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RESUMO

O vigor de sementes ¢ motivo de estudos por caracterizar a capacidade das sementes
germinarem e gerarem plantulas rapidamente mesmo em condic¢des adversas, resultado dos
atributos genéticos, fisiologicos e agrondmicos. Porém, os testes utilizados para mensurar o
vigor das sementes sdo relativamente demorados, retardando a tomada de decisdo em relagéo
a lotes de sementes com maior probabilidade de sucesso em campo. A partir dos avangos
tecnoldgicos e computacionais, técnicas espectroscopicas no infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR), associadas a métodos quimiométricos se apresentam como ferramenta para
obtencédo de informagGes sobre sementes de forma simples e rapida, acelerando a escolha dos
melhores lotes de sementes a serem plantados. Para a formagdo de pastagens, hd ampla
utilizacdo de Brachiaria brizantha, em especial as cultivares Marandu e Paiagués, para a
alimentacdo animal. Diante disso, objetivou-se com este estudo investigar a aplicabilidade de
técnicas espectroscopicas FTIR associadas a métodos quimiométricos para avaliagdo do vigor
de lotes de sementes de Brachiaria. Inicialmente as sementes foram submetidas a testes de
germinacdo e vigor, para distingdo da qualidade fisiologica dos lotes. Posteriormente, foram
avaliadas a partir de analises espectroscopicas FTIR, no qual os dados obtidos foram
analisados por estatistica multivariada, com aplicacdo da analise de componentes principais
(PCA) e Machine Learning. Os espectros gerados pelo FTIR permitiram a identificacdo das
moléculas que podem ser as responsaveis pela diferenciacéo entre lotes de alto e baixo vigor,
enquanto as analises estatisticas foram responsaveis por reduzir a dimensionalidade dos dados
e evidenciar os principais pontos de interesse deste estudo. Através das analises realizadas,
identificou-se que no intervalo do espectro que compreendem de 1800 a 1600 cm?, se
encontram proteinas, lipidios e aminas, podendo ser as principais moléculas responsaveis pela
separacdo de lotes de alto e baixo vigor, tanto para cultivar Marandu, quanto para Paiaguas,
de forma andloga as analises rotineiras feitas no laboratorio de sementes. As informacdes
obtidas neste trabalho sdo de suma importancia para avaliacdo do vigor de sementes de
Brachiaria, com precisdo e em tempo muito menor que os testes padrdes de laboratério.
Assim, o uso de espectroscopia FTIR é promissora para avaliacdo da qualidade fisioldgica de

sementes de Brachiaria.

Palavras-chave: FTIR. PCA. Qualidade fisioldgica.



ABSTRACT

Seeds vigor is the reason for studies to characterize the ability of seeds to germinate and
generate seedlings quickly even in adverse conditions, a result of genetic, physiological and
agronomic attributes. However, the tests used to measure seed vigor are relatively time
consuming, delaying decision making in relation to seed lots with greater probability of
success in the field. Basead on technological and computational advances, Fourier transform
infrared spectroscopic techniques (FTIR), associated with chemometric methods, presents
itself as a tool to obtain information about seeds in a simple and fast way, accelerating the
choice of the best seed lots to be planted. For the formation of pastures, the wide use of
Brachiaria brizantha in particular the cultivars Marandu and Paiaguas, for a fees animal.
Therefore, the study was investigate the applicability of FTIR spectroscopic techniques
associated whith chemometric methods to asses the vigor of Brachiaria seed lots. Initially the
the seeds were submitted to germination and vigor tests, obtain information about the
physiological quality. Subsequently, seeds were evaluated using FTIR spectroscopic analysis,
where the data were obtained by multivariate statistics, with the application of principal
component (PCA) and Machine Learning. The spectra generated by the FTIR allowed the
identification of the main molecules responsible for the differentiation between high and low
vigor batches, while the analyzes were responsible flor reducing the dimensionality of the
data and highlighting the main points of interest in thes study. Through the analyzes carried
out, it was identified that in the spectrum ranges from 1800 to 1600 cm™, proteins, lipids anda
mines were classified, being these as the main molecules responsibles for the separation of
lots of high and low vigor, both to cultivate Marandu, as for Paiagués. The information
obstained in this work is of paramount importance for assessing the vigor of Brachiaria seeds,
with precision and in a much shorter time than standard laboratory tests. Thus, the use of

FTIR spectroscopy is promising for assessing the physiological quality of Brachiaria seeds.

