29

AVALIACAO DO RELACIONAMENTO ENTRE DANOSM ECANICOSE VIGOR, EM
SEMENTESDE MILHO, POR MEIO DA ANALISE DE IMAGENS!

SILVIO MOURE CICERQ?, HODAIR LUIZ BANZATTO JUNIOR?®

RESUMO - A possibilidade de utilizag8o da técnica de analise de imagens, para a determinacdo
de danos mecéanicos em sementes, € promissora; € um método de precisio, onde as sementes
podem ser examinadasindividua mente em imagens ampliadas e capazes deindicar, com detal hes,

a area danificada, alocalizacdo e a extensdo do dano. Por se tratar de método ndo destrutivo, as
sementes em andlise podem ser submetidas a testes fisioldgicos e, desta forma, permitir o
estabel ecimento de rel agBes entre os danos mecanicos e 0s prejuizos causados aqualidade. Assim,

0 presente trabalho teve o objetivo de estudar os efeitos dos danos mecénicos sobre o vigor de
sementes de milho, utilizando areferida técnica. Cinglienta sementes de cada um dos cultivares
estudados (CO 32, AG 6690 e Attack) foram selecionadas visualmente, de tal maneira que a
amostrafosse constituida por sementes integras e com danos mecani cosdeintensidades variavels.

Em seguida, as sementes foram radiografadas, fotografadas (faces ventral e dorsal) e destinadas
ao teste de frio (método do rolo de papel com terra). As plantulas normais, anormais e sementes
mortas provenientes do teste de frio foram, também, fotografadas. As imagens obtidas foram

disponibilizadas em computador de tal maneira que, examinadas simultaneamente na tela do
monitor, pudessem ser buscadas rel agBes de causa e efeito hasimagens anteriores e posteriores ao
teste de frio. Os resultados obtidos indicam que o método estudado permite relacionar o dano
mecanico com eventuai s prejuizos ocasi onados ao vigor das sementes de milho.

Termos paraindexagdo: Zea mays, imagem digital, raios-X.

EVALUATION OF IMAGE ANALYSISIN DETERMINING THE RELATIONSHIP
BETWEEN MECHANICAL DAMAGE AND SEED VIGOR IN MAIZE

ABSTRACT - Image analysisisavery promising technique to determine mechanical damagein
seeds. This precise method examines seedsindividually using enlarged imagesin which damaged
areasaswell astheir exact location and extension can be found and examined in detail. Sincethis
is a non-destructive method, analyzed seeds can be submitted to physiological teststo establish
the relationship between mechanical damage and quality loss. The objective of the present
investigation wasto study the effects of mechanical damage on corn/maize seed vigor using image
analysis. Fifty seeds from CO 32, AG 6690 and Attack cultivars were visually selected to form a
sample of whole seeds with varying degrees of mechanical damage. The seeds were x-rayed,
photographed (ventral and dorsal sides) and submitted to a cold test. Photographs were repeated
after the cold test. Images were transferred to a computer so that pre and post cold test images
could be examined simultaneously on the monitor to determine the possible rel ationship between
cause and effect. Resultsindicated that the method under study permits association of mechanical
damage with eventual losses caused to corn/maize seed vigor.

Index terms: Zea maysL ., digital image, X-rays.
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1978; Feldmann, 1981; Vym & Moes, 1988; Weller et d.,
1990; Mashauri et a., 1992; Sato & Cicero, 1992; Naplava
& Weingartman, 1994). Em contrapartida, em programas de
controle de qualidade, realizados em empresas produtoras de
sementes, tem sido verificado que a qualidade fisiol6gica, em
lotes de sementes com altos indices de danos mecénicos, ndo
tem sido influenciada negativamente. Esta contradicdo pode
estar relacionada com imprecisdes dos diagndsticos para a
estimativa da taxa de danos mecénicos, inerentes aos testes
de coloracdo com tintura iodo e verde rapido, rotineiramente
utilizados. Os referidos testes, além de destrutivos, ndo per-
mitem identificar com precisdo os danos diretamente relacio-
nados com as anormalidades nas plantulas ou com a morte
dos embrides. Assim, todas as injurias, independentemente
da intensidade, sdo computadas como danos mecanicos.

