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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi verificar a possibilidade do uso do programa ImageJ®,
para analise computadorizada do crescimento de plantulas de arroz para avaliagao
da qualidade de sementes. Sementes de arroz, cultivar Puita Inta Cl, foram tratadas
com seis doses de Zn: 0, 50, 100, 200, 400 e 800 g ha" e duas fontes de Zn:
ZnS04.7HO e ZnCl,. Foi utilizado um delineamento experimental inteiramente
casualizado em esquema fatorial 6 x 2 e quatro repeticoes. Apds o tratamento, as
sementes foram avaliadas quanto a germinacgéo, envelhecimento acelerado, teste de
frio, comprimento manual de plantulas, emergéncia de plantulas e comprimento por
andlise computadorizada de plantulas com o software ImageJ®. A andlise
computadorizada do comprimento de plantulas com o programa ImageJ® é eficiente
para diferenciar o crescimento de plantulas de arroz obtidas de sementes tratadas
com Zn.

PALAVRAS-CHAVE: Comprimento de plantulas, ImageJ®, Oryza sativa

IMAGE ANALYSIS FOR RICE SEEDLING ANALYZE

ABSTRACT

The aim of this work was to verify the possibility of using the Imaged program for
computerized analysis of rice seedlings growth. Seeds of rice cv Puita Inta Cl , were
treated with six doses of Zn : 0, 50 , 100 , 200 , 400 and 800 g ha™ (100 kg ha™
seed) and two Zn sources: Sulphate heptahydrate zinc (ZnS04.7H.O) and zinc
chloride (ZnCly), using a completely randomized design in a factorial 6 x 2, with four
repetitions. After treatment, seeds were evaluated for germination, accelerated aging,
cold test, manual seedling length, seedling emergence and seedling computerized
analysis with the ImageJ® software. The results showed that the computerized
analysis of seedlings with the Imaged program is efficient to characterize the rice
seedlings growth of seeds treated with zinc.

KEYWORDS: Oryza sativa, ImageJ®, seedling length.

INTRODUCAO
O uso de sementes de qualidade é fundamental para o sucesso na implantacao
das culturas. O potencial fisiol6gico de um lote de sementes é analisado por meio do
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teste de germinacdo, o qual esta padronizado para a maioria das espécies
cultivadas. Entretanto, por ser realizado em condi¢cbées 6timas, pode superestimar o
potencial de desempenho das sementes (MARCOS FILHO, 2015).

Sendo assim, o uso de testes de vigor torna-se importante, pois estes podem
estimar o comportamento de sementes submetidas a variadas condi¢cdes de
ambiente. Dentre estes, alguns testes foram desenvolvidos baseado na capacidade
de crescimento de plantulas. No entanto, estes testes sdo executados, na maioria
das vezes, de forma manual e morosa, 0 que causa demora na obtencao dos
resultados e erros de interpretacdo (MARCOS FILHO, 2015).

Neste sentido, na tentativa de automatizar as avaliagdes de vigor de sementes
alguns sistemas tem sido propostos, com resultados para varias espécies, como
cebola (GONCALVES, 2016), pimentao (SILVA, 2015), girassol (ROCHA et al.,
2015), tomate (SILVA & CICERO, 2014a), berinjela (SILVA & CICERO, 2014b),
quiabo (KIKUTI & MARCOS FILHO, 2013), milho doce (ALVARENGA et al., 2012),
entre outras.

Existem algumas opc¢bes de andlise computadorizada de plantulas, contudo,
esses sistemas ainda ndo encontram-se disponiveis para acesso livre, sendo
essencial o estudo de novas ferramentas para esta finalidade, as quais possam ser
disponibilizadas para o publico em geral e de facil acesso. Dentre os programas de
livre uso, o ImageJ® ja foi utilizado com sucesso na andlise de imagens de sementes
de goiabeira serrana (SILVA et al., 2013), sendo possivel a criacdo de um protocolo
para andlise de plantulas. O software ImageJ® (anteriormente chamado NIH Image)
€ um programa de processamento de imagens digitais (obtidas com cémera ou
escaner) de dominio publico, escrito em Java, e desenvolvido no National Institutes
of Health (BARBOSA et al., 2016).

