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RESUMO

As raizes sdo 6rgaos da planta responsaveis pela fixagdo dos vegetais no
solo, absor¢do e condugdo de agua e sais minerais. Entender o comportamento
do sistema radicular ¢ fundamental para o desenvolvimento de novas técnicas
que melhorem a producdo de alimentos, todavia a maioria das raizes ¢
subterrdnea, o que torna trabalhoso os estudos envolvendo esses 6rgdos. A
técnica da cultura de tecidos permite o desenvolvimento de explantes em meios
acondicionados, com os nutrientes necessarios ao seu crescimento. Esse método
pode ser utilizado em estudos envolvendo sistemas radiculares, acrescentando
informagdes visuais importantes para descrever o comportamento desses 0rgaos
e possibilitando a aplicagdo de técnicas oOpticas. O biospeckle é um padrio de
interferéncia formado quando um material biolégico ¢ iluminado por uma luz
coerente, permitindo o acompanhamento da atividade bioldgica de tecidos
vegetais e animais. O objetivo deste trabalho foi analisar o comportamento do
sistema radicular em meios de cultura durante o seu crescimento por meio da
técnica oOptica do biospeckle no dominio da frequéncia. Os padroes de
interferéncia foram coletados em configuragdes experimentais distintas e
processados pelas técnicas de Fujii e DG antes e apos a filtragem das imagens
com a transformada de wavelets. Foram analisadas as funcdes wavelets de
Daubechies ¢ Morlet na decomposigdo dos sinais. Os resultados mostraram que
foi possivel identificar regides de atividades bioldgicas distintas no sistema
radicular ao longo do seu crescimento. Observou-se também o comportamento
das raizes quando estas identificam um bloqueio para o seu crescimento. Em
alguns momentos, ocorreu uma paralisagdo da atividade bioldgica das raizes
sendo observado também que as raizes se anteciparam aos obstaculos interpostos
ao seu crescimento, mudando sua trajetoria em busca de alternativas. As analises
em frequéncia apresentaram um ganho de informagdes sobre a atividade
biologica, em que as altas atividades se manifestaram nas altas frequéncias e
baixas atividades nas baixas frequéncias. A adocdo das wavelets Daubechies e
Morlet, por meio de andlises graficas, revelou-se limitada, podendo induzir a
interpretagdes erroneas e carecendo de analises numéricas.

Palavras-chave: Raizes. Speckle dindmico. Analise espectral.



ABSTRACT

The plant roots are organs responsible for to fix the plant in the soil, as
well as for to absorption and conduction of water and minerals. Understanding
the behavior of the root system is important to the development of new
techniques that upgrade food production, but most roots are underground, which
makes laborious the studies involving these organs. The tissue culture technique
allows the development of explants in pack means with the nutrients necessary
for their growth. This method can be used in studies involving root systems,
adding important visual information to describe the behavior of those tissues and
allowing the application of optical techniques. The biospeckle is an interference
pattern formed when a biological material is illuminated by coherent light,
allowing the monitoring of the biological activity of plant and animal tissues.
This study objectified to analyze roots in tissue culture during its growth through
the biospeckle technique in the frequency domain. The interference patterns
were collected in different experimental settings and processed by Fujii and DG
techniques before and after filtering the images with the wavelet transform. It
was analyzed the functions of Daubechies and Morlet wavelets in the
decomposition of the signals. Results showed that it was possible to identify
areas of distinct biological activities in root tissue during its development. It was
also observed that the behavior of the roots when they identify a obstruction for
their growth. In a few moments, there was a paralyzing of the biological activity
of roots and it was also observed that the roots anticipated themselves to the
obstacles interposed, changing its growth trajectory in search of alternatives. The
frequency analysis showed a gain of information on biological activity, where
high activities were manifested in the high frequencies and low activity at low
frequencies. The adoption of the Daubechies and Morlet wavelets through
graphical analysis proved to be limited, and they may lead to misinterpretations,
and needing of numerical analysis.

Keywords: Roots. Dynamic speckle. Spectral analysis.
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1 INTRODUCAO

A estimativa da populagdo mundial em 2030 ¢é de 8,3 bilhdes de pessoas,
apresentando um aumento de 21,16% nos proximos 20 anos, sendo que a
demanda por alimentos e energia devem aumentar em 50% e a demanda por
dgua potavel deve aumentar em 30% (INTERNACIONAL UNITED STATES
CENSUS BUREAU, 2010).

As previsdes quanto a demanda por alimentos revelam a necessidade de
aumentos significativos na producdo, sem que seja necessaria a abertura de
novas areas agricultaveis, em especial evitando a reducdo de biosistemas
nativos. Esse desafio de aumento de produgdo sem aumento de area agricultavel
s0 pode ser conseguido com o aumento da produtividade, e dessa forma, um
grande desafio é conhecer a arquitetura do sistema radicular, uma vez que o
tamanho ¢ a distribuigdo das raizes dentro do volume de terra sdo algumas
caracteristicas importantes para aumentar a eficiéncia das raizes no suporte das
plantas e na captura de agua e nutrientes do solo.

A maioria dos sistemas radiculares ¢ subterrdnea e esse fato torna
trabalhosos os estudos desses orgdos, fazendo com que experiéncias para o
estudo do crescimento de raizes utilizem técnicas destrutivas e invasivas.

O estudo do sistema radicular em meios de cultura tem sido uma
importante ferramenta, pois possibilita o desenvolvimento de explantes em
meios acondicionados em tubos de ensaio, ¢ essa configuracdo permite o
acompanhamento visual do crescimento da planta e de sua respectiva raiz, o que
abre espaco para a adocdo de técnicas Opticas e analise de imagens durante o
monitoramento da amostra.

O speckle dindmico, que também ¢é conhecido como biospeckle quando
aplicado em materiais biologicos, ¢ uma técnica Optica que processa os padroes

de interferéncia formados quando um material é iluminado por uma luz coerente.
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E uma técnica ndo destrutiva e que vem sendo validada como um método de
quantificagdo da atividade bioldgica em tecidos vegetais, sendo que, do ponto de
vista do biospeckle, a atividade bioldgica ¢ o resultado de movimentos
moleculares e de estruturais do material biologico.

A analise do biospeckle se da por técnicas de processamento de imagens
¢ tratamento estatistico, e que pode ser uma analise grafica da variacdo temporal
dos padrdes de interferéncia ou uma analise numérica. As técnicas graficas sao
realizadas por meio do processamento de imagens que resultam em mapas,
indicando a variabilidade espacial da atividade biologica. Além da classificacao
grafica e numérica, a técnica do biospeckle pode ser também dividida quanto a
analise no dominio do tempo ou no dominio da frequéncia. As andlises no
dominio da frequéncia de dados provenientes do biospeckle tem sido uma
alternativa para muitas aplicagdes, permitindo a filtragem e contraste de imagens
além da busca por marcagdo em frequéncias de fendmenos que contribuem para
a formagdo dos padrdes de interferéncia no tempo.

A seguir sao descritas as metas deste trabalho, com os objetivos gerais ¢

especificos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo para analisar o comportamento do

crescimento de raizes em meio de cultura, usando o biospeckle.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

propor uma metodologia para monitorar e diferenciar areas de maior
e menor atividade bioldgica em uma ponta de raiz;

analisar o comportamento do sistema radicular ao aproximar de uma
camada de maior resisténcia a penetragao;

validar a metodologia para o acompanhamento global do
crescimento das raizes;

analisar diferentes técnicas de filtragens e definir marcadores de
freqiiéncia;

elaborar um video ilustrando o comportamento dindmico da
atividade biologica no sistema radicular ao longo de seu

crescimento.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vegetais ¢ uma técnica com grande aplicacdo na
agricultura, na qual explantes s3o isolados de um organismo vegetal,
desinfetados e cultivados assepticamente, por periodos indeterminados em um
meio de cultura apropriado (ANDRADE, 2002).

Os explantes sdo segmentos de tecidos ou orgdos vegetais utilizados
para iniciar uma cultura in vitro, podendo ser fragmentos de folhas, de raizes, de
caule ou de qualquer tecido que responda as indugdes no meio de cultura com
vista a regeneracdo in vitro (TORRES et al., 2000).

Esses pequenos fragmentos de tecidos vivos sdo inseridos em um meio
contendo todos os nutrientes necessarios ao crescimento da planta e que podem
ser liquidos ou so6lidos. Os meios liquidos possuem a vantagem de serem mais
homogéneos, de facil preparo e de menor custo que o meio solido, entretanto,
exige algum tipo de suporte ou agitacdo para fornecer o oxigé€nio necessario para
a respiragdo do explante. No caso do meio sélido, ¢ necessaria a utilizagdo de
meios solidificantes (como, por exemplo, 0 agar) nos quais as concentragdes
otimas de sais sdo superiores as concentracdes Otimas para o crescimento em
meio liquido (PASQUAL, 2001) e possibilita analisar o crescimento da planta
em meios com diferentes resisténcias mecanicas a penetragao.

