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Resumo

O programa SIARCS® 3.0 (Sistema Integrado para Andlise de
Raizes e Cobertura do Solo), desenvolvido pela Embrapa
Instrumentacdo Agropecuaria, € um recurso de processamento de
imagens digitais, sendo uma forma simples, rapida e precisa de
avaliar medidas de area e comprimento na experimentacao agricola.
Entretanto, a auséncia de procedimentos padres no
processamento de imagens por diferentes usuarios do programa
pode resultar em medidas diferentes. Por outro lado, a utilizagdo do
programa SIARCS® é limitada pela falta de informac&o metodoldgica
para o prévio processamento das imagens, que € necessario. Desta
forma, o objetivo deste trabalho é apresentar uma metodologia de
editoracdo de imagens digitais para sua posterior analise no
programa SIARCS® 3.0, introduzindo o uso desse programa na
obtencdo de medidas quantitativas de area ou comprimento de
microrganismos.

Palavras chave: Crescimento microbiano, cultivo in vitro, métodos
experimentais, cultura de raizes, solubilizadores de fosfato, fungos
micorrizicos arbusculares.
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Figura 20: Estimativa do crescimento de colonias de microrganismos in vitro utilizando a metodologia
apresentada.
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Figura 19: Estlmanva do comprimento de hifas de fungos micorrizicos |n V|tro ut|I|zando a metodologla
apresentada.

Além disso, a metodologia apresentada minimiza o efeito do usuario
gue edita as imagens (OLIVEIRA et al., 2003). Assim, permite
ampliar e difundir o uso do programa SIARCS® oferecendo a opg&o
de avaliar o crescimento de plantas e microrganismos.
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Images Edition For Plants or Microorganism
Growth Evaluation by The software SIARCS®

Abstract

The software SIARCS® 3.0 (Integrated System for Roots and Soil
Coverage Analysis), developed by Embrapa Agricultural
Instrumentation, is a resource for processing digital images, being a
simple, fast and precise manner to evaluate area and length
measures in agricultural experimentation. However, the lack of
standard procedures in the images edition by different software
users can result in different measures. On the other hand, the
utilization of the software SIARCS® is limited by the absence of
methodological information for the previous processing of the
images, that is necessary. Thus, the objective of this work is to
introduce a methodology for edition of digital images for its later
analysis in the software SIARCS® 3.0, introducing the use of this
software in the obtainment of quantitative measures of area or length
of microorganism.

Key words: microbial growth, in vitro culture, experimental methods,
roots culture, phosphate solubilizers, arbuscular mycorrhizal fungi
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Introducéo

Atualmente, as tecnologias eletronicas vém sendo extensamente
empregadas como ferramentas nas diferentes areas do
conhecimento cientifico. Na experimentacdo agricola, o uso destas
tecnologias vem solucionando diversos problemas, que vao desde a
obtencdo de dados experimentais ao seu manuseio estatistico com
maior precisdo e rapidez. As pressdes econdmicas aliadas ao
desenvolvimento tecnolégico para reduzir custos tém possibilitado a
utilizacdo, em maior amplitude, de recursos computacionais
sofisticados que até pouco tempo eram inviabilizados pela auséncia
de programas especializados, além do alto custo de aquisi¢cdo e
manutencdo dos equipamentos (CRESTANA et al, 1994,
QUESADA et al., 2000).

O programa SIARCS® 3.0 (Sistema Integrado para Analise de
Raizes e Cobertura do Solo) desenvolvido pela Embrapa
Instrumentacdo Agropecuaria (JORGE & CRESTANA, 1996a) é um
recurso de processamento de imagens digitais, sendo uma forma
simples, rapida e precisa de avaliar medidas de area foliar (CALDAS
et al., 1992; OLIVEIRA et al., 2004), cobertura do solo pelas plantas
(JORGE et al., 1993), sementes e frutos, andlise de incidéncia de
doencas e pragas foliares (JORGE & CRESTANA, 1996b; JORGE &
CRESTANA, 1996c), porosidade do solo, densidade e distribuicéo
de raizes no perfil e medidas do seu comprimento e diametro
(CRESTANA et al., 1994), crescimento radicular “in vitro” (LIMA,
2004).

