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Apresentagio

A semente representa o principal e mais importante insumo da agricultura, sendo indispensavel
no sistema produtivo, atuando no mercado agricola como protagonista das inovagdes tecnologicas. Uma
agricultura forte e competitiva ndo se mantém nos dias de hoje sem um eficiente arcabouco legal que
assegure essa producio, sem o comprometimento com a qualidade das sementes produzidas.

Sendo a Gestio de Sistemas e Processos o enfoque administrativo e técnico, utilizada por
empresas que buscam a otimizagao e melhoria da cadeia de seus processos, objetivando atender as
necessidade e expectativas das partes interessadas, assegurando o melhor desempenho possivel do
sistema a partir da minima utilizagdao de recursos e do maximo indice de acerto.

Contudo, os sistemas de gestao da qualidade tém como objetivo verificar todos os processos da
empresa e como esses processos podem melhorar a qualidade dos produtos e servicos frente aos clientes.
A escolha da semente a ser utilizada pela empresa é geralmente uma decisao técnico-administrativa, tendo
em conta a origem, espécie e cultivar, quantidade e preco. E aconselhavel que se fagam visitas aos
programas de investigagao das instituigoes de pesquisa que lancam cultivares, assim como dos possiveis
fornecedores de sementes para a sementeira. Portanto, a qualidade ¢ o elemento basico que distingue
uma empresa mediocre de uma excelente. Para se alcangar este ponto, se deve utilizar métodos para
implementar de forma continua, assim como, uma vez alcan¢ado, demonstrar por todos os meios, que a
empresa, conquistou os mais altos padroes de qualidade.

Sendo assim, neste e-book organizamos alguns pontos que irao falar sobre a prospec¢ao da gestao
dos processos para a produgao de sementes, mostrando o quao importantes sio 0s avangos na ciéncia,
tecnologia e comercializagao de sementes e como estes possibilitam o fornecimento aos agricultores de

sementes de alta qualidade, levando nosso pais a se tornar um dos grandes produtores de alimentos.
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Capitulo 7

Determinag¢do do grau de infestagdao de Sitotroga
cerealella (Oliver, 1789) (Lepidoptera: Gelechiidae) em
sementes de trigo por meio de analise de imagens
radiograficas e multiespectrais

Fabiano Franca da Silva'
410.46420/9786585756129cap7 Natalia Pedra Madruga
Andreia da Silva Almeida’

Daniele Brandstetter Rodrigues4

Lilian Vanussa Madruga de Tunes’

INTRODUCAO

A produgio brasileira de sementes e graos de trigo (T7iticum aestivum 1..) tém ocupado posi¢oes
significativas no mercado interno e externo. Quanto ao cenario sementeiro do trigo sao estimadas a
produgao de 642,57 mil toneladas (Kist et al., 2019), e a producao de graos esta estimada em 5,47 milhoes
de toneladas, na safra 2018/19 (CONAB, 2019).

Como o principal desafio na area de sementes e graos esta a ampliacio da produg¢ao associada a
racionalizacdo de custos, insumos e manejo, para atender esses requisitos, os agentes de pesquisa e
desenvolvimento tem buscado desenvolver e manter materiais com alto rendimento produtivo, geradores
de sementes e graos de boa aparéncia e com atributos de qualidades fisicas, fisiologicas e sanitaria,
especialmente com tolerancia e resisténcia as principais doengas e insetos praga (Tavares et al., 20106;
Carvalho et al., 2019; Kist et al., 2019).

Em regides de clima tropical quente e temperado a ocorréncia de insetos-praga Sitophilus zeamais,
Tribolium castanenm (Herbst), Rhyzopertha dominica (F.) e Sitotroga cerealella (Olivier) ocorrem em niveis

criticos (Bushra & Aslam, 2014; Demissie et al., 2014). A espécie S. cerealella é a praga primaria
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problematica para as sementes e graos de milho, sorgo, trigo, soja, arroz e outras espécies, cuja infesta¢ao
ocorre na pré-colheita, no armazenamento e na pos-colheita. Com até 280 posturas de ovos na superficie
das sementes e dos grdos, ha eclosiao das larvas e perfuragdo das sementes e graos para consumo das
reservas e construcao das galerias internas. Apos continuos instares larvais ocorre o estagio pupal, que
dura até 10 dias. Os adultos deixam as sementes e graos por orificio de saida (Keszthelyi et al., 2016; Ma
et al., 2010).