O meio de cultura deve suprir tecidos e 6rgdos cultivados in vitro com
0s nutrientes necessarios ao crescimento, € convém registrar que para cada
situagdo — explante, espécie, cultivar, objetivo — o meio mais adequado e
eficiente ¢ variavel (PASQUAL, 2001).

A cultura de tecidos pode ser empregada no melhoramento e

multiplicagdo de material genético, troca e avaliagdo do germoplasma e
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produgdo de mudas livres de virus (FERREIRA et al.,, 1998) e intimeros
trabalhos vém sendo desenvolvidos nesse contexto, destacando a avaliagdo das
brotagdes de videira “VR043-43” em diferentes meios de cultura (MACHADO
et al., 2007); desenvolvimento de um protocolo de germinagdo e propagagdo in
vitro para o porongo (Lagenaria siceraria) (BISOGNIN et al., 2008); estudo da
produ¢do de mudas de mamona (Ricinus communis L.) em tubetes de diferentes
capacidades volumétricas (AVELAR et al., 2006); analise do comportamento da
atividade biologica nos sistemas radiculares de mudas de café (Coffea arabica) e
eucalipto (Eucalyptus gradis) por meio da técnica do biospeckle (BRAGA et al.,
2009); avaliagdo de meios de cultura que melhor favorecessem a produgdo de
conidios do fungo Botryotinia ricini, causador da doenca mofo cinzento em
mamoneiras (CHAGAS et al., 2009); e varios outros trabalhos.

Uma caracteristica da técnica de tecidos de cultura ¢ a possibilidade
quase absoluta de controle do crescimento das plantas (PASQUAL, 2001) e essa
peculiaridade a torna uma importante ferramenta em pesquisas envolvendo
sistemas radiculares, com a vantagem de ser um método ndo invasivo e permitir

informagdes visuais do 6rgdo em estudo.

3.2 Sistema radicular

As raizes sdo os orgdos do corpo da planta responsaveis pela fixagdo da
planta no substrato, absor¢do e conducdo da agua e sais minerais (CUTTER,
1987). Em geral sdo subterraneas, entretanto ha sistemas radiculares aéreos.

Entender o que acontece abaixo da superficie do solo, principalmente
com relagdo ao crescimento e a distribuicdo de raizes no perfil, ¢ uma ardua
tarefa (VASCONCELOS et al., 2003), entretanto esses estudos sdo de suma

importancia para a criacdo de uma agricultura mais eficiente ¢ o biospeckle ¢
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uma técnica que pode contribuir para maiores esclarecimentos sobre esses
orgaos, com a vantagem de ser um método nio invasivo.

Diversos trabalhos ressaltam a importancia do sistema radicular como
fator para uma agricultura mais eficiente. Bengough et al. (2006) avaliaram o
efeito de diferentes tensdes fisicas do solo sobre o sistema radicular durante o
processo de colheita e analisaram o crescimento e a dindmica de resposta da raiz
as mudangas das condigdes fisicas de terra; Borges et al. (2008) analisaram a
distribui¢ao do sistema radicular da bananeira Prata-Ana em duas frequéncias (3
e 15 dias) de fertirrigagdo com uréia; Garcia et al. (2009) avaliaram o
crescimento aéreo e radicular do arroz submetido a diferentes doses de fosforo

na presenga e auséncia de bioestimulante, dentre outros.

3.3 O Laser

3.3.1 Consideragdes gerais

A palavra laser ¢ uma sigla cujo significado ¢ Light Amplification by the
Stimulated Emission Radiation (Amplificacdo da Luz por Emissdo Estimulada
de Radiag@o), e consiste de uma fonte de luz com caracteristicas Unicas. O laser
possui propriedades especiais que o tornam um excelente instrumento de uso
cientifico e tecnologico (BAGNATO, 2001).

O laser sempre foi visto como uma ferramenta muito complexa e suas
aplicagdes ficaram inicialmente restritas a pesquisas realizadas por fisicos. Por
se tratar de um instrumento muito util, este foi se adaptando aos
desenvolvimentos tecnologicos nas mais diversas areas € passou a ser
comercialmente desenvolvido para aplicagdes simples ¢ complexas. O seu uso

vai desde a caneta laser, para servir de apontadora em palestras, passando pelas
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aplicagdes na medicina, na industria, nas areas de corte de chapas e de precisdo,
nas telecomunicagdes por fibra optica, até a area militar (HECHT, 2001).

A alta direcionalidade, a alta intensidade do feixe de luz, a capacidade
de controle da cor e da intensidade, a coeréncia e a quase-monocromaticidade
sdo algumas das caracteristicas que estimularam o uso do laser (BRAGA
JUNIOR, 2000).

A alta direcionalidade ¢ resultado da propagacdo das ondas que
constituem o feixe, em uma mesma dire¢ao ¢ com o minimo de dispersdo e que ¢
obtida durante a amplificacdo da luz pelas cavidades ressonantes de um laser
(BAGNATO, 2001).

Por outro lado, a quasi-monocromaticidade do feixe de luz esta
relacionada com a emissdo de fotons em uma faixa estreita do espectro, que
segundo Bagnato (2001), ¢ uma importante caracteristica em espectroscopia e
em outras areas de pesquisa que requerem luz com uma energia determinada. De
forma semelhante, a cor do feixe laser esta relacionada a um comprimento de
onda que ¢ selecionado e amplificado pela Optica interna e pela natureza do
material estimulado, conforme descrito por Hecht (2001).

A coeréncia ¢ uma importante caracteristica da luz emitida por um laser
e que permite muitas aplicagcdes. Uma luz coerente € uma luz formada por ondas
de mesma frequéncia, fase e direcdo, ¢ didaticamente s3o divididas em coeréncia
espacial e coeréncia temporal. Segundo Hecht (2001), a coeréncia espacial esta
relacionada diretamente com a diregdo do feixe de luz e corresponde a area em
que a luz do laser ¢ capaz de se manter coerente, ¢ a coeréncia temporal ¢ um
intervalo sobre o qual se pode predizer a fase de uma onda luminosa em um
dado ponto do espago.

Na agricultura, a aplicagdo do laser vem ganhando espago por meio da

técnica denominada biospeckle, um método que vem sendo utilizado na
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quantificagcdo da atividade bioldgica em tecidos de plantas (RABAL; BRAGA,
2008).

3.4 O Fenomeno do Speckle dindmico

3.4.1 Speckle

O speckle ¢ um fendmeno Optico que ocorre quando um material ¢
iluminado por luz coerente, como ¢ o caso do laser, produzindo um fenémeno de
interferéncia optica (HECHT, 2001). Na Figura 1, ¢ ilustrado o fendmeno do
speckle formado em uma folha de papel branca iluminada com um laser HeNe

de 632 nm.

Figura 1 Padrdo Speckle formado por uma folha branca de papel iluminada com
um laser
Fonte Nobre (2008)
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O speckle é um fendmeno que inicialmente era considerado como um
ruido que atrapalhava os trabalhos de optica (RABAL; BRAGA, 2008),
entretanto sabe-se hoje que esse granulado pode ser usado para extrair
informagdes sobre o movimento das estruturas do material iluminado, tornando-

se uma interessante ferramenta.

3.4.2 Speckle dinimico

Quando o speckle ¢ aplicado a superficies dinamicas, observa-se que ha
uma continua formagdo de novos e diferentes padroes de interferéncias do
speckle. A esse padrdo de interferéncia aleatorio dindmico denomina-se speckle
dindmico ou biospeckle, se a superficie em questdo for de origem biologica,
tornando possivel analisar a atividade biologica da superficie (PAIXAO, 2009)
do objeto estudado.

Atividade biologica expressa na dindmica do padrdo do speckle ndo
apresenta uma defini¢do clara de qual fendmeno a esta criando, porém pode ser
entendida como uma série de processos ocorridos no tecido em analise, como o
desenvolvimento e processos de divisdo celular, movimentagdo de organelas,
fluxos de citoplasmas ou reagdes bioquimicas, ou seja, a atividade bioldgica ¢é o
resultado de movimentos moleculares e de estruturais (BRAGA et al., 2009).

Na agropecuaria, o biospeckle tem sido aplicado como técnica para
identificar a presenca de fungos e parasitos expostas a diferentes tipos de drogas
(POMARICO et al., 2004); detectar fungos em sementes de feijao (BRAGA et
al., 2005); analisar a qualidade de laranjas (RABELO et al., 2005); para medir
alongamentos minuciosos de raizes de pinho (RATHNAYAKE et al., 2008) ou
mesmo a atividade bioldgica de raizes em cultura de tecidos (BRAGA et al.,
2009); na avaliacdo dos pardmetros de motilidade de sémen congelado bovino

(CARVALHO et al., 2009) e varios outros trabalhos.
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3.5 Técnicas de processamento das imagens do Biospeckle laser

Por ser dinamico, o biospeckle deve ser analisado com técnicas de
processamento de imagem e tratamento estatistico, uma vez que a observagao
visual direta ndo permite quantifica-lo (RABAL; BRAGA, 2008). Assim, pode-
se recorrer a uma analise de carater grafico, por meio do processamento de
imagens que geram mapas indicando a variabilidade espacial da atividade
bioldgica, ou uma interpretacdo numérica da variagdo temporal dos padrdes
formados.