A utilizacdo de imagens digitais oferece uma grande contribuicédo
para o entendimento de importantes eventos relacionados a
fisiologia das plantas, uma vez que permite a obtencdo de medidas
guantitativas e dinamicas de variaveis distintas, sem destruicdo da
planta, em parte ou totalmente (TAYLOR, 1987; ANDREN et al.,
1991), minimizando os efeitos adversos que possam interferir nos
resultados obtidos (LIMA, 2004).

Entretanto, a obtencdo e processamento das imagens para a
extracdo de atributos e/ou dados, é um passo importante, pois,
dependendo da origem das imagens (fotografias digitais, filmagens

06

Consideracgoes Finais

Apesar de suas inUmeras aplicagfes, poucos trabalhos apresentam
informagdes detalhadas das metodologias de processamento das
imagens para serem utilizadas no SIARCS® 3.0, bem como
descrigcbes simplificadas do manuseio do programa, facilitando a
utilizacéo por novos usuarios e por usuarios diferentes, sem que isto
afete a reproducdo das andlises. Isto porque, sdo varias as etapas
para o processamento digital das imagens, que vao desde as
praticas de obtencdo ou aquisicdo da imagem, pré-processamento
para realce em um programa editor, segmentacdo e selecdo dos
atributos das imagens no SIARCS®.

Variaveis que medem o crescimento, como altura, diametro da copa
e diametro do caule, sao dificeis de serem avaliadas em algumas
plantas, como por exemplo, o abacaxizeiro. Além disso, as medidas
podem sofrer variacbes de acordo com os critérios adotados por
cada avaliador quando estabelece uma referéncia do ponto de maior
altura ou maior didmetro na planta, tornando estas medidas
subjetivas ou ndo comparativas entre avaliadores. A metodologia

apresentada neste boletim € uma opg¢&o para minimizar esses
problemas.

E possivel a aplicacio desta metodologia para avaliar o crescimento
de microrganismos, por exemplo, o comprimento de hifas de fungos
micorrizicos arbusculares in vitro (Figura 19), area de colénias de
bactérias e fungos em diluicbes em série ou em testes de meio de
crescimento, area e diametro de halo de solubilizac&o e crescimento
de colbénias de microrganimos solubilizadores de rochas (Figura 20),
entre outras aplicacées em microbiologia.
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7. A partir deste afinamento o comprimento é entdo estimado ou digitalizadas por scanners) e metodologia empregada no
(Figura 18). processamento das mesmas, pode-se interferir nos resultados
obtidos por diferentes usuarios. Por outro lado, a falta de trabalhos

Menu: Analise | Contagem; que apresentem informac¢des metodologicas mais precisas para a

E deve-se escolher na caixa de contagem de pixels a opgdo de facil reproducdo da editoracdo de imagens, limita uma maior
medida e unidade a ser utilizada utilizacdo do programa SIARCS".
Opcdes | comprimento | cm Neste sentido, o objetivo deste trabalho € apresentar uma
| PEEEETETT 15 metodologia de editoragéo de irr]a}gens digitais pelo programa ®Adobe
iy s Bt \ouikn [t soshe faesl A ~i81x| Photoshop 6.0 para sua andlise no programa SIARCS™ 3.0,
|C=m EREU -y |SiiEE] sls) facilitando a utilizacdo desse Gltimo na andlise de imagens para a
. = obtencdo de medidas quantitativas de area ou comprimento de
— L — = partes vegetais, Como raizes, ou microrganismos.
f 1 #
! \I ! Mamogen ¢ ifcoen Lmhaz
N \ Mo fdarinvao = . l—'
. 8 2 _"LA\“ :us-. » Hisk E i_'ln_ : :_ :
"jﬁ‘wj ! Toigd Foeniagen s i & e W Coknac
LY T B Al ¥ 1
v BEA Ly Lo [
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= :\ -\.‘r__d__.'__ L I'-f-j'_ 1
L‘Q _f",\_ -il':"'?-ir_":' Fuiten
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Figura 18: Estimativa do comprimento do objeto.
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Para a avaliagdo da area de cobertura (p.e. da parte aérea ou de
raizes) elou comprimento radicular, as imagens devem ser
digitalizadas.