Keywords: FTIR. PCA. Physiological quality.
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Espectroscopia 6ptica: uma nova ferramenta para avaliacdo do vigor de
sementes de Brachiaria

RESUMO: O objetivo do trabalho foi investigar a aplicabilidade de espectroscopia
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e métodos quimiométricos para diferenciar
e classificar lotes de sementes de Brachiaria brizantha em alto e baixo vigor, encontrando os
principais elementos responsaveis pela diferenciagdo em relacdo a qualidade fisioldgica.
Quatro lotes comerciais de Brachiaria brizantha, dois lotes da cultivar Marandu e dois lotes
da cultivar Paiaguas foram submetidas a testes de germinacédo e vigor (primeira contagem de
germinacdo, condutividade elétrica e massa seca de plantulas), para distincdo da qualidade
fisiologica dos lotes. Posteriormente, 20 gramas de cada lote foram moidos e levados para o
espectrometro FTIR, que coletou espectros na faixa de 4000 a 700 cm™ com resolucéo de 4
cm™ e 5 varreduras. O uso de espectroscopia FTIR associada a ferramentas quimiométricas
discriminou lotes de alto e baixo vigor de sementes de B. brizantha, tanto para a cultivar
Marandu, quanto a Paiaguas, encontrando as principais moléculas que podem ser
responsaveis pela discriminacdo, sendo elas proteinas, lipidios e aminas. O meétodo de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) associado a métodos
quimiométricos foi eficiente na diferenciacdo de lotes de alto e baixo vigor de sementes de
Brachiaria brizantha na faixa espectral compreendida entre 1800 a 1600 cm-1, associada a
presenca de proteinas e lipidios. O método de aprendizagem de maquina linear discrimination
analysis (LDA) foi 100% preciso na distincao de sementes de alto e baixo vigor de Brachiaria
brizantha. Recomenda-se 0 uso de espectroscopia FTIR associado a métodos quimiométricos
e analise multivariada para avaliacdo do vigor de sementes de Brachiaria brizantha.

Palavras-chave: Forrageira. FTIR. PCA. Potencial fisioldgico.

ABSTRACT: The objective of the work was to investigate the applicability of Fourier
Transform Infrared (FTIR) spectroscopy anda chemometric methods to differentiate and
classify Brachiaria brizantha seed lots in high and low vigor, finding the main elements
reponsible for the differentiation in relation to physiological quality. Four comercial lots of
Brachiaria brizantha, two lots cultivar Marandu and two lots cultivar Paraguas the seeds were
submitted to germination tests and vigor (first germination count, electrical conductivity and
seedling dry mass), distinghish the physiological quality of the lots. Subsequently were

ground and taken to the spectrometer FTIR, collecting spectra in the range of 4000 to 700 cm"
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Lwith a resolution of 4 cm T and 5 scans, the measurements being performed in duplicate. For
classification, the avarege gross FTIR spectra of 40 samples were investigated by
unsupervised and supervised multivariate analysis. The use of FTIR spectroscopy associated
with chemometric tools discriminated high and low vigor lots of seeds of B. brizantha, both
for the cultivar Marandu and Paiaguds, where the main molecules responsible for
discrimination were proteins, lipids anda mines. The Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR) method associated with chemometric methods was efficient in differentiating high and
low vigor lots of Brachiaria brizantha seeds in the spectral range between 1800 to 1600 cm™,
associated with the presence of proteins and lipids. The linear discrimination analysis (LDA)
machine learning method was 100% accurate in distinguishing high and low seeds form
Brachiaria brizantha. It is recommended to use FTIR spectroscopy associates with
chemometric methods and multivariate analysis to assess the vigor of Brachiaria brizantha
seeds.

Keywords: Forage. FTIR. PCA. Physiological potential.

INTRODUCAO

A utilizacdo sementes de qualidade é de suma importancia para expressao do potencial
produtivo, resultado de seus atributos fisicos, genéticos, sanitarios e fisiologicos. Dentre os
atributos referentes a qualidade fisiologica, o vigor se destaca por sua relevancia,
relacionando-se a taxas e uniformidade de germinacdo, emergéncia e crescimento de plantulas
no campo, influenciando por consequéncia, o rendimento e produtividade das culturas
(ROSSI et al., 2017).