Este trabalho utilizou os métodos graficos de Fujii e Diferencas

Generalizadas (DG).

3.5.1 Método de Fujii

Proposto por Fujii et al. (1985), esta metodologia baseia-se em trabalhar
as imagens obtidas de um corpo iluminado, identificando a intensidade luminosa
de cada pixel que a compde, sendo que essa intensidade ¢ expressa por I (x,y),
em que (x,y) sdo as coordenadas da imagem.

A técnica é baseada no somatdrio das diferencas de intensidades
luminosas entre uma imagem e outra, sobre um fator de ponderagdo. A
ponderagdo resume-se na soma das intensidades entre uma imagem e sua

subsequente. A Equagao 1 apresenta o método de Fujii.

- o ] _|:x_z}- 1&! ':1‘:-2}
Fujll £, f} Elﬂ.:i | M G Ry o Cred | W

késima :

em que [ (x,y) € a intensidade do pixel de coordenadas; (x,y) da imagem.
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O resultado sera uma nova imagem, na qual as regides claras
representam as altas atividades e as escuras baixas atividades (SILVA, 2007).

O método de Fujii amplifica movimentos em areas mais escuras,
resultando em imagens mais claras, de uma forma geral, quando comparadas

com o método de Diferencas Generalizadas (BRAGA et al., 2009).

3.5.2 Método de diferencas generalizadas (DG)

Apresentado por Arizaga et al. (1999, 2002), as Diferencas
Generalizadas (DG) sdo uma alternativa ao método de Fujii. O fator de
ponderacao foi eliminado e a diferenca entre as intensidades dos pixels foi
generalizada a todo o conjunto de imagens capturadas conforme descreve a

Equagdo 2.

DG (5, ) w EpZy Ik &y = Tparfsy) | ()

na qual DG (x,y) ¢ uma imagem, resultado da aplicag@o da técnica sobre um
conjunto de imagens. I(x,y), sendo que x e y sdo as coordenadas de cada
imagem k.

As Diferengas Generalizadas exigem maior esfor¢o computacional

comparadas com o método de Fujii (BRAGA et al., 2009).
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3.6 Wavelets

3.6.1 Consideracoes gerais

A decomposicdo de sinais a partir de fungdes de base, especialmente
selecionadas, ¢ uma poderosa ferramenta de andlise e sintese de sinais
(GUTIERREZ, 2002).

Segundo Lima (2003), as transformadas de wavelets podem ser
definidas como mecanismos para decompor ou quebrar sinais nas suas partes
constituintes, permitindo analisar os dados em diferentes faixas de frequéncia
com a resolug@o de cada componente amarrada a sua escala.

A transformada de wavelets, que também ¢ conhecida como miniondas
ou ondaletas, pode ser entendida como uma evolu¢ao da transformada de Fourier
para sinais (MORETTIN, 1999; NOBRE, 2008).

Na teoria de Fourier, as fun¢des de base tém um escopo “global”, ou
seja, estendem-se ao longo de todo o dominio de analise original (temporal). E
essa caracteristica que torna a analise de Fourier inadequada ao tratamento de
sinais descontinuos e ndo estacionarios. Segundo Daubechies (1990), a
transformada de wavelets pode ser usada para analisar séries temporais nao-
estaciondrias em diferentes frequéncias. Essa limitacdo motivou diversos
pesquisadores, ao longo do século passado, a buscarem conjuntos de fungdes de
base alternativas as de Fourier (GUTIERREZ, 2002).

Entende-se por séries estacionarias, sé€ries cujos momentos estatisticos,
como a média, variancia e outros, ndo variam ao longo do tempo (MORETTIN,
1999).

O principio mais geral na construcdo das wavelets ¢ o uso de dilatagdes
¢ translacOes. As wavelets mais usadas formam um sistema ortonormal de

fun¢des com suportes compactos e ¢ esta a razdo pela qual elas podem distinguir
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as caracteristicas locais de um sinal em diferentes escalas e, por translagdes, elas
cobrem toda a regido na qual o sinal é estudado. Na analise de sinais ndo-
estaciondrios, a propriedade de localidade da transformada de wavelets nos
conduz a sua maior vantagem sobre a transformada de Fourier (LIMA, 2003).

Um conjunto de fungdes reais ¢ k (t), k = 1, 2, 3, ... definido no

intervalo [a, b] € R, ¢ dito ortogonal se nesse intervalo o produto interno

entre elas for zero (SPIEGEL, 1976), satisfazendo as condigdes expressas na

Equacdo 3.
[° B (0. Bithit =k 3)

na qual k ¢ uma constante igual a zeros se m # n e diferente de zero se m = n.
Caso o valor de k seja zero para todo m # n ¢ igual a unidade para m = n, diz-se
que o conjunto de fungdes é ortonormal.

Uma wavelet com suporte compacto apresenta a maioria da sua energia
restrita a um intervalo finito, ou seja, a fungdo ¢ exatamente zero fora desse
intervalo (SOUZA et al., 2007).

A ortogonalidade ¢ util para processamento de sinais por fornecer uma
representagao mais compacta do sinal (TORRENCE; COMPO, 1998), com a
reconstru¢do perfeita do sinal, utilizando apenas uma parte das bandas de
frequéncia, e assegura que o erro no sinal de entrada ndo cresce com a
transformada e a estabilidade numérica computacional ¢ assegurada
(GUTIERREZ, 2002).

A transformada de wavelets ¢é utilizada em diversas areas do
conhecimento, tais como: turbuléncia atmosférica, processamento de sinais,
sistemas hidrologicos, geofisica espacial, areas de saude, na solugdo de equagdes

diferenciais, em reconhecimento de padrdes, em compressao de imagens e de
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sons, em processamento de geometria digital, engenharia nuclear, problemas de

computagdo grafica (BOLZAN, 2006; LIMA, 2003), dentre outros.

3.6.2 Transformada de Wavelets

O Grafico 1 ilustra um sinal ao ser processado pela transformada de
wavelets, resultando na abertura do sinal em um conjunto de componentes que
podem variar tanto em tempo como em escala (frequéncia) (GUTIERREZ,

2002).

\u4

Scale
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T-ansferm fme
Wavelet Analysis

Time

Grafico 1 Diagrama esquematico da transformada de wavelets
Fonte Gutierrez (2002)

As wavelets sdo simplesmente ondas de curta duracdo com energia
concentrada num intervalo de tempo curto, com certas peculiaridades (GRAPS,
1995).

As familias de fungles w,u(t), sdo definidas escalonamentos e
translagdes de uma tUnica fungdo (t), chamada wavelet mde (GUTIERREZ,

2002). A Equacdo 4 ilustra a fungdo wavelet mae.

Pranth - a5y (2 )
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na qual a,b [J [], a # 0. A variavel a representa a escala, b corresponde a

-0,50

translagdo e o termo |a|” " serve para normalizar a fung@o y,(t). Dessa forma, a

Equagdo 5 apresenta modelo matematico da transformada.

fe=T

< Fpae > = [ B ] at )

O termo “fun¢do wavelets” é usado genericamente para se referir a
wavelets ortogonais ou ndo-ortogonais. O termo “base wavelets” refere-se
apenas ao conjunto de fungdes ortogonais. O uso de bases ortogonais implica no
uso de transformadas de wavelets discretas, enquanto uma funcdo de wavelets
ndo-ortogonal pode ser usada tanto na discreta como na transformada continua
de wavelets (TORRENCE; COMPO, 1998).

A escala esta diretamente relacionada a frequéncia, sendo que altas
escalas equivalem a baixas frequéncias e baixas escalas equivalem a altas

frequéncias (GUTIERREZ, 2002; NOBRE, 2008; ROCHA, 2008), como

ilustrado pela Grafico 2. Entende-se por escala a compressdao ou dilatagdo de

- — AN\

(a) (b)

Grafico 2 Agao do fator de escala sobre uma fungdo wavelets. Baixa escala (a) e
alta escala (b)

uma funcio.

A translagdo de uma wavelets simples significa o deslocamento no
mesmo conjunto. Matematicamente, o deslocamento de uma fungao y(t) por k, é

representado por y(t - k) (GUTIERREZ, 2002), de acordo com a Grafico 3.
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Grafico 3 Translagdao de uma wavelets
Fonte Gutierrez (2002)
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Ha dois tipos de fungdes wavelets, as continuas e as discretas, cada qual

util para determinadas aplicagdes (BOLZAN, 2006).
3.6.2.1 Transformada continua de Wavelets

A wavelet continua ¢ comumente utilizada para visualizar, por meio do
periodograma, a relagdo existente entre as componentes de diferentes
frequéncias em fungdo da escala temporal da série-temporal estudada, na qual
esta relacdo ¢ comumente categorizada como néo-linear (GUTIERREZ, 2002).

