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RESUMO

"ANALISE DE SEMENTES POR RESSONANCIA MAGNETICA"

1. Carregamanto de placas de pegos

2. Proparagao da amostra de IRM

Figura 5

Egquipamento e método de imagiologia de resso-
nadncia magnética de produtos agricolas, para determinar as
respectivas caracteristicas fisicas e gquimicas, e.g. o teor
de d6leo. O equipamento utilizado estd adaptado para obter
produtividade operacional elevada na obtencdo de imagens de
IRM pelo gue tem um tamanho de abertura grande e nele com-
preende um dispositivo para amostras com uma multiplicidade
de pratos, tendo cada prato uma multiplicidade de pocgos.
Quando aplicado as sementes, o método pretende seleccionar

as sementes para a reproducdo selectiva de plantas.
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DESCRICAO

"ANALISE DE SEMENTES POR RESSONANCIA MAGNETICA"

CAMPO DA INVENGAO

A presente invenc¢ao relaciona-se com um método de
andlise de produtos agricolas. Mais especialmente, a pre-
sente invengdo relaciona-se com um método de introgressao

de uma caracteristica numa planta.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

A criacdao de produtos agricolas com composicao
enriquecida pode requer a andlise de um grande numero de
amostras de sementes a partir de plantas para identificar
as plantas com propriedades agrondémicas e de composicao
desejada para a utilizacdo ou melhoria da geracdo seguinte.
A andlise de 1lotes de sementes volumosos para algumas
caracteristicas, tais como o teor de &éleo ou de proteina
numa Unica planta ou espiga, em conjugagdo com uma
metodologia apropriada de reproducdo tal como a seleccgao
recorrente, frequentemente permite a seleccgao e a
introducdo destas caracteristicas numa populacdao com fins
comerciais. Apesar da andlise destes lotes de sementes
poder ser realizada por varias técnicas, os métodos que séo
rapidos, de Dbaixo custo, e ndo destrutivos sdo o0s mais

desejaveis.
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A imagiologia por ressondncia magnética (IRM)
baseia-se numa técnica espectroscdpica nado invasiva conhe-
cida como ressondncia magnética nuclear (RMN). A RMN requer
que a amostra sob investigacdo contenha atomos de exibem
spin nuclear, uma propriedade intrinseca que torna magné-
tico o nucleo atdémico. O atomo mais vulgar com spin nuclear
¢ o do hidrogénio, cujo nucleo € um protdo com spin igual a
¥%. Uma experiéncia de protdao de RMN (1H RMN) tipica envolve
colocar uma amostra em estudo num campo magnético uniforme
forte. O campo magnético forte provoca um alinhamento dos
protdes da amostra com o campo magnético, um fendmeno que &
semelhante ao alinhamento da agulha magnética de uma
bussola com o campo magnético terrestre. Numa experiéncia
de "RMN pulsada" actual simples, um outro campo magnético
(a radiofrequéncia ou o campo de RF) é aplicado
transitoriamente a amostra, que tem o efeito de fazer rodar
0s protdes alinhados levando-os a um estado de energia mais
elevado, que estd perpendicular ao campo magnético forte
(designa-se isto por pulso de 90°). A precessdao dos protdes
faz-se em proporgdes caracteristicas a medida dque se
realinham com o campo magnético intenso, induzindo assim
uma corrente eléctrica num par de bobines que serve como
detector. A corrente detectada nas bobines € medida como
uma funcdo do tempo, e a partir disto sdao inferidas as
proporgcdes de precessao dos protdes da amostra. As propor-
cbes de precessao sao determinadas inicialmente pela
intensidade do campo magnético forte (campos magnéticos

fortes levam a proporgdes de precessao maiores), mas o



PE1813936 - 3 -

ambiente molecular tipico experimentado por cada protao
também tem efeito na proporcdo de precessdo. E o unico
ambiente molecular que € objecto de estudo nas experiéncias

de RMN.

Numa experiéncia de RMN pulsada actual ligeira-
mente mais complicada, a complexidade de sinais que tém
lugar a partir de ambientes moleculares multiplos pode ser
eliminada, deixando apenas 0s sinais de protdes num subcon-
junto seleccionado de ambientes moleculares. Esta aborda-
gem, designada por experiéncia "spin-echo", pode ser utili-
zada, por exemplo, numa amostra que compreende uma mistura
de 6leo e Aagua para eliminar o sinal que aparece a partir
de protdes das moléculas de agua, e deixar apenas 0s sinais
provenientes das moléculas de 6leo. Isto pode ser realizado
por utilizacdo de uma sequéncia de pulsos de 90° e 180°, e
0s aparelhos tipicamente comerciais vém com software que €
Util para programar o aparelho para executar adegquadamente

a sequéncia de pulso.

Os métodos de RMN pulsado a campo baixo dependem
de diferenciacdao de ¢leo dos outros componentes na semente
baseados nas diferencas inerentes a tempos de relaxacgao
nuclear spin-spin e longitudinal entre o 6leo e as outras
espécies protonadas. Os métodos de RMN utilizados para
medir o 6leo foram padronizados, nao sao destrutivos, séao
robustos, e dao resultados fidvels e reprodutiveis. O
método de IRM para medir o teor de 6leo baseou-se nos

mesmos principios fisicos dos descritos nas andlises de RMN
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pulsado. A diferenca é¢ gque o método de IRM proporciona
sinais de RMN espacialmente codificados, que proporcionam a
visualizacao de dados num formato de imagem melhor do que

um espectro de RMN convencional.

Existe uma outra semelhanca entre a andlise de
RMN e o método de IRM para a medicdo de teores de &leo em
sementes Unicas. 0Os dois métodos proporcionam o teor de
6leo relativo das sementes numa base de percentagem
(peso/peso) por comparacdo dos resultados experimentais com
0os padrdes de calibracado de 6leo, que é geralmente o método
aceite e 1Util para a comparacdao de teores de &leos nas
sementes individuais. Ver Tiwari et al., "Rapid and
nondestructive determination of seed o0il by pulsed nuclear
magnetic resonance technique", J. Am. 0il Chem. Soc. 51:
104-109(1974). Obtiveram-se numeros relativos porque uma
pequena parte da intensidade de sinal perdeu-se durante os
tempos de demora incorporados nos esquemas de agquisicao de
dados. Os numeros relativos podem ser corrigidos para
numeros absolutos por normalizacao de dados utilizando uma
medicdo de &éleo independente para uma dada populacdo de
sementes, e.g., a média de valores de 6leo medidos para a
populacdao € ajustada ao valor de &leo determinado numa
medigdo volumosa e todas as sementes individuais séao
ajustadas concordantemente. Os numeros absolutos também
podem ser obtidos utilizando a espectroscopia de RMN e os
métodos de IRM por utilizacdo de sementes padrdes na
andlise. Neste caso o teor de 6leo de uma semente é absolu-

tamente determinado desde que a semente padrao mais de
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perto combine com a relaxagao nuclear e conteudo de cera da
semente em experiéncia. Contudo, verificou-se serem os
numeros de 6leo absolutos menos precisos para a comparacao
de teores de 6leo relativos entre as sementes. Ver G.
Rubel, "Simultaneous determination of o0il and water
contents in different oilseeds by pulsed nuclear magnetic

resonance", J. Am. 0il Chem. Soc. 71: 1057-1062 (1994).

Enquanto os melhores instrumentos de RMN requerem
campos magnéticos extremamente homogéneos, as magquinas de
IRM propositadamente induzem gradientes de campo (variacdes
na intensidade de campo magnético relativamente a posicao)
que utilizam trés magnetes de gradiente. O0s magnetes de
gradiente sao muito mais fracos que um iman forte, mas sao
suficientes para causar velocidades de precessao do protéo
distintas nas diferentes partes da amostra. As maquinas de
IRM pulsam nadao sé o campo RF, mas também os campos de
gradiente, para rodar selectivamente e selectivamente
detectar os protdes em regides especiais da amostra. As
medicdes da intensidade do sinal das diversas componentes
de frequéncias (velocidades de ©precessao) indicam a
densidade e tempos de relaxacao (o tempo que levam o0sS
protdes especials a relaxarem de novo para o0 seu estado de
menor energia original e realinharem com o campo magnético
forte, o tempo de relaxacdo longitudinal, e a rodarem fora
de fase, ou a desfasarem devido a relaxacgdo spin-spin,
relativamente aos outros protdes) de protdes nos vVvAarios

pontos da amostra.
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Os métodos de IRM proporcionam medigdes directas
das caracteristicas tais como 0s teores de 6leo,
proporcionando assim um primeiro doseamento independente de
um modelo guimiométrico. Assim pode ser construida uma
imagem tridimensional em gque as intensidades nos diversos
pontos na imagem relacionam com as densidades e os tempos
de relaxacdo de protdes nesses pontos na amostra. Além
disso, porque os diferentes ambientes moleculares resultam
em diferentes frequéncias de precessao, pode ser
determinado o ambiente molecular em cada ponto na amostra.
Esta abordagem ¢é designada por "chemical shift imaging"

(CSI).

Uma alternativa ao CSI é o "spin echo imaging"
(SEI). Nesta experiéncia, uma classe de protdes pode ser
tratada de modo diferente (baseado nas suas velocidades de
desfasagem), e o0s sinais devidos a todos outros protdes
podem ser suprimidos. Por exemplo, se uma amostra contiver
6leo e 4&gua espacialmente separados, e € orientada uma
experiéncia SEI para detectar o &leo, entdao a imagem
resultante mostrard apenas as regides da amostra em que se

encontra o 6leo.