Para isto utiliza-se uma camera digital com resolucéo de pelo menos
1.3 Mega pixels, ou scanner de mesa com resolucdo otima de
1280 x 960 pixels (Figura 1). As imagens devem ser arquivadas no
formato JPEG, com 16,7 milhdes de cores (24 Bits).

1 N ¥
===
LBk B Rt B St e A . = St
[l EECDeT - EhsE| A B
[ 5
Figura 1: Camera digital em suporte que permite fotos perpendiculares a uma altura definida (a o
esquerda) e scanner de mesa (a direita)
-
Deve-se utilizar a mesma altura da camera e mesmo zoom (mesma
aproximacdo) para digitalizacdo das imagens dos diferentes
tratamentos, uma vez que, com a variagdo destes fatores ocorrem
alteragdes da area estimada pelo SIARCS® 3.0 (Figura 2). Vil % W L
Wiricin| | & @ Ly ot s |l asoe rroreron | Wi 2y 300 DT ML s
Figura 17: Afinamento da imagem para estimativa de comprimento (acima) e resultado obtido

(abaixo).
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5. Finalmente é tomada a medida de area (Figura 16).
Menu: Andlise | Contagem

Deve-se marcar na caixa de contagem de pixels a opgao de
medida e unidade a ser utilizada.
Contagem de pixels | Opcdes | Area | cm®

rl Siarca 30 0 A EUSL0-1 VBARRIELANITHM LA-Z BNF) . =18 =]
o dasan Eder Veadoy Fihon | fnake lanely Apdy 2080 x|

: :JE!’ P

Lkt |

2Dl x|
fuquro o | [t
Ha - S e L
’ Hie Eebaporads . -
Selecom ———————————————| i N T r
Hidar Gub = Poxd: i T T WG I
Twal Pomeniaen e 3 - Cobasare
wek | 1
[T — _'_.._..“_ g
; wiliietig
o L ?
Fechw
-
’Ir-'wi @ mHe i1 Meunamuiisdn | E.mrlw Fhoicrhar : Wl e - [T LIS D) | Wg‘ i

Figura 16: Estimativa da area ocupada pelo objeto.

6. A estimativa do comprimento, no SIARCS?, é realizada sempre
apos a estimativa da area, pois para isto a imagem deve ser
afinada (Figura 17).

Menu: Filtros | Afinamento

24

Figura 2: Acima, imagens capturadas em zoom minimo ou maior altura. Abaixo, imagens capturadas
com maior zoom ou menor altura. Apesar de serem 0s mesmos objetos a estimativa de area é maior
nas imagens de baixo.

OLIVEIRA et al. (2003) avaliaram o efeito da altura da camara e do
operador do SIARCS® na avaliagdo da area, fazendo anélise de quatro
plantas de tamanhos diferentes. As imagens foram obtidas em trés
alturas (40, 55 e 70 cm) utilizando 0 mesmo zoom (minimo).

Estas imagens foram processadas e analisadas no SIARCS® 3.0 por
guatro operadores diferentes, seguindo a mesma metodologia que esta
sendo apresentada no presente boletim. Os autores verificaram que a
imagem de uma parte da planta obtida em menor tamanho devido a
maior altura da camera ou menor zoom tem menos pixels totais, o0
que acarreta numa estimativa de tamanho menor pelo SIARCS®
(Tabela 1).