O vigor pode ser definido como a soma de atributos que confere as sementes o potencial
de germinar e gerar plantulas normais rapidamente, ou seja, impulsionar a germinacéo,
crescimento e desenvolvimento de plantulas mesmo em condi¢cbes ambientais adversas
(MARCOS FILHO, 2013). A importancia do conhecimento sobre o vigor de sementes se
encontra na deteccdo de diferencas entre os lotes e consequentemente, na obtencdo de
informacdes sobre quais lotes apresentam maior probabilidade de sucesso no estabelecimento
do estante (FRANCA-NETO et al., 2016).

A aquisicdo de informacGes sobre o vigor das sementes ocorre a partir da realizacdo de
testes de vigor, porém, estes demoram alguns dias para a obtencdo de resultados,
evidenciando a necessidade de novas técnicas que avaliem o vigor de maneira rapida e

eficiente. O aumento de estudos voltados para a compreensdo do vigor tem estimulado a
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investigacdo dos componentes bioquimicos e na fungdo destes sobre a qualidade fisiol6gica
das sementes (ANDRADE et al., 2020). O avango da tecnologia e da computagdo tem
demonstrado potencial na obtencdo de informacges a partir de métodos espectroscépicos, que
a partir de vibracdes moleculares possibilita inferir sobre as moléculas presentes na amostra
(LARIOS et al., 2020).

O método de espectroscopia Optica avalia 0 modo vibracional das moléculas presentes
na amostra de sementes, levando a formacdo de perfis de espectro, e estes, necessitam de
técnicas que ressaltem informacBes quantitativas e qualitativas (ALCANTARA et al., 2010).
Entre eles, pode-se citar a técnica de espectroscopia o6ptica no Infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), utilizado para identificar, caracterizar e quantificar
elementos presentes na amostra, por meio da vibracdo emitida pelas moléculas, que
apresentam estrutura, composicdo e modo de vibragédo especificas (SILVA et al., 2007).

A técnicas FTIR vém sendo aplicadas a diferentes estudos agronémicos com sucesso.
Larios et al. (2020) concluiram que o uso de espectroscopia FTIR associada a ferramentas
quimiomeétricas foi eficiente para discriminar lotes de sementes de soja em alto e baixo vigor.
Andrade et al. (2020) utilizaram espectroscopia ATR-FTIR associada a analises multivariadas
para identificar alteracGes bioquimicas em tecidos de sementes de alto e baixo vigor (embrido
e endosperma), obtendo base tedrica para o0 melhoramento genético de cultivares de milho que
visam maior qualidade fisiologica. Basnet et al. (2016) utilizaram espectroscopia ATR-FTIR
para investigar os potenciais locais de ligacdo com metais na casca, farelo e tecidos do
endosperma em arroz, alcangando resultados satisfatorios em relacdo aos principais locais de
acumulo. Apesar dos estudos de investigacdo da aplicabilidade de FTIR sobre plantas da
familia Poaceae, pouco se sabe sobre sua aplicabilidade na distingdo de lotes de diferentes
cultivares sementes de Brachiaria.

O capim braquiaria ou braquiardo (Brachiaria brizantha) é uma planta forrageira com
grande importancia na formacdo de pastagens melhoradas e no sistema de integracdo lavoura-
pecuaria. O Brasil se destaca no cenario mundial pelas extensdes de areas cultivadas com
pastagens, onde, 80% destas, ocupadas por gendétipos de Brachiaria, sdo utilizadas como
forma econbmica e menos onerosa para atender a demanda nutricional de rebanhos
(MACEDO et al., 2018; HOFFMANN et al., 2014).

Por sua notoriedade, a Brachiaria é motivo de estudos relacionados ao conhecimento da
qualidade fisioldgica de suas sementes, bem como o ajuste de metodologias de testes para sua
avaliacdo, porém, mostram-se necessarias técnicas que apresentem rapidez na preparacdo de

amostras e facilidade na obtencdo de resultados, como a aplicacdo de espectroscopia Optica.
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Assim, o objetivo do trabalho foi investigar a aplicabilidade de espectroscopia FTIR e
métodos quimiométricos para diferenciar e classificar lotes de sementes de Brachiaria
brizantha em alto e baixo vigor, encontrando os principais elementos responséveis pela

diferenciacdo em relagdo a qualidade fisioldgica.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado em duas etapas, no qual a primeira foi realizada no Laboratorio
de Tecnologia de Sementes da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campus de
Chapadéo do Sul, com a finalidade de distinguir a qualidade fisioldgica dos lotes de sementes.
A segunda etapa foi realizada no Laboratorio de Optica e Fotonica da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Campus de Campo Grande, aplicando-se a técnica LIBS para
distin¢do dos lotes.