Segundo Torrence ¢ Compo (1998), a transformada continua de
wavelets ¢ uma convolucdo do sinal x, com a fungdo mée, em uma determinada
escala e posicdo, como descrito na Equagao 6.

(n'= tr]mt] ©6)

Wez) - ng;l.;.xm AT [ )
na qual (*) representa o complexo conjugado, a corresponde ao fator de escala e
b ¢ a translagdo.

Os resultados da transformada continua de wavelets sdo os coeficientes
de wavelets, em fung@o da escala e da posi¢do. Multiplicando cada coeficiente
com a wavelets escala e translacdo apropriadas, as ondas constituintes do sinal

original sdo obtidas (NOBRE, 2008).
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A wavelet mae y (t) tem que satisfazer a condigdo de admissibilidade

apresentada na Equacéo 7.
Gy m .,l"]ilflﬂ dw . o (7)

na qual ¥ (w) corresponde a transformada de Fourier de y (t). Essa condi¢do de

admissibilidade resulta na Equacdo 8 (GUTIERREZ, 2002).
[pde=w(0)=0 ®)

Quando a condi¢do de admissibilidade ¢ satisfeita, Cy < oo, é possivel

achar a transformada inversa continua, assim uma funcao f (t) de L (*R2) pode

ser reconstruida de sua transformacao wavelets (GUTIERREZ, 2002).

Na transformada continua de wavelets, a reconstru¢do do sinal pode ser
realizada pelo somatorio da parte real da transformada de wavelets sobre todas
as escalas (TORRENCE; COMPO, 1998). A Equagdo 9 representa

matematicamente a reconstrugao da série.

R v (o 1

E BED
1= _ x5l = )

£ W (U

ig =

GET

na qual o fator #£° converte a transformada de wavelets em uma densidade de

energia e y, remove a energia da escala. A Tabela 1 apresenta os valores
empiricos de algumas variaveis utilizadas no processo de reconstrugdo, para

diferentes tipos de fungdes wavelets.
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Tabela 1 Valores empiricos de algumas variaveis utilizadas no processo de
reconstru¢do do sinal

Funcio Cs A o 5 thy (0)
Morlet (w, = 6) 0,776 2,32 0,60 n 0%
Paul (m =4) 1,132 1,17 1,50 1,079
Chapéu Mexicano (DOG m = 2) 3,541 1,43 1,40 0,867
DOG (m = 6) 1,966 1,37 0,97 0,884

Fonte Torrence e Compo (1998)

3.6.2.2 Transformada discreta de Wavelets

Qualquer processamento de sinal realizado em um computador,
utilizando dados coletados experimentalmente, deve ser executado como um
sinal discreto na pratica. Além disso, calcular coeficientes wavelet para um
numero muito grande de escalas ¢ uma tarefa que gera um volume enorme de
dados. Uma estratégia computacionalmente mais eficiente ¢ atraente seria a
escolha de apenas um subconjunto de escalas e posi¢cdes especificas para as
quais os coeficientes devem ser calculados. Adotando-se essa estratégia
genérica, a transformada de wavelet deixa de ser continua para ser discreta
(GUTIERREZ, 2002).

As wavelets discretas sdo utilizadas para a decomposic¢io e filtragem de
qualquer série-temporal. A sua aplicabilidade neste aspecto advém do fato de
que estas wavelets ndo provocam redundéancias de coeficientes entre escalas
(BOLZAN, 2006).

Segundo Bolzan (2006), a decomposi¢do ocorre da seguinte maneira:

a) suponha uma série-temporal comum de comprimento de s.

Colocaremos este numero como poténcia de 2 tal que s = 2". Como
exemplo, se s = 1024 pontos, entdo 1024 = 2" — n =10. Isso

significa que teremos 10 escalas (ou frequéncias) que poderemos
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“enxergar” pelas wavelets, de maneira em particular das wavelets
chamadas discretas;

b) logo, a primeira escala (ou frequéncia) em que a fungdo wavelets ira
atuar ¢ na escala de n — 1 = 9, e isso implica que a série-temporal
sera dividida em duas partes iguais, cada uma comn—1=9 — 2° =
512 pontos;

¢) a funcdo wavelets mae serd comprimida pela metade e aplicada na
primeira metade da série-temporal. Em seguida, sera transladada
para a segunda parte da mesma série temporal;

d) agora, para o proximo nivel de resolugdo n — 2 = 8, teremos 2° =
256 pontos. Isso equivale a dividir pela metade cada uma das duas
séries anteriores. Com isso, a funcdo wavelets deve também ser
novamente comprimida pela metade de modo a caber dentro do
primeiro segmento da série de 256 pontos para, em seguida, ser
translada para os demais segmentos da série-temporal, como
mostrado no Grafico 5;

e) esse processo serd repetido até a ultima escalan =1 — 2' =2

pontos.

Pl -2 Pl -2 2n-2 2n-2

2I'I

Grafico 4 Analise multirresoluc¢do da fungao Wavelets
Fonte Bolzan (2006)
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Isso nos proporcionara um diagrama conhecido como periodograma,
como mostrado esquematicamente no Grafico 5, contendo informagdes sobre

frequéncia, tempo e amplitude.

j=3 |k=1| k=2| k=3 | k=4 | k=5| k=B | k=7 | k=8

j=1 k=1 k=2

Ll

Grafico 5 Periodograma resultante da transformada discreta de wavelets
Fonte Bolzan (2006)

3.6.3 Tipos de funcdes Wavelets

Existem diversos tipos de fungdes mae, como por exemplo, Haar,
Symlets, Coifman, Chapéu Mexicano, Meyer, Morlet, Daubechies, dentre
outras, ¢ cada qual com suas particularidades.

As familias de fungGes sdo comumente representadas pela abreviagdo do
nome do pesquisador que as desenvolveu (“coif” para Coifman ou “db” para
Daubechies) e, em alguns casos, seguido por um numero que costuma
representar uma caracteristica da fungcdo (GUTIERREZ, 2002).

Neste trabalho, serdo utilizadas as wavelets de Daubechies de segunda
ordem e a de Morlet. O interesse na wavelet de Daubechies ¢é verificar se suas
variagdes bruscas se assemelham as rapidas transformagdes do padrio
biospeckle, e o uso da wavelet de Morlet deve-se ao fato de esta ser muito

utilizada em trabalhos envolvendo wavelets.
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3.6.3.1 Wavelet de Daubechies

A primeira mengdo das wavelets aconteceu em 1909, com A. Haar, ¢
essas wavelets ficaram no anonimato durante anos, constituindo por um longo
periodo a unica base ortonormal de wavelets conhecida (LIMA, 2003).
Entretanto, nos ultimos anos, a técnica de wavelets sofreu grande impulso por
meio dos trabalhos realizados por Mallat, Meyer, entre outros.

Em 1990, Ingrid Daubechies usou os trabalhos de Mallat e construiu um
conjunto de bases ortonormais de wavelets suaves e com suportes compactos. Os
trabalhos de Daubechies sdo os alicerces das aplicagdes atuais de wavelets
(LIMA, 2003).

As Daubechies sdo geralmente representadas por “dbN”, porém ha
autores que designam por “db2N”, em que N ¢ a ordem da Daubechies, que pode
variar de 1 a 45. O Grafico 6 ilustra graficamente a fungdo mae da wavelet

Daubechies em diferentes ordens.

P Fd B B3 B

F] 3 0 F] 2 o F] z & ° 2 : & & 0 5

db7 db8g db9 db10

Grafico 6 Grafico da funcdo mae da wavelets Daubechies, 'dbN', em diferentes
ordens
Fonte Gutierrez (2002)
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A Wavelet Haar pode ser vista como um caso particular das wavelets de
Daubechies quando N = 1 (LIMA, 2003). A regularidade aumenta a medida que
se aumenta a ordem da Daubechies.

Em muitos casos, como por exemplo, para as wavelets de Daubechies,
ndo existe uma formula analitica fechada para v (x), exceto, para o caso trivial
da wavelet Haar (LIMA, 2003).

Outras caracteristicas das wavelets Daubechies sdo que estas sdo
assimétricas, proporcionam exata reconstrugdo, t€m suporte compacto

(ortogonalidade) e sdo utilizadas em analises continuas e discretas de Wavelets,
3.6.3.2 Wavelet de Morlet

Apresentada pelo francés Jean Morlet em 1984, apds anos de estagnagdo
nos estudos envolvendo Wavelets, essa funcdo foi desenvolvida em conjunto
com a equipe de pesquisadores de Alex Grossman, no Centro de Fisica Teorica
de Marseille, na Franga.