A incidéncia da traga-dos-cereais na massa de sementes e graos possibilita o estabelecimento de
pragas secundarias e, por promoverem aumento da temperatura e umidade, favorece o desenvolvimento
de fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Ambos fatores potencializam as perdas
qualitativas e quantitativas, com indices de até 50% na perda de peso das sementes e graos e reflexos na
reducio acentuada da germinagdo e do vigor das sementes (Lazzari et al., 1997; Aquino & Potenza, 2013;
Bushra & Aslam, 2014; Carvalho et al., 2017; Mubayiwa et al., 2018).

Em vista dos prejuizos dos insetos a qualidade das sementes e graos, que afetam o valor do produto
e a sua comercializagdao, convencionou-se por meio do Decreto n°® 5.153, de 23/07/2004, que
regulamenta a Lei de Sementes n® 10.711, de 5 de agosto de 2003, o controle e a manutenc¢ao da qualidade
sanitaria das sementes produzidas por meio do exame de sementes infestadas, um mecanismo de
garantidor dos padrdes de identidade e qualidade de sementes para a liberagao dos lotes (BRASIL, 2004;
2009).

Na metodologia tradicional do “exame de sementes infestadas™ o analista inspeciona, com objetos
perfurocortantes, 200 sementes individuais, observando sinais de infestacido por insetos na superficie
externa e danos nas estruturas internas da semente. Trata-se de uma metodologia morosa, que condiciona
a fadiga visual do analista, problemas de ergonomia e possiveis risco a saude do analista pelo uso de
laminas de corte, o que compromete a qualidade das analises (Carvalho et al., 2019; Franca-Silva et al.,
2019; Gomes-Junior, 2019).

Existem metodologias alternativas para a detec¢ao da infestagdao por insetos em sementes e graos,
a exemplos do corante fucsina 4acida para identificar sinais de oviposic¢ao, funil de Betlese, sonda de vacuo,
flutuagao, técnicas acusticas, ressonancia nuclear magnética e imunoensaios, além da analise radiografica,
analise multiespectral e hiperespectral (Pedersen & Brown, 1960; Neethirajan et al., 2007; Forti et al.,
2008; Keszthelyi et al., 2016). Os métodos citados diferem em termos de eficiéncia na deteccao dos
diferentes estagios de desenvolvimento do inseto, morosidade, demanda por analistas treinados e
viabilidade de implementacao (Neethirajan et al., 2007).

A analise radiografica e a analise multiespectral apresentam-se como metodologias potenciais para
deteccao rapida, segura, nao invasiva, nao destrutiva e menos subjetiva da qualidade sanitaria de sementes
e graos, mas ¢ teorizado que essas técnicas nao detecte todos os sinais de infestagdo e estagios de
desenvolvimento da traga-dos-cereais. Diante do exposto, objetiva-se avaliar a viabilidade de utilizagao

da andlise de imagens radiograficas sem contraste, com contraste ¢ imagens multiespectrais para

183



Gestao dos processos para produgio de sementes: do campo a pos-colheita: Volume 2: controle de qualidade

determinagao do grau de infestagdo e estagios de desenvolvimento de S. cerealella em sementes de trigo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Analise de Imagens de Sementes e Plantulas do
Departamento de Produgao Vegetal, na Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiros, da Universidade
de Sao Paulo, durante o periodo de janeiro a junho de 2019.

Utilizando trés caixas plasticas transparente tipo Gerbox, com capacidade para 250 mL e com
dimensoes de 11 cm x 11 cm x 3,5 cm, foram colocadas no interior de cada uma 400 sementes de trigo
(Triticum aestivum L.). Dentro dos respectivos recipientes com as sementes foram colocados 5 casais de
insetos adultos de S. cerealella. Os recipientes foram fechados com tecido do tipo voile, para garantir
circulagao de ar e sobrevivencia dos insetos e mantidos em sala climatizada (25 °C e 65% UR) com
escotofase, por um periodo de 15 dias.

