins de semeadura e também
para comparar o valor de diferentes lotes (POPINIGIS, 1985). Segundo
CARVALHO, (1986) a qualidade fisiolégica de um lote de sementes pode ser
bem-avaliada usando-se o teste padriio de germinagdo, desde que o lote
apresente alta homogeneidade. Entretanto, se o mesmo apresentar alto grau de
heterogeneidade, o teste apresenta baixa sensibilidade e, neste caso,os lestes de
vigor representam melhor o desempenho das sementes no campo.

O teste de germinagé@o possui algumas limitagbes (BRASIL, 1992). A
realizaco deste teste em laboratério geralmente nao reflete a realidade em
campo, devido as variagSes ambientais que geralmente ocorrem. Devido as
condig¢bes de laboratério, sementes substancialmente deterioradas conseguem
germinar e produzir plantulas que, embora fracas, entram na percentagem de
germinacao classificadas como plantulas normais (DELOUCHE et al., 1976).
O teste de germinagao ndo avalia adequadamente o estddio de deterioragdo das
sementes, a nio ser que esteja em estado avangado de deterioragdo (TOLEDO e
MARCOS FILHO, 1977). As transformagbes degenerativas sofridas pelas
sementes, na maioria das vezes, nao sio detectadas pelo teste de germinagéo,
(ANDRADE ez al., 1993).

De acordo com ROBERTS (1972), a classificagdo das plantulas no
teste padrido de germinagdo, em categorias normais e anormais, estd baseada
quase completamente no critério morfol6gico. Por exemplo, a presenga, ou
auséncia, de vérios 6rgaos, de fraturas e outros danos. Nao hé essencialmente
prescrigdes na classificagio e no procedimento de avaliagao para diferencas
fisiologicas, tais como: velocidade de germinagio, taxa de crescimento de
plantulas, uniformidade de germinagio, etc. As informagdes obtidas pelo teste
de germinagao sdo insuficientes para se determinar o desempenho das sementes

sob condigtes de campo. Desta forma, empresas produtoras de sementes tém



utilizado em conjunto com o teste de germinagio, informagdes obtidas com
testes de vigor. Dessa forma, tem sido crescente a busca pelo desenvolvimento
de testes que, além de adequados, sejam rdpidos. para agilizar as tomadas de
decisdes e aumentar a eficiéncia das atividades envolvidas no controle de
qualidade, visando a produgio e a manutengio de sementes de alto padrio
(BITTENCOURT, 1999). Quando se pretende estudar os processos de colheita,
conservagao, danificagbes mecénicas, fisicas e quimicas, tratamento, enfim
pesquisas em tecnologia de sementes, devem-se incluir informagdes sobre o
vigor, além da germinagio, para se obter concluses mais seguras
(DELOUCHE et al., 1976).

As regras para andlise de sementes prescrevem que, nos testes de
germinagdo realizados diretamente sob a luz solar ou artificial, deve-se ter
cuidado para que a temperatura nio ultrapasse aquela indicada para a espécie,
pois esta é considerada méxima (BRASIL, 1992). Assim, para Phaseolus
vulgares L., recomendam-se de 20° a 30°C alternados, ou 20° a 25°C
constantes, e a variagio nao deve ser maior que * 1°C em cada periodo de 24

horas.

3.2 Teste de tetrazdlio

A avaliagdo da viabilidade da semente assume maior importiincia
quando hé possibilidade das ocorréncias de condigdes adversas a emergéncia
das plantulas no campo. Conhecendo-se a viabilidade das sementes podem-se
adotar procedimentos adequados para a instalagao do campo.

~ O teste de tetrazélio € um teste bastante recomendado, por ser possivel
1 sua realizacéo em poucas horas. Para algumas culturas, como ervilha, soja e

\‘ feijao, a obtengao do resultado néo excede 24 horas (GRABE, 1976). Este teste
|

\.
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/ se baseia na atividade das enzimas desidrogenases, as quais catalisam as
reagdes respiratérias nas mitocondrias durante a glico's'e e o ciclo de krebs. Essa
enzimas reduzem o sal de tetrazdlio (2, 3, 5 ~ trifenil cloreto de tetrazélio) nos
tecidos vivos das sementes (LAKON, 1949; COPELAND et al., 1959;
MOORE, 1985; FRANCA NETO, 1998).
{ No processo de redugdio, as enzimas transferem fons de hidrogénio,
liberados pela respiragéo dos tecidos vivos, para o sal de tetrazélio. Assim, em
contato com as sementes, o tetraz6lio, que é um sal incolor, é reduzido a um
composto nio difusivel de cor vermelha, conhecido como formazan ( BRASIL,
1992). Como essa reagdo processa no interior das células e o pigmento
vermelho ndo se difunde, hd uma delimitagdo definida entre o tecido que
respira (tecido vivo) e o que nao respira, tecido morto (MARCOS FILHO et
al., 1987). Tecidos deteriorados ou danificados mecanicamente, desenvolvem
uma coloragio rdpida, intensa e profunda, enquanto que oOs Vigorosos
apresentam coloragéo suave e brilhante. Os tecidos mortos ndo desenvolvem
coloragdo e mostram-se flicidos (DELOUCHE er al., 1976). O padrio de
coloragio, aliado ao conhecimento das caracteristicas morfolgicas da semente
e da plantula, permite avaliar a presenga, localizacao e natureza dos distirbios
dos tecidos embriondirios (MOORE, 1972). |

A habilidade do analista em reconhecer os sintomas das diversas
caracteristicas provocadas por danos é fundamental para a correta interpretagéo
das causas de perda da viabilidade e vigor das sementes (MOORE, 1985).