Andlise da qualidade fisioldgica das sementes

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e
quatro repeti¢fes por tratamento. Para compor as amostras, utilizou-se quatro lotes comerciais
de Brachiaria brizantha, dois lotes da cultivar Marandu e dois lotes da cultivar Paiagués. Para
a diferenciacdo dos lotes, as sementes foram submetidas aos testes de germinacdo e vigor
(primeira contagem de germinacdo, condutividade elétrica e massa seca de plantulas).

Inicialmente, as sementes de B. brizantha foram submetidas a determinacao do teor de
agua, conforme recomendac@es de Brasil (2009). Para o teste de germinacéo, foram utilizadas
quatro repeticbes de 50 sementes distribuidas sobre uma folha de papel mata-borrédo
umedecido 2,5 vezes a massa do substrato ndo hidratado, acondicionadas em caixas gerbox e
levadas a B.O.D., com temperatura alternada de 15-35 °C (BRASIL, 2009). A primeira
contagem de germinacéo foi realizada juntamente com o teste de germinacdo, computando-se
a porcentagem de plantulas normais apds sete dias de instalacdo do teste para primeira
contagem de germinacdo e contagem final aos 21 dias, para o teste de germinacdo (BRASIL,
2009).

Para o teste de condutividade elétrica utilizou-se o método de condutividade de massa,
onde 50 sementes foram pesadas e colocadas em copos plasticos com 75 mL de agua
destilada, mantidos a 25 °C durante 24 horas (KRZYZANOWSKI et al., 1999). Apds esse

periodo, os recipientes foram levemente agitados e com o auxilio do condutivimetro (MS
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Tecnopon® — mCA150) foi efetuada a medicdo das leituras de condutividade elétrica da
solucdo, com valores expressos em uS cm™ g™,

Para a massa seca de plantulas, 20 sementes foram distribuidas sobre duas folhas de
papel germitest, umedecido 2,5 vezes a massa do substrato ndo hidratado, acondicionadas em
sacos plasticos levados ao germinador em temperatura alternada de 15-35, durante sete dias
(BRASIL, 2009). Apds esse periodo, as plantulas foram divididas, separando-se raiz e parte
aerea, acondicionando em sacos de papel identificados e levadas a estufa de circulacdo de ar a
65 °C, até a obtencdo de massa constante, com resultados expressos em mg™.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia comparando-se as médias

pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Analise de espectroscopia 6ptica no infravermelho por transformada de Fourier - FTIR

ApoOs a realizacdo dos testes para avaliacdo da qualidade fisioldgica, foram retiradas
aproximadamente 20 gramas de amostras de cada lote de sementes de alto e baixo vigor de
cada uma das cultivares. Essas amostras foram moidas e passadas por peneira granulométrica
de malha 25 com abertura de 710 pum e levadas para o espectrometro dptico.

Os espectros de infravermelho médio foram obtidos a partir de um espectrémetro de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (Spectrum 100, Perkin Elmer) com uma
reflectancia total atenuada. Os espectros foram coletados na faixa de 4000 a 700 cm™, com
resolucéo de 4 cm™ e 5 varreduras, sendo as medicdes realizadas em duplicata. A analise dos
dados obtidos foi realizada com o objetivo de discriminar os lotes de alto e baixo vigor de
cada cultivar. Inicialmente obteve-se um conjunto de 80 amostras, 40 amostras para a cultivar
Marandu e 40 amostras para a cultivar Paiaguas, de modo que de cada lote, retirou-se 20
amostras.

Para a classificacdo, os espectros FTIR brutos médios de 40 amostras foram
investigados por analise multivariada ndo supervisionada e supervisionada com o auxilio do
software MATLAB R2018a. Inicialmente foi realizado o pré-tratamento dos dados aplicando-
se a padronizacdo Standard Normal Variate (SNV), com a finalidade de nivelar os dados,
deixando-os com a mesma importancia e eliminando problemas de descolamento, ou seja,
diminuindo a distancia entre os espectros que estdo sendo analisados.