Ao contrario da Wavelets Daubechies, a fungdo proposta por Morlet
apresenta uma formula analitica, esta ¢ descrita na Equag@o 10. Fonte: Torrence

e Compo (1998).

g £ mm iR e giTERG & (10)

em que w, ¢ frequéncia (adimensional) com um valor que satisfagca a condi¢ao
de admissibilidade.

O Grafico 7 ilustra graficamente a funcdo mae da Wavelet Morlet. Por
ela pode-se perceber outras caracteristicas da ondaleta, como a regularidade e

simetria da fungao.
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Grafico 7 A fungdo Wavelets de Morlet
Fonte Liu et al. (2010)

Outras peculiaridades da Wavelet Morlet estdo que estas satisfazem as
condi¢des de admissibilidade (Equagdo 7), sdo indicadas para analises continuas

de wavelets e ndo sdo ortogonais.

3.6.4 Teorema da amostragem

Em 1928, o matematico Harry Nyquist estabeleceu uma relagdo entre a
frequéncia de amostragem de um sinal ¢ a maxima frequéncia de um sinal a ser
reproduzido, conhecido como Teorema da Amostragem ou Teorema de Nyquist.
Segundo o teorema, a quantidade de amostras por unidade de tempo de um sinal
¢ chamada taxa ou frequéncia de amostragem, ¢ a metade da frequéncia de
amostragem corresponde a méaxima de frequéncia do sinal que pode ser
reproduzido integralmente sem erro de aliasing (LATHI, 2007).

O Teorema da Amostragem sera utilizado neste trabalho para definir a

maior frequéncia a ser analisada durante a decomposi¢ao dos sinais.
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3.6.5 Relacao escalas-frequéncias

Uma das grandes dificuldades na analise de sinais ¢ a identificagdo do
tipo de wavelet mais adequado para estudo do sinal. Uma wavelet menos
adequada pode conduzir a um menor ajuste do sinal reconstruido (LIRA et al.,
2003).

Escolhida a fungdo wavelet, é necessario eleger o conjunto de escalas a
usar na transformada de wavelet. Para uma wavelet ortogonal, ha um limite e um
conjunto discreto de escalas, como dado por Farge (1992). Para analise de
wavelet nao-ortogonal, pode-se usar um conjunto arbitrario de escalas para
construir uma imagem mais completa (TORRENCE; COMPO, 1998).

A Equacdo 11 e a Equacao 12 foram apresentadas por Torrence e

Compo (1998), para o calculo do intervalo de escalas a serem utilizadas.

3 m gy X 2 i=0,1,2,..,1 (11)
J= &% xlog, (FE2) (12)

em que so ¢ a menor resolugdo de escala e J determina a maior escala.

O sy deve ser escolhido de forma que o periodo de Fourier seja
aproximadamente 25t. A escolha de um Jj pequeno depende da largura espago-
espectral na funcdo de wavelet. Para a wavelet Morlet, um dj de 0,5 é o maior
valor que pode se adequar aos dados da escala, enquanto que para as outras
fungdes de wavelet, pode ser usado um valor maior. Valores menores de Jj

fornecem melhor resolugao (TORRENCE; COMPO, 1998).
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3.6.6 Matriz 3S — Space Spectral Speckle

A analise desse conjunto de imagens por meio da transformada de
wavelets resulta em novos conjuntos de imagens, no dominio da frequéncia,
referentes as escalas utilizadas na analise.

A comparacdo dos resultados, principalmente quando provenientes de
resultados graficos, ¢ dificultada pelo niimero de saidas relacionadas com as
bandas de frequéncias provenientes da decomposi¢do promovida pela
transformada de wavelets. Dessa forma, uma alternativa para se conseguir
avaliar um dado fendmeno no objeto em analise pelo biospeckle pode ser o uso
de uma nova imagem conhecida como matriz 3S, que em inglés representa o
padrio do speckle nas dimensdes espago (space) e frequéncia (spectral)
(MARQUES, 2009).

Selecionadas uma coluna ou uma linha da regido de interesse, em cada
uma dessas imagens no dominio da frequéncia apos a filtragem promovida pela
transformada de wavelets, uma nova matriz sera construida, a matriz 3S, com
informagdes sobre o comportamento das escalas em uma mesma regido (espago)
(MARQUES, 2009).

O Griafico 8 apresenta de forma grafica a matriz 3S de um biofilme de

fécula de batata.
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Grafico 8 Matriz 3S de um biofilme, utilizando o método de Fujii na andlise

grafica
Fonte Marques (2009)
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4 MATERIAIS E METODOS

A realizagdo das diversas abordagens propostas como objetivo deste
trabalho foi dividida em trés etapas:
a) preparo do meio de cultura e inoculagdo dos explantes do milho
(Zea mays) nos tubos de ensaio;
b) iluminagdo do tubo de ensaio com o laser e coleta dos padrdes de
interferéncia do biospeckle;

¢) analise e interpretacdo dos resultados.

4.1 Meios de cultura

O preparo dos meios de cultura foi realizado no Laboratério de Cultura
de Tecidos do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.

Os frutos do milho (Zea mays) foram esterilizados durante 20 minutos
em solu¢dao com 0,050 L de hipoclorito de sodio e 0,050 L de agua destilada e
em seguida enxaguados com agua destilada. Posteriormente, os frutos foram
agitados por 1 minuto em solu¢do com alcool e agua destilada.

O meio de cultura adotado foi o MS, proposto por Murashige ¢ Skoog
(1962), no estado semi-solido. Nos tubos de ensaio foram inseridos dois meios
de cultura distintos, sendo na parte inferior do tubo de ensaio um meio de maior
resisténcia a penetracdo € na parte superior um estrato mais flacido.

A Figura 2 ilustra um tubo de ensaio com os dois meios. Na parte
inferior encontra-se uma superficic mais coesa ¢ a parte superior com uma
menor resisténcia a penetragdo, visando a simular um solo com uma barreira

fisica e um solo ideal para o crescimento do sistema radicular, respectivamente.
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Todos os recipientes utilizados no preparo do meio de cultura foram
previamente esterilizados. A concentragdo de cada nutriente seguiu a

recomenda¢do de Murashige e Skoog (1962), como detalhado na Tabela 2.

Divisdo entre
os dois meios

Figura 2 Meio de cultura com dois estratos

Dividida em duas se¢des, referentes aos dois meios utilizados, foram
inseridos aos ingredientes 0,010 g . L™ de agar para preparo do meio inferior e
0,0055 g . L™ para o meio superior.

O pH foi ajustado a 5,5 e as amostras foram aquecidas.

As amostras referentes ao meio inferior foram resfriadas em uma
solugdo com gelo, enquanto que as amostras do meio superior foram resfriadas a
temperatura ambiente ¢ ambas unidas a seguir.

Os explantes foram inoculados nos tubos de ensaio em um ambiente
controlado, sob temperatura de 26 = 2°C, iluminado 16 horas por dia (PPFD) =

36 umol.m’.s e 8 horas no escuro.
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Apds cinco dias da inoculag@o dos explantes, os meios de cultura foram
encaminhados para o Centro de Desenvolvimento a Instrumentagdo aplicada a
Agropecuaria (CEDIA), no Departamento de Engenharia da UFLA, para
iluminagdo das amostras, coleta dos padrdes de interferéncia e processamento

dos dados.



Tabela 2 Concentrag@o dos nutrientes para o preparo do meio de cultura “MS” - Murashige e Skoog (1962)

Volume da solu¢ao estoque

Solugdo Concentragdo da solucdo .. . Concentragao
Componentes o adicionando ao meio de ¥
estoque estoque (mg.L™) cultura (mL.L™) final (mg.L"™)
A NH4HO; 82500 20 1650,000
B KNO; 95000 20 1900,000
H;BO; 1240 6,200
KH,PO, 34000 170,000
C Kl 166 5 0,830
NazMOO42H20 50 0,250
CoCl,.6H,0 5 0,025
D CaCl, 8306 30,2 250,841
MgS0,.7H,0 74000 370,000
E MnS0,.4H,0 4460 5 22,300
ZnS0,.7H,0 1720 8,600
CuS0,4.5H,0 5 0,025
F Na, EDTA 7450 5 37,250
FeS0O,4.7H,0 5570 27,850
Mio-inositol 2000 50 100,000
Tiamina HCI 50 0,500
Vitaminas Piridoxina HCI 50 10 0,500
Acido Nicotinico 50 0,500
Aminoacido Glicina 80 25 2,000
Sacarose 30 g. 30,000
Fonte Pasqual (2001)

374
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4.2 Obtencao dos dados

Utilizando a técnica do biospeckle, o monitoramento da atividade
biologica do sistema radicular foi realizado durante todo o seu crescimento,
desde a emergéncia na janela de analise até sua proximidade ao estrato de maior
resisténcia a penetragdo do meio de cultura.

A janela de analise, onde a cadmera foi focalizada, consistiu de uma
janela de 0,96 x 1,26 centimetros. A Figura 3 ilustra a janela de analise utilizada

para a coleta dos padrdes de interferéncia do biospeckle.