O objetivo deste trabalho foi verificar a possibilidade do uso do programa
ImageJ®, para andlise computadorizada do crescimento de plantulas de arroz
obtidas a partir de sementes tratadas com diferentes fontes e doses de zinco.

MATERIAL E METODOS

Sementes de arroz, cultivar Puitd INTA ClI, foram tratadas com seis doses de
Zn: 0, 50, 100, 200, 400 e 800 g ha™' (considerando 100 kg ha™' de semente) e duas
fontes de Zn: sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H,0O) e cloreto de zinco
(ZnCly), utilizando-se um delineamento experimental inteiramente casualizado em
esquema fatorial 6 x 2 e quatro repeticdes. A aplicacdo do Zn foi realizada diluindo-
se as doses de Zn em 5 mL de agua, constituindo-se uma calda, que foi distribuida
sobre as amostras de sementes acondicionadas em sacos plasticos transparentes
de 500 mL. Em seguida, as sementes foram homogeneizadas e transferidas para
uma bandeja plastica para secagem, onde permaneceram por 50 minutos.

Apo6s o tratamento, as sementes foram avaliadas conforme a metodologia
descrita a seqguir: a) Teste de germinacao: foram utilizadas quatro repeticoes de 50
sementes para cada tratamento, as quais foram distribuidas em rolos de papel
toalha, constituidas por entre trés folhas umedecidas com agua destilada, com peso
equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco (BRASIL, 2009) e envolvidos em saco
de polietileno para evitar a perda de agua. Apés, os rolos com as sementes foram
transferidos para camara de germinacao a 25 °C, durante 14 dias, efetuando-se as
avaliacbes aos cinco e 14 dias apés a semeadura de acordo com 0s critérios
estabelecidos nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). b)
Comprimento manual de plantulas: utilizaram-se quatro repeticées de 20 plantulas
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por tratamento, obtidas do teste de germinacdo, que foram mensuradas
manualmente (NAKAGAWA, 1999). c) Teste de frio: foi realizado com procedimento
semelhante ao teste de germinacgao padrao, descrito anteriormente, diferindo apenas
pela permanéncia das sementes em camara de germinacao regulada a 10 °C por 48
h adaptado de MENEZES et al. (2012); apos foi realizada a transferéncia das
mesmas para camara regulada a 25 °C, com avaliacdo aos 14 dias ap6s o inicio do
teste, de acordo com as Regras Para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). d)
Envelhecimento acelerado: foi realizado com quatro repeticbes por tratamento,
com uma fina camada de sementes distribuidas sobre tela metalica acoplada a
caixas de plastico transparente (11 x 11 x 3,5 cm) a 41°C, durante 48 h (TUNES et
al., 2012). Em seguida, quatro subamostras de 50 sementes foram submetidas ao
teste de germinacdo, seguindo metodologia descrita anteriormente, com avaliacao
realizada no quinto dia apds a semeadura, conforme as Regras para Andlise de
Sementes (BRASIL, 2009). e) Emergéncia de plantulas: quatro repeticoes de 25
sementes, por tratamento, foram semeadas em vasos com sete litros de solo, a trés
cm de profundidade, realizando-se duas irrigacées diarias. Foram realizadas
avaliagbes diarias contabilizando-se o niumero de plantulas emersas até os 14 dias
apés a semeadura. f) Analise computadorizada de comprimento de plantulas: as
sementes tratadas foram submetidas ao teste de germinagdo padrdo, conforme
descricao anterior, e aos 14 dias apds o inicio do teste, quatro repeticbes de 20
plantulas, por tratamento, foram colocadas em um escaner modelo Hp Scanjet 8300
Series Taiwan (Figura 1), conectado a um computador ltautec, com processador
Intel Celeron D, Windows XP para obtencao das imagens com resolucao de 200 dpi.