Como todo teste, o tetrazélio também apresenta limitagGes e alguns
cuidados devem ser tomados no sentido de se obter resultados mais precisos. A
obtengdo de bons resultados e reprodutiveis exige, principalmente, o
conhecimento especifico da estrutura das sementes e das técnicas de
interpretagao (VIEIRA, 1999). Cada desvio na cor tem uma ou mais causas. E

necessdrio, portanto, o aprimoramento na interpretagdo dessas causas para a



classificagdo de qualidade dos lotes de sementes (VIEIRA E VON PINHO,
1999)

Para DELOUCHE (1976), a falta de padronizagio dos testes de
viabilidade ndo € a principal restrigdo ao uso em programas internos de
controle de qualidade. Mas, o treinamento, as estruturas e o pessoal
inadequado, bem como o uso impréprio das informagdes obtidas, sio
problemas muito mais sérios. Portanto, o grande desafio € obter precisio e
reprodutividade de resultados, para estender o uso destes testes ndo sé em
programas internos de controle de qualidade, como também em testes de rotina
em laboratérios de andlise de scmemesl Para que um teste de viabilidade seja
considerado satisfatério e apresente uma padronizagio de metodologia e de
interpretagdo deve possuir algumas caracteristicas, tais como alta repetibilidade
nos resultados, interpretagio e correlagio com a emergéncia sob certas
condigbes, rapidez, objetividade, simplicidade e viabilidade econdmica
(DELOUCHE, 1976; AOSA, 1983). )\

3.3 Envelhecimento artificial

Em sementes armazenadas \imidas, com teores de 4gua acima de niveis
considerados ideais para o seu armazenamento, a respiragdo se lorna intensa
(CICERO, 1998). Para manter o processo respiratério elevado, a semente gasta
energia, que € produzida pela oxidagdo das substdncias de reservas, o que
provoca a deterioragao (PUZZI, 1986). Esta situagiio agrava-se com a liberagao
de calor proveniente do préprio processo de respiragdo, que condiciona
aumento na temperatura da massa de sementes, acelerando a atividade
respiratéria (CARVALHO & NAKAGAWA, 1988).



Uma sintese da seqiiéncia do processo de deterioragao em sementes foi
proposta por DELOUCHE (1976), no trabalho intitulado “Técnicas de
envelhecimento acelerado para estimar o potencial de armazenamento de lotes
de sementes”. Segundo este aulor, a semente em deterioraglio passa pelas
seguintes fases: degradagdo das membranas celulares, redugéo das atividades
respiratérias e biossintéticas; processo lento de germinagéo; menor taxa de
crescimento e desenvolvimentos de plantulas em campo; aberragGes
morfol6gicas; perda do poder germinativo e, finalmente, a morte.

Um método artificial para provocar a deterioragdo das sementes € o
teste de envelhecimento acelerado. Esse teste é bastante utilizado. Consiste,
basicamente, na exposigido das sementes, em periodos de tempo relativamente
curtos, as duas condigdes ambientais que causam a deterioragdo rapida das
sementes: alta temperatura, entre 41° a 45°C e umidade relativa préxima a 95%
(TEKRONY, er al., 1996). Os efeitos do envelhecimento acelerado nas
sementes sdo avaliados pelo teste de germinagao (AOSA, 1983; HAMPTON e
TEKRONIK, et al., 1996). O teste se baseia no principio de que as sementes
vigorosas sao mais tolerantes as condiges adversas de temperatura e umidade
elevadas e apresentam valores mais altos de germinagio que as sementes de
menor vigor, cuja viabilidade € reduzida quando expostas 4s mesmas condigoes
(DELOUCHE e BASKIN, 1973),

De acordo com KRZYSANOWSKI e FRANCA NETO (1984), no
inicio da década de 1980, pesquisa realizada em laboratérios de andlise de
sementes brasileiro, piblicos e privados, indicou que o envelhecimento
acelerado era o principal teste de vigor para avaliar o vigor de sementes de
soja. O teste de envelhecimento acelerado possui alguns fatores que podem
influenciar nos resultados. A metodologia tradicional do teste de
envelhecimento acelerado preconiza o acondicionamento das sementes em

pequenos recipientes de arame, de plastico perfurado ou de fil6, que sio



pendurados em cavaletes ou dispostos sobre as prateleiras das cimaras de
envelhecimento. Este procedimento causa desuniformidade na exposi¢io das
sementes as condigGes adversas de temperatura e umidade relativa do ar; com
conseqiiente variagio acentuada no teor de dgua atingindo pelas sementes em
fungdo da sua posigio no interior do recipiente onde estio acondicionadas,
produzindo resultados variados e de dificil padronizagio KRZYSANOWSKI &
FRANCA NETO, 1991; MARCOS FILHO ez al., 1987; MARCOS FILHO
1999).

SCAPPA NETO er al., (2001) constataram que diferencas de dois
pontos percentuais de teor de dgua no inicio do teste de envelhecimento
acelerado em amostras de feijao podem comprometer os resultados.