Alguns pesquisadores tém tentado quantificar a exten-
s80 dos danos mecanicos proximos ao eixo embrionério; en-
tretanto, esse procedimento visual tem se mostrado subjeti-
Vo, impreciso e ineficiente (Cicero et al., 1998). Por outro
lado, Leon et al. (1986), utilizando técnicas de raios-X,
pancromaticas e de infravermelho para avdiar injarias, con-
cluiram que atécnicade raios-X foi a Unicacapaz de detectar
danos mecénicos localizados internamente nas sementes.

Reid et a. (1991), desenvolvendo sistema de visao
computadorizado para deteccdo de danos mecanicos em graos
de milho, concluiram que o método e etrdnico foi superior ao
convenciond. Por outro lado, aimagem digital tem sido utili-
zada para avaliar caracteristicas externas de sementes, de
bulbos e de tubérculos (Van Der Vooren et a., 1992; Van Der
Vooren & Van Der Heijden, 1993), enquanto a imagem digi-
tal de raios-X foi introduzida para avaliar as morfologias do
embri&o e do endospermade sementes de Arabidopsisthaliana
edetomate (Liu et al., 1993; Bino et a., 1993; Van Der Burg
etal., 1994).

Recentemente, Cicero et a. (1998), utilizando a andise
de imagens para identificar os efeitos dos danos mecéanicos
sobre a germinagdo de sementes de milho, concluiram que a
técnica pode ser utilizada para avaliar danos mecanicos loca
lizados externa e internamente nas sementes, diretamente re-
lacionados com as anormalidades de plantulas ou com amor-
te dos embrides, constataram que as rupturas presentes no
endosperma, causando restri¢fes na translocagdo de nutrien-
tes para o eixo embrionério, ou as que ocorriam diretamente
sobre 0 eixo embrionario, eram as que afetavam negativa-
mente a germinacdo das sementes.

Dando continuidade ao trabalho realizado por Cicero et
al. (1998), o presente trabaho teve o objetivo de estudar os
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efeitos dos danos mecéanicos sobre o vigor das sementes de
milho, utilizando a técnica de andise de imagens.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi redlizada no Laboratério de Andlise de
Imagens e no Laboratério de Andlise de Sementes, ambos
pertencentes ao Departamento de Producdo Vegetal da Esco-
la Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade
de S&o Paulo, em Piracicaba, SP, no periodo de agosto de
2001 ajulho de 2002.

Cinquienta sementes de milho de cada um dos cultivares
estudados (CO 32, AG 6690 e Attack) foram selecionadas
visuamente, de tal maneira que a amostra fosse congtituida
por sementes integras e com danos mecéanicos de intensida-
des varidveis, e colocadas sobre um recipiente plastico trans-
parente, especia mente desenvolvido para a conducdo da ané
lise. As sementes foram numeradas de acordo com a posi¢ao
ocupada no recipiente, de maneira que pudessem ser
identificadas nas determinagdes posteriores. O recipiente foi
colocado diretamente sobreum filmederaios-X (Kodak MIN-
R 2000, tamanho de 18x24 cm), auma distancia de 35 cm da
fonte de raios-X. As imagens foram obtidas com intensidade
de 15 kV e 5 minutos de exposi¢do, utilizando-se um equipa
mento FAXITRON X-Ray, modelo MX-20. A revelagdo foi
efetuada numa processadora Hope X-Ray, modelo 319
Micromax. Posteriormente, as imagens dos filmes de raios-X
foram capturadas por um Scanner Umax, modelo PowerL ook
1100, para ampliacdo e visualizagdo em computador Pentium
[11 (600 MHZ, memdriade 256 MB, HD UltraSCSI de 20GB
e monitor de 21 “).