As imagens foram analisadas no programa ImageJ®, obtendo-se o
comprimento total de cada plantula. Na figura 2 sao ilustradas as principais etapas
da analise, que sdo: conversao da imagem para escala de cinza (A), ajuste da cor da
imagem (B e C), ajuste da escala (D), a qual foi calculada com base na resolucao da
imagem, a qual era de 200 dpi, 200 pixels por polegada. Para obter o resultado em
centimetros, dividiu-se 200 por 2,54, obtendo-se o valor de referéncia para
calibracdo das imagens. Apés, foi feita a selecdo de parametros (E) e selecao
aleatoria de plantulas a serem avaliadas (F). Na sequéncia, executou-se o0 comando
“measure”, e os resultados foram obtidos em uma planilha, a qual é exportada para
o programa Excel.

FIGURA 1. Escaner utilizado para obtengdo de imagens de plantulas de arroz para posterior
andlise no software ImageJ.
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FIGURA 2. Andlise de imagens de plantulas de arroz, cultivar Puita Inta Cl, aos 14 dias, no software
Imaged, mostrando as etapas de: conversao da imagem para escala de cinza (A), ajuste
da cor da imagem (B e C), ajuste da escala (D), selecdo de parametros a serem avaliados
(E) e selegao de plantulas a serem avaliadas (F).

Baseado nos conceitos de SAKO et al. (2001) e HOFFMASTER et al. (2003),
calculou-se indices de vigor, de velocidade de crescimento de plantulas e de
uniformidade de crescimento. Para tanto, consideraram-se valores de 0 a 1000,
sendo 0 o minimo e 1000 o maximo para cada amostra. A uniformidade de
crescimento de plantulas foi calculada para cada amostra, considerando-se 1000
como valor maximo e subtraindo-se deste valor o desvio padrao observado referente
ao comprimento de plantulas.
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O indice de velocidade de crescimento foi obtido considerando que o
crescimento atual das plantulas é resultado do somatério do comprimento de todas
as plantulas e que a velocidade pode ser atribuida a razao entre o crescimento atual
e 0 maximo possivel de uma amostra. Para determinar o crescimento maximo foram
realizados testes preliminares. O indice de vigor, por sua vez, foi obtido somando-se
a relacdo entre velocidade de crescimento e uniformidade de crescimento de
plantulas. Para verificar qual a melhor proporcao para o calculo do indice de vigor
foram testadas as seguintes combinacgdes: 10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 40:60,
30:70, 20:80 e 10:90 de velocidade de crescimento e uniformidade, representando
os indices de vigor 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9, respectivamente. Os resultados obtidos
foram submetidos a analise de variancia e a comparacdo de médias por meio do
teste de Tukey (p<0,05) e quando significativos foram ajustadas equacdes de
regressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento de plantulas, verificado por meio da avaliagcdo manual, sofreu
efeito negativo do tratamento das sementes com Zinco, com reducdo no
desempenho (Figura 3C). Esses resultados foram semelhantes aos verificados nos
testes de envelhecimento acelerado e teste de frio (Figura 3A e 3B), embora néo
tenham ocorrido alteracées na germinacdo e na emergéncia de plantulas (dados
nao apresentados). Os efeitos negativos podem ser atribuidos em razédo do excesso
de Zn causar interferéncia no metabolismo celular, provocando ineficiéncia dos
processos envolvidos na diferenciacao e expansao celular, conforme LI et al. (2012).
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FIGURA 3. Envelhecimento acelerado (A), teste de frio (B) e comprimento de plantulas
manual (C) de sementes de arroz, cultivar Puita Inta Cl, tratadas com fontes e
doses de Zn.
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A andlise computadorizada de plantulas com o software ImageJ® possibilitou a
obtencdo do comprimento de plantulas de forma rapida e assim, o calculo dos
indices de crescimento de plantulas e de vigor, conforme observa-se nas Figuras 4,
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FIGURA 4. Exemplo de andlise de imagens de plantulas de arroz
no programa Imaged. Plantula indicada pela seta em
vermelho foi mensurada, obtendo-se valor de 15 cm