No Brasil, segundo KRZYSANOWSKI e MIRANDA (1990) e
VIEIRA (1999), a principal fonte de variagdo devido a falta de preciséo é a
temperatura das cimaras, que € muito acima da recomendada pela AOSA
(1993). Outros fatores que tém causado variagdo nos resultados do teste de
envelhecimento acelerado sio o regime de temperatura ¢ o pericdo de
envelhecimento adotado pelos laboratérios (KRZYSANOWSKI e FRANCA
NETO, 1991). Nio existe consenso ainda, entre pesquisadores, sobre as
condi¢bes mais adequadas para o envelhecimento acelerado de diversas
espécies de sementes (MARCOS FILHO, 1999). Para classificagéo dos lotes de
sementes quanto ao nivel de vigor, deve-se comparar os resultados de testes de
envelhecimento acelerado realizado no mesmo tipo de cimara (SCAPPA
NETO et al., 2001).

O tratamento com antifiingicos também pode afetar os resultados do
teste de envelhecimento acelerado. DELOUCHE e BASKIM (1973)
verificaram que sementes tratadas apresentavam porcentagens maiores de
germinagio que sementes envelhecidas sem tratamento com fungicida e

recomendaram para o teste, sementes ndo tratadas. Entretanto, TEKRONY
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(1996) destacou a necessidade de se considerar que sementes de milho sio
comercializadas tratadas com fungicidas, de tal forma gue o efeito potencial do
tratamento das sementes sobre o vigor avaliado pelo teste de envelhecimento
acelerado deve ser considerado nos resultados.

Um outro modo de provocar a deterioragio das sementes € o
congelamento. O procedimento consistiu em deixar a semente embeber em
4gua durante 16, horas em caixas gerbox, para favorecer a absorgdo de dgua e a
retomada dos processos fisiolégicos, e submeté-las, apés esse periodo, ao
congelamento a 18°C negativos por 24 horas (LIMONARD, 1968). O
congelamento favorece a formagdo de cristais de gelo, que rompem as

estruturas celulares € matam o embrido da semente (LUCA FILHO, 1987).

3.4 Laser em material biolégico

Na busca de técnicas que permitam a andlise de sementes, segundo
BRAGA JUNIOR er al., (2001), o laser apresenta grande potencialidade. Desta
forma, tem sido pesquisada sua aplicagio para identificar danos em sementes
com fins de avaliar a viabilidade € o vigor.

Algumas caracteristicas especiais da luz laser, associadas a fendmenos
épticos, permitem uma série de aplicagdes na 4rea biol6gica, sendo que, na 4rea
de sementes, apresenta-se como uma ferramenta para analisar a qualidade
delas. O uso do laser nessa 4rea baseia-se no fendmeno conhecido por
“biospeckle”, descrito por RABAL ef al., (1998) e ARIZAGA er al., (1998).
Este fendmeno € bem conhecido em estudos de éptica e ocorre quando o laser
se dispersa sobre uma superficie incidente, a qual exibe algum tipo de atividade
(DAINTY,1975). O speckle pode ser notado quando se ilumina, com luz laser,

material biolégico, como, por exemplo, sementes, frutos, folhas ou em
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fendmenos nio bidlogos como a secagem de pintura, corrosio, dentre outros.
Se o objeto difusor se modifica, os grios individuais do padrio de “speckle”
também alteram a sua forma. Isso permite supor que os padrdes de “speckle”
dindmico contenham informagées sobre o movimento do objeto. Esse
fenémeno é muitas vezes, denominado de “boiling speckle”, devido ao fato de
sua aparéncia visual ser similar a um liquido em ebuligio, podendo também ser
descrito como um fervilhamento luminoso. Por ser diniimico, o “biospeckle”
deve ser analisado com técnicas de processamento de imagens e tratamento
estatistico, uma vez que a observagdo visual permite apenas a identificacdo da
e);isténcia do fenémeno, mas nio permite quantifici-lo (RABAL et al.,1998).

A atividade do “biospeckle” tem sido extensamente estudada e tém sido
propostas algumas formas para se medir a atividade de espécimes bioldgicos,
como por exemplo, fluxo sanguineo (DAINTY,1970, ASAKURA er al., 1981,
OULAMARA et al., 1989, RUTH, 1988).

XU etal., (1985) demonstraram que os “speckles” resultantes de
espalhamento interno apresentam tamanho médio menor do que aqueles
produzidos por espalhamento superficial. Isso se explica pelo fato do feixe de

laser se expandir ao penetrar no material.

A 4dgua € um constituinte béasico de materiais bidlégicos e segundo
BERGKVIST (1997), néo absorve a luz do laser de HeNe a 632 nm. Por outro
lado, em uma semente, a quaniidade de 4gua estd relacionada com a
intensidade do processo metabdlico. Em experimentos, e de forma intuitiva,
observa-se que a umidade estd relacionada com a transmissao da luz pelo

material biolégico, especificamente a semente.

RODRIGUES er al, (2002), estudando diferentes sementes,
verificaram que as sementes apresentavam atividades diferenciadas para um

mesmo grau em porcentagem de umidade, sendo necessério o estudo individual



de cada espécie. Segundo BRAGA JUNIOR (2000), o grande desafio ¢
estabelecer a faixa de dgua adequada para realizagao de experimentos com
“biospeckle” na andlise de viabilidade e vigor de sementes. O autor destaca que
a identificagio, dentro de uma mesma semente, de dreas com niveis de

atividades diferentes, € importante e, para tanto, de tecidos vivos e mortos

separadamente.

Para a andlise de nivel de atividade de material bioldgico, 0 que se tem
proposto com o uso do laser, até o momento, ¢ a andlise das informagdes
retiradas do padrio temporal do speckle proposto por OULAMARA er al.,
(1989).