A IRM é uma técnica radioldgica ndo invasiva bem
conhecida, geralmente wutilizada nas ciéncias médicas. A
radiacdo de grande comprimento de onda (onda de radio) é
universalmente aceite como menos agressiva do que outros
tipos de radiacdo utilizados noutras técnicas radioldgicas

nao invasivas tais como os scans por TAC de raios X (tomo-
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grafia axial computorizada). Bastante cedo como em 1988, as
técnicas de IRM comecaram a ser aplicadas ao estudo de
plantas. Ver a seccgdo de Introducgdo de Lakshminarayana et
al., "Spatial distribuition of o©0il in groundnut and
sunflower seeds by nuclear magnetic resonance imaging" J.
Biosci. 17(1) : 87-93 (March 1992) (dagui em diante
Lakshminarayana et al.) (gque descrevem a histdria até 1992
da utilizacdo de IRM no estudo das plantas, sementes, e
tecidos das plantas). Lakshminarayana et al., descrevem uma
experiéncia em que a IRM foi wutilizada em sementes
individuais para determinar a distribuicdo espacial de éleo
e agua em amostras de sementes individuais. Utilizaram uma
sequéncia de pulse-spin-echo para detectar selectivamente
apenas os protdes que faziam parte das moléculas de 6leo.
Também Heil et al., utilizaram a IRM para estudar a
reabsorcdo de agua em sementes de feijdo secas "Magnetic
resonance imaging and modeling of water up-take into dry

beans", Lebensen-Wiss. u.-Technol. 25:280 (1992).

Ambas a SEI e a IRM-CSI foram utilizadas para
obter uma imagem de lipidos nos embrides de pecam por
Halloin et al., "Proton magnetic resonanace 1imaging of
lipid en pecan embryos," J. Am. 0il. Chemist’s Soc.
70:1259(1993). Estas experiéncias estudaram as diferencas
nas imagens de embrides de pecam que sao normais, e dos
infectados por fungos, e danificados por insectos. As
experiéncias de IRM-CSI demonstraram a distribuicado de

lipidos e agua nos embrides de pecam.
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As outras técnicas de IRM sao conhecidas dos
especialistas na matéria. Um exemplo € a relaxografia, ou
0s mapas de tempos de relaxacao. Nesta técnica, as diferen-
tes regides de uma amostra que sao exibidas na imagem séao
distinguidas com Dbase nas diferencas dos tempos de

relaxacao dos protdes nas diferentes regides.

As experiéncias de IRM em sementes foram reali-
zadas tradicionalmente utilizando os instrumentos de tipo
de investigacao, por exemplo, o instrumento Bruker AMX-400
9,4 tesla com abertura de diametro de 8,9 cm (Bruker
Instruments Inc., Billerica, MA) ou o instrumento GE Omega
sistem 7,1 tesla com abertura de didmetro de 15 cm (General
Electric Milwaukee, WI). Estes instrumentos tipicamente tém
um tamanho de abertura de alguns centimetros, e consequen-
temente apenas podem ser utilizados para estudar amostras
que sao menores do que o tamanho da abertura. A vantagem da
pequena escala destes instrumentos € qgue as bobines de
deteccdo estdo perto da amostra sob investigacao, e por
isso a sua sensibilidade é muito elevada. Também existem
instrumentos maiores de tipo de investigacdo com tamanhos
de aberturas e bobines de deteccdo de didmetros de 20-50
cm, por exemplo, o Bruker Biospec II 4,7 tesla, abertura de
didmetro 40 cm (Bruker Instruments Inc., Billerica, MA).
Estes instrumentos sao uUteis para a imagiologia de ratos e
outros animais pequenos. 0Os instrumentos de IRM clinicos,
por outro lado, devem ter um tamanho de aberturas e bobines
de deteccdo que sao bastante maiores para acomodar um cCoOrpo
humano. Por exemplo, a Siemens (Siemens AG, Erlangen,

Germany) e GE Medical Systems (Milwaukee, WI) fabrica uma
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vasta gama de instrumentos clinicos que podem acomodar
objectos com 50 cm de diédmetro ou maior. Alguns sistemas
modernos com magnetes permanentes com campos magnéticos tao
baixos como 0,2 tesla nao estdo limitados pelo tamanho de
abertura mas pelo didmetro da bobine. Mas as bobines de de-
tecgdo de didmetro maior nos instrumentos de supercondu-
tividade tradicionais, bem como o0s sistemas com magnetes
permanentes modernos, tornam estes instrumentos clinicos
mal adaptados para a imagiologia de amostras pequenas tais
como as sementes. A grande distédncia das bobines de detec-
cao de uma amostra peguena e o sinal forcosamente fraco
emanado pela amostra pequena implicam fazer abordagens
convencionais impraticdveis a imagiologia gquantitativa de
amostras pequenas que utilizam instrumentos de IRM
clinicos. Mas o0s pequenos volumes dos instrumentos de IRM
de investigacdo de tamanho de abertura pequeno nao permitem
a 1imagiologia simultédnea de tantas sementes como um
instrumento de IRM clinico permitiria se os instrumentos de
IRM maiores fossem acessivels a deteccdo de sinais de

amostras pequenas.

As técnicas intensivas no tempo para encontrar as
caracteristicas desejdveis sdo especialmente desvantajosas
para os programas de reproducdo de plantas selectiva, onde
muitas sementes individuais precisam de ser rapidamente
visualizadas a fim de permitir uma selecgcao de sementes
antes da plantacdo da nova geracdo. Demoras no fornecimento
ao produtor dos resultados analiticos pode causar a perda

de um ciclo inteiro de reproducéao.
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As técnicas de nao imagiologia tais como as de
espectroscopia de IV sofrem de desvantagens adicionais de
recolha de informacdo de apenas de um subconjunto de uma
amostra total por distinguir sé porcgdes de apenas umas
poucas sementes das centenas de sementes numa amostra
volumosa. Além disso, dado que o foco de amostragem
investiga arbitrariamente porc¢des da semente, os diferentes
tecidos da semente nas amostras podem ser mal representados
pelos dados analiticos. Dado que as qualidades como o teor
de ¢6leo estdao sempre presentes em diferentes quantidades,
as técnicas de ndo imagiologia podem falhar na avaliacédo da
qualidade desejada. As técnicas de nado imagiologia nao
observam a informacdo espacial, e por isso ndo proporcionam
informagdao a um reprodutor de plantas acerca do tamanho,
forma, danos mecédnicos, infestacdo por insectos, ou danos

causados por fungos.

As técnicas de andlise convencionais também
falham no proporcionar de um método eficiente para as
andlises de semente individual, que podem acelerar
grandemente a proporgao de desenvolvimento de variedades de
castas. A andlise de semente individual € necessaria para
diferenciar e seleccionar sementes individuais a partir de
uma populacdo heterogénea de sementes frequentemente encon-
tradas nas populacdes para reproducdo. A andlise de semente
individual pode reduzir o numero de geracdes requeridas
para a producdao de uma planta com a caracteristica dese-
jada. A seleccadao de semente individual também reduz o

numero de plantas individuais requeridas. No milho, por
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exemplo, a capacidade para identificar as sementes indivi-
duais com a caracteristica desejada ao nivel de semente
individual em vez de ao nivel de toda a espiga poder redu-
zir o equipamento de viveiro de 100 wvezes. Isto torna
possivel conduzir um grande numero de projectos de repro-

dUQéO com OS mesmosS reCursos.

As outras técnicas analiticas convencionais, tais
como a cromatografia gasosa, também frequentemente falham
na provisdao de um método eficaz para a andlise de semente
unica. Por exemplo, o método convencional para a anadlise de
semente Unica de canola requer a excisdo manual de uma
metade de cada semente para a andlise por cromatografia
gasosa, enquanto a outra metade é plantada. Por causa da
preparacdo manual e da baixa produtividade operacional
desta técnica analitica, utilizando este processo apenas um
pequeno numero de amostras pode ser realizado por hora.
Além disso, esta técnica permite a possibilidade de
destruir potenciais de sementes analisadas para maturarem,

sementes com capacidade de produzirem plantas.

Embora a andlise de semente individual seja dese-
javel, as abordagens e os métodos de amostragem convencio-
nais nao permitem um processamento eficaz de sementes
individuais. As técnicas convencionais requerem uma intro-
ducdo manual extensiva, que limita a proporcao de desenvol-
vimento de plantas com as caracteristicas melhoradas. O
documento US-A-3 350 372 descreve um método para determinar

se uma amostra que compreende uma pluralidade de sementes
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compreende sementes que exibem uma caracteristica, o método
que compreende proporcionar a referida amostra num equipa-
mento de amostragem, analisar a amostra por RMN para infor-
macdao indicativa da presenca da caracteristica, determinar
se cada semente individual na referida amostra exibe a
referida caracteristica baseada na referida andlise, e a
saida de sementes individualmente a fim de as separar das
sementes individuais gque exibem a referida caracteristica.
0O método baseou-se numa andlise de RMN consecutiva de

sementes individuais.

O artigo de Reaney, M.J. et al, JAOCS, Vol.76,
no. 7, 1999 descreve um método para a producdo de plantas
com uma caracteristica por reprodugdo selectiva de plantas,
método que compreende
a) obter uma amostra que consiste de uma semente;

b) proporcionar a referida amostra a um egquipamento de
amostragem;

c) gerar um espectro de ressondncia magnética da referida
amostra;

d) analisar o referido espectro de ressondncia magnética do
ponto de vista da referida caracteristica (nomeadamente a
composicao de 6leo); e

e) determinar se a semente exibe a referida caracteristica

baseada na referida andlise.