L ]

1,26 cm

—

0,96 cm

Figura 3 Janela de analise

Os dados do biospeckle foram coletados a cada 30 minutos, durante 21
horas ao longo do crescimento das raizes.

O tubo de ensaio foi iluminado por uma luz coerente ¢ os padrdes de
interferéncia, formados pela interagdo da luz com o material estudado, foram

capturados por um microscopio digital. O microscopio foi disposto em duas
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posicdes distintas, na parte posterior € na anterior do tubo de ensaio, formando
as configuragdes forward-scattering e back-scattering, respectivamente. A Figura

4 apresenta o arranjo experimental.

Meio de cultura

Laser NeHe

Lente
s \g o — — \
\ 1
" — \\\ /
— / _\-\_\_\_\-\-\_\-\_-
Microscapio ] Microscépio
Back-Scattering Forward-Scattering

Figura 4 Arranjo experimental para coleta dos dados
Fonte Braga et al. (2009)

A luz coerente utilizada foi proveniente de um laser de HeNe da marca
Coherent, modelo Visible Laser Module, com comprimento de onda de 632 nm e
poténcia de 5 mW, ampliadas por um conjunto de lentes suficientes para cobrir
toda a amostra. A distdncia entre a lente e a amostra foi de 0,75 metros
(BARRETO et al., 2010).

Os padroes de interferéncia formados pela interacdo da luz com o
material estudado foram coletados com um microscopio portatil digital da marca
Dinolite, modelo AM 413zt. A distancia entre o microscdpio ¢ a amostra foi de
0,073 metros e uma macro de 25 vezes foi utilizada para ampliar o nivel de
detalhes da amostra. O angulo entre o microscopio e o prolongamento do
segmento laser-amostra foi de 67°, conforme Barreto et al. (2010).

Em cada sessdo de iluminagdo foi armazenado um conjunto de 128
imagens em niveis de cinza, com resolucdo de 1280 x 1024 pixels ¢ intervalo de

0,080 segundos entre frames. Segundo o teorema da Amostragem, a maior
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frequéncia que pode ser observada sem perdas de informagdes, utilizando essa
metodologia, é de 6,25 Hz, divididas em 25 bandas espectrais, conforme descrito

na Equagao 12.

4.3 Analise e interpretacao dos dados

A analise e interpretacdo dos dados iniciaram pelos resultados obtidos
nas configuragdes back e forward scattering, buscando identificar as vantagens e
desvantagens de cada um dos protocolos experimentais sugeridos, bem como
discutir alternativas para contornar as limitagoes.

O banco de dados com os padrdes de interferéncia do sistema radicular
foi processado pelos métodos de Fujii e de DG, visando a conhecer a
variabilidade da atividade biologica apresentada pela raiz na medida em que esta
aproximava da superficie de maior resisténcia a penetracdo. Essas imagens
também foram utilizadas para fazer um video ilustrando o comportamento
dindmico do sistema radicular.

Para melhorar a qualidade da imagem final produzida, filtrar a influéncia
de fendmenos externos e definir marcadores de frequéncias do material
bioldgico estudado, o conjunto de imagens foi decomposto em frequéncia pela
transformada de wavelets, e posteriormente aplicados os métodos de Fujii e DG.
O resultado da analise e filtragem foi constituido de imagens referentes aos
métodos de Fujii e DG e com informagdes sobre a atividade biologica das raizes
em diferentes bandas de frequéncia.

A comparacdo entre as wavelets de Daubechies e Morlet aplicadas na
analise de sinais do biospeckle foi realizada de forma grafica. Nessas analises
foram utilizados os dados do biospeckle em um fruto de milho apresentado por

Braga Junior (2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Configuracio experimental

As Figuras 5 e 6 mostram o resultado do processamento pelo método de
Fujii para as configuragdes back e forward scattering respectivamente. O arranjo
experimental com a colocagdo da camera, formando um forward scattering
apresentou uma imagem com qualidade levemente superior comparada com a
disposi¢do back scattering.

O fendémeno observado na Figura 5 pode ser explicado pela reflexdo da
luz incidida no tubo de ensaio sobre a cimera, conforme discutido por Braga et
al. (2009). Ao interagir com o tubo de ensaio, ocorre o espalhamento do feixe de
luz e a componente refletida ofusca a visdo do observador (saturagdo na
camera). O resultado é um efeito semelhante a uma pelicula sobre a imagem,
dificultando o reconhecimento de padrdes na mesma.

Na configuracdo forward scattering o tubo de ensaio atua como um
filtro, reduzindo a contribuicdo da reflexdo na formacdo da imagem final. O

resultado sdo imagens de melhor qualidade.

Figura 5 Imagem processada pelo método de Fujii na configuragdo back
scattering
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Figura 6 Imagem processada pelo método de Fujii na configuracdo forward
scattering

O sinal que a camera capta é a combinagdo das componentes refracao e
reflexdo da luz que interage com o objeto de estudo. Cabe ressaltar que esse
ruido pode ser minimizado com aplicacdo de técnicas de filtragem ou por
meio de dispositivos opticos no momento da coleta de dados, e com esse
proposito foram realizados ensaios com polarizadores para as configuracdes
back e forward scattering. Os respectivos resultados estdo ilustrados nas

Figuras 7 e 8.

Figura 7 Imagem Fujii, utilizando um polarizador na frente da objetiva da
camera na configuragio back scattering
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Figura 8 Imagem Fujii, utilizando um polarizador na frente da objetiva da
camera na configuracdo forward scattering

No arranjo experimental back scattering, o polarizador conseguiu o
minimizar o efeito da componente reflexdo, melhorando a qualidade da imagem
resultante. Como descrito por Sears, Zemansky e Young (1985), este ¢ um caso
tipico da aplicagdo de polarizadores, para retirar reflexdes indesejaveis e
observar naturalmente a imagem.

Ja a configuragdo forward scattering nao propiciou melhora significativa
na qualidade da imagem final. Tal fato pode ser explicado pela baixa
componente reflexdo que chega a objetiva da camera, reduzindo o efeito do
polarizador.

Esses resultados indicam aos usudrios da técnica que a configuracdo de
back scattering exige a adogdo de polarizadores, enquanto que a configuragdo do

forward scattering a dispensa, reduzindo a complexidade do experimento.
5.2 Atividade biolégica do sistema radicular
Para acompanhar o crescimento da ponta de raiz foram coletados dados

do biospeckle a cada 30 minutos durante 21 horas, resultando em 42 mapas com

a atividade biologica do sistema radicular.
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As Figuras 9 e 10 apresentam de forma grafica as imagens processadas
pelo método de Fujii e de DG respectivamente, com a variabilidade espacial da
atividade biologica da ponta de raiz ao longo do seu crescimento. Os niveis de

atividade biologica sdo representados da cor vermelha a cor azul.

Figura 9 Imagens Fujii’s com a variabilidade espacial da atividade biologica das
raizes ao longo do seu crescimento
(...continua...)



36

38

39

40

51



52

21 22 23 24 25

Figura 10 Imagens DG’s com a variabilidade espacial da atividade biologica do
sistema radicular durante seu crescimento
(...continua...)
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O comportamento dos dados nas técnicas de Fujii ¢ DG foram
semelhantes, conseguindo distinguir informag¢des das raizes de observacdes do
gel e diferenciando areas de atividade bioldgica.

O método de Fujii amplificou pequenos movimentos do material
biologico e proporcionou imagens mais claras para identificacdo da atividade
biologica. Esse resultado se opde aos obtidos por Braga et al. (2009), que
encontraram dificuldades para a aplicacdo da técnica de Fujii devido a luz difusa

do tubo de ensaio. A janela de analise utilizada foi uma area de 1,21 cm?
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centralizada no tubo, assim houve reducdo da luz difusa sobre a cdmera, o que
propiciou melhor resultado pelo método.

Ja a técnica de DG conseguiu distinguir com nitidez o meio de menor
resisténcia a penetracdo do meio mais resistente.

A atividade biologica foi mais ativa proxima a extremidade da raiz,
regido conhecida como zona meristematica e lisa. Todavia, acima dessa regido ¢
possivel observar uma menor atividade do tecido biolédgico.

Conforme descrito por Castro, Pereira e Paiva (2009) e Cutter (1986), a
zona lisa ¢ aquela onde ocorre o alongamento celular e o inicio de diferenciacao
dos tecidos primario da raiz. Nessa regido, as divisdes celulares ainda sdo
intensas e ¢ iniciada a diferenciagdo de tecidos. Seguindo a partir da extremidade
da raiz para a parte superior, encontra-se a zona pelifera, onde os tecidos
completam sua maturagdo, ¢ a zona de ramificagdo, onde se encontram os
tecidos secundarios. Essas informagdes justificam a variabilidade da atividade
biologica no sistema radicular e que pode ser entendida como atividade
meristematica por se encontrar na regido do meristema apical, com altas
atividades na zona lisa ¢ a medida que os tecidos se diferenciam com uma
gradativa redugdo dessa atividade biologica.