O padrio temporal do speckle (PTS) constitui-se de uma manipulagio
das diversas imagens obtidas da superficie do objeto iluminado pelo laser. De
cada imagem conseguida, retira-se uma linha ,que estard ao lado da linha da
imagem seguinte. O resultado desse conjunto de linhas é chamado de PTS, uma
vez que ele representa como se comportou uma linha da drea iluminada nas
imagens conseguidas durante o tempo de exposi¢io. Nesse caso, se ocorre
algum movimento na superficie do material, essa mudanca serd transmitida
para a figura do “speckle” formado e, assim, a linha observada serd diferente da
anterior. Esta ¢ uma forma de se avaliar o nivel de atividade do espécime, pois
se o resultado apresentar uma figura completamente distorcida, € sinal de que o
movimento estd intenso. Por outro lado, se a figura formada for composta por
linhas bem definidas, significa que nao estd ocorrendo mudanca na formagao
do “speckle” de uma imagem para a outra, repetindo sempre o nivel de cinza de
antes. As Figuras la e Ib, apresentam um PTS de uma semente de feijao com

alto vigor e baixo vigor, respectivamente.



FIGURA 1a: Imagem gerada de um FIGURA 1b: Imagem gerada de um

PTS alta atividade PTS baixa atividade

Observando-se as Figuras la e 1b, nota-se a diferenga Porém, a
transformagdo da imagem em um indice numérico € importante para a
guantificagio. Um método denominado cilculo de momento de inércia da
imagem do PTS foi utilizado por ARIZAGA et al., (1999), RABELO (2000) e
BRAGA JR (2000). Esse método permite apresentar uma interpretacao
quantitativa para o PTS, baseado nas ocorréncias de valores de intensidade
sucessivos dos “pixels” que compdoem o PTS. RABELO, (2000) denominou
essa técnica como Médulo de Dispersio de Intensidade (MDI), porém, como o
mesmo tem sido predominantemente tratado pela literatura como momento de
inércia, este serd o termo utilizado para se referir a essa técnica, embora nada
tenha a ver com o termo momento de inércia da mecénica. Este método forma
uma matriz com as ocorréncias de intensidade sucessivas e que ¢ denominado

matriz de ocorréncias (MOC), definida assim pela Equagéo 1:



MOC =|Nij) (1)
Em que:

MOC - matriz de ocorréncia

Nj; - nimero de ocorréncias de intensidades

i,j - intensidades sucessivas

Nesta equagio, Ny representa uma logica que identifica quantas vezes
ocorreu a intensidade i, seguida da intensidade j e, em uma matriz de 256 X
256 ( em que de 0 a 256 tem-se a faixa de intensidades codificadas em 8 bits ),
faz-se o computo de todas as ocorréncias. As Figuras 2a ¢ 2b representam a
MOC. Uma vez montada a MOC, observa-se que a diagonal principal esta
relacionada com intensidades que ndo variam no tempo, enquanto fora da
mesma aparecem as Ocorréncias que caracterizam uma mudanga no tempo.
Desta forma, quanto mais afastada da diagonal estiver a ocorréncia, maior a
mudanga na intensidade do pixel i para o pixel j. Assim, por meio da matriz de
ocorréncia € possivel analisar o nivel de alteracio do speckle observado no

tempo.

FIGURA 2a: Matriz de ocorréncia FIGURA 2b: Matriz de ocorréncia
de um matenal de alta atividade. de um material de baixa atividade



Para normalizar a matriz de ocorréncias, cada valor é dividido pelo
nimero total de ocomréncias de cada linha detectada na imagem, como
representado na equagdo 2. Dessa forma, o somatério de todas as ocorréncias
em cada linha torna-se igual a unidade, resultando em uma matriz de
ocorréncia modificada (MOM). Apés este processo, atribuem-se valores de
intensidade para cada valor de ocorréncia normalizada, de forma que o maior
valor seja equivalente ao branco ou 256 e o menor seja equivalente ao negro ou
0.

Em que:
Nj; — nimero de ocorréncias de intensidades sucessivas

Normalmente, o que se faz primeiro é normalizar a MOC,
transformando a mesma em uma matriz que identifica, na forma de
intensidades ( 0 a 256 ), os valores das ocorréncias. Essa nova matriz, (MOM
ou matriz de ocorréncia modificada) é utilizada para plotar o gréifico que
representa o grau de dispersdo em tomo da diagonal. Dessa forma, o momento
de inércia pode ser também calculado baseando-se na mesma. A equagao 3

apresenta a operago para a obtengio do momento de inércia.
MI=Y M-} 3)

Em que:
MI - momento de inércia.
1 - intensidade ( linha).

) - intensidade ( coluna).



M;; - nimero de ocorréncia, valor da matriz na posi¢io ( linha i, coluna j).

4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado nos Laboratérios de Laser e Optica e no de
Processamento de Produtos Agricolas, do Departamento de Engenharia, e no
Laboratério de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade
Federal de Lavras.

A pesquisa foi dividida em duas fases, a saber:

- determinagio da faixa ideal de dgua da semente para iluminagio;
- utilizagio do laser na diferencia¢do de tecidos vivos de tecidos mortos em

sementes.

4.1 Experimento de umidade - determinacio da faixa ideal de dgua da

semente para iluminacio

Foram realizados dois experimentos em datas distintas. O primeiro foi
realizado nos meses de janeiro e fevereiro de 2002 (Fase 1) e o segundo em
outubro e novembro de 2002 (Fase 2), ambos com delineamento em blocos
casualizados, sendo trés dias de experimento, conseqiientemente, trés
repeticoes ou blocos. Cada bloco continha um grupo homogéneo de sementes
em 10 graus de umidades predeterminadas, ou seja, dez tratamentos. Para
iluminagao, foram retiradas de cada tratamento sete sementes aleatoriamente,

somando um total de 70 sementes iluminadas em cada dia.