Além disto, comprovaram que a metodologia de editoracdo de imagens
apresentada no presente boletim minimiza o efeito do usuario que
edita as imagens (Tabela 1).
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Tabela 1. Efeito da altura da camara digital e do operador do (Bl 11 5001 A LA 2 STE
SIARCS? 3.0 liacdo da & d bertura d ta d d alimes Lhy dmen g Mol o P
: .0 na avaliacao da area de cobertura da roseta de mudas i) Lo e alalE] B Bl
micropropagadas de abacaxi. e =
Aturada  Area (médiaem  Operadordo  Area (média para Blocos Area (média em i
camera cada altura) SIARCS? cada operador) cada planta)
--- CM2---- --- CM2--- --- Cm2--
40 cm 99,77a Individuo 1 95,97a Planta 1 183,452
55 ¢cm 94,43b Individuo 2 96,35a Planta 2 109,05b
70 cm 92,40b Individuo 3 95,25a Planta 3 70,81c
Individuo 4 94,54a Planta 4 18,82d
Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si por Tukey ao nivel de 5%. Coeficiente de
variagao = 4,86%.
Fonte: OLIVEIRA et al. (2003).
Uma pratica importante no momento da obtencédo ou digitalizacéo
da imagem é a colocacdo de uma escala quadriculada de tamanho
conhecido (p.e. 1 cm) como referéncia das medidas, para que o
programa SIARCS® 3.0 possa ser aferido e calcular as medidas do — : s =
. 3 !:-_J &3S || GHenmisi Jﬂ&uxhr:ﬂlq | W i [ MDD | ®.p om
restante da imagem (ver exemplo na Figura 2). res 20 ICANEIE N R : I

L Bmn Edtw hunicw ERap At Swen Auh |

Pré-Processamento das Imagens |l ClR el - Snjsl=] sls] M |
Na maioria dos casos, a utilizagéo direta das imagens escaneadas A \ / .
ou fotografadas no programa SIARCS® 3.0 ocasiona erros de ™ Escala de Referéncia

interpretacé@o e erro no calculo do tamanho do objeto. Isto porque o J

SIARCS® 3.0 confunde a coloracdo do meio circunvizinho com a
coloracéo do objeto de estudo (parte aérea, raiz ou microrganismos)
pela diferenca de luminosidade nas diferentes partes da imagem e
pela limitacdo do proprio programa na selecdo de cores. A
consequéncia € que pode haver super ou sub-estimativa do
tamanho real do objeto.

Para minimizar este efeito e tornar possivel a analise no
SIARCS® 3.0 de forma mais precisa e confiavel, recomenda-se o
pré-processamento das imagens em programas especificos de
editoracdo. No caso do presente trabalho utilizou-se o programa
Adobe Photoshop 6.0 de propriedade da Embrapa Agrobiologia. O E

processamento descrito € baseado nas ferramentas desse B |8 G DO || Yuovoroias | Buawsrioone | @sao o | B aw
Figura 15: Alterac&o do modo de cor para preto e branco (acima) e resultado obtido (abaixo)
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programa, entretanto, nada impede que os procedimentos sejam
realizados com o uso de outros programas de editoracdo de
imagens, com as necessarias adaptacdes. O pré-processamento

3. Em seguida, faz-se a marcacdo da escala de referéncia para
afericdo do programa para possibilitar a posterior medicdo da

imagem (Figura 14).
Menu: Andlise | Escala das imagens é feito conforme descrito a seguir:
o PR e ] a. Inicialmente, a imagem deve ser aberta no programa Adobe
yl e B e [ dohe Jiesn At ul] x| Photoshop 5.0 ou superior;
Clele) SEELAe]r o =[nfs]=] o] 5] . ~ :
b. Como os arquivos futuramente serdo salvos no formato bitmap

[ [

(BMP), resultando em documentos muito maiores que os JPEG
originais, inicialmente as imagens devem ser cortadas rentes as
areas que se deseja estimar, a fim de diminuir o tamanho dos
arquivos. Para isto, primeiramente emprega-se a ferramenta
“Marca Selecdo Retangular” indicada na barra de status (ou
Tecla M), selecionando a area desejada (Figura 3).