Paralelamente, foram obtidas imagens fotogréficas ex-
ternas das faces ventral e dorsal das sementes, bem como das
plantulas ou das sementes mortas oriundas de cada semente
apos a conducdo do teste de vigor (relatado a seguir), por
meio de uma camera fotogré&fica digital Nikon, modelo D1,
acoplada a0 computador.

O vigor das sementes foi avaliado pelo teste de frio, uti-
lizando-se 0 método do rolo de papel com terra. Assim, as
sementes de cada cultivar, previamente numeradas
(identificadas), foram distribuidas em grupos de cinco sobre
duas folhas de papel-toaha “Germitest” (no terco superior
do substrato, para permitir o desenvolvimento das plantulas
de maneira individualizada), cobertas com uma fina camada
de terra proveniente de area recentemente cultivada com mi-
Iho e com mais uma folha do papel-toal ha; as folhas de papel
foram previamente umedecidas com quantidade de agua equi-



ANALISE DE IMAGENSEM SEMENTES DE MILHO 31

valente a 3,0 vezes 0 peso das mesmas. Em seguida, foram
formados os rolos que, colocados em caixas plésticas veda
das, foram mantidos em cémara fria (10°C) por sete dias.
Decorrido esse prazo, os rolos foram retirados das caixas e
transferidos para germinador a 25°C/4 dias; em seguida, as
plantulas normais, anormais e as sementes mortas foram reti-
radas do substrato e fotografadas pela cmera fotogréfica di-
gital acoplada ao computador.

Os danos mecénicos observados nas imagens internas e
externas das sementes receberam notas, de acordo com 0s
critérios contidos na Tabela 1. Asimagens e suas respectivas
notas foram disponibilizadas no computador juntamente com
a imagem da plantula ou da semente morta relativa aquela
determinada semente. Desta maneira, todas as imagens (1:
face ventral da semente, 2: face dorsal da semente, 3:
morfologia interna da semente - raios-X, 4: plantula ou se-
mente morta) puderam ser examinadas simultaneamente na
tela do monitor, permitindo fazer um diagndstico para cada
semente. As notas atribuidas as imagens externas das semen-
tes (faces ventra e dorsal) foram baseadas nos danos obser-
vados no pericarpo, embora tenham sido considerados, para

TABELA 1. Critérios utilizados para caracterizar as no-
tas (X, y) para os danos mecanicos observados
no embrido e no endosper ma das sementes de
milho através das imagens de raios-X e das
facesventral e dorsal das sementes.

Dano Embrido (x) Endosperma (y)
N&o observado 1 1
Né&o severo 2 2
Severo 3 3

TABELA 2. Porcentagens de sementes com danos mecanicos severos (nota
3) + ndo severos (nota 2), observados nas imagens externas
(face ventral: naregido do embri&o e naregido do endosper-
ma; face dorsal: regido do endosperma) e de raios-X (no
embrido e no endosperma), que resultaram em plantulas
anormais ou em sementes mortas nos cultivar es estudados.

fins de interpretag@o, como ocorridos nas regides do embri&o
ou do endosperma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de imagens, por se tratar de método néo
destrutivo, permite comprovar, por meio de testes de germi-
nacdo e de vigor, se 0s danos mecanicos detectados externa e
internamente nas sementes apresentam efeitos sobre a quali-
dade fisiolégica e, assim, gjudar a entender o motivo de uma
determinada semente, com danos mecénicos externo e inter-
no aparentemente importantes, originar uma plantula normal
(Cicero et a., 1998).