Aplicou-se entdo a analise de componentes principais (PCA), técnica matematica
utilizada para reduzir a dimensionalidade dos dados através da transformacdo do conjunto de

dados originais em um novo conjunto, onde o primeiro componente principal detém a variavel
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que causou maior variabilidade no conjunto de dados, 0 segundo componente principal detém
a segunda varidvel responsavel por causar maior variabilidade nos dados, e assim
sucessivamente (KANNO; KANEKO, 2019). Através dos resultados obtidos pelo PCA,
houve a selecdo de novo intervalo espectral, sendo reduzido de 4000-700 cm™ para 1800-
1600 cm™®, por ser observado que nesse intervalo existe diferencas evidentes entre as
transmitancias.

A técnica de aprendizagem de maquina (Machine Learning) foi aplicada para os dados
brutos (4000-700 cm™) e para o novo intervalo espectro obtido por PCA, por este ltimo
produzir melhores resultados, por funcionar com quantidade semelhante de informacGes e
menos variaveis. Empregou-se algoritmos de aprendizado de maquina como métodos
supervisionados, sendo eles Linear Discriminant Analysis (LDA), K-nearest neighbors
(KNN) e Support Vector Machine (SVM). O algoritmo LDA utiliza uma técnica matematica
para reduzir a dimensdo, maximizando a variancia, por acreditar existir uma fronteira linear
entre 0s dados e apesar de ndo ser um metodo tendencioso, necessita de outros métodos para
comprovacéo de resultados. O algoritmo KNN baseia-se na distribuicdo espacial dos dados e
classifica a mostra com base no nimero de vizinhos préximos, sendo essa classificacdo
realizada diretamente contando um numero especifico de vizinhos (fino= 1, médio= 10 e
grosso= 100) ou usando pesos de distancias, onde 0 mais proximo apresenta maior peso
(DIETTERICH, 2000). Ja o algoritmo SVM organiza as variaveis para obter uma separacdo
espacial dos grupos através de hiperplanos (linear, quadratico e cubico) (GREDILLA et al.,
2016).

Todos os métodos foram comparados e os resultados resumidos em conformidade. Para
0 processo de validacdo, empregou-se a validacdo cruzada (LOO-CV), onde uma amostra é
retirada do conjunto de treinamento e usada para testar o poder preditivo da modelagem,
sendo esse processo repetido, alternando a amostra retirada para testar todos os conjuntos da
amostra. A partir do processo de validacao, a classificacdo da amostra é realizada, adotando-
se os algoritmos de aprendizagem de maguina adequados, onde cada amostra foi testada e
atribuida a seu grupo correspondente (alto ou baixo vigor). As amostras sdo classificadas
como verdadeiras quando a Classe Predita, da classificacdo de aprendizagem de maquina

corresponde a Classe Verdadeira, identificada a partir do método padréo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo da qualidade fisioldgica

As sementes de B. brizantha apresentavam teor de agua variando entre 9,21 e 9,68%.
Os testes de germinacgéo e vigor aplicados aos lotes foram eficientes na distingdo de alto e
baixo vigor. Essa distingdo é resultado do comportamento das sementes em relacdo as
condi¢cbes de ambiente que se encontram, como a rapida germinacdo, uniformidade de
plantulas geradas e a capacidade de expressar suas fungfes vitais mesmo em condicGes
desfavoraveis (MARCOS-FILHO, 2015).

Os lotes da cultivar Marandu apresentaram distin¢do para todas as variaveis estudadas,
no qual o Lote 1 foi caracterizado como de alto vigor por se destacar do Lote 2 em relagédo a
sua qualidade fisiologica, ou seja, rapidez para germinar, maior porcentagem de plantulas
normais germinadas, menor valor de condutividade elétrica e maior peso de massa seca
(Tabela 1). Ja o Lotes 1 da cultivar Paiagués apresentou os melhores resultados para todas as
variaveis estudadas, com exce¢do da massa seca de parte aérea (MSPA) que ndo apresentou

diferenca estatistica entre os lotes, diferindo estatisticamente do Lote 2 (Tabela 1).

Tabela 1. Primeira contagem de germinacdo (PCG), germinacdo (GERM), condutividade
elétrica (CE), massa seca de raiz (MSR) e massa seca de parte aérea (MSPA) para lotes de

sementes de B. brizantha cultivar Marandu e Paiaguas.