Ferramenta Marca Sele¢cdo Retangular Imagem | adicionar a
selecdo (ou Tecla M);

I i_:.luhh: Plhalaleg - [Figura 3 fets n:ml tﬂd.i TN =0
Bdrquee [tw [vagen Covads Dsedons [Bird Ubselew  Bted Spde - R
71| (R | o e siciche o e | Erom: g =) e |
L__ i
7 — , :
i'" : "‘:,_._ i Sl W
' rud Farmamanta Marca de Salecio Retangular (ou Tecla M) f"'
. EiE Ty g )
:".Ir—ml # 2 e Ty revenmuisine | [llacdte Phomehm ||.f';-'ur-|||l MF |$r-np| Jﬂz.i 0 éi
Figura 14: Afericdo do programa pela escala incluida na imagem. ’} ~
n[T
Para isto, apos acionar o menu “Escala”’, delimita-se a escala %%
inserida na imagem segurando o botdo esquerdo do mouse e il %
cobrindo seu comprimento linear. A seguir aciona-se o botédo B
direito do mouse, informando a unidade e a dimensdo da escala
marcada (1 cm);
1. Na sequéncia, a imagem deve ser binarizada, ou seja, suas ——
cores devem ser alteradas para apenas duas cores (preto e _
~ . . (e mmy | e | R4l it (ST R e T T T Lo St A DD k.
branco) na resolucdo de 1 bit, evitando qualquer erro de N — -t | T I = — e ——
. ~ s - H i inaciwr| | o Crlivgaives de pra ., | O ] MTRO0OR OGS D = | MICOCLO A DE & Adehie Mhatiba. | &= e
interpretacao da area a ser estimada (Figura 15). Figura 3: Selecéo da area de interesse na imagem.

Menu: Filtros | Binarizagéo
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Em seguida, utiliza-se a ferramenta “Corte Demarcado” que elimina 2. Mudam-se todos os tons de vermelho para um tom Unico e
o restante indesejado da fotografia (Figura 4). contrastante (cor a escolha) podendo ser o préprio vermelho
(Figura 13).

Menu: Imagem | Corte Demarcado
e B H AT R A TR R

I

[ it Fhotarag - Erigars 3isbo mcrmed ped @ £1,5% { Comade LAGI))

i drtieel G Veskan B A e S I.__.._.. =
O ERELIR -

CE s R T o v eI NPT T N S g S——
| 2= rovm.. | [ Adete mar. ) seispacpara.. | |m G =
=
. 3 Binein] @ 2 H O || Lveucoper | Bladee o | §Sa 10 | ey to [t iR nm
5 Figura 13 Alteracdo de todos 0s tons selecionados para um Gnico tom de cor basica.
|

= .

I o e e e e L T A O e e

Fvm| | @0 @ | goopea | fjrscoe. | Flmo. |[Blasker. 2asiap | s |-l E n=
Figura 4: Corte das partes sem interesse da imagem (acima) e resultado obtido (abaixo).
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Processamento das Imagens no SIARCS® 3.0

1. Abrir a imagem no SIARCS? 3.0 e fazer a selecdo das

tonalidades de cores (tons de vermelho) da area a ser estimada
(Figura 12).

Menu: Filtros | Threshold | Selecao ordenada

B S 10 [CASEESDDTS A2 B8P |

SEECED B L
S b wi Colni

L) myconpuiedo

Mmican|| | @ 4D | B st Fresmeton | wisec 30 icwgusin | [@E @
Figura 12: Selecéo dos tons de cores da &rea a ser medida.
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c. Apos o corte das bordas da imagem, torna-se necessaria a
selecdo da area que o objeto ocupa (parte aérea ou raizes),
separando-o no limite externo do restante da imagem. Para isto
utiiza-se a ferramenta borracha (Tecla E), apagando os
contornos do objeto de interesse (Figura 5).

Ferramenta Borracha | usar Diametro da Borracha (Tecla E).