As técnicas convencionais de andlise espectros-—
coépica nado permitem a localizacdo de niveis dos componentes

gquimicos nos diferentes tecidos de sementes. As abordagens
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convencionais, tais como a dissecacao da semente seguida de
andlise quimica por técnicas analiticas convencionais, séo
nao sé laboriosas e destrutivas, mas também resultam numa
resolucao deficiente dos componentes e numa quantificacao
deficiente, dado que a amostra resultante da dissecacao das
sementes individuais estd abaixo do tamanho de amostra para
a qual a malor parte das técnicas tradicionais produz

resultados fidveis.

Sdo necessdrios na matéria métodos para andlise
rapida de sementes individualis e volumosas gue possam
eficazmente e nao destrutivamente analisar as caracteris-
ticas morfoldgicas e/ou quimicas das sementes individuais,
e que possam ser integradas numa magquina de processamento

agricola. A presente invencao proporciona estes métodos.

SUMARIO DA INVENGAO

Esta invencao proporciona métodos para a andlise
rdpida, nado destrutiva de sementes para determinar a
presenga ou auséncia de uma caracteristica de um espécime
nessa amostra utilizando a 1imagiologia por ressondncia
magnética numa pluralidade de espécimes, e para seleccionar
individuos que exibem a caracteristica a partir de um grupo
de candidatos que potencialmente exibem essa caracteristica
por utilizacgao da informacédo obtida pela andlise de IRM. As
caracteristicas da invencdo estdao expostas na reivindicacao
1, definindo as reivindicac¢des dependentes as formas de

realizacédo preferidas.
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DESCRIGOES DOS DESENHOS

A Figura 1 ilustra as imagens de IRM de elevada
resolucdo de quatro grdos de milho diferentes com niveis de
teor de 6leo diferentes. Estas imagens indicam gque o grao A
(18,4% de 6leo em peso), que tem um teor de 6leo maior que
o grao C (5,7% de 6leo em peso), que tem um teor de dleo
maior do que o grao D (2,8% de 6leo em peso). Estas imagens
utilizaram a sequéncia de pulso "spin-echo"™ que apenas
detectaram os protdes que faziam parte das moléculas de
6leo. Assim as regides mais escuras indicam um teor de 6leo
elevado, enquanto as regides mais claras indicam um teor de

6leo inferior.

A Figura 2 é um diagrama de bloco gue pormenoriza
0s passos desde a recolha inicial de dados a partir de um
cubo amostra que contém camadas multiplas de sementes para
a producdao de uma série que pormenoriza a percentagem do
teor de 6leo em peso de cada uma das sementes na amostra.
Este diagrama de Dbloco ilustra os passos que podem ser
aplicados aos dados em Dbruto obtidos a partir da
experiéncia de IRM para produzir a série de dados finais
para as sementes na forma de percentagem de teor de dleo em
peso para cada semente num cubo amostra. Primeiro, um
conjunto de dados a trés dimensdes é recolhido a partir do
cubo amostra para produzir uma imagem tridimensional do
cubo de dados. (ver Fig. 3 para um exemplo de uma imagem de
dados 101. Utilizou-se um software de andlise de imagem tal

como o IDL (linguagem de dados interactiva) para combinar
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as fatias 102 gque compreendem o cubo de dados num conjunto
de imagens a duas dimensdes 103 em gque cada uma das imagens
resultantes a duas dimensdes corresponde a uma camada de um
cubo amostra. (Ver Fig. 4a para uma representacdo visual de
uma imagem da camada). Pode ser utilizado outro software de
andlise de imagem, e sdo conhecidos dos especialistas em
matéria de andlise de imagens muitos outros exemplos destes
softwares. O software de andlise de imagem é utilizado para
aplicar um filtro 104 a cada uma das imagens de camadas
baseado na razao sinal - para- ruido calculada por utilizar
primeiro uma imagem da camada para produzir uma imagem da
camada "limpa". (Ver Fig. 4b para uma representacao visual
de uma imagem de camada resultantes da aplicacdao do filtro
de entrada). Para este passo sao conhecidos dos especia-
listas outros filtros Uteis em matéria de andlise de ima-
gens. Utilizou-se o software de andlise de imagem em segui-
da para localizar as fronteiras das sementes individuais em
cada camada imagem 106, gque utiliza um filtro de deteccao
de aresta ou outro filtro conhecido dos especialistas em
matéria de analise de imagens para localizar os objectos
numa imagem, para produzir imagens a duas dimensdes limpas
de cada semente em cada camada do cubo de amostra 107. Em
seguida, utilizou-se o software de andlise de imagem para
integrar a intensidade de imagem de IRM para cada semente
em cada camada do cubo de amostra 108. Armazenaram-se as
intensidades integradas como uma série de dados iniciais em
que cada elemento da série de dados € a intensidade
integrada correspondente a cada semente no cubo amostra

109. Finalmente, combinou-se a informacado armazenada na
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série de dados iniciais com a informacdo acerca dos pesos
de cada semente no cubo amostra 110 para calcular a
percentagem em peso relativa ao 6leo em cada semente no
cubo amostra. Armazenaram-se o0s resultados deste cdlculo
numa série de dados processados em cada elemento do dado
processado corresponde a percentagem em peso relativa ao
6leo em cada semente na série da amostra 111, gue nao foi
corrigida das imperfeic¢des do campo magnético principal,
gradiente de campo pulsado, bobine de deteccdao RF néao
homogénea, colectivamente referido como defeitos de campo.
Este dado é adicionalmente processado por incorporacado das
intensidades de medigcdes de IRM de uma semente padrao com
teor de &leo conhecido a fim de corrigir os defeitos de
campo e produzir uma série de dados que contém o teor de

6leo relativo de cada semente no cubo amostra.

A Figura 3 ilustra os dados iniciais a partir de
um cubo amostra com 12 camadas de sementes de milho em que
cada camada ¢é composta de 12 pratos, e cada prato tem 24

pocos, para um total de 3456 sementes.

A Figura 4a representa os dados combinados de
diversas fatias do cubo de dados que correspondem a uma
camada do cubo amostra e que 1ilustra os dados de 288

sementes.

A Figura 4b é a representacdao dos dados da Figu-

ra 4a apds a aplicacdo de um filtro de "entrada".
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A Figura 5 ilustra os passos necessarios para por
em funcionamento a experiéncia da invencdo. Estdo ilustra-
dos os passos fundamentais da preparacdao da amostra e de
pré-andlise da amostra para a experiéncia de IRM de alta
resolucdo. Em primeiro lugar, sdao carregadas as placas dos
multiplos pogos individuails com as sementes pretendidas.
Nos dois exemplos ilustrados, introduziram-se os graos de
milho numa placa de 48 pocgos, e introduziram-se as sementes
de soja numa placa de 96 pogos. 0s especimenes pequenos
podem ser introduzidos em placas de maior densidade de
pocos, por exemplo, as sementes de canola podem ser intro-
duzidas em placas de 960 pocgos. Em seguida, empilharam-se
as placas em camadas para fazer um cubo. Nesta figura, ha
dois conjuntos de quatro camadas, para um total de 8 placas
de pocos. Sao possiveis cubos muito maiores (por exemplo,
sdo possiveis 12 ou mais camadas), mas o tamanho da bobine
de deteccgdo é um factor limitante neste exemplo particular.
O cubo amostra é armazenado dentro da bobine de RF, que é
depois colocada no interior do magnete de IRM. Entdo a

experiéncia estd pronta a realizar-se.

A Figura 6 é uma comparacgao de experiéncia de
rastreio de IRM de resolucao elevada da invengao (figura
6a) e a experiéncia de rastreio de IRM de produtividade
operacional elevada da invencédo (figura 6b). Isto clara-
mente ilustra como o instrumento de IRM clinico € mais
acessivel a cubos amostra maiores do que os do instrumento
de IRM de investigacdo. Na fig. 6a, a bobine de RF do

instrumento de investigacado limita o tamanho do cubo
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amostra, neste caso para 2 pilhas de 5 camadas de placas de
48 pocos, para um total de 480 sementes. A maior intensi-
dade do campo magnético do magnete de investigacao (4,7 T)
permite maior resolucdao das imagens, mas esta elevada
resolucdo de imagens requer maiores tempos de aquisicdo (3
vezes) e tamanhos de amostras menores. Por outro lado, o©s
instrumentos clinicos tal como ilustrado na Fig. 6b, podem
acomodar cubos de amostras muito maiores. Neste exemplo
existem 12 pilhas de 12 camadas de placas de 24 pogos, para
um total de 3456 sementes. Embora este instrumento clinico
ndo seja o melhor sistema para a obtencdo de imagiologia de
elevada resolucgcao comparada com a do magnete de investi-
gacdo, estd no entanto melhor adaptado para a imagiologia
de produtividade operacional elevada. Nao sé sao mais do
que sete vezes o0 numero de sementes que dao a imagem
simultaneamente quando comparadas com as instrumento de
investigacado, como a experiéncia de imagiologia de baixa
resolucdo leva apenas 18 minutos, um décimo de intervalo de
tempo requerido pela experiéncia de imagiologia de alta
resolucao. Assim, neste exemplo, utilizando o instrumento
clinico pode ser analisado mais do que 70 vezes o numero de
sementes que podem ser analisadas num dado periodo de tempo
que utiliza o instrumento de investigacdo. Por alteracao
dos paradmetros de aquisicdo, pode-se obter imagens com
resolugdo elevada utilizando o instrumento clinico. Esta
alteracdo vail aumentar consideravelmente o periodo de tempo

que leva a aquisicao de dados.

A figura 7 representa um equipamento de amostra-
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gem. Estas representacdes sao igualmente duas de represen-
tacdes possiveis diferentes para a mais elevada quantidade
de cubos amostra, cada uma das quais ¢é preferencialmente

utilizada num instrumento clinico de IRM.