Em ambos os experimentos, foram utilizados, cerca de 2kg de sementes

de feijao (Phaseolus vulgaris L.), colhidas com um més antes de se iniciar o
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preparo dos espécimes. Foi determinado o teor de dgua inicial, conforme
metodologia proposta por BRASIL (1992). Para se obter os teores de dgua,
partiu-se da umidade inicial, e os demais teores foram acrescidos de

aproximadamente de 2% de dgua, até totalizar 10 amostras de sementes.

Para se elevar o teor de 4gua das sementes, foram separadas, entdao, em
9 amostras contendo 50g de sementes cada uma das amostras. As sementes
foram colocadas em uma caixa higrostat com circulagdo de ar forgado,
contendo, ao fundo, cloreto de sédio para fase 1 e nitrato de potdssio PA para a
fase 2, até que as sementes deixassem de absorver dgua. Ao conhecer o teor de
dgua inicial das amostras, encontraram-se os outros niveis aproximados de
dgua por pesagem. A medida que as sementes foram chegando ao peso
preestabelecido, isto é, partindo do peso inicial acrescido de 2%, foram
retiradas da caixa higrostat e colocadas em sacos plésticos e, em seguida,
foram colocadas em uma lata de aluminio e colocadas dentro de uma camara
fria de 10°C. Como na caixa higrostat niio é possivel obter os teores mais altos
de 4gua na semente, colocaram-se, depois de dez dias de permanéncia na caixa

higrostat, no germinador.

Para a fase 1, conseguiu-se elevar o teor de dgua nas amostras até
19,8% b.u.Os outros tratamentos foram conseguidos no germinador. J4 para a
fase 2, conseguiu-se elevar o teor de dgua na semente até 24,6% b.u. O cilculo

para se estimar o peso das amostras apés o ganho de dgua, foi baseado na

equacio 4.

100X (Ui - Uf) @

P == o0-un)

Em que:

Ui - Umidade inicial da amostra.
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Uf - Umidade final que se deseja alcangar.
P(%) - Peso.

Pela equagiio 4, obtém-se valores em porcentagem, o que, multiplicado
pelo peso da amostra, chega-se a quantidade de dgua que deve ser adicionada

(neste caso) ao lote, a fim de se obter a umidade final desejada.

Dos 50g iniciais de sementes de cada amostra, retiraram-se sete
sementes para iluminagio com laser ¢ o restante foi utilizado para se
determinar o verdadeiro teor de 4gua em cada amostra, seguindo a metodologia
proposta por BRASIL (1992).

A iluminagio foi realizada em trés dias, a temperatura ambiente, no
Laboratério de Laser e Optica da Universidade Federal de Lavras. As sementes

foram retiradas da cimara fria com antecedéncia de 12 horas da iluminagdo.

4.2 Utilizacéio do laser na diferenciaciao de tecidos vivos de tecidos de

mortos em sementes

Neste experimento, foi utilizada uma amostra de sementes de feijao
(Phaseolus vulgaris L.). O delineamento experimental foi planejado em DIC
(delineamento inteiramente casualisado). Foram utilizados dois tratamentos:
sementes com alto vigor ¢ sementes mortas A baixa temperatura. Foram
iluminadas 110 sementes de cada tratamento. A ordem da iluminagdo foi
sorteada entre os dois tratamentos, a cada iluminagéo.

O primeiro passo para preparar as sementes para iluminagio com luz
laser foi determinar o teor de dgua da amostra pelo método da estufa a 105
1°C, durante 24 horas, com duas subamostras tendo 25g de sementes em cada

subamostra. As amostras foram divididas em duas subamostras, sendo uma
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subamostra de alto vigor e viabilidade, enquanto que outra foi submetido 2
baixa temperatura. O procedimento consistiu em deixar a semente embeber em
dgua durante 16 horas, em caixas gerbox, para favorecer a absor¢fio de dgua e a
retomada dos processos fisioldgicos € submeté-las, ap6és esse perfodo, ao
congelamento a 18°C negativos por 24 horas. O congelamento favoreceu a
formagao de cristais de gelo, que rompem as estruturas celulares € matam o
embrido da semente.

Para se reduzir os efeitos do teor de dgua na iluminagdo, as duas
subamostras, foram pesadas para padronizagdo. Determinou-se o peso das
sementes quando as duas subamostras atingissem 18% b.u. Em seguida, foram
colocadas em uma caixa hidrostdtica com circulagio de ar forgado, contendo ao
fundo nitrato de potdssio PA, até que as sementes atingissem o peso
predeterminado, o que ocorreu em 24 horas.

