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Propriedades dticas dos materiais
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Microscopia eletrénica de varredura do tegumento

e do cotilédone de semente de soja M



Espectroscopia

Energia _
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Energia Absorvida
Refletida

Toda técnica de levantamento de dados fisico-quimicos atraves
da transmissao, absorcao ou reflexao da energia radiante incidente em
uma amostra



http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADsico-Qu%C3%ADmica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Transmiss%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Absor%C3%A7%C3%A3o_(f%C3%ADsica)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Reflex%C3%A3o

A possivel interacdo da luz incidente (l,) com a semente e
subsequente luz refletida, refratada, transmitida, espalhada ou
absorvida (1)
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Representacao de uma onda eletromagnetica

Numero de onda: quantidade de ondas existentes em 1 centimetro, ou seja, 1/ A (cm)



Espectroscopia por infravermelho proximo
(NIRS)

Baseia-se na absorc¢ao de luz infravermelha pelos compostos
organicos

= (Cada composto organico possui caracteristica de absorcao especifica,
causando vibracoes na ligacdes de hidrogénio induzidas pelo calor

= (Os componentes sao quantificados por meio de equacdes de calibragao
(baseadas em métodos de referéncia)
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Infravermelho e Infravermelho Proximo

780  2.500 1.000.000 nm
12.800 4.000 200 10 cm’’
3,8x10™ 1,2x 10" 6,0 x 102 3,0x10"  Hz

Na regido do infravermelho (A780 a 2500nm)
radicais como =OH, -NH, -CH e -CO vibram fortemente



Tipos de vibragoes moleculares

“ & %

estiramento simétrico estiramento assimétrico tesoura (ou dobramento angular)

Y e

balango (wag) torgao (twist) rotacao



Modos normais de vibragao da molecula de agua
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Frequéncias de absorcao no IV de algumas ligagcdes quimicas

Numero de onda (cm™)
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Estao representadas frequéncias vibracionais resultantes de estiramentos (azul),
dobras ou deformacdes em tesoura (vermelho) e em balanco (verde) da ligagao




Espectroscopia por infravermelho proximo na analise individual
de sementes

= Técnica nao destrutiva

= Auxilio para os trabalhos de melhoramento

= Pesquisa sobre o desempenho germinativo das sementes

= |dentificacao de injurias em sementes

= |dentificacao de patdogenos em sementes

= |dentificacdo de sementes transgénicas

= (lassificacao industrial de sementes (uniformidade e pureza
fisica)




Imagem multiespectral
e
Imagem hiperespectral




(b) Multiespectral (c) Hiperespectral
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CCD controller -

A
Black box _]
CCD camera
Spectrograph—] »
/E' Computer y
\ - >

Optical\ﬁber Zoom lens .D.
Light controller < \\\ﬁ

Esguema de um sistema de imagem hiperespectral
para aquisicao de imagens de refletancia de
sementes de milho

Processo de segmentacao de imagem e extracao de
caracteristicas:

(I) imagem de refletancia hiperespectral em 782,59 nm,
(1) imagem apos filtragem e realce,

(1ll) imagem apos segmentacao de limiar e

(IV) extracédo do espectro meédio de imagens ROI

Huang et al. (2016)
http://dx.doi.org/10.1016/j.compag.2016.01.029
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Componentes de um sistema de imagens multiespectrais

CCD camera with
objective lens > " : -
i | Computer with image
' — acquisition software
12 LEDs of different m
v
wamalengths!I g l\ 2

Imaging chamber —

Target seed being
imaged

ElMasry et al. (2019)



Calibration targets

) Calibration J

Multispectral imaging

system

~

|

[ Prepare seeds

{lmage acquisition
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llustracao do fluxo de trabalho tipico em
aplicacoes de imagens multiespectrais
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Interacao da radiacao incidente e alteracOes causadas
por patdgenos em tecidos vegetais

A Leaf - Light Interaction B Leaf - Pathogen Interaction

Colonization strategies of fungal pathogens

direct
i internal }—Powdery mildew—| | Rust | | Lesfspot — |
reflection
: |
Ep
S ——

transmission

0iDIO ESPOROS DE LESOES
FERRUGEM

Anne-Katrin Mahlein
https://doi.org/10.1094/PDIS-03-15-0340-FE
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Deteccao de fungos em sementes de espinafre
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Deteccao de fungos em
sementes de cevada

Intensidade média de pixel (a) e
refletancia média (b) de sementes
de cevada infectadas com:
Alternaria infectoria
Dothidomycetes sp.

Fusarium avenaceum
Mycosphaerella tassiana
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Seed Science Research 28, 222-228. https://doi.org/10.1017/ S0960258518000235
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Boelt et al. (2018)




. avenaceum F. graminearum Mycosparella sp. Dothideomycetes sp. A. infectoria

Analise discriminante
candnica normalizada

Raw image

O modelo nCDA nao mostrou
diferencas entre o Fusarium
graminearum e Fusarium
avenaceum
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Raw image

Modelo nCDA aprimorado:
comparacoes de pares

nCDA
Transformed

Seed Science Research 28, 222-228. https://doi.org/10.1017/ S0960258518000235 Boelt et al. (2018)



Black point disease
Healthy (Alternaria spp.) Fusarium spp.
1. 2. 3. 4. 2.