A figura 8 refere-se uma comparacdao de média do
contetido de éleo por IRM relativamente ao teor de 6leo
total. O grafico ilustra a correlacdo entre as medicgdes de
teor de 6leo utilizando a IRM e utilizando a espectroscopia

de infra-vermelho (IV).

A figura 9 refere-se a uma comparacao intra-dia
de intensidade de sinal de RM medido, que utiliza um padrao
de calibracdo. O grafico ilustra a comparacdo entre os
resultados de andlises de IRM de teor de 6leo das mesmas
sementes padrdes de 6leo em dois instantes diferentes do

mesmo dia.

A figura 10 diz respeito a uma comparacao intra-
dia de intensidade de sinal de IRM medido, que utiliza um
padrdo de calibracdo. O grafico ilustra a comparacdo entre
os resultados de andlises de IRM de teor de 6leo das mesmas

sementes padrdes de O6leo em dois dias diferentes.

A figura 11 (diz respeito a uma correlacdo entre
duas medidas de detectores de sinal de RM diferentes
medidas utilizando um o&éleo padrdo). O grafico ilustra as
comparacgbes entre os resultados de andlises de IRM de teor
de ¢leo das mesmas sementes padrdes de 6leo utilizando dois

instrumentos de IRM diferentes.
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A figura 12 é um mapa da percentagem do desvio
padrdo relativo a média para cada posicao do poco em cada

uma das nove camadas de um cubo padradao de calibracao.

DESCRIGCAO PORMENORIZADA DA INVENGAO

A presente invencado é uma melhoria nas técnicas
de IRM existentes para a medigcado das caracteristicas de
sementes, e além disso proporciona métodos para a reprodu-
cado selectiva de plantas a fim de melhorar as propriedades
tais como o teor de d6leo. A invencdo proporciona um método
para a utilizacdo dos instrumentos de IRM clinicos (ou
outro de abertura grande) para analisar amostras pequenas
tais como as sementes. O0s magnetes de IRM do tipo de
investigacado menores tém aberturas e bobines de detecgdo RF
de diédmetros que sdo significativamente menores do que 0s
de tipo clinico e dos magnetes de IRM de tipo de inves-
tigacdo maiores. Esta diferenca apresenta quer vantagens
quer desvantagens para a determinacdo das caracteristicas
de pequenos especimenes tais como as sementes. Uma vantagem
de instrumentos de tipo de investigacao € que as bobines de
deteccao estdao préximas do espécimen sob investigacao,
sendo por isso a sensibilidade do instrumento maior, e
consequentemente a proporcdo sinal/ruido maior. Contudo,
uma desvantagem significativa é que o volume activo €& ine-
rentemente menor nos instrumentos de tipo de investigacao
de abertura pequena. O volume activo tal como aqui citado é

definido como o volume no instrumento em que a amostra sob
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investigacdo pode ser colocada para gue possa ser obtida
uma imagem da amostra sem distorcdes significativas. O
volume para imagiologia ¢é limitado ©por, por exemplo,
homogeneidade do campo magnético forte, linearidade dos
gradientes de campo, e homogeneidade da bobine de deteccao
de RF. As nao homogeneidades do campo magnético forte
significativas, as nado linearidades de gradiente de campo,
e as nao homogeneidades da bobine de deteccdo de RF
(colectivamente referidas aqui como "defeitos de campo") em
quaisquer regides no interior do instrumento causam
distorg¢cdes nas imagens da amostra obtida a partir destas
regides. As pequenas distorgdes destes tipos podem ser
compensadas, por exemplo, por correcgcao de defeitos de
campo ou por correccado de dados de aquisicao pds—-imagem,
mas haverd invariavelmente regides no instrumento onde as
distorgdes sao demasiado substanciais para se corrigir, e

os dados a partir destas regides ndo sdo utilizaveis.

Os instrumentos de tipo clinico tém volumes acti-
vos maiores do que os instrumentos de tipo de investigacao.
Por exemplo, um instrumento de tipo de investigacao
tipicamente com uma abertura pequena (com, e.g., 9 cm de
tamanho de orificio) pode ter um volume activo definido por
um cilindro de, digamos, 4 cm de didmetro e 4 cm de compri-
mento, enquanto um instrumento clinico projectado para
acomodar substancialmente partes do corpo humano, pode ter
um volume activo definido por um cilindro de, digamos, 25
cm de diédmetro e 30 cm de comprimento. O volume activo

maior dos instrumentos de tipo clinico pode por isso
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acomodar equipamentos de amostragem muito maiores. Por
exemplo, a Fig. 6a ilustra um cubo amostra projectado para
um instrumento de tipo de investigacdo. As suas dimensdes
sdo aproximadamente 15 cm x 20 cm x 12 cm e suporta 480
sementes. A Fig. 6b ilustra um cubo amostra projectado para
um instrumento de nivel clinico. As suas dimensdes sao
aproximadamente 30 cm x 35 cm x 30 cm e suporta 3456
sementes. Para além de todas as outras diferencas entre os
instrumentos, sé o volume activo permite aumentar mais do
que sete vezes o nuUmero de sementes que pode ser analisado

simultaneamente no instrumento de tipo clinico.

Existem diversos obstédculos gque tém de ser
superados a fim de beneficiar do maior volume activo dos
instrumentos de nivel clinico para analisar especimenes
tais como as sementes. Um destes obstdculos € superado por
reconhecimento de que a bobine de deteccdo e de RF deve
estar carregada, ou a deteccdo e os circuitos de RF devem
estar re-sintonizados para corresponder a diferenca na
indutédncia das bobines de deteccdo entre gquando a amostra
de semente (que dé& uma pequena indutdncia) e a amostra do

ser humano (que dd uma induténcia grande) estd na bobine.

H& trés questdes relacionadas gque podem apresen-—
tar dificuldades quando as amostras de imagiologia magnéti-
ca compreendem especimenes tais como as sementes. A primei-
ra questdao € que a susceptibilidade magnética do material
orgadnico ¢é drasticamente diferente da do ar. Assim, o ar

dos 1intervalos entre as sementes numa amostra de muitas
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sementes e 08 1intervalos de ar entre as sementes e o0
material de plastico do equipamento de amostragem causa
distorgdes no campo magnético de outro modo uniforme como
resultado da variacado espacial abrupta nas linhas do campo
magnético. Estas distorc¢des no campo magnético forte causam
variacdes na intensidade do campo magnético experimentado
pelas diferentes regides de uma amostra. Dado gque as
diferentes regides da amostra experimentam campos magnéti-
cos diferentes, os protdes equivalentes nestas regides
diferentes contrariamente precessam a velocidades diferen-
tes. Isto causa uma diminuicdo nos tempos de desfasagem,
que resulta numa perda mais rédpida de intensidade de sinal

do gue na auséncia de diferencas de susceptibilidade.

A segunda questdao que pode apresentar dificul-
dades quando as amostras sdo submetidas a imagiologia
magnética tais como as sementes € a nao linearidade nos
gradientes de campo. As nao linearidades de gradientes de
campo criam dificuldades com o posicionamento correcto das
regides na amostra para o0s elementos de volume numa imagem
da amostra. Em casos extremos, estas nao linearidades podem
tornar os dados da imagem intratdveis. As ndo linearidades
de gradiente dizem respeito especialmente a amostras
grandes porque os gradientes lineares sado mais dificeis de

manter a grandes disténcias.

A terceira qguestdo que pode apresentar dificul-
dades quando as amostras sao submetidas a imagiologia

magnética tal como as sementes é a nao homogeneidade nas
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bobines de detecgdo de RF. As nao homogeneidades nas
bobines criam dificuldades com a quantificacdo correcta das
regides na amostra para os niveis de material detectado na
amostra. Em casos extremos, estas nao homogeneidades podem
tornar os dados da imagem intratdveis. As ndo homoge-
neidades do detector de RF dizem respeito especialmente a
amostras grandes porgue o0s campos homogéneos sao mais

dificeis de manter a grandes disténcias.

Métodos para analisar as sementes que utilizam a IRM

E um aspecto da presente invencido proporcionar um
método para determinar se uma semente exibe uma
caracteristica ou se algumas sementes numa amostra de
sementes exibe uma caracteristica. Neste aspecto da
invencao, ¢ utilizado um equipamento de amostragem para
proporcionar a semente ou a amostra de sementes para
andlise por um instrumento de IRM. O instrumento de IRM é
utilizado para proporcionar uma 1imagem da semente ou da
amostra de sementes. A imagem resultante €& analisada, e a

presenca ou auséncia da caracteristica é determinada na

base da andlise.

Sementes

Qualquer semente pode ser utilizada num método ou

num equipamento da presente invengao. Numa forma de

realizacdo preferida, a semente é seleccionada a partir de
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um grupo de semente de alfafa, semente de maga, semente de
banana, semente de cevada, semente de feijdo, semente de
brécolos, semente de ricino, semente de citrino, semente de
cravinho, semente de coco, semente de café, semente de
milho, semente de algodado, semente de pepino, semente de
abeto Douglas, semente de Eucalipto, Semente do Pinheiro da
América do Norte (Loblolly), semente de linhaca, semente de
melao, semente de aveila, semente de azeitona, semente de
dendém, semente de ervilha, semente de amendoim, semente de
pimenta, semente de &lamo, semente de pinheiro Radiata ,
semente de colza, semente de arroz, semente de centeio,
semente de pinheiro Southern, semente de soja, semente de
morango, semente de beterraba sacarina, semente de
girassol, semente de sweetgum, semente de chd, semente de
tabaco, semente de tomate, turfa, semente de trigo e
semente de thaliana Arabidopsis. Numa forma de realizacéao
mais preferida, a semente é seleccionada a partir do grupo
que congsiste em semente de algodao, semente de milho,
semente de soja, semente de colza, semente de arroz e
semente de trigo. Ainda numa forma de realizagdo mais

preferida a semente é a semente de milho.