Para se verificar a viabilidade e vigor dos lotes, foram conduzidos o
teste de germinagdo e o teste de tetrazdlio, seguindo a metodologia proposta
por BRASIL (1992). O teste de germinagéio foi conduzido com quatro
repeticdes de S0 sementes por subamostra, em rolo de papel toalha, em
germinador, regulado a 25°C, embebido em 4gua destilada na guantidade de 2,5
vezes 0 peso do substrato seco, visando adequado umedecimento, com as
contagens feitas no 5° ¢ 9° dias ap6s a semeadura. O teste de tetrazélio foi
conduzido com quatro repetigdes de 50 sementes por subamostras; as sementes
foram embaladas em papel toalha umedecido e mantidas nesta condi¢do por um
periodo de 16 horas, 4 temperatura de 25°C, sendo as embalagens colocadas no
germinador (cmara imida). Apés o pré-condicionamento, as sementes foram
colocadas em frascos béquer, sendo totalmente submersas na solugio de
tretazélio (0,1%). As semenles permaneceram, assim, a temperatura de 35°C
por 4 horas. Alcangada a coloragdo, as sementes foram lavadas com dgua e

mantidas submersas até o momento da avaliagao.
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Antes da iluminagdo, as sementes foram submetidas ao teste de
sanidade para verificar a presenga de fungos. A metodologia utilizada foi a de
incubar as sementes em papel de filtro com restri¢io hidrica. As sementes
foram distribuidas em Placas de Petri de 15 cm de diametro, sendo quatro
repeticdes (25 sementes por Placa de Petri) contendo trés folhas de papel de
filtro previamente esterilizadas e umedecidas com solugbes osmoticas,
previamente esterilizadas, de cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potissio (KCI)
e manitol. Foram utilizadas solucdes osmdticas com potencial de —1 Mpa para
umedecer o papel de filtro usado para incubar as sementes. As sementes foram
incubadas em camara com temperatura de 20°C £ 2°C e fotoperiodo de 12
horas de luz negra, durante sete dias para a primeira contagem e por mais sete

para verificar a presenca de Colletotrichum lindemunthianum.

4.3 Definicio do “set-up” de iluminagao, captura e tratamentos de imagens

Nesta etapa foram utilizados: um laser de He-Ne de 632.8 nm, lente de
dispersio do feixe e um sistema de aquisi¢iio digital de imagem composto de
uma cimara CCD (charge coupled detector); microcomputador, processador
de imagens, (Placa “Imagenation - Vision System Specialists”) fabricado pela
“Imagenatin Corporation™ e aplicativo computacional em C++ para tratamento
de imagens. A Figura 3 apresenta o “set up” bdsico de iluminagdo de uma

semente com todo o aparato necessdrio para a obtencao das imagens.



CCD

E :ll/\/l.

Dispersor el ——

Lente X10

FIGURA 3 :“Set up” de iluminagio e captura de imagens.

As imagens dos padrdes de “speckle” foram capturadas a uma taxa de
0,08 segundos, totalizando 512 imagens por semente €, em seguida gerado o
padrdo PTS para cada uma, por meio do programa captura, desenvolvido pelo
Niicleo de Estudos de ()plica e Laser na Agropecudria - NeOLaser. Os padroes

PTS foram entdo analisados pelo método de Momento de Inércia.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Determinacio da faixa ideal de 4gua na semente para iluminacio

5.1.1 Fase 1 Experimento de umidade

Nesta fase, as sementes foram umedecidas em uma caixa higrostat
contendo solu¢do salina de cloreto de sédio ao fundo. Esta solu¢do aumenta a
umidade relativa do ambiente. Com o aumento da umidade relativa, a semente
tende ao equilibrio higroscépio, aumentando seu teor de dgua na semente até€ o
limite desejével de cada tratamento.

As sementes submetidas ao laser apresentaram germinagdo de 87%.
Ap6s testar a normalidade dados, foi feita andlise de varidncia, sem a
necessidade de fazer a transformagdo dos dados, pelo programa estatfstico
SISVAR 4.3. A Tabela 1 apresenta a andlise de variéncia, onde se observa que
ocorreram diferencas significativa no momento de inércia para os tratamentos e

entre os dias em que se realizou as iluminagGes.

TABELA 1. Quadro de anélise de varidncia do momento de inércia obtidos da
média de cada tratamento. UFLA, Lavras, MG, 2002.

FV GL SQ QM Fe Pr>Fc
Tratamento 9 210879,504 23431,056 17,403 0,0000
Bloco 2 25094,694 12547,347 9,320 0,0001
erro 198  266577,347 1346,350

T. Corrigido 209 502551.544813

CV%=98.52; Média geral: 37.2419726; Numero de observagoes: 210
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Analisando-se o Grifico 1 nota-se que o momento de inércia nio

apresenta uma relagdo linear com o nivel de umidade.

Entretanto, para niveis de umidade entre 14% ¢ 19,8% b.u., observa-se
uma linearidade. Esta instabilidade pode ter ocorrido devido a evaporagio de
dgua, ou mesmo a semente ter iniciado, ap6s este nfvel de umidade, o processo
de germinagdo. A Tabela 2 apresenta o teste de comparagio de médias de
Tukey, onde se observa, na regiio de baixa umidade, abaixo de 22% b.u.,

valores que ndo apresentam diferengas significativas entre si.

TABELA 2. Valores médios de momento de inércia obtidos na fase 1 da anilise
do“biospeckle” de sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L) com
diferentes nfveis de umidade. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Tratamentos Umidade Médias

1 13,8 14,223997 a
2 16,6 15,175864 a
3 17,9 15,762162 a
4 19,8 16,668738 a
5 21,3 29,179422 a
6 22,2 16,134933 a
7 23,5 68,221444 b
8 26,5 23,568357 a
9 28,4 58,611392 b

10 29,7 114,87341 ¢

Médias seguidas da mesma letra nio diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey, a 1% de probabilidade
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GRAFICO 1. Tendéncia das médias dos valores de momento de inércia
para cada valor de umidade para fase 1. UFLA, Lavras,
MG, 2002

5.1.2 Fase 2 - Experimento de umidade

Nesta fase, as sementes foram umedecidas em uma caixa

higrostat contendo solugio salina de nitrato de potdssio.