Cultivar Marandu
Lote PCG (%) GERM (%) CE (uScmg?) MSR (g) MSPA (g)
1 55a 84 a 247,50 a 0,60 a 2,04 a
2 37b 65b 575,00 b 0,43b 1,67b
F 0,01* 0,01* 0,00* 0,02* 0,03*
CV (%) 20,99 14,45 10,84 15,64 11,14
Cultivar Paiaguas
Lote PCG (%) GERM (%) CE (uScmg?) MSR (g) MSPA (g)
1 46 a 77 a 648,75a 0,45a 1,82
2 23b 63 b 457,75b 0,32b 1,88
F 0,02* 0,02* 0,01* 0,01* 0,12
CV (%) 29,34 10,83 15,96 58,63 8,93

* significativo e ™ ndo significativo pelo teste F ao nivel 5% de probabilidade. Médias seguidas de
letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-knott ao nivel 5% de probabilidade.

Os testes de vigor apresentam dentre os principais objetivos a capacidade de prever e

selecionar lotes de sementes que tenham melhor qualidade, tanto antes do processamento e
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armazenamento, quanto para a semeadura em campo (MARCOS-FILHO, 2015). Os lotes
classificados como alto vigor foram aquelas que apresentaram os melhores resultados nos
testes realizados, apresentando rapida germinacdo, maior peso de massa seca e membranas
bem estruturadas, resultando em baixos valores no teste de condutividade elétrica pelo menor
extravasamento de liquido celular.

O vigor envolve a biossintese de energia e compostos metabdlicos, tais como proteinas,
acidos nucleicos, carboidratos e lipidios, que sdo associadas a atividades que ocorrem nas
células, de forma que, quando maior o teor de reservas de determinados compostos quimicos

nas sementes, maior sera o vigor das plantulas originadas (HENNING et al., 2010).

Infravermelho com transformada de Fourier - FTIR

O espectrémetro optico utilizado compreendeu uma faixa do infravermelho na regido de
4000 cm™ até 700 cm™. A partir do espectro gerado foi possivel identificar os principais
elementos quimicos presentes nos lotes de cada cultivar (Figura 1), podendo ser atribuidos a

lipidios, proteinas, carboidratos e moléculas de amina I e Il (LARIOS et al., 2020).
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Figura 1. Espectros FTIR médios de sementes de Brachiaria cultivar Paiguas (Linha azul) e
Marandu (Linha vermelha) de baixo vigor (PBV e MBV) e alto vigor (PAV e MAV).
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Os espectros de FTIR evidenciaram a presenca de fosfolipidios (PO e P-O-C) na banda
de 1043 cm?, 4cidos graxos (-CH: e -C-0) na banda de 1158 cm™ e banda de alongamento C-
N de proteinas (1253 cm™) (ALCANTARA et al., 2010; ANDRADE et al., 2020; LARIOS et
al., 2020). Na banda correspondente ao intervalo de 1500 a 1800 cm, observou-se a presenca
de ésteres lipidicos, na banda 1741 cm™ (C=0) (CAIRES et al., 2008; LIU et al., 2020),
enquanto na banda de 1633 e 1540 cm-1 (Amina | e Amina Il), indicam a presenca de
proteinas (CAIRES et al., 2008; LARIOS et al., 2020). Na faixa compreendida em 3008 cm™,
observou-se a banda de alongamento =C-H, relacionada a lipidios insaturados, enquanto a
faixa de 2840 cm™ (O-H e N-H), pode ser associada a presenca de ésteres de lipidios
(CAIRES et al., 2008; LIU et al., 2020).

Apo6s o tratamento dos dados por normalizacdo (SNV), aplicou-se a analise de
componentes principais (PCA) para os dados de FTIR (4000-700 cm™) de ambas cultivares
(Marandu e Paiaguéas), com a finalidade de revelar tendéncias na formacao de grupos, ou seja,
componentes que se encontram de forma heterogénea ao longo de cada eixo do PCA (Figura
2a e 2b). A partir de observacgdes aos dados espectrais, foi possivel verificar uma tendéncia de
aglomeracéo na faixa espectral compreendida entre 1800 e 1600 cm™ para cultivar Marandu
(Figura 2c), que ndo ocorreu para a cultivar Paiaguas (Figura 2d), evidenciando a necessidade

de maiores investigacOes para essa cultivar.