Amostras

As sementes individuais ou lotes de sementes
podem ser utilizados nos métodos e equipamentos da presente
invencdo. Uma "amostra" de sementes € qualquer numero de

sementes, ou uma semente Unica. Numa forma de realizacéao
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preferida, uma amostra de sementes €& maior do que 10
sementes, mais preferencialmente maior do que 20, 50, 500,
1000 ou 10 000 sementes. Numa outra forma de realizacao a
amostra de sementes pode ser classificada pela sua origem,
tal como as sementes que derivaram a partir de uma espiga
individual, planta individual ou hibrido de ©planta

individual.

As sementes individuais numa amostra podem ser
simultaneamente analisadas pelo método da presente
invencao. Tal como aqui citado, "simultaneamente" significa
qualquer conjunto de dados que derivam de uma analise
individual. Uma andlise individual pode ser uma experiéncia
num equipamento IRM Unico ou a média de experiéncias de IRM
maltiplas. Estas andlises simulténeas podem ser analises
simultdneas de um lote de sementes para uma ou mais
caracteristicas. Estas andlises simultdneas também podem
ser andlises simultédneas de uma semente para caracteris-
ticas multiplas. Numa forma de realizacado, pode ser
analisada simultaneamente mais de que uma caracteristica,
por exemplo, o teor de 6leo e o de &agua podem ser anali-
sados simultaneamente. Numa forma de realizacdo alterna-
tiva, podem ser analisadas simultaneamente mais de que 3,
4, 5 ou 6 caracteristicas. Noutras formas de realizacao
alternativas, podem ser analisadas simultaneamente entre 5
e 10 caracteristicas ou entre 10 e 20 caracteristicas. Numa
forma de realizacdo preferida, a experiéncia de IRM ¢&

dirigida a determinacdo de teor de 6leo de sementes.
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Caracteristicas

Os métodos da presente invencado podem ser
utilizados para detectar qualquer caracteristica que pode
ser medida por —ressondncia magnética. Numa forma de
realizagao preferida, a caracteristica é uma caracteristica
bioquimica. Tal como aqui wutilizado, uma caracteristica
bioquimica ¢é qualguer caracteristica que afecta a compo-
sicdo quimica da amostra agricola. Numa forma de realizacao
a caracteristica bioquimica € seleccionada a partir de um
grupo que consiste em teor de 6leo, teor proteico, teor de
hidratos de carbono, teor de amido, teor de fibras e teor
de 4gua. Tal como aqui utilizado o teor refere-se a
quantidade de um componente, e.g., 5 miligramas (mg) de
proteina por semente ou 5 miligramas (mg) de proteina por
10 gramas de peso de tecido seco. As caracteristicas
preferidas sdao as relativas ao teor de &6leo e ao teor de
dgua. A caracteristica mais preferida € a relativa ao teor

de d6leo.

Os danos causados aos graos durante a colheita, a
secagem, a elevacao e deslocacao dos graos através de
canais comerciais podem ser determinados com os métodos da
presente invencdo. A utilizacgdo de técnicas de exploracéao
agricola modernas, tais como a utilizacdo de debulhadoras
de apanha de campo, levaram a um teor de humidade no grao
muito mais elevado nas amostras do gue se as amostras
fossem deixadas a secar na espiga. 0O teor em humidade ele-

vado requer a utilizacdo de secagem artificial a tempera-
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turas superiores a 80°C, gue podem levar a fissuras de
stress e de quebra do grado. 0Os indicadores de quebra do
grao podem incluir mas nao estdao limitados a, proporcgao de
endosperma vitreo/ndo vitreo, densidade do grdo, peso médio
do grédo, qualidade e guantidade de pericédrpio, tamanho e
forma do gradao. Os métodos da presente invencdao podem ser
utilizados na identificacado de quebra e susceptibilidade de
quebra, e na identificacdo de caracteristicas fisicas e

quimicas que podem minimizar estes problemas.

Em qualquer das formas de realizacdo de andlise
de semente individual ou sementes multiplas acima dadas, a
semente pode ser analisada relativamente a mais do gque uma
caracteristica de uma vez. Por exemplo, podem ser investi-
gadas simultaneamente as caracteristicas que correspondem a
diferentes deslocamentos quimicos ou velocidades de desfa-
sagem, ou gamas de deslocamentos quimicos ou velocidades de
desfasagem e caracteristicas que tém um efeito cumulativo
dentro da mesma gama. Também, podem ser analisados separa-
damente os diferentes tecidos de uma semente individual.
Utilizando a modelacdao espectral para diferenciar dois
tecidos, as regides de elementos de volume de 1imagens
contiguas podem estar associadas com gualquer porgao de
semente ou tecido de planta, tais como, por exemplo, O
germe e o endosperma. 0Os dados espectrais para as dife-
rentes porcgdes podem por isso ser utilizados para dife-
rentemente analisar os tecidos diferentes da semente. Numa
forma de realizacdao preferida, as sementes sao analisadas

relativamente ao teor de d6leo.
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Equipamentos de amostragem

Os equipamentos de amostragem sdao utilizados para
proporcionar as amostras. Tal como aqui utilizado,
"proporcionar" significa qualquer método para colocar uma
amostra num instrumento de IRM ou qualquer método utilizado
para manter uma amostra enquanto estd num instrumento de

IRM.

Num exemplo que nao é uma forma de realizacgao da
invencao, as sementes de uma fonte individual sao propor-
cionadas conjuntamente num equipamento de amostragem. Uma
fonte individual pode ser qualquer fonte gue proporciona
sementes com uma base genética comum, tal como uma espiga
de milho, uma planta unica, ou o produto de um hibrido
tnico. Utilizando este método, proporcionaram-se as
sementes a partir de um lote como um grupo proporcionado
aleatoriamente no equipamento de amostragem. Tal como €
aqui utilizado, um lote de sementes "que € proporcionado
aleatoriamente" num equipamento de amostragem é um modo
particular de proporcionar sementes dispondo-as num
equipamento de amostragem sem olhar a orientagdo ou a
separacgdo de sementes num periodo de tempo. Por exemplo, um
lote de 100 sementes que é vertido numa placa de plexiglass
individual grande, para andlise diz-se ser "proporcionado

aleatoriamente".

Qualgquer equipamento de amostragem pode ser
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utilizado se este equipamento de amostragem nao interferir
significativamente com as medicdes de ressonédncia magné-
tica. 0Os equipamentos de amostragem compreendem, mas nao
estdo limitados a, eqguipamentos tais como recipientes
feitos de plexiglass com, por exemplo, 12, 24, 96, 384
pogos em que as amostras de sementes sdo colocadas para a
andlise. Os outros materiais que podem ser utilizados na
construcdo de egquipamentos de amostragem sao conhecidos dos
especialistas em matéria de imagiologia de ressonéncia
magnética. 0s equipamentos de amostragem especialmente
preferidos sdo as placas que contém pogos multiplos dque
estdo empilhados em camadas multiplas para proporcionar uma
série de especimenes a trés dimensdes para serem analisados
a fim de maximizar o numero de especimenes analisados numa

experiéncia de imagiologia.

De acordo com a invencdo as sementes num lote sao
proporcionadas num equipamento de amostragem que é capaz de
manter cada semente no seu prdéprio compartimento indivi-
dual. Um "compartimento individual"™ tal como aqui utilizado
pode ser gqualquer coisa que pode posicionar cada semente
para gque a semente seja identificada como correspondendo a
um elemento de volume particular na imagem tal como medida
por IRM. Numa forma de realizacgao, o equipamento de
amostragem compreende uma superficie plana e estd disposta
horizontalmente, e os compartimentos individuais ("pocos")
sdo designados porgdes da superficie plana. Numa outra
forma de realizacao, o equipamento de amostragem compreende

compartimentos individuais com um chdo e quatro paredes num
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arranjo quadrdtico nos gquais podem ser proporcionadas as
sementes individuais. Ainda numa outra forma de realizacao,
o equipamento de amostragem € uma superficie plana sobre a
qual estdo compartimentos individuais com apenas quatro
paredes posicionados de modo removivel. Nesta forma de
realizagdo, quer a superficie plana quer os compartimentos
individuais podem ser afastados para permitir a seleccéao
das sementes. Numa forma de realizacdo preferida, o
equipamento de amostragem compreende de modo removivel
placas de pocos multiplos empilhados com densidade de pocos
elevada para proporcionar um numero grande de posicgdes

identificdveis num volume menor.

Andlise e Aquisigdo de Dados

Colocou—-se uma amostra que contém muitas sementes
num instrumento de IRM, e realizou—-se uma experiéncia de
imagiologia utilizando técnicas de aquisigao de dados cor-
rentes. Nesta invencgao pode ser utilizado qualquer instru-
mento de imagiologia de ressondncia magnética, e qualquer
experiéncia de IRM que seja sensivel ao trago ou caracte-
ristica de interesse, tal como pode ser utilizada a CSI, a
SEI ou a relaxometria. Os instrumentos de IRM preferidos
Sdo0 0s gque tém campos magnéticos homogéneos fortes maiores
que cerca de 0,2 tesla. Também sao especialmente preferidos
0os instrumentos de IRM clinicos com a bobine de deteccéo
inserida no gradiente dado que a bobine de deteccdo € muito
maior do gque a dos instrumentos do tipo de investigacdo, e

por 1isso podem acomodar volumes de amostras muito maiores.
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Os instrumentos de IRM especialmente preferidos sao os que

tém campos magnéticos fortes maiores que cerca de 1 tesla.