Verificada a normalidade dos dados, procedeu-se a andlise de variancia.
A Tabela 3 apresenta a andlise de varidncia onde se observa que ocorreu

diferengas significativa no momento de inércia para os tratamentos e entre os



dias em que se realizaram as iluminagdes. Este resultado mostra que a umidade
influencia no *speckle” dinimico. As médias dos tratamentos sdo apresentadas
na Tabela 4, onde 1ambém ¢ apresentado o teste de comparacio de médias de
Tukey. Na Tabela 4 também se observa que, para os tralamentos de 1 a 6, a
umidade interfere pouco nos valores de momento de inércia, entretanto a partir
de 24,62% b.u., a influéncia da umidade interfere no momento de inércia para

sementes com o mesmo nivel de atividade.

TABELA 3. Quadro de andlise de varidncia do momento de inércia

obtidos da média de cada tratamento na fase 2. UFLA,
Lavras, MG, 2002.
FV GL SO OM Fc Pr>Fc

Tratamento 9 284545290851 31616,143428 56,402 0.0000
Blocos 2 41903,378130  20951,689065 1,371 0.0000
Erro 185 103701,399092 560,548103

Tcor. 196 430150.068073

CV% = 53,37,
Média geral: 44.3614721;
Nimero de observagbes: 197

Pode se observar na tabela 4, que até o nfvel de umidade de 18,93%
b.u., ndo existe uma diferenca significativa a nivel de 1% de probabilidade.
Ap6s a umidade de 18,93% b.u., 0 Momento de Inércia comegou a possuir
uma diferenga significativa a nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de
Tukey. Na tabela 4, sdo apresentados os valores médios dos tratamentos
encontrada para cada um dos niveis de umidade, nos 3 blocos. Percebe-se que
h4 uma influéncia da umidade nos valores de Momento de Inércia. Contudo,
ap6s o teor de dgua de 18,93 b.u.,, o Momento de Inércia passou a aumentar

muito em relagao aos niveis de umidade mais baixos.
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TABELA 4. Valores médios de Momento de Inércia obtidos na fase 2 da
andlise do “biospeckle” de sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris

L) com diferentes niveis de umidade. UFLA, Lavras — MG, 2002.

Tratamentos Umidade % (b.u.) Médias
1 11,00 7,57a
2 15,20 15,52 ab
3 16,80 18,91 ab
4 17,24 19,07 ab
5 18,93 21,23 ab
6 20,89 35,97 be
7 24,62 54713 ¢
8 23,44 58,76 ¢
9 26,60 104,77 d
10 29,7 13522 e

As médias seguidas da mesma letra néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey, ade 1% de probabilidade.

O Griéfico 2 apresenta a variagio do momento de inércia com a
umidade das sementes, onde se observa que o momento de inércia cresce
exponencialmente com a umidade, evidenciado por um alto coeficiente de

determinagio R? = 0,9822.

Percebe-se que as duas fases, até o nivel de umidade de 19% b.u, foram
semelhantes. Os dois experimentos foram feitos seguindo-se a mesma
metodologia, com excegdo do sal utilizado. No primeiro, foi utilizado o cloreto
de sédio hidrofébico e no segundo, utilizado o nitrato de potdssio PA. Na Fase
1, os resultados mostram que o MI apresentou uma certa estrutura somente nos
niveis de umidade mais baixo € em niveis mais altos de umidade ocorreu uma
grande instabilidade dos valores, isto €, tormaram mais caéticos. Esta
instabilidade ndo ocorreu no segundo experimento. Isto pode ter ocorrido pelo

fato de que usando a caixa higrostar com cloreto de sédio, ndo se consegue
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aumentar o teor de dgua da semente mais que 18 % b.u. Apds este valor, as

sementes foram colocadas em um germinador.

Grifico 2
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140 | 2
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GRAFICO 2. Tendéncia das médias dos valores de Momento de Inércia para
cada valor de umidade para fase 2. UFLA, Lavras — MG, 2002.

O germinador faz com que a semente absorva dgua numa velocidade
muito grande além disso, existe uma precipita¢o no teto que, inevitavelmente,

umedece as telinhas com as sementes, tornando a umidade n3o uniforme.

No caso do experimento em que utilizou-se nitrato de potdssio

PA na caixa higrostat, conseguiu-se valores de teor de dgua na faixa de
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25% de b.u., consegiientemente menor tempo de permanéncia das

sementes no germinador e menor influéncia do mesmo.

5.2 Diferenciacio de tecidos vives e mortos em sementes

Os tecidos mortos das sementes foram submetidos ao laser, e os
momentos de inércia obtidos foram analisados pela andlise de varidncia. A
Tabela 5 apresenta a andlise de varifincia, onde se observa que ocorreu
diferencas significativas no momento de inércia para os tratamentos. Os valores
ndo apresentaram uma normalidade, sendo necessdrio proceder a transformagdo

Jog. n para a andlise.

TABELA 5. Quadro de Anilise de Varifincia dos valores /n Momento de
Inércia obtidos da média de cada tratamento. UFLA, Lavras, MG,

2002.
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Sementes 1 16,770908 16,770908 23,391  0,0000
Erro 196 140,530148 0,716991

T corrigido 197 157,3010

CV% = 18.87;
Média geral: 4,51;
Niimero de observagoes: 198

O teste de Tukey foi usado, assumindo varidncias homogéneas, para

identificar quais tratamentos diferem entre si. Os resultados obtidos sdo
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apresentados na Tabela 6, onde se observa que o momento de inércia consegue

separar sementes de tecidos vivos de sementes de tecidos mortos.