correspondente ao seu comprimento.
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FIGURA 5. Comprimento (A), indice de crescimento de plantulas (B), indice de vigor 1 (C),
indice de vigor 2 (D), indice de vigor 3 (E) e indice de vigor 4 (F), de sementes
de arroz tratadas com fontes e doses de zinco, obtidos na andlise de imagens de
plantulas com o software ImageJ.
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FIGURA 6. indices de vigor 5 (A), indice de vigor 6 (B), indice de vigor 7 (C), indice de
vigor 8 (D) e indice de vigor 9 (E), de sementes de arroz tratadas com fontes e
doses de zinco, obtidos por meio da andlise de imagens de plantulas com o
software ImageJ.

Na figura 4, observa-se a analise de plantulas realizada pelo software,
indicando com a seta vermelha a primeira plantula mensurada, a qual tinha
comprimento de 15 cm, conforme apresentado na figura. E possivel notar que todas
as plantulas, marcadas em amarelo, sdo automaticamente mensuradas pelo
software, sendo posteriormente gerada uma planilha no programa excel com os
resultados, necessitando apenas salvar a mesma para posterior andlise, 0 que traz
uma economia de tempo, tornando o0 processo mais rapido e menos laboroso,
comparado ao manual.

Na figura 5A observa-se que ambas as fontes de Zn causaram reducédo do
comprimento de plantulas, assim como foi verificado na avaliagdo manual (Figura 3).
Assim, a avaliacdo computadorizada do comprimento de plantulas pode facilitar a
incorporacdo deste teste na rotina de laboratérios, pela praticidade e agilidade na
obtencdo de resultados, além de ter maior precisdo, evitando o erro inerente ao
avaliador (HOFFMASTER et al., 2003), como ja vem sendo utilizado para sementes
de soja com o programa SVIS® no estado de Ohio, nos Estados Unidos da América
(MARCOS FILHO, 2015).

O indice de crescimento por sua vez (Figura 5B), também revelou efeito
prejudicial do tratamento de sementes com ambas as fontes de Zn, contudo, o ZnCl;
provocou efeito linear decrescente, causando maiores prejuizos. Considerando que
foram aplicadas quantidades iguais de Zn para ambas as fontes, as respostas
divergentes ocorreram em razao da quantidade de anions presentes nas fontes,
visto que no ZnS0,4.7H.O h& maior quantidade de anions comparado ao ZnCl,
(SO4% x CI'), os quais tem natureza tdxica, reduzindo o crescimento das plantulas
quando em doses elevadas (AERY & SARKAR, 2012). Similar ao ocorrido nesta
pesquisa, o indice de crescimento de plantulas, obtido no software SVIS® revelou
diferencas na qualidade de sementes de trigo (SILVA et al., 2012a). Segundo
MARCOS FILHO (2015) um dos métodos mais importantes para avaliacao do
vigor de sementes € a avaliagdo da velocidade e uniformidade de crescimento,
enfatizada na propria conceituacado de vigor, parametros que sao considerados no
calculo dos indices apresentados no presente trabalho.