Por utilizacdo de um sistema de IRM com um magne-—
te de grande abertura, e.g., um instrumento de IRM de
investigacdo grande ou clinico, é possivel a discriminacéao
espacial de sinais de RMN para as sementes individuais.
Esta abordagem permite serem analisadas sementes em grande
numero numa Unica experiéncia. Especificamente, os procedi-
mentos aqui descritos viabilizam que 3456 grdaos de milho
sejam medidos simultaneamente em menos de 30 minutos. As
sementes de oleaginosas preferidas tais como as de soja e
de canola também podem ser examinadas utilizando métodos de
IRM de elevada produtividade operacional semelhantes. Em
qualgquer das formas de realizacdo preferidas para andlise
de amostras, o tempo para realizar o método para o lote
inteiro pode ser de menos de 30 minutos, preferencialmente
de menos de 20 minutos. Este curto periodo de tempo de
amostragem resulta numa produtividade operacional rapida de
amostras relativamente ao conhecimento anterior, e permite
uma maior cobertura de amostras das colheitas no prazo de
um ciclo de reprodugao. Os tamanhos de aberturas preferidas

sao 20 cm, 30 cm, 40 cm, ou 50 cm.

Em geral, o tamanho da amostra (ou numero de
sementes por cubos amostra) para a andlise de IRM é ditada
pelas limitacdes fisicas e caracteristicas de performance
do scanner de IRM e equipamento de deteccdo de IRM (bobine

de RF). Os factores seguintes controlam a sensibilidade na
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experiéncia e consequentemente tém impacto na produtividade
operacional da amostra: (a) a intensidade, homogeneidade, e
tamanho da abertura do campo magnético principal, (b)
qualidade do detector de sinal, tamanho, e caracteristicas
da resposta de RF de IRM, e (c) a forca, a homogeneidade e

a linearidade do gradiente de imagiologia.

Numa forma de realizacdo preferida, a sequéncia
de pulso para a experiéncia de IRM é uma sequéncia spin-—
echo que permite a deteccado preferencial de protdes das
moléculas de hidrocarbonetos (de ©éleo). Nesta forma de
realizacgdo, a intensidade do sinal estd relacionada com a
quantidade de &leo. Por isso, uma imagem particularmente
intensa é indicativo de teor de ¢leo elevado nessa semente,
enquanto uma imagem fraca é indicativo de teor de 6leo mais
baixo. Numa forma de realizacdo alternativa, a sequéncia de
pulso para a experiéncia de IRM é uma sequéncia de imagem
de deslocamentos quimicos que permite a deteccdo de todo o
espectro de RMN de protdes das moléculas de hidrocarbonetos
(de 6leo). Nesta forma de realizacdo, o espectro de sinais
permite inferéncias como as do tipo de 6leo. Assim, pode
ser determinada a presenca de tipos especiais de 6leos tais

como os 6leos poli-insaturados.

Uma imagem da amostra é construida a partir de
dados que wutilizam o software adequado, tais como o
software Varian Image Browser™ (Varian, Inc., Palo Alto,
CA). Esta imagem contém intensidades de sinal de IRM para

cada uma das sementes 1individuais (numa experiéncia que
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estuda sementes multiplas). Os dados de imagem podem depois
ser processados a fim de quantificar a caracteristica ou as
caracteristicas que sao estudadas utilizando as técnicas de
anadlise conhecidas dos especialistas na matéria. Os
resultados de todas as andlises podem ser disponibilizados
de um modo facil para o utilizador, ilustrando a andlise a
quantificacdo da caracteristica ou das caracteristicas que
sdo 1investigadas para cada semente individual num lote de

sementes a ser estudado.

Equipamento para analisar as sementes

E um aspecto da presente invencdo proporcionar um
método para utilizar instrumentos de IRM de aberturas
maiores na andlise de amostras de baixa induténcia, como as
amostras que compreendem as sementes. Como acima pormeno-
rizado, os instrumentos de IRM de tipo clinico tém circui-
tos de deteccdo e bobines de RF que sao sintonizados para
amostras com maiores indutédncias que as das amostras de
sementes. Consequentemente, as bobines devem ser carrega-
das, ou o0s circuitos devem ser sintonizados de novo para
corresponder as indutédncias menores das amostras de
sementes. O passo de carregamento pode ser tdao simples como
colocar um amostra phantom nas bobines de deteccdo, mas
fora do volume que é alvo de imagem. Esta amostra phantom
pode ser, por exemplo, um volume de A&agua para simular o
tecido humano para o qual o instrumento clinico foi conce-
bido. As amostras phantom estdo disponiveis a partir de

fabricantes dos instrumentos de IRM clinicos (e.g., Siemens



PE1813936 - 35 -

AG, Erlangen, Germany; GE Medical Systems, Milwaukee, WI).
A alternativa para carregar a bobine é voltar a sintonizar
a deteccdo do instrumento e os circuitos de RF para que as
bobines se tornarem sensiveis a menor indutdncia da amostra
apresentada. Se as bobines nédo estdo carregadas, ou alter-
nativamente, se o circuito ndo for re-sintonizado ocorrera
uma perda dramdtica de sinal causada simultaneamente pela
rotacdao de magnetizacdo ineficaz por rotacdo da bobine de
RF (i.e., um pulso de 90° putativo rodard a magnetizacdo da
amostra em menos de 90°), e por deteccdo ineficaz. Nao sera
observado qualquer sinal se a diferenca, entre a induténcia
do instrumento clinico para a gqual estd sintonizado e a
indutédncia real de uma dada amostra tal como as diversas

sementes, for bastante grande.

E um aspecto da presente invencdo resolver as
dificuldades associadas com as 1imagens das amostras tal
como as coleccgdes de sementes que utilizam instrumentos de
investigacdo de grande abertura e instrumentos de IRM de
tipo clinico. Neste aspecto da invencdo, o gradiente da
intensidade do campo é estabelecido para que: (1) o campo
de inspeccao (o volume activo) abranja a amostra inteira
submetida a imagiologia; (2) o numero de camadas de imagens
a duas dimensdes (horizontal) seja tal gue o numero de
camadas de imagens multiplicado pela espessura (vertical)
das camadas de amostras seja aproximadamente igual a altura
da amostra (vertical); (3) o numero de pixels em cada
camada de imagem seja suficiente para resolver as sementes

por bastantes pixels para evitar o inter-pixel crosstalk.
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Estes trés critérios sao determinantes no gradiente de
campo para serem utilizados para uma amostra arbitrdaria num
instrumento de IRM arbitrdrio. Contudo, estes devem ser
egspecialmente escolhidos para os instrumentos de IRM de
aberturas maiores e instrumentos de IRM clinicos, cujos
gradientes de campo sao apropriadamente estabelecidos para
obter imagens de amostras qgue compreendem especimenes tais
como as sementes. Cada um destes trés critérios é discutido

com mais pormenor em seguida.

O primeiro critério para a determinacdo de
gradientes de campo é que o campo instrumental de inspeccgao
abranja a amostra inteira submetida a imagiologia. O propd-
sito deste critério é simplesmente assegurar que todas as
sementes da amostra sejam alvo da imagiologia. Isto também
determina as dimensdes sobre as quais o0s gradientes de

campo deverao ser substancialmente lineares.

O segundo critério para a determinacao de gradi-
entes de campo é que o numero de camadas de imagens a duas
dimensdes seja tal que o numero de camadas de imagens
multiplicado pela espessura das fatias da amostra seja
aproximadamente igual a altura da amostra. Isto assegura
que toda a altura da amostra é alvo de imagiologia. Surpre-
endentemente, a espessura oOptima das camadas da imagem nao
corresponde geralmente a espessura das sementes a serem
alvo de imagiologia. Poucas fatias (gque correspondem as de
maior espessura) requerem menos tempo de imagiologia e

menos tempo de processamento de dados para uma quantidade
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equivalente de informagdo. A espessura utilizdvel maior
deve ser a espessura de um espécimen individual alvo de
imagiologia, i.e., a espessura de uma semente. Mas nao é
este o0 caso; pelo contrdario, a espessura Optima das camadas
da 1imagem €é menor gque a espessura de uma Semente
individual. Quando a espessura das camadas da imagem &
igual & espessura de uma semente individual, os resultados
da imagiologia sao frequentemente andémalos e imprevisiveis.
Num exemplo, uma amostra de sementes com os teores de &6leo
equivalentes deu resultados numa gama de sinal nulo para
algumas das sementes, e o0 maximo de intensidade de sinal
detectédvel para as outras. Uma solucdo inesperada para este
problema foi encontrada por aumento da intensidade de
gradiente de campo, © dJgue provoca uma diminuig¢do na
espessura da fatia e um aumento no numero de fatias
requerida para a imagiologia da altura total da amostra.
Esta solucdao foi contra-intuitiva porque: (1) ¢ do
conhecimento comum que a imagiologia de um volume menor

(como o dado pela imagiologia de fatia mais fina) resulta
em sinais mais fracos porque ha menos material que
contribui para o sinal), e (2) as fatias mais finas reque-
rem a imagiologia de mais fatias para obter dados de imagem
para o mesmo volume, € por 1isso a experiéncia pode levar

mais tempo.