O comportamento do sistema radicular, ao aproximar do meio de cultura
com maior resisténcia a penetracdo também foi um resultado importante. Antes
de chegar ao meio inferior, a raiz comegou a mudar sua trajetoria, que a
principio era vertical, para a lateral do tubo de ensaio, continuando o seu
crescimento. Essa experiéncia evidencia que a raiz reage a estimulos de forma
sistémica e busca meios alternativos para se desenvolver.

Em um instante especifico, ao longo do crescimento do sistema
radicular, a atividade meristematica caiu repentinamente em todas as raizes,
como se pode observar nas imagens de 15 a 29 da Figura 9. Ap6s um periodo

com a atividade bioldgica estagnada, as raizes apresentaram um elevado
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acréscimo em suas atividades meristematicas. Essa caracteristica se repetiu em

outros ensaios, como pode ser observado na Figura 11.

Figura 11 Imagens Fujii, ilustrando a paralisacdo da atividade biologica das
raizes
(...continua...)
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31 32 33

A Figura 11 descreve um ensaio com Zea mays (milho) onde esta
apresentado o crescimento de 3 raizes. As raizes situadas na regido central e na
direita se desenvolveram proximo a parede do tubo de ensaio, enquanto que a
raiz localizada na parte esquerda das imagens cresceu no centro do tubo de
ensaio.

Como descrito anteriormente, por alguns instantes, houve uma
paralisagdo na atividade meristematica. Em ambos os casos, esse intervalo de
tempo coincidiu com a aproximacao da raiz da camada de maior resisténcia a
penetracdo e, apos romper essa camada de impedimento ou mudar a trajetoria de
crescimento, todas as raizes voltaram a apresentar elevada taxa de atividade na
regido meristematica.

Esse resultado leva a hipotese da acdo sistémica desses 6rgaos da planta
ao deparar com um obstaculo e supera-lo. Esta ¢ uma hipotese polémica, pois
apresenta um conceito que ainda ndo pode ser validado pela literatura.

Diante dessas imagens Fujii’s ¢ DG’s, foram produzidos videos

ilustrando a atividade na regido meristematica ao longo de seu crescimento.
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5.3 Analise em frequéncia da atividade biolégica do sistema radicular

A Figura 20 apresenta por meio das matrizes 3S a analise em frequéncia,
permitindo avaliar o comportamento da atividade biologica das raizes em
diferentes bandas de frequéncia em uma mesma area do espago.

O cixo das abscissas traz informagdes sobre o crescimento das raizes no
espago ¢ o eixo das ordenadas descreve o comportamento em diferentes
intervalos de frequéncias. A atividade meristematica esta ilustrada em
pseudocores, onde a cor vermelha representa alta atividade e cores proximas ao
azul sdo as baixas atividades, conforme descrito por Marques (2009).

Verifica-se que o crescimento do sistema radicular promove o
deslocamento da 4area mais ativa para o lado direito. No inicio, essa
movimentacao foi intensa e posteriormente houve uma gradativa redugao.

O instante em que ha a reduc@o gradativa corresponde ao momento em
que a raiz se aproximou do meio inferior e mudou sua trajetoria, deixando de se
deslocar na diregao vertical e iniciando um movimento na horizontal.

A maior atividade meristematica se manifestou nas altas frequéncias e as
informacdes de baixa atividade se sobressairam nas baixas frequéncias,
resultados que se assemelham aos encontrados por Cardoso, Costa ¢ Braga
(2010) no estudo de sementes de milho, e Cardoso (2010) na analise de tecidos

cancerigenos de caes.
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29 30 31 32

Figura 12 Matriz 3S da atividade meristematica
(...continua...)
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Verifica-se, na Figura 12, que da imagem 15 & imagem 27 a atividade na
regido meristematica permaneceu em niveis mais baixos quando relacionados as
demais imagens. Esse periodo coincide com a paralisagdo da atividade
meristematica descrita anteriormente, podendo-se inferir que a andlise em
freqiiéncia, utilizando as wavelets, aqui representada pelas matrizes 3S,
conseguiu perceber a descontinuidade no comportamento da atividade biologica
do sistema radicular.

Da imagem 1 a imagem 14 da Figura 12, correspondente ao periodo
anterior a paralisacdo, observa-se que a regido correspondente a zona lisa e
meristematica apresentou maior atividade, e que essas informagdes estdo
evidentes nas altas frequéncias. Seguindo para a esquerda dessas imagens
(Figura 12), a atividade caiu gradativamente e em todas as bandas de
frequéncias.

O resultado ¢ semelhante ao descrito no item anterior. A atividade
bioldgica, na regido proxima a extremidade da raiz ou simplesmente atividade

meristematica, deve-se a intensas divisdes celulares e ao inicio dos processos de

diferenciacdo dos tecidos que ocorre nessa regido (zona lisa). A redugdo na
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atividade meristematica ocorre ao se deslocar em dire¢do a zona pelifera e a
zona de maturacdo.

Ja nas imagens de 28 a 42 da Figura 12, intervalo posterior ao blackout,
ocorreram altas atividades em toda a ponta de raiz ¢ os dados se manifestaram
nas altas bandas de frequéncias.

Uma hipotese para tal resultado € o crescimento de raizes laterais. A
emissdo de raizes laterais ¢ acompanhada pelo inicio da formacdo de novas
células radiculares e o alongamento e multiplicagdo destas células da planta
(CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009), promovendo uma alta atividade
biologica na regido. Outra hipotese seria também relativa ao fortalecimento de
todo o sistema radicular para enfrentar uma nova regido com maior resisténcia a
penetracdo, e como consequéncia o aumento da atividade em todo o sistema
radicular para o aumento de seu tamanho transversal (CASTRO; PEREIRA;
PAIVA, 2009; QUEIROZ-VOLTAN; PRADO; MORETTI, 1998).

Os marcadores de frequéncia sdo, portanto, a definicdo de bandas de
frequéncia onde um determinado fendmeno manifesta suas caracteristicas de
forma nitida, ou seja, o fendmeno apresentou suas principais caracteristicas
nesse intervalo de frequéncia.

A definicdo de marcadores de frequéncia para os dados do sistema
radicular da planta mostrou-se complexa, com a dificil correlagdo das
informagdes de frequéncia e fendmenos da planta. Os processos fisiologicos das
raizes das plantas sdo harmoniosos e dificeis de serem isolados um do outro nas
situacdes normais, todavia, em situacdes extremas, observou-se uma maior
capacidade de associar marcadores ao comportamento das raizes. Vale ressaltar
ainda que, no caso do crescimento das raizes o que se observou foi um tecido
com uma constituigdo mais homogénea do que se observa, por exemplo, em

frutos de milho (SENDRA et al., 2005).
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5.4 Analise das wavelets Morlet e Daubechies aplicadas ao speckle dinAmico

Na Figura 13, observa-se a imagem Fujii de frutos de milho sem
filtragem (referéncia) e a decomposicdo dessas imagens em freqiiéncia,
utilizando a wavelet de Morlet, com posterior processamento pelo método de
Fujii.

Como observado por Cardoso, Costa ¢ Braga (2010), o embrido da
semente se destaca nas altas frequéncias, enquanto que nas baixas frequéncias
predominam as informag¢des do endosperma.

Nas baixas frequéncias a distribuicdo da atividade biologica no
endosperma se mostrou mais homogénea e destacada. Segundo Cardoso (2010),
a atividade observada no endosperma pode ser atribuida a presenca de agua no

tecido sem atividade bioldgica.
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Figura 13 Analise em frequéncia, utilizando a wavelet de Morlet

O mesmo conjunto de imagens também foi processado, utilizando a

wavelet de Daubechies e o resultado esta ilustrado na Figura 14.
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Figura 14 Analise em frequéncia, utilizando a wavelet Daubechies

O embrido apresentou comportamento semelhante aos dados analisados
com a wavelet de Morlet, com altas atividades presentes nas altas frequéncias e

\

uma reducdo dessa atividade a medida que se desloca na dire¢do das baixas
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frequéncias. A cor vermelha, pseudocor que corresponde as altas atividades,
mostrou-se mais intensa na analise, utilizando a wavelet Morlet comparada com
a Daubechies.

Com relagdo ao endosperma, ocorreu um acréscimo na atividade
bioldgica ao se deslocar na direcdo das altas frequéncias, o que € oposto ao
apresentado na abordagem por Morlet, e de forma simplista, também contrario
ao senso comum, ou seja, no endosperma, o que se esperava era auséncia de
atividade nas altas frequéncias.

A Figura 15 apresenta o resultado da selecdo de uma linha da imagem
referente a banda de frequéncia 4,16 - 4,46 Hz, processada por Daubechies e
outra por Morlet, que permite analisar por meio dos niveis de cinza, o

comportamento do sinal do biospeckle analisado por ambas wavelets.