Antes da
incubacéao
Deteccao de B
fungos em
NnCDA

sementes de trigo

C i 3

Apos a i
incubacao |

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0152011
Vresak et al. (2016)
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Deteccao de
fungos em
sementes de trigo

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0152011
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0152011

Inoculation period
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10 TR TS O Imagens brutas e correspondentes em tons de cinza e
365 405 430 450 470 490 515 540 570 590 630 645 660 690 780 850 880 940 970 imagens NCDA de sementes de aveia-preta a 365 nm
Wavelenght (nm) para sementes livres de fungos (controle) e sementes

Os espectros de reflectancia média de 200 sementes expostas a Drechslera avenae (Eidam) Sharif por 24,
nao infectadas e 200 sementes infectadas com D. 72 e 120 h

avenae para cada periodo de inoculacdo em 24, 72 e

120 h obtidos em 19 comprimentos de onda Nas imagens transformadas pelo algoritmo nCDA, a
cor azul representa os tecidos saudaveis, as cores
verde e amarela s&o contaminacéao intermediaria e a
Franga-Silva et al. (2020) cor vermelha indica maior contaminacgao fungica
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Reflectancia

Cor e textura

[b]

o+ Reflectance

Helmintosporiose
em aveia-preta

LD2 (25.99%)

O comprimento de onda mais
significativo para distinguir
sementes nao inoculadas de
sementes inoculadas com D.  [¢]
avenae foi 365 nm, enquanto
comprimentos de onda mais
longos mostraram uma tendéncia
para valores menores de R
quadrado

Franca-Silva et al. (2020)
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DEtecgéo de fu ngos em 80(:«1) before incubation B
sementes de feijao-caupi 1
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Assinatura espectral para classes de

Sementes Sac“as e com Fusarium 365.405 ‘430 I-150 I-ﬂO I 490 I 515 I 540I 570 I 590 I 630 I 645 I 660 I 690 I 780 | 850 I 880 I 940 ‘ 970I
pallidoroseum, Rhizoctonia solani e
Aspergillus sp. em 19 comprimentos de
onda em uma faixa de 365 a 970 nm antes

da incubacao (a) e apos a incubacao (b)

(b) after incubation
80 -

Reflectance (%)

70 A

365 405 430 450 470 490 515 540 570 590 630 645 660 690 780 850 880 940 970
RegO et al. (2020) —o— Healthy seeds —¢—_dspergillus sp. —#—Fusarium pallidoroseum —B—Rhizoctonia solani



Deteccao de fungos em
sementes de feijao-caupi

Imagens RGB e correspondentes
iImagens transformadas em tons de
cinza e por analise discriminante
canodnica (nCDA) capturadas a 780 nm,
com padroes de refletancia em classes
de sementes sadias e com Fusarium
pallidoroseum, Rhizoctonia solani e
Aspergillus sp. antes da incubacéao (a) e
apos a incubacéao (b)

Rego et al. (2020)

(a) before incubation

Healthy seeds Fusarium pallidoroseum  Rhizoctonia solani Aspergillus sp.
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(b) after incubation

Healthy seeds Fusarium pallidoroseum  Rhizoctonia solani Aspergillus sp.
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Deteccéao de fungos em
sementes de feijao-caupi

Biplots da analise de componentes
principais para reflectancia,
caracteristicas de cor e textura para
classes de sementes sadias e com
Fusarium pallidoroseum, Rhizoctonia
solani e Aspergillus sp. em 19
comprimentos de onda (365 a 970 nm)
antes da incubacao (a) e apos a
incubacéo (b)

Rego et al. (2020)
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Deteccéao de fungos em sementes de amendoim utilizando imagens

Contribution of variables to Dim 1-2

multiespectrais
e ) (A) Analise de componentes principais
%“3‘ el A (o] Heatny sceas (PCA) de sementes sadias de amendoim e
_______________________ ‘e e e Aspergillus flavus . .
T v s sementes infectadas por Aspergillus
: : Penicilium sp. - - il
N flavu§, Aspergillus niger, Pen|C|II|um. sp.
e Rhizopus sp. Baseadas em descritores
c Refloctance de reflectancia
Dim1 (61.5%) T (B) contribuicao dos descritores de
Rhizopus sp. ’ \::::E::::"Aspergillus niger rEerCté.nCia para a discriminagéo daS

/1, diferentes classes de fungos

s Ham s (C) Média do descriptor de reflectancia que
mais contribuiu para a variabilidade entre
as classes de fungos, ou seja, 490 nm

https://doi.org/10.3389/fpls.2023.1112916

o

2 Contributions (%)

Sudki et al. (2023)
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Deteccao de fungos em sementes de amendoim utilizando imagens

multiespectrais

Healthy seeds

00000

R w vw Y
i (ﬁé %ﬂ o
> ,‘J‘.“ ’“~ Y ' -

Aspergillus flavus Aspergillus niger

..." 2 {% \
"YYYY

Penicillium sp. Rhizopus sp.