TABELA 6. Valores médios de Momento de Inércia obtidos na anélise do
“biospeckle” em tecidos vivos e mortos em sementes de feijdo
(Phaseolus vulgaris L). UFLA, Lavras. MG, 2002.

Tratamento Meédias do M1
Mortas 4,210234a
Vivas 4,792573 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
Si, pelo teste de Tukey, a 1% de probabilidade.

Conforme se observou, o método do “biospeckle™ consegue diferenciar
os tecidos vivos de tecidos mortos em sementes, o que foi evidenciado pelo
teste de Tukey. Isto se explica pelo fato de que em uma semente vidvel ha
metabolismo, o mesmo ndo ocorrendo em uma semente invidvel. Como as
sementes estavam com o teor de 4gua muito préximo umaé das outras, a 4gua
nas sementes ndo influenciou na diferencia¢do dos resultados. Assim, pode-se
considerar 0 momento de inércia como capaz de identificar tecidos vivos de
tecidos mortos.

O “blotter test” mostrou que a presenca de fungos nas sementes era
pequeno a ponto de ndo interferir nos resultados, como apresenta a Tabela 7,
mas, foi observada presenga de bactérias sapréfitas nas sementes que foram
inviabilizadas pelo congelamento. As bactérias sapréfitas atacam tecidos
mortos. Ainda ndo é de conhecida a influéncia de bactérias e fungos nos
resultados de “biospeckle”. Como as bactérias possuem atividade, podem ter

contribuido para que os valores de momento de inércia das sementes
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inviabilizadas pelo congelamento atingissem médias maiores nos valores de

momento de inércia.

TABELA 7. Principais fungos encontrados na avaliagdo da sanidade de
sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L), pelo método do
Blotter Test. UFLA, Lavras - MG, 2002.

Sementes Fungos Fungos (%)
‘ ~ Fusarium spp 1,5
Clodosporum spp 1,5
Tecido Vivo Aspergillus spp 1,0
Alternaria spp. 1,0
Penicillium spp. 0,5
Coletotrichum lindemunthianum 0,0
Tecido Morto Fusarium spp 30
Coletotrichum lindemunthianum 0,0

Pelo teste de germinagiio e viabilidade constatam-se que as sementes
submetidas ao congelamento estavam 100% mortas. J4 as sementes vivas
estavam com uma 6tima viabilidade e germinagao pelo Teste de Tukey, a de 5%

de probabilidade, como apresentado na Tabela 8.

TABELA 8. Valores médios de viabilidade e germinagiio de sementes de  feijao
(Phaseolus vulgaris L). UFLA, Lavras - MG, 2002.

Sementes teste de germinacao (%) teste de tetrazélio (%)
Vivas 92a 96a
Mortas Ob 0b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey,
a de 5% de probabilidade.

31



Para evitar influéncia da umidade na comparagiio dos resultados, buscou-
se manter as amostras abaixo de 19% b.u. o que pode observado na Tabela 9,

onde se observa a igualdade nas médias pelos Teste de Tukey.

TABELA 9. Valores de umidade conseguidos ap6s obter os tratamentos.

UFLA, Lavras, MG, 2002.
sementes Umidade % (b.U.)
Vivas 18,25a
Montas 18,82a

Médias seguidas pela mesma letra niio diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey, a de 5% de
probabilidade.



6 CONCLUSOES

Conclui-se que existe uma faixa ideal de 4gua na semente, onde ocorre
uma pouca influéncia da umidade. Esta faixa esta compreendida entre 11% ¢
19% b.u. Para que a 4gua ndo seja um fator limitante, acima de 19% b.u., deve-
se trabalhar as amostras nos mesmos valores de porcentagem de 4gua, para a

correta avaliag@o.

Conclui-se também que a técnica do “biospeckle” consegue separar
tecidos vivos de tecidos mortos em sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris L).
Assim, pode-se afirmar que a técnica do “biospeckle” poder4 ser usada como

um indicador de viabilidade de feijdo no futuro.
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7- TRABALHOS FUTUROS

O controle do nivel de umidade que serd utilizado nos experimentos é
crucial, uma vez que a umidade influencia nos resultados. Como citado na
secdo 5.1, hd um nivel de umidade que € o limite para que a andlise de
sementes possa ser realizada utilizando a técnica do “biospeckle” sem maiores
cuidados com a diferenca de umidade entre as amostras (19% b.u). Contudo,
torna-se necessdrio realizar-se novos experimentos que trabalhem dentro do
intervalo delimitado superiormente pela umidade limite que foi obtida (21,3%
b.u). Isto € necessdrio para a confirmagio deste limite que viabiliza o uso da
técnica do “speckle” dinimico, bem como, confirmar que dentro deste

intervalo ndo serd possivel distinguir os nfveis intermedi4rios entre si.

Um outro trabalho que serd de suma importancia serd verificar a

influéncia de fungos e bactérias no uso da técnica de “biospeckle”.

Serd importante também trabalhar com diferentes tempos de
envelhecimento de sementes para verificar a sensibilidade do laser ao trabalhar
com sementes. Por fim, recomenda-se, iniciar os trabalhos para identificar

dreas vivas e mortas dentro de uma mesma semente.
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