Aos 5 e 10 dias ap6s incubagao, quando constatada a ocorréncia de oviposi¢ao, eclosiao de larvas,
construcao de galerias no interior das sementes, estadio de pupa e desenvolvimento do inseto adulto
dentro das sementes, procedeu-se as avaliagdes para determinagdo do grau de infestagao e detecgao dos
estagios de desenvolvimento de S. cerealella em sementes de trigo por meio das seguintes metodologias:

Teste de raios X (radiografia sem contraste): aos 5 e 10 dias apds incubagio das sementes
com os insetos foram retiradas 200 sementes de trigo dos recipientes e divididas em seis repeti¢oes de 50
sementes, estas foram sobrepostas em placas transparentes de filme de poliéster com fita adesiva dupla
face. As sementes foram numeradas uma a uma conforme a posi¢ao na placa para possibilitar sua
identificagdo e posteriormente conduzidas ao interior do aparelho Faxitron X-ray, modelo MX-20 digital.
A captura das imagens radiograficas foi realizada utilizando intensidade de radiacio de 24 kv, com 10
segundos de exposicio e 20 cm de distancia entre a amostra e a fonte emissora. As amostras foram
retiradas do equipamento e submetidas a analise radiografica com contraste.

Teste de raios X (Radiografia com contraste): as amostras de sementes de trigo sobrepostas
nas placas de filme de poliéster com fita adesiva dupla face e utilizadas na etapa anterior foram colocadas
em recipientes de vidro hermético com 12 capacidade para 300 mL, e expostas em contato indireto com
cloroférmio (CHCLs), umedecido em algodao e fixado na parte superior da tampa com auxilio de alca
metalica, por 2h. Em seguida as amostras foram submetidas ao teste de raios X, utilizando intensidade
de radiacdo de 24 kv, com 10 segundos de exposicio e 20 cm de distancia entre a amostra ¢ a fonte
emissora. As amostras foram retiradas do equipamento e submetidas a analise multiespectral.

Anilise multiespectral: as amostras de sementes de trigo sobrepostas em placas de
transparéncias e utilizadas na etapa anterior foram conduzidas a esfera de integracao do equipamento
VideometerLab®. Na borda da esfera, apds pulsos sucessivos dos 19 diodos emissores de luz (LEDs)
contiguos, o chip padrao de carga acoplada monocromatica (CCD) registrou-se a reflectancia das

sementes e gerou 19 imagens multiespectrais de 2056 X 2056 pixels, cada qual relacionada a diferentes
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comprimentos de onda do espectro eletromagnético (405, 435, 450, 470, 505, 525, 570, 590, 630, 645,
660, 700, 780, 850, 870, 890, 910, 940 ¢ 970 nm) (Salimi & Boelt, 2019). Apds aquisi¢iao das imagens, foi
identificado em cada uma a regides de interesse (sementes) de modo a separa-las do plano de fundo
utilizando a ferramenta ‘Background’ do software de analise VideometerLab®. Em seguida, as imagens
RGB foram transformadas em imagens multiespectrais utilizando a ferramenta “inverse jet” (Olesen et
al., 2011; Cruz-Castillo et al., 1994). Dentre as 19 imagens espectrais geradas e correspondentes as bandas
do espectro eletromagnético, selecionou-se aquela que melhor indicava alteracGes nas “falsas-cores” das
sementes, o que correspondia ao indicio de semente infestada e/ou danificada pelo inseto.

Exame de sementes infestadas pelo método tradicional: apds a capturas das imagens
radiograficas sem contraste, com contraste e imagens multiespectrais, as sementes foram retiradas das
placas de transparéncia, distribuidas em caixas de plastico com compartimentos individuais e colocadas
em imersdao em agua por 24 h. Em seguida, com ajuda de objeto perfurocortante, procedeu-se a sec¢ao
longitudinal e individual das sementes para confirmacio ou nao da presenca de danos, ovos, larvas, pupas
e adultos da traca-dos-cereais no interior das sementes. O resultado foi expresso em porcentagem de
sementes infestadas, conforme regras para analise de sementes (BRASIL, 2009).

As sementes infestadas, ou nao, pelo inseto foram fotografadas com auxilio de microscopio
estereoscopico (40x) e os resultados foram comparados com as contagens realizadas para nas imagens
das sementes radiografadas com contraste, sem contraste e imagens multiespectrais.