0090 00006
00009 00006

Imagens RGB (Red-Green-Blue) e imagens de
refletancia capturadas a 490 nm de sementes
sadias de amendoim e sementes infectadas por
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium sp.
and Rhizopus sp. apés 216 h de incubacéo.

As imagens de refletancia foram transformadas pelo
algoritmo de discriminac&o candnica normalizada
(nCDA); cada pixel na imagem de refletancia
contém um unico valor de refletancia dependente da
cor, textura e composicao quimica do micelio do
fungo.

https://doi.org/10.3389/fpls.2023.1112916
Sudki et al. (2023)
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Imagem hiperespectral Raman

envolve a analise de espalhamento

Laser
e

, cCD . T
Scattering — -

| 1

Sample I i
Rayleigh rejection Filter ~ '2u"g

Dark box

USB cable

CCD camera

Imaging
spectrograph

Lens

Beamsplitter

Lifting platform

Computer

USB cable

Motorized positioning stage Sample moving direction  Stepping motor
controller

Yang et al. (2018)
https://doi.org/10.1016/j.saa.2018.04.026




Avaliacao da composicao quimica de sementes de milho
utilizando imagem hiperespectral Raman

477 cm’! 1007 cm’ 1443 cm™ 1522 cm™ 1596 cm™ 1654 cm’™

Yang et al. (2018)
https://doi.org/10.1016/j.saa.2018.04.026
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Imagem RGB

477 cmt
(amido)

1443 cm™1
(mistura de lipideo e amido)

1522 cm™
(zeaxantina)

1596 cm™ .
(lignina)
1654 cm™t
(lipideo)

Imagem escala de cinza

oQ

Espectro do
endosperma (azul)

Espectro do embriao

(vermelho)

Yang et al. (2018)
https://doi.org/10.1016/j.saa.2018.04.026



Raman intensity

Deteccao de sementes de melancia infectadas
por bactéria (Acidovorax citrully)

Healthy Infected Healthy Healthy = Healthy Healthy

-------- Healthy s = PSR
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A relacao entre duas bandas (em C): 1076.8 cm1/437 cm proporcionou o melhor

resultado para identificar sementes sadias e infectadas doi10.3390/s17102188
Lee et al. (2017)



Analise de imagens de sementes por
tecnologia a laser (Biospeckle)

@ Fenomeno optico de

interferéncia que ocorre
quando a luz laser incide
sobre uma superficie onde
se desenvolve um processo
dinamico biologico ou nao
biologico

Biospeckle
pattemon PC

o




Avaliacao de semente de milho

(Biospeckle)
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Braga Junior et al. (2016)

Analise daraiz de
plantula de cafe por
Biospeckle

Azul = baixa atividade
Vermelho = alta atividade



Level of activity

External Side

Semente sadia

Deteccao de
fungos em
feljao utilizando
a técnica de

Sclerotinia
(nao detectado)

Biospeckle Aspergillus
(detectado)
Colletotrichum

Blosyserns Enginesring (2005) 01 (4), 465469 (detectado)

PH—Postharvest Technology




Deteccao precoce de sementes de soja infectadas por
Fusarium oxysporum utilizando a técnica de Biospeckle
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Singh et al. (2020)



Efeitos dos patdgenos nos testes de
germinacao e vigor
(alguns exemplos)




Raios X

Mondo e Cicero (2005)



3 primeiras fileiras 3 ultimas fileiras
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Mondo e Cicero (2005)
REGIAO REGIAO
DISTAL REGIAO INTERMEDIARIA PROXIMAL
TRATAMENTO 1 TRATAMENTO 2 TRATAMENTO 3
PCG (%) 57 84a 80a
TF (%) 62c 97a 87b
EA (%) 51c 96a 87b

CE (uS.cmtg?l) 40,5b 13,8a 14,6a



Plantul

Mondo e Cicero (2005)



Sintomas causados por Fusarium sudanense em trigo

Necrose | Plantulas
daraiz RN\ fracas

Raiz pouco
desenvolvida

Sementes
mortas

Larran e tal. (2020)
https://doi.org/10.1016/j.jksus.2018.07.005



https://doi.org/10.1016/j.jksus.2018.07.005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1018364718307365#!

Damping off em melao

®¥plantula em emergéncia

https://extension.umn.edu/solve-problem/how-prevent-
seedling-damping




Damping off em
crambe
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Fusarium solani e F.
oxysporum

Migliorini et al. (2018)
https://doi.org/10.5039/agraria.v13i1a5510



https://doi.org/10.5039/agraria.v13i1a5510

Rhizoctonia

-----

Les&o no hipocotilo e / i
proximo ao nivel do solo S Y ey \a Yo _

https://www.pioneer.com/us/agronomy/seed_s
eedling_diseases_cropfocus.html
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