A espessura da fatia de imagem o6ptima pode ser
rapidamente e facilmente determinada por qualquer especia-
lista na matéria seguindo estes passos: (1) obter uma

amostra de sementes com teor de dleo conhecido; (2) selec-
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cionar uma espessura de fatia de imagem para iniciar; (3)
obter os dados de IRM para a amostra de sementes com essa
espessura de fatia de imagem; (4) comparar o teor de &leo
relativo medido por IRM com o teor de &éleo relativo das
sementes conhecido; e (5) se a medicdo relativa do teor de
6leo relativo das sementes nao concordar com o teor de dleo
relativo das sementes conhecido, reduzir a espessura de
fatia de imagem repetindo os passos de (3) a (5) até gque o
teor de ¢6leo relativo das sementes medido por IRM concorde

com o teor de dleo relativo das sementes conhecido.

Um exemplo de como a espessura de fatia de imagem
¢ determinada para menos do que a espessura da semente esta
ilustrada na figura 3. Nesta figura, estdo ilustradas as
fatias de imagem subsequentes. Os quadros quarto, quinto, e
sexto da fila de cima ilustram os dados adquiridos a partir
de uma semente individual. Na andlise final, estes quadros
estdo combinados numa uUnica imagem. (ver a Fig.4a). Os
dados analisados a partir da 1imagem combinada reflectem
rigorosamente o teor de &leo nas sementes, enquanto uma
experiéncia andloga que recolhe dados de uma camada inteira
de sementes apenas numa imagem nao o faz. Na figura 3, a
espessura de fatia foi ajustada em aproximadamente 5 mm.
Enquanto a espessura de fatia déptima depende geralmente da
espessura das sementes a ser alvo de imagiologia, admitiu-
se geralmente que a espessura de fatia déptima é menor do
que cerca de 1 cm, preferencialmente cerca de 5 mm. A
espessura da fatia éptima € menos do que cerca de 95% da

espessura das sementes alvo de imagiologia, preferencial-
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mente menos do 80% da espessura da semente, e mais prefe-
rencialmente cerca de 75% da espessura da semente. A
espessura da semente terd de ser independentemente determi-
nada com base nas dimensdes das sementes alvo de imagio-
logia. Pode ser determinado um limite inferior quando néao

for necessdrio reduzir mais a espessura da fatia.

Um terceiro critério para a determinacdao de
gradientes de campo apropriados € que o numero de pixels em
cada imagem da camada deve ser suficiente para resolver as
sementes por bastantes pixels para evitar o inter-pixel
crosstalk. O inter-pixel crosstalk ocorre quando um pixel
imagem contém dados derivados de sinais a partir de mais do
gque uma semente. O0s objectivos concorrentes para este
critério passam por minimizar o numero de pixels requerido
para a imagem de uma camada, minimizando assim a quantidade
de tempo requerida para ter os dados de uma camada, mas
tendo um numero suficiente de pixels para evitar o inter-—
pixel crosstalk. Se o numero de pixels é insuficiente para
evitar o inter-pixel crosstalk, entdao os valores para uma
qualquer semente seradao contaminados com os dados das
sementes adjacentes, e assim o rigor para as medigdes das
caracteristicas fica reduzido tal como o teor em 6leo. O
numero de pixels oéptimo requerido para a imagem de uma
camada depende da densidade de sementes na camada e do
tamanho das sementes, com mailores densidades e menores
sementes requerendo mais pixels, e num parémetro
relacionado, o espacamento de sementes. Se a disténcia

entre as sementes € aproximadamente igual ao tamanho das
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sementes, entdo um numero o6ptimo de pixels proporcionarad
aproximadamente quatro pixels entre as sementes, e assim
dois pixels para representar uma dimensdao da semente no
plano da imagem (para um total de dois pixels por cada
dimensdo, ou quatro pixels). O numero de pixels por camada
da imagem deve ser suficiente para representar uma Unica
semente por entre 1 e 40 pixels, preferencialmente entre 1

e 20 pixels, e mais preferencialmente entre 4 e 10 pixels.

Métodos para Analisar e Seleccionar as Sementes

A anadlise de sementes acima descrita pode ser
coordenada com um eqgquipamento de seleccdo que selecciona
e/ou pesa cada semente individualmente. Nesta forma de
realizacdao o equipamento de amostragem tem divisdes para
separar as sementes individuais nas células. O fundo do
equipamento de amostragem compreende portas que podem ser
abertas de modo diferencial para libertar alguma ou todas
as sementes, o que depende do critério de seleccéao
previamente programado. Alternativamente, o equipamento de
seleccdo pode compreender de modo diferenciado pas moviveis
controldveis para cada célula no equipamento de amostragem,
que permite assim a descarga simultédnea das sementes no

equipamento de seleccéo.

Métodos para a Andlise de Caracteristicas Multiplas

A informacgdo quimica quantitativa da amostra pode

ser extraida dos dados espectrais recolhidos numa expe-
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-

riéncia de IRM. E bem conhecido que os protdes em moléculas
orgédnicas poliatdémicas contidas nas substdncias bioldgicas
exibem desvios quimicos e splittings de acordo com 0SS seus
grupos funcionais locais e na vizinhancg¢a dos protdes. Para
cada elemento de volume pode ser determinado um espectro de
RMN completo por utilizacdo de 1imagiologia de desvio
quimico. Estas medic¢des proporcionam enormes gquantidades de
informagdao acerca de toda a semente na amostra. Quando
utilizada como um sistema de 1imagiologia espectral, a
presente invencdo proporciona muitas vantagens. Porque o0s
dados espectrais podem ser recolhidos a partir de todas as
unidades da amostra, podem ser obtidos dados mais precisos

para as amostras de graos volumosas.

Enquanto as formas de realizagao ilustradas da
presente invencdo compreendem a imagiologia de ressonancia
magnética na regido espectral da radiofrequéncia, podem ser
utilizadas outras regides espectrais, tais como a regido de
microondas, por exemplo, numa experiéncia de ressonédncia de
spin de electrdao. Além disso, como ¢é conhecido dos
especialistas na matéria, outros nucleos com protdes podem
ser utilizados em experiéncias de ressonidncia magnética que
compreendem as experiéncias de imagiologia de ressonéncia
magnética. Estes nucleos compreendem *°c, N, N, 70, '°F,

31P, e °c1.

Numa forma de realizacadao da invencao alternativa,
as técnicas de imagiologia de pulso multiplo ou os métodos

de retro-projecgao conhecidos dos especialistas em matéria
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de ressondncia magnética de estado sdélido podem ser
utilizados numa experiéncia de IRM para quantificar outras
caracteristicas para além de teor de 6leo ou de &gua. Nesta
forma de realizacado, podem ser determinados os componentes
de tecidos de plantas que compreendem, mas nao estao
limitados a, proteinas, hidratos de carbono, lenhina,
celulose, fibra detergente &acida, fibra detergente neutra e

amido hidratado.

Os métodos da presente invencdo podem ser utili-
zados para detectar qualquer caracteristica que possa ser
medida por ressondncia magnética. Numa forma de realizacéo
preferida, a caracteristica é uma caracteristica bioqui-
mica. Como aqui utilizado, uma caracteristica bioquimica é
gualquer caracteristica que afecta a composicao quimica da
amostra agricola. Numa forma de realizacgdo a caracteristica
biogquimica € seleccionada a partir de um grupo gue consiste
em teor de &leo, teor de proteinas, teor de hidratos de
carbono, teor de amido, teor de fibras, e teor de 4&gua.
Como aqui wutilizado teor refere-se a quantidade de um
componente, e.g., 5 miligramas (mg) de proteina por semente
ou 5 miligramas (mg) de proteina por 10 gramas de peso de
tecido seco. Numa outra forma de realizacao preferida, a
caracteristica bioquimica é seleccionada a partir de um
grupo que consiste em composicao de &6leo, composicao de
proteinas, composicdao de hidratos de carbono, composicdao de
amido e composicdao de fibras. Como aqui utilizado, a
composicao refere-se aos constituintes bioquimicos de uma

amostra agrondmica, por exemplo, a proporcgao de proteinas
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de baixo peso molecular para as proteinas de elevado peso
molecular ou a proporcao de O6leos saturados para os 6leos
insaturados. As caracteristicas especificas tal como a
composicdo de Oéleo podem ser determinadas na presente
invencdo por utilizacdo da experiéncia de imagiologia de
desvio quimico (CSI), em que cada voxel da imagem tridimen-
sional contém um espectro de ressondncia magnética nuclear
da substédncia na regido da amostra correspondente a esse
voxel. Assim, com base no espectro de RMN pode ser determi-
nado o tipo particular de &éleo. A caracteristica mais
preferida a ser analisada pelos métodos da invencdo é a

relativa ao teor de 6leo das sementes.

Numa forma de realizacgao, os métodos da presente
invencdo sao utilizados para diferenciar as amostras de
amido com fendétipos desejados. O amido de milho "dent"
normal ou milho "flint" € composto de cerca de 73% de
amilopectina (fracg¢édo de amido com moléculas ramificadas) e
27% de amilose (fraccdao com moléculas lineares). O milho
ceroso (com o gene wx) foil encontrado pela primeira vez na
China, mas as mutac¢des da cera também foram encontradas nas
espécies de milho "dent" Americano. O amido a partir deste
mutante é 100% de amilopectina. O endosperma do mutante
"amilose-extender" (ae) aumenta a fraccdo de amilose de
amido para 50% e mais. O grao deste milho é caracterizado
por aparéncia Dbaca, translucida e arredondada. Varios
outros genes mutantes, quer sés ou em combinacadao, afectam a
composicdo de amido por alteracdao da proporgao amilose -

amilopectina. A caracteristica de gel de amido opaco firme
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produzida pelo milho vulgar € atribuida a fracgdo de
amilose. As propriedades do amido de milho ceroso dao soles
de amilopectina com uma caracteristica de aspecto de pasta
translucida e macia. Estas diferencas nas caracteristicas
do gel de amido natural revelam-se nos processos de
modificacdo de amido e sdo desejaveis em algumas aplica-
cbes. Os métodos da presente invencdo podem rapidamente
distinguir os diferentes tipos de mutantes e podem ser
utilizados para eles como uma técnica de visualizacao de

alta produtividade operacional, e nao - destrutiva.