21



[ i —
g * Lo us &
g . ‘. . . -] . 4" ,.J . E..
s . e % " . . e
5 . & "* 8
3 a
2 -

&
, .
/ . pd
# &
- ca i S
2 fany e e
- &
%5 &
(©) . . R
| mBv Lo | PV
| a |
g
| L L] & . 5 | . i
1 E] 1 @
ol . . @ a? e % | »
2y | @ Erll . .
A . 2| * '
(LA a [ a &
- | el | o . .
[+ a- e - * @
[ I 'a}' | ., a e @ -
s | " & & @
| “ @
a
//
. /"'--..‘ &
B -y
> A o 5
fa’:" ‘ z/ Lt - QH
e S g, &
o "'-x.____H //f ""%;,

Figura 2. Plotagem de pontuacdes 4000 a 700 cm™ (a) Marandu e (b) Paiaguas; 1800 a 1600
cm* (c) Marandu e (d) Paiaguas.

Na Figura 2c observou-se que ao diminuir a dimensionalidade dos dados para a banda
de 1800 a 1600 cm™, os dois primeiros componentes principais (PC1+PC2) foram
responsaveis por mais de 80% da variacdo em ambas as cultivares, indicando homogeneidade
na separacao dos componentes mais importantes. A regido do espectro que varia entre 1800 e
1600 cm™ esta relacionada a lipidios, proteinas e moléculas de amina (CAIRES et al., 2008).
A mobilizacdo de reservas em embrides de sementes sdo as responsaveis pela germinacao e

formacdo de componentes estruturais durante o crescimento da plantula (HENNING et al.,
2010).

Segundo Ziegler (1995), carboidratos, lipidios e proteinas que se encontram

armazenados nas sementes influenciam o vigor das sementes e consequentemente, a

velocidade de germinacdo, taxas de crescimento e produtividade. Assim, a presenca de
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proteinas e lipidios como observado neste trabalho pode estar relacionada ao ponto de
separacdo entre sementes de alto e baixo vigor.

A partir dos dados obtidos por FTIR e pelos dados de dimensionalidade reduzida pela
analise de componentes principais, aplicando-se métodos supervisionados, LDA, SVM e
KNN. A precisdo de cada método aplicado para cada cultivar pode ser observada na Figura 3.
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Figura 3. Precisdo dos métodos de aprendizagem de maquina para distinguir lotes de alto e
baixo vigor de sementes de Brachiaria nas faixas espectrais 4000 a 700 cm™ (a) Marandu e
(b) Paiaguas e 1800 a 1600 cm™ (c) Marandu e (d) Paiaguas.

Os algoritmos utilizados para classificacdo apresentam diferentes configuracdes, no
qual, comparam a acuracia de cada componente principal (PC) de maneira diferente. Os
melhores resultados de classificagdo foram obtidos na faixa espectral de 1800 a 1600 cm™,
pelo fato de o PCA apresentar as variaveis mais importantes. As barras verdes observadas na
Figura 3 indicam a preciséo alcangada quanto a analise de componentes principais (PCA) e é
utilizado para tragar os dados espectrais, enquanto a area cinza indica a precisao calculada

sem PCA. Essas informacfes sdo utilizadas para ensinar ao classificador o que é cada
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amostra, sendo necessario testar os classificadores por meio da validagédo cruzada, tendo como
resultado a matriz de confusao.

Na Figura 4 verifica-se as matrizes de confuséo obtidas a partir do teste de validacdo
cruzada, adotando a faixa de infravermelho de 2000 a 700 cm™, evidenciando a taxa de
sucesso e a porcentagem de verdadeiros negativos e falsos positivos encontrados. Observou-
se que foi possivel classificar corretamente 100% dos lotes de alto e baixo vigor da cultivar
Marandu pelo método LDA + 5 PC’s, e da cultivar Paiaguas pelo método LDA + 15 PC’s
(Figura 4).

(a) svmL -5 PCS (2000 - 700 ) (b) LDA -15PCS ( 2000 - 700 )
ACURACIA: 100.00% ACURACIA: 100.00%

MHW PHV

CLASSE VERDADEIRA
CLASSE VERDADEIRA

MLV BLV

A
v o

CLASSE PREVISTA CLASSE PREVISTA

Figura 4. Matriz de confusdo relacionada ao método LDA + PCA, com precisdo de 100%

para distinguir lotes de alto e baixo vigor da cultivar (a) Marandu e (b) Paiaguas.