Os indices de vigor (Figuras 5C a 5F e 6A a 6f) ndao revelaram diferengas
quanto as fontes de Zn utilizadas, contudo, indicaram efeito prejudicial do
tratamento, com ambas as fontes. As doses de zinco utilizadas podem ter causado
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efeitos toxicos nas células e com isso reduzido o crescimento das plantulas e
resultando em menor vigor das sementes. TAVARES et al. (2013), verificaram
reducao do comprimento de plantulas de sementes de arroz tratadas com as doses
de 0,12 a 0,25 g de Zn kg de sementes, cujas doses sdo inferiores a menor dose
de 0,5 g de Zn kg’ de semente, utilizada neste trabalho. LI et al. (2012) ao tratarem
sementes de trigo com Zn, verificaram concentracdes altas deste elemento proximas
as raizes, aumentando o peroxido de hidrogénio e diminuindo a viabilidade celular e
diretamente relacionado com a reducao do crescimento radicular.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que o comprimento de
plantulas, o indice de crescimento e os indices de vigor 2 a 9, obtidos na analise de
imagens, tiveram alta correlagdo com os resultados da avaliacdo manual de
comprimento de plantulas, média correlagdo com os de envelhecimento acelerado e
baixa correlacdo com o teste de frio (Tabela 1). O indice de vigor 1 (proporcao
10:90) teve baixa correlagcdo com o teste de comprimento de plantulas manual, nao
sendo, portanto um indice adequado, visto que os demais possibilitaram resultados
mais consistentes.

TABELA 1. Correlacdo entre indice de crescimento de plantulas (IC),
indices de vigor com o comprimento total de plantulas, teste
de frio e envelhecimento acelerado de sementes de arroz
tratadas com doses de ZnS0O4.7H,0 e ZnCls.

Indices andlise de  Comprimento total Teste de  Envelhecimento
imagens de de plantulas frio acelerado
plantulas
IC 0,84 0,29 0,54
V1 0,29 0,29 0,54
Iv2 0,84 0,29 0,54
V3 0,84 0,29 0,54
V4 0,84 0,28 0,54
IV5 0,84 0,28 0,54
V6 0,84 0,29 0,54
V7 0,84 0,28 0,54
V8 0,84 0,28 0,53
IV9 0,84 0,27 0,52

Para outras espécies, como milho doce (ALVARENGA et al.,, 2012), por
exemplo, estes autores verificaram alta associagao entre os resultados dos indices
de vigor e de crescimento de plantulas com o envelhecimento acelerado. Cabe
destacar que neste trabalho, as sementes estavam tratadas com Zn, o que pode ter
influenciado na resposta ao envelhecimento acelerado, causando neste caso
reducdo do desempenho das sementes, porém, ndo na mesma intensidade daquela
verificada pelo crescimento de plantulas.

E importante mencionar que devido a alta correlagdo entre os resultados da
maioria dos indices obtidos na andalise computadorizada, exceto indice de vigor 1,
com a analise manual do comprimento de plantulas, surgiu a oportunidade de
realizar este tipo de avaliacdo de forma automatizada, o que possibilitard economia
de tempo, precisdo e agilidade no processo de anadlise. De acordo com
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DELL AQUILA (2007), a integracdo de dados obtidos por procedimentos manuais e
computadorizados em laboratérios de analise de sementes pode contribuir para a
padronizacdo de testes, especialmente considerando-se que até o momento nao
existem testes de vigor para sementes de arroz.

MARCOS FILHO (2015) ressalta que a analise computadoriza de plantulas
com o programa SVIS®, representa um procedimento simples, reproduzivel e
objetivo para avaliacao direta do vigor de sementes germinadas ou como ferramenta
suplementar para a interpretacdo de outros testes ou mesmo para identificar efeitos
de tratamentos quimicos e outras situagdes em que é interessante 0 monitoramento
da germinacao e do crescimento de plantulas em intervalos regulares, o que também
pode ser obtido com o sistema apresentado neste trabalho, com uso de analise de
imagens no programa ImageJ®.

CONCLUSAO
A andlise computadorizada do comprimento de plantulas com o programa
ImageJ® é eficiente para diferenciar o potencial fisiolégico de sementes de arroz
tratadas com zinco.
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