Biomivs G fruen o Sobcone o Yk ot S

AP i Wik Fr“_'ﬂq-.l.urﬁi"ﬂ T Arwiliad Aol | [ S i o il i _
=_: Diametro da Borracha

e

7

F4Fi

|l

Ferramenta Borracha (E) 4 80

Bineial 7 LRAE TR BE

| - s & sl o | BTIETODOUNGM DE EDF ([ Jrsmey—r——T»
Figura 5: Separagdo do objeto a ser medido do restante da imagem.

d. Para selecdo da area que se deseja estimar, emprega-se a

ferramenta “varinha magica” no modulo “adicionar a sele¢céo”, de
modo que todos os seguimentos do objeto (folhas/raizes) sejam
destacados do fundo da imagem original (Figura 6).

Varinha magica | adicionar a selecéo (ou Tecla W)
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] | ) BB O B oo 1 . :
Figura 6: Selegao da &rea que o0 objeto a ser medido ocupa

e. Apoés toda area a ser estimada ter sido selecionada, utiliza-se a
ferramenta “preenchimento” colorindo-a com uma cor destacada,
como o vermelho, para que o programa SIARCS® 3.0 minimize

0os erros de contrastes na selecdo de tonalidades de cores
(Figura 7).

Menu: Editar | Preencher | contetdo | usar cor do primeiro plano
(vermelho)

OBS: Para melhor coloracdo da imagem selecionada recomenda-se
repetir o procedimento “e” pelo menos duas vezes.
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Figura 11: Arquivamento da imagem no formato bitmap.

Apls este pré-processamento das imagens, estas podem ser
trabalhadas no SIARCS® 3.0, tanto para a estimativa da area

selecionada como também de seu comprimento, sendo 0S passos
para isto, indicados a seguir:
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Figura 10: Coloragdo da area ndo ocupada pelo objeto com cor contrastante.
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i. Finalmente, € necessario salvar (gravar) as imagens em um
formato aceito pelo SIARCS® 3.0, ou seja, no formato bitmap
(BMP) para Windows de 8 ou 24 bits no padrdo de 256 cores
(Figura 11). Com este procedimento, perde-se resolugdo das
imagens o que pode acarretar em algum erro na estimativa dos
parametros, sendo esta uma limitacdo do programa SIARCS®
3.0 que podera ser corrigida nas novas versoes.

Menu: Arquivo | salvar como | nome e pasta especifica | formato

BMP | salvar | formato Windows e com profundidade de 8 ou 24

bits
OBS: Se estiver usando a versao demonstrativa do SIARCS, salvar
a imagem no formato bitmap de 8 bits no padrdo de 16 cores ou
cores primarias. Isto evita que o programa trave com frequéncia.
Para isso, antes de salvar, tem que alterar o modo de cores da
imagem no Menu: Imagem | modo | cores indexadas; escolhendo as
opcoes Forcado: primarias e preservar cores exatas.
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Figura 7: Coloracéo da &rea que o objeto ocupa com cor contrastante.

Em seguida, adiciona-se a selecdo da area a ser estimada a
escala quadriculada de referéncia que servira para aferigéo do
programa SIARCS® (Figura 8).

Varinha mégica | adicionar a sele¢céo
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Figura 8: Adicéo da escala a area selecionada.

Logo depois, deve-se inverter a selecdo da area selecionada,
selecionando-se agora a area circunvizinha, restante da imagem

(Figura 9).
Menu: Selecionar | Inverter (ou Shft+Ctrl+l)
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Figura 9: Inversao da area selecionada, mudando a selegdo para a area ndo ocupada pelo objeto.

h. Em sequéncia, deve-se preencher a area delimitada
(circunvizinha) com uma cor, como 0 preto, contrastante a
escolhida anteriormente (vermelho). Isto facilitard a determinacao
da éarea de interesse no SIARCS® facilitando a selecdo de
tonalidades de cor (Figura 10).

Menu: Editar | preencher | contetdo | usar plano de fundo preto
(como ilustrado na Figura 7)
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