O exame simultaneo de todas as imagens, externas (fa-
ces ventral e dorsa das sementes) e interna (raios-X da se-
mente), bem como das respectivas plantulas normais, anor-
mais ou sementes mortas observadas no teste de frio, permi-
tiu proceder a um diagndstico para cada caso estudado. Por
outro lado, os testes de tinturaiodo e verde rapido, rotineira-
mente utilizados para avaliar danos mecénicos em sementes
de milho, permitem verificar apena s a ocorréncia deinjurias
externas (no pericarpo), ndo sendo possivel avdiar se as es-
truturasinternas foram af etadas. No presente trabalho, sefos-
sem levados em conta apenas 0s exames das imagens exter-
nas (faces ventral e dorsal), as imprecisdes do diagndstico
seriam, provavelmente, semelhantes aos dos dois testes cita
dos, pois € possivel, apenas, verificar danos no pericarpo.
Assm, na Tabela 2 pode-se observar que menos da metade
das sementes dostrés cultivares estudados (48,5 %), que apre-
sentavam na face ventral (regido onde esta localizado o em-
brido) danos que foram considerados como severos ou pouco
severos, originaram plantulas anormais ou sementes mortas.
Por outro lado, a maioria das sementes dos trés cultivares
originaram plantulas anormais ou sementes
mortas, quando foram observados danos (se-
VEros ou pouco severos) ha regido do
endosperma, tanto na face ventral, como na
dorsal. NamesmaTabela2, verifica-se tam-
bém, nas imagens de raios-X, que 76,9 %

das sementes que apresentavam danos no

Imagens externas Imagens internas embrigo e 68,4 % no endosperma origina
Cultivar Face ventral Face dorsal Raios-X ram plantulas anormais ou sementes mor-
Embrido Endosperma  Endosperma  Embrido Endosperma  tgs, Tais ocorréncias indicam a necessidade
Cco 32 62,1 96,6 96,6 58,6 41,4 de se fazer um diagndstico conjunto das
AG 6690 25,0 80,6 88,9 88,9 80,6 imagens externas e internas das sementes.
Attack 58,3 91,7 95,8 83,3 83,3 Asfiguras apresentadasilustram exem-
Média 48,5 89,6 93,8 76,9 68,4

plos relativos aos trés cultivares estudados.
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NaFigural pode-se observar asemente 11, do cultivar Attack,
na qual foram constatados danos mecénicos externos nas fa-
ces ventral (Figura 1A), com notas 1/2 (dano n&o observado
na regido do embrido e dano ndo severo na regido do
endosperma) e dorsal (Figura 1B), com nota 2 (dano néo se-
vero na regid do endosperma). Por outro lado, na imagem
deraios-X (Figura 1C) néo foram constatados danos mecani-
cos no embrido e no endosperma. Neste caso, a plantula nor-
mal (Figura 1D), presente apds a condugdo do teste de frio,
evidenciou a inexisténcia de relacionamento entre os danos
(poucos severos) observados externamente na semente e a
plantula originada.

Nasemente 18 do cultivar CO 32 (Figura 2) foram cons-
tatados danos mecanicos externos nas faces ventral (Figura
2A), com notas 2/2 (danos ndo severos nas regides do em-
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bri&o e do endosperma) edorsal (Figura2B), com nota2 (dano
ndo severo naregido do endosperma). A imagem de raios-X
(Figura 2C), por sua vez, acusou dano severo no embrido e
ndo severo no endosperma. A semente morta verificada no
teste de frio (Figura 2D), indicou que o dano mecéanico, ob-
servado na imagem de raios-X, provocou 0 seccionamento
transversal da base da plumula.

Na Figura 3 pode-se observar a semente 26 do cultivar
AG 6690, naqual foram constatados danos mecanicos exter-
nos nas faces ventral (Figura 3A), com notas 1/2 (dano ndo
observado na regido do embrido e dano ndo severo naregido
do endosperma) e dorsal (Figura 3B), com nota 2 (dano ndo
severo na regido do endosperma). Entretanto, a imagem de
raios-X (Figura 3C) acusou dano severo no embrido e ndo
severo no endosperma, resultando uma pléantula anormal (Fi-

FIG. 1. Cultivar Attack - Semente11- A:
vista ventral (notas 1/2); B: vista
dorsal (nota2); C: Raios X (notas
1/1); D: plantulanormal proveni-
entedotestedefrio.
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FIG. 2. Cultivar CO 32- Semente 18- A: vistaventral (notas2/2); B: vistadorsal (nota 2); C: Raios-X (notas3/2); D: semente
morta proveniente do teste defrio.