Procedimentos e analise estatistica: o experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com 6 repeticdes de 50 sementes. Os fatores analisados, foram os 4
métodos e 2 amostras (petiodos de avaliagao), avaliando-se a propor¢ao de sementes de trigo infestadas
por S. cerealella. Foi empregada a metodologia de modelos lineares generalizados (MLLG) e a inferéncia
das médias foi realizada pelo teste de Tukey com 5% de significancia. Todas as analises foram realizadas

com o software R (R Development Core Team®, 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise visual das médias e variancias de infestacao total em fun¢ao da metodologia e das
amostras/petiodo de avaliacio foi observada, com exce¢iao do método multiespectral, maior variabilidade
nas amostras 2 (avaliagao aos 10 dias ap6s incubacao) (Figura 1). Comportamento similar ocorreu nos
métodosconvencional (corte das sementes) e raios X com contraste. Na comparagao entre os dois

periodos de avaliagao (amostras) houve maior percentual de sementes infestadas por inseto na amostra

2.
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Figura 1. Representacio media do percentual total de infestagdo da traga-dos- cereais nas sementes de
trigo, em relacdo as metodologias de deteccao de sementes infestadas e amostras de trabalho.

Nas proporg¢oes totais de sementes infestadas em fun¢ao dos estigios de desenvolvimento do
inseto em cada periodo de avaliacio (Figura 2), foi observado que no método multiespectral a
classificagdo dos estagios diferiu em relagio aos métodos convencional, radiografia sem contraste e
radiografia com contraste. O uso de imagens multiespectrais somente permitiu observar sinais de ovos e
perfuragoes provocados pela traga-dos-cerais, cuja propor¢io de infestagdo foi superior no segundo
periodo de avaliacio e os referidos estagios foram observados em maiores propor¢oes nas demais

metodologias utilizadas.
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Figura 2. Somatoério da infestagao de sementes de trigo, em cada amostra, em relagiao aos estagios de
desenvolvimento da traga-dos-cereais detectados na metodologia convencional (corte) e metodologias
nao-destrutivas (raios X e multiespectral).

Observando cada um dos métodos separadamente, verificou-se que os métodos convencionais
(corte) e raios X com contraste apresentaram propor¢des simila uncao dos estagios, em ambas as
amostras similares de infestagdo em func¢ao dos estagios, em ambas as amostras.

A partir do uso das metodologias tradicional com corte, raios X sem contraste, raios X com
contraste ¢ imagens multiespectrais para o exame desementes infestadas foi possivel constatar o
comportamento das referidas metodologias quanto a caracterizagao de identificacao de ovo, larva, pupa,

inseto adulto e dos danos nas sementes de trigo provocados por S. cerealella (Figura 3).
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Raios X
RGB Sem contraste Com contraste Multiespectral

Pupa Larva Ovos Sem infesta¢io

Galeria

Figura 3 - Caracterizacao de semente de trigo (I7iticum aestivus 1..) sem danos e com presenca de
infestacdo por Sitotroga cerealella (Olivier, 1789) nos estagios de desenvolvimento como sinais de
ovo/oviposi¢ao, larva, pupa e galerias internas as sementes observadas em sec¢ao das sementes com
lamina, radiografias sem contraste e com contraste e imagens multiespectrais.

Por fim, conforme analise estatistica do teste de Tukey para comparacao multipla (Figura 4)
demonstrou, nenhum dos contrastes realizados dois a doisevidenciaram diferencas (p<0,05) entre
as metodologias sugeridas e a metodologiaconvencional, com corte, para detec¢do e quantificagao de

sementes infestadas por insetos.
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Figura 4 - Representacao das médias marginais dos percentuais das sementes infestadas considerando a
metodologia utilizada e avaliagdo dos dados conforme teste de Tukey. Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si.

A detecgao dos danos e a presenca dos estagios de desenvolvimento de S. cerealella internamente
as sementes de trigo por intermédio das analises radiograficas decorrem da capacidade de os raios X
formarem distintos niveis de atenuagdo (intensidade de cinza) entre as sementes e 0s insetos presentes e,
em fungao de apresentarem densidades distintas gera a referida atenuagio.

Nas imagens radiograficas de sementes infestadas as regides que se mostram menos densas, como
os sinais de danos e oviposi¢dao, aparecem em cor mais escura, enquanto um meio mais denso, como
sementes intactas, aparece em cinza claro (Crocker et al., 2014).