A Tabela 2 apresenta os métodos de classificacdo LDA, KNN e SVN pra os intervalos
espectrais estudados e a acuracia de cada método. Observou-se que 0s métodos apresentaram
acuracia na validacdo externa acima de 90% para a cultivar Marandu e para cultivar Paiaguas
0s métodos apresentaram acuracia na validacdo externa maior que 80%, com exce¢do do
método SVM Cubico com 55% e do KNN Fino com 50% (Tabela 2).
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Tabela 2. Acurécia apresentada pelos métodos LDA, KNN e SVN para classificacdo de

sementes de Brachiaria cultivar Marandu e Paiaguas.

CULTIVAR MARANDU

) - Acurécia Acurécia
Intervalo (cm?) Dados Matriz Classificador
(LOOCV) (ValExt)
4000-700 FTIR 40x6601 SVM Linear 100% 100%
3000-2800 FTIR 40x401 LDA 95% 95%
2000-700 FTIR 40x2601 LDA 100% 100%
1800-1600 FTIR 40x401 LDA 100% 100%
4000-700 PCA 40x39 LDA-5PC’s 100% 100%
3000-2800 PCA 40x39 SVM Quadratico — 10 PC’s 100% 100%
2000-700 PCA 40x39 SVM Linear — 5 Pc’s 100% 100%
1800-1600 PCA 40x39 LDA-5PC’s 100% 100%
CULTIVAR PAIAGUAS
4000-700 FTIR 40x6601 KNN Fino 90% 50%
3000-2800 FTIR 40x401 SVM Linear 95% 95%
2000-700 FTIR 40x2601 LDA 100% 100%
1800-1600 FTIR 40x401 SVM Clbico 70% 55%
4000-700 PCA 40x39 LDA -15PC’s 100% 100%
3000-2800 PCA 40x39 LDA -10PC’s 100% 100%
2000-700 PCA 40x39 LDA -15PC’s 100% 100%
1800-1600 PCA 40x39 SVM Quadratico — 10 PC’s 97,5% 80%

A identificacdo dos elementos e grupos quimicos presentes nas sementes das cultivares
de Brachiaria permitiram a observacdo das similaridades entre os lotes, assim como a faixa
espectral responsavel pela distin¢ao entre lotes de alto e baixo vigor. O intervalo espectral de
1800 a 1600 cm™ pode estar associado a presenca de proteinas e lipidios, compostos
metabolicos que diferem sementes de alto e baixo vigor, por serem responsaveis pela forca
motriz que impulsiona a semente a germinar rapidamente, utilizar suas reservas e originar
plantulas de maneira rapida e uniforme (ZIEGLER, 1995; HENNING et al., 2010).

O desenvolvimento de novos conhecimentos e tecnologias inovadoras para otimizar a
tomada de decisdo em relacdo aos lotes de sementes apresenta grande importancia,
principalmente pela possibilidade da analise de macro e micronutrientes, com a aquisicao
rapida de informacdes. A crescente demanda por informagdes multi-elementares evidencia a
necessidade de técnicas sensiveis, capazes de detectar os principais elementos presentes e seus

tracos com boa precisdo e exatiddo (SEZER et al., 2017).
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O uso de espectroscopia FTIR associada a ferramentas quimiométricas discriminou
lotes de alto e baixo vigor de sementes de B. brizantha, tanto para a cultivar Marandu, quanto
para a cultivar Paiaguas. A faixa espectral compreendida entre 1800 a 1600 cm™, pode estar
associada as principais moléculas responsaveis pela discriminacdo, sendo elas proteinas,
lipidios e aminas, que sdo moléculas responsaveis pela distin¢do entre sementes de alto e
baixo vigor. Essas informacOes sdo de suma importancia para a avaliacdo do vigor de
sementes de Brachiaria, jA que a classificacdo em alto e baixo vigor foi realizada com

precisdo e em um tempo muito menor que os testes padrdes de laboratorio.

CONCLUSAO

O método de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
associado a métodos quimiométricos foi eficiente na diferenciagdo de lotes de alto e baixo
vigor de sementes de Brachiaria brizantha na faixa espectral compreendida entre 1800 a 1600
cm, associada a presenca de proteinas e lipidios. O método de aprendizagem de maquina
linear discrimination analysis (LDA) foi 100% preciso na distingdo de sementes de alto e
baixo vigor de Brachiaria brizantha. Recomenda-se 0 uso de espectroscopia FTIR associado
a métodos quimiométricos e analise multivariada para avaliacdo do vigor de sementes de

Brachiaria brizantha.
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