FIG. 3. Cultivar AG 6690 - Semente 26 - A: vista ventral (notas 1/2); B: vista dorsal (nota 2); C: Raios-X (notas 3/2); D:
plantula anormal proveniente do teste defrio.
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gura 3D). Neste caso, o dano mecénico ocorrido na diregéo
transversal do endosperma e do escutelo, um pouco acima do
noé cotiledonar, restringiu a translocagdo de nutrientes do
endosperma ao eixo embriondrio, resultando numa plantula
com plumula precariamente desenvolvida e raizes rudimen-
tares.

Na semente 35, do cultivar AG 6690 (Figura 4), foram
constatados danos mecanicos externos nas faces ventral (Fi-
gura 4A), com notas 1/2 (dano ndo observado na regido do
embrido e dano ndo severo naregido do endosperma) e dorsal
(Figura 4B), com nota 2 (dano ndo severo na regiéo do
endosperma). A imagem de raios-X (Figura 4C) indicou a
existéncia de danos severo no embrido e ndo severo no
endosperma (notas 3/2). A semente morta, obtida no teste de
frio (Figura 4D), relacionou-se com o dano mecénico, obser-
vado na imagem de raios-X, sobre o0 eixo embrionério.

Na Figura 5 pode-se observar a semente 13, do cultivar
Attack, na qua foram constados danos mecénicos externos
nas faces ventral (Figura 5A), com notas 1/2 (dano n&o ob-

servado na regido do embrido e ndo severo na regiéo do
endosperma) e dorsal (Figura 5B), com nota 2 (dano néo se-
vero naregido do endosperma). A imagem de raios-X (Figu-
ra 5C) acusou dano severo no embrido e pouco severo no
endosperma. A semente morta, obtida no teste de frio (Figura
5D), relacionou-se com o dano mecanico, observado naima
gem de raios-X, sobre a plumula.

Com base nas sementes estudadas dos trés cultivares,
ficou evidente que quando ocorre dano mecanico no sentido
longitudinal, na regido intermediéria da semente, com ruptu-
ra superficial (pericarpo) sem atingir o eixo embrionério, a
pléantula se desenvolve normalmente. Por outro lado, ruptura
profunda, afetando o eixo embrion&rio (Figuras 4C e 5C),
resulta em plantula anormal ou em semente morta (Figuras
4D e 5D). Quando ocorre dano mecéanico profundo no senti-
do transversal, como os detectados pelosraios-X (Figura3C),
atrandocagdo de nutrientes do endosperma para o eixo em-
brion&rio € afetada, resultando em plantula anormal (Figura
3D) ou em semente morta.
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FIG. 4. Cultivar AG 6690 - Semente 35 - A: vistaventral (notas

1/2); B: vistadorsal (nota 2); C: Raios-X (notas 3/2); D:
semente morta proveniente do teste defrio.
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Resultados semelhantes aos das Figuras 1 a 5 foram
observados nas sementes dos trés cultivares estudados. Da
mesma forma, Cicero et al. (1998) verificaram situacbes
semelhantes aos resultados obtidos no presente trabalho,
a0 estudarem a avaliagdo de danos mecanicos, em semen-
tes de milho, por meio da técnica de andlise de imagens;
porém, os efeitos dos danos foram avaliados pelo teste de
germinagéo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos indicam que 0 método estudado
permite relacionar o dano mecénico com eventuais prejuizos
ocasionados ao vigor das sementes de milho.

FIG. 5. Cultivar Attack - Semente 13- A: vista ventral (notas 1/

2); B: vista dorsal (nota 2); C: Raios-X (notas 3/2); D:
semente morta proveniente do teste defrio.
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