Assim como no presente trabalho, estudos prévios ja demonstravamrespostas satisfatorias para
o uso da radiografia no sentido de auxiliar na caracterizacao dos estagios de desenvolvimento e dos danos

de Sitophilus granarius em diferentes estagios e os danos provocados em graos de trigo (Haff & Slaughter,
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2014), classificagado de danos por percevejos em sementes de Crofalaria juncea L. (Arruda et al., 20106),
deteccao de infestacao de Callosobruchus maculatus, em fungao dos estagios de desenvolvimento em soja
(Chelladurai et al., 2014), classificagdo do gorgulho do milho em funcio dos instares larvais, pupas e
adultos (Brabec et al., 2017).

A proximidade dos resultados de infestagao por insetos obtidos a partir das radiografias com
contraste em relagao a metodologia convencional com corte foi demonstrada por Carvalho et al. (2019).
A precisao da radiografia com contraste nadetec¢ao da infestagdo tem relagio com o fato de o
cloroférmio penetrar nas areas danificadas da semente e gerar diferencas na densidade dos tecidos, de
modo que as areas afetadas pelo inseto aparecem mais brilhantes (cinza claro) nas radiografias de analise
(Simak, 1957; Carvalho et al., 2019).

Ressalta-se que mesmo usando radiografias sem contraste e com contraste ¢ possivel que sinais
de oviposicao e larvas passem despercebidos na analise das referidas imagens, que pode ser resultado da
qualidade das radiografias, da umidade das sementes avaliadas, da distancia entre as sementes e a fonte
emissora de raios X, da interpretagao do analista e até mesmo de ruidos radiograficos (Pedersen & Brown,
1960; Al-Mezeini et al., 2016; Carvalho et al., 2019). Alternativamente, tem-se resolvido tais problemas
de identificagdotanto por segmentagao das radiografias, a partir do uso de algoritmo e, em ultimo caso
combinando os recursos de raios X com equipamentos hiperespectrais para aumentar a precisio de
classificacao dos estadios iniciais de desenvolvimento (ovos e larvas) de Callosobruchus maculatus (F.)
(Chelladurai et al., 2014).

Apesar de o sistema de imagens multiespectrais (MSI) nao ser eficiente na deteccao dos diferentes
estagios de desenvolvimento de S.cerealella internos em sementes de trigo, a capacidade de detectar
sementes infestadas é um avango em relagdo aos estudos estomoldgicos ja conduzidos com o sistema
MSI que se voltaram a identificagio de espécies de gorgulho do arroz, Sitophilus (Coleoptera:
Curculionidae) com uso de comprimentos de ondas da regiao do visivel ao infravermelho (CAO et al,,
2015), determinac¢ao de espécies e idades de pupas de mosca-boi (Diptera: Calliphoridae) (Voss et al.,
2017), separacao de casulos mortos e vivos de Bathyplectes curculionis Thomson (Hymenoptera:
Ichneumonidae) (Shrestha et al., 2018). Os resultados foram justificados dada a sensibilidade e capacidade
de o sistema MSI capturar variacoes fisicas e quimicas nas sementes decotrentes do ataque/ocorréncia

dos insetos.

CONSIDERACOES FINAIS
O uso das radiografias sem contraste e com contraste apresentaram sensibilidade similar ao
método tradicional, com corte, na deteccao de danos e percentual de infestagao de Siotroga cerealella em

diferentes estagios de desenvolvimento em sementes de trigo.
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Por ser menos morosos e sem riscos a seguranc¢a do analista, em relagdo ao método convencional,
ambos os métodos de analise radiografica demonstram ser apropriados para o exame de sementes
infestadas por insetos.

O sistema de imagem multiespectral utilizado no estudo, apesar de nao possibilitar a identifica¢ao
do tipo de estagio de desenvolvimento do inseto que ocorre no interior das sementes de trigo,
demonstrou ser uma ferramenta rapida e em potencial para estimar o percentual total de sementes de
trigo infestadas ounao por Sitotroga cerealella de forma nao destrutiva.

Estudos futuros sao necessarios para estudar metodologias alternativas e complementares para
melhorar a eficiéncia da analise radiografica e da analise multiespectral no sentido de serem utilizadas

para a identificacdo de distintosinsetos-praga que infestam diferentes espécies de sementes.
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