Gray Value
Gray Valus

3
S

o 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Distanse (pixels) Distance (pixels)

Figura 15 Niveis de cinza ao selecionar uma linha de uma imagem Daubechies
(esquerda) e uma imagem Morlet (direita)

E possivel observar que o comportamento dos dados processados com a
wavelet Morlet é mais suave. Ja as observagdes analisadas com a wavelet

Daubechies, sdo mais oscilantes e sensiveis a variagdes bruscas do sinal do
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speckle dinamico, amplificando a atividade, ou seja, diferenciando mais o
embrido do endosperma.

A diferenciacdo dos tecidos do fruto milho foi superior, utilizando a
wavelet de Daubechies, onde foi possivel distinguir o embrido do endosperma de
forma clara em todo o espectro de frequéncia. Essa diferenciacdo pode ser
positiva por um lado, mas ndo oferece a marcagdo em frequéncia obtida pela
wavelet de Morlet, onde nas altas frequéncias se evidencia o embrido e nas
baixas frequéncias se evidencia o endosperma. Para evitar adotar uma destas
como a mais indicada nas andlises do biospeckle, ¢ necessario um maior
dominio dos resultados, bem como a analise de historias temporais conhecidas
de forma numérica.

Segundo Rocha (2008), determinar qual a melhor fungcdo wavelets para
um determinado sinal € um assunto que gera muita discussdo, pois ndo ha uma
metodologia definida que possa fornecer de maneira robusta a resposta dessa
pergunta, e a discussao se estende a sinais do biospeckle.

A diversidade dos materiais biologicos faz do sinal do biospeckle um
sinal complexo. Dessa forma, cabe avaliar as caracteristicas de cada uma das
funcdes wavelets, realizar testes e de acordo com os objetivos do trabalho definir

a fungdo wavelet mais indicada.
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6 CONCLUSAO

Analisando os resultados obtidos, pode-se concluir que:

a)

b)

d)

o protocolo sugerido mostrou-se satisfatorio, podendo ser validado
para a aplicacdo do biospeckle na analise do crescimento das raizes
em culturas de tecidos, ja que ambas configuragdes experimentais
(forward e back scattering) podem ser utilizadas;

a técnica do biospeckle foi eficaz na diferenciagdo de areas de maior
e menor atividade bioldgica da regido meristematica ao longo do
seu crescimento;

ao aproximar da camada de maior resisténcia a penetragdo
observou-se uma mudanca na trajetoria da raiz, acompanhado de
uma paralisagdo da atividade meristematica. Esses fendomenos
evidenciam que a acdo sistémica do sistema radicular, ao longo do
crescimento, e a busca de alternativa para o seu crescimento. Mais
experimentos sdo necessarios para confirmar essas hipoteses;

a andlise em frequéncia da atividade meristematica das raizes
possibilitou um ganho de informagdes no estudo do sistema
radicular, porém os marcadores de frequéncia mostraram-se
complexos, necessitando de mais estudos para o desenvolvimento
de um critério de identificagdo;

a wavelet Daubechies mostrou-se mais sensivel a varia¢des dos
padrées de interferéncia, enquanto que a Morlet apresentou maior
robustez. Os dados provenientes da andlise grafica limitaram as
comparacdes, ¢ a complementagdo do estudo com andlises

numéricas pode enriquecer a discussao.
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6.1 Trabalhos futuros

Como proposta de trabalhos futuros destaca-se:

a) utilizagdo de outros dispositivos dpticos, tal como o diafragma, para
melhorar a qualidade das imagens provenientes do speckle dinamico;

b) a influéncia do laser sobre o tecido bioldgico, investigando se a luz
laser excita, inibe ou ¢ indiferente para determinadas organelas do
tecido;

¢) aperfeigoar os marcadores de frequéncia do biospeckle;

d) implementar a analise numérica na aplicagdo das wavelets de

Daubechies e Morlet no sinal do speckle dinamico.
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4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 0-3,25  3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50  2,50-2,25  2,25-2,00 -1,75  1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75 0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz Refer.

Figura 19 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 19



93

6,25-6,00  6,00-5 5,75-5,50 5,25-5,00  5,00-4,75

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 0-3,25  3,25-3,00 3,00-2,75

~

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,75 1,75-1,50 1,50-1,25 1,25-1,00

1,00-0,75 0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz Refer.

Figura 20 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 20



94

6,00-5,75  5,75-5,50 5,25-5,00  5,00-4,75

6,25-6,00
4,50-4,25

4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-350 3,50-3,25  3,25-3,00  3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,75 1,75-1,50 1,50-1,25 1,25-1,00

1,00-0,75 0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz Refer.

Figura 21 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 21



95

6,25-6,00 6,00-5,75 5,75-550 5,50-5.25 5.25-500 5,004,775 ,5--

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50  2,50-2,25

1,00-0,75 0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz Refer.

1,75-1,50  1,50-1,25  1,25-1,00

Figura 22 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 22



96

6,25-6,00 6,00-5,75 5,75-550 5,50-5.25 5.25-500 5,004,75

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,75 1,75-1,50 1,50-1,25 1,25-1,00

1,00-0,75 0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz Refer.

Figura 23 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 23



97

6,25-6,00  6,00-5,75 ,715-550  5,50-525 525500 5,00-4,75 4,75-4.5

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,75 1,75-1,50 1,50-1,25 1,25-1,00

1,00-0,75 0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz Refer.

Figura 24 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 24



6,25-6,00  6,00-5,7

n

5,00-4,75

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz Refer.

Figura 25 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 25



6,25-6,00  6,00-5,7.

4,504,25  4,25-4,00

y
50-2,25 S

1,00-0,75 0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz Refer.

5,00-4,75

3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00  3,00-2,75

“
2,5

2,75-2,50

2,00-1,75 1,50-1,25  1,25-1,00

Figura 26 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 26



100

6,25-6,00  6,00-5,75 5,75-550 5,50-5,25 -5 5,00-4,75  4,75-4,50

ﬂ

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

0-2,25  2,25-2,00 2,00-1,75 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75 0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz Refer.

Figura 27 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 27



101

5,00-4,75 4,754

6,00-5

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

6,25-6,00

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50  0,50-0,25 0,25-0 Hz Refer.

Figura 28 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 28



102

5,25-5,00  5,00-4,75  4,75-4,50

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

6,25-6,00  6,00-5,7. ,75-5,50 5,5

"JI

2,50-2,25  2,25-2,00  2,00-1,75 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75 0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz Refer.

Figura 29 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 29



103

6,25-6,00 5,00-4,75

3,50-3,25 3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,7S 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz  Refer.

Figura 30 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 30



104

6,00-5,75

¢ }

5,50-5,25 5,00-4,75  4,75-4,50

4,25-4,00 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00  3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,7S 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz  Refer.

Figura 31 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 31



105

5,75-5,50

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,7S 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz  Refer.

Figura 32 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 32



106

6,25-6,00  6,00-5 5,75-5,50 5 ,00—-! 75

4,50-4,25  4,25-4,00 4,00-3,75  3,75-3,50

3,25-3,00  3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,75 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50  0,50-0,25 0,25-0 Hz Refer.

Figura 33 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 33



107

4,75-4,50

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,7S 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

.... ‘

1,00-0,75  0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz  Refer.

Figura 34 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 34



108

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50  2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,7S 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz  Refer.

Figura 35 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 35



109

6,25-6,00

4,75-4,50

]

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,7S 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz  Refer.

Figura 36 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 36



110

6,00-5,75  5,75-5,50  5,50-5,25

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,7S 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz  Refer.

4,75-4,50

Figura 37 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 37



111

6,25-6,00 6,00-5,75 5,75-5,50 5,50-5,25  5,25-5,00 5,00-4,75  4,75-4,50

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,7S 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50  0,50-0,25 0,25-0 Hz  Refer.

Figura 38 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 38
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6,25-6,00 5,25-5,00  5,00-4,75

5,75-5,50

4,50-4,25 3,75-3,50  3,50-3,25 3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,75 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

4

1,00-0,75  0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0Hz  Refer.

Figura 39 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays— Imagem 39
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6,25-6,00  6,00-5,75

{ & 4! (
\\ \

4,75-4,50

4,504,25  4,25-4,00 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,7S 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz  Refer.

Figura 40 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 40



114

5,00-4,75  4,75-4,50

4,50-4,25 4,00-3,75 3,75-3,50 3,50-3,25 3,25-3,00 3,00-2,75

2,75-2,50 2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,7S 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50  0,50-0,25 0,25-0 Hz  Refer.

Figura 41 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 41



115

4,75-4,50

4,25-4,00 3,50-3,25  3,25-3,00  3,00-2,75

2,75-2,50  2,50-2,25  2,25-2,00 2,00-1,7S 1,75-1,50 1,50-1,25  1,25-1,00

1,00-0,75  0,75-0,50 0,50-0,25 0,25-0 Hz  Refer.

Figura 42 Analise em frequéncia do tecido radicular de Zea mays — Imagem 42