Numa outra forma de realizacgao, por exemplo, O0s
métodos da presente invencgao sao utilizados para identi-
ficar as amostras com caracteristicas de endosperma
desejadas. Por exemplo foram identificados alguns mutantes
de endosperma dque alteram o equilibrio de aminodcidos.
Demonstrou-se que as linhas mutantes opaco-2(02), farinhen-
to-2(f1l2), e opaco-7(07) reduziram as zeinas (a proteina no
milho que ndo tem os aminodcidos essenciais tais como a
lisina e o triptofano) no endosperma e aumentaram a lisina.
Os graos com O gene opaco-2 sao caracterizados por terem
aparéncia macia, gredosa, nao-transparente, com endosperma
muito pouco vitreo. Os métodos da presente invencdo podem
ser utilizados para distinguir os diferentes tipos de
mutantes e niveis de lisina, e ©por 1isso podem ser
utilizados como uma técnica de visualizacado de alta
produtividade operacional, e nao - destrutiva para esta

caracteristica.
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Numa outra forma de realizacgdo a caracteristica
¢ uma caracteristica morfoldgica. Tal como agqui utilizado,
uma caracteristica morfoldgica € qualquer caracteristica
estrutural. As caracteristicas morfoldgicas preferidas sao
o tamanho de endosperma, tamanho de germe, forma da
semente, cor da semente, textura da superficie da semente,
peso da semente, densidade da semente, e integridade da
semente. A integridade da semente pode estar correlacionada
com a resisténcia ou a susceptibilidade as doencas. A
presenca de buracos nas sementes € geralmente um indicativo

de infecg¢do por insecto.

A correlacao de um estado de doenca com uma alte-
ragao estrutural tal como os buracos pode ser estabelecida
por alteracgdes nas amostras de sementes a serem ensaiadas
com o organismo. Como aqui utilizado, uma "amostra" refere-
se a uma pluralidade de sementes. Os controlos podem
compreender sementes conhecidas como sendo susceptiveils e
resistentes. A correlacao da doenga com uma alteracao
estrutural particular pode ser estabelecida por uma andlise
estatistica adequada. E entendido que os controlos néo
necessitam serem dirigidos contra uma semente particular ou

lote de sementes uma vez estabelecida uma correlacéo.

Uma ou mais das caracteristicas acima descritas
ou qualquer outra caracteristica que ¢é detectdvel utili-
zando a 1magiologia de ressondncia magnética pode ser
simultaneamente analisada utilizando os métodos da presente

invencadao. Numa forma de realizacao, duas ou mais das
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caracteristicas acima descritas ou outras caracteristicas
sdo analisadas simultaneamente. Numa outra forma de
realizacao, trés, quatro, cinco ou mais das caracteristicas
acima referidas ou outras caracteristicas mensurdaveilis por

IRM podem ser analisadas simultaneamente.

Sistemas Analiticos

Uma amostra pode ser preparada para andlise com
um sistema de imagiologia espectroscédpica com um equipa-
mento de processamento. Como aqui utilizado, "um equipa-
mento de processamento" € gqualgquer equipamento que & capaz
de separar a porcgao pretendida de uma planta do resto da
planta ou parte da planta. Numa forma de realizacgéo
preferida, o equipamento de processamento é um descascador,
uma debulhadora ou uma combinacdao de ambos. O descascador
pode ser, por exemplo, um descascador de milho de espiga
individual modificado Almaco (Almaco, 99 M Avenue, P.0O. Box
296, Nevada, IA 50201). Como aqui utilizado, "que produz
uma amostra" refere-se a qualquer método que o equipamento
de processamento pode utilizar ©para separar a PpPorg¢ao
pretendida de uma planta do resto da planta ou de parte da

planta.

Depois da amostra preparada com o equipamento de
processamento, € analisada por imagiologia de ressonancia
magnética. Apds a andlise por IRM, a amostra pode ser
automaticamente seleccionada por um equipamento de

seleccao.
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Como agui utilizado, "equipamento de seleccao" é
qualquer equipamento capaz de separar a amostra em pelo
menos doils grupos que dependem dos resultados das andlises.
Um equipamento de seleccdo pode ser por exemplo, uma pa
movivel individual gque direcciona a amostra em uma ou duas
direccdes. Numa forma de realizacéao preferida, um
equipamento de seleccdao € capaz de independentemente
seleccionar 10, 20, 50 ou 100 sementes individuais. Como
aqui utilizado, uma "pa" é qualquer eqguipamento que pega

numa porg¢ao de uma amostra separada de outras porcgdes.

Numa forma de realizacado preferida, um equipa-
mento de seleccdo é capaz de seleccionar um lote individual
de sementes num de um multiplo de grupos. Este tipo de
selecgdao é mais util se mais do que uma caracteristica

individual for examinada durante a andalise.

Numa forma de realizacao preferida, um equipa-
mento de processamento e um equipamento de seleccdo sao
acoplados a um equipamento de amostragem e um a sistema de
imagiologia espectroscépica para proporcionar um equipa-
mento para automaticamente proporcionar uma amostra, anali-
sar uma amostra, e seleccionar uma amostra. Numa forma de
realizacao preferida, uma amostra pode ser proporcionada,
analisada e seleccionada mais depressa do que uma vez todos
os cinco minutos, mais preferencialmente mais depressa do

que uma vez em cada minuto.
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Métodos de Reproducgdo Selectiva Baseados nas Caracteris-

ticas Analisadas

A presente invencdo proporciona os métodos anali-
ticos para analisar sementes com uma caracteristica dese-
jada. Num aspecto da invencao, os métodos analiticos permi-
tem que sejam analisadas porc¢des ou atributos discretos de
uma semente individual. Além do mais, num outro aspecto da
presente invencao, os métodos analiticos permitem que as
sementes individuais que estdao num lote ou numa amostra
volumosa sejam analisadas de tal modo que pode ser deter-
minada uma distribuicdo de uma caracteristica. De especial
interesse é a utilizacao da presente invencadao para analisar

o teor de 6leo de sementes.

O método de introgressao de uma caracteristica
numa planta de acordo com a presente invencao pode ser uti-
lizado em combinacdo com qualgquer metodologia de reproducéo
e pode ser utilizado para seleccionar uma geracgado indi-
vidual ou para seleccionar geracgdes multiplas. A escolha de
método de reproducgdo depende do modo de reproducao da plan-
ta, da hereditariedade da(s) caracteristica(s) a ser(em)
melhorada(s), e do tipo de cultivar utilizado no mercado
(e.g., cultivar hibrido F1l, cultivar de linha pura, etc.).
As abordagens nao limitativas, seleccionadas, para a repro-
ducdo de plantas estdo indicadas a seguir. Além disso, é
compreensivel que qualquer cultivar comercial ou nado comer-—
cial pode ser utilizado num programa de reproducdo. Os

factores tais como, por exemplo, vigor na emergéncia, vigor
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vegetativo, tolerédncia ao stress, resisténcia as doencas,
ramificacdo, floragdo, desenvolvimento de sementes, tamanho
da semente, densidade da semente, juventude das plantas e
facilidade de debulha etc. geralmente ditam a escolha. Para
as caracteristicas de elevada hereditariedade, a escolha de
plantas individuais superiores avaliadas para um lugar
individual sera eficaz, Jj& que para as caracteristicas de
fraca hereditariedade, a seleccdo deverda ser feita com base
nos valores médios obtidos a partir de avaliacdes replica-
das de familias de plantas relacionadas. Os métodos de
seleccdo mais comuns vulgarmente compreendem, mas nao estao
limitados a, seleccdao de linhagem, modificacdao de seleccgéao
de linhagem, seleccadao de massa, e seleccgao recorrente. Numa
forma de realizacgdo preferida deve ser experimentado um

programa de reprodugdo recorrente ou de retrocruzamento.

A complexidade de hereditariedade influencia a
escolha do método de reproducado. A reproducdo a partir de
retrocruzamento pode ser utilizada para transferir um ou
alguns genes favoraveis a qualidade altamente hereditédria
num cultivar desejado. Esta abordagem foi utilizada exten-
sivamente na reproducgdo de cultivares resistentes as doen-
cas. Diversas técnicas de seleccdao recorrente sdao utiliza-
das para melhorar quantitativamente as qualidades genéticas
controladas por numerosos genes. A utilizacdo de seleccao
recorrente na auto-polinizacdo de culturas depende da faci-
lidade da ©polinizacado, da frequéncia de hibridos com
sucesso a partir de cada polinizacao, e do numero de gera-

¢cbes de hibridos a partir de cada cruzamento com sucesso.
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As linhas de reproducdo podem ser ensaiadas e
comparadas com padrdes apropriados nos ambientes represen-
tativos da(s) &area(s) de objectivos comerciais para duas ou
mais geragdes. As linhas melhores sao candidatas para os
novos cultivares comerciais; as ainda deficientes nas
caracteristicas podem ser utilizadas como progenitoras para

produzirem novas populacdes para uma posterior seleccéao.

Um método de identificar uma planta como superior
é observar a sua performance relativa as outras plantas
experimentais e a um cultivar padradao largamente desenvol-
vido. Se uma observagao individual ¢é inconclusiva, as
observacdes replicadas devem proporcionar uma melhor
estimativa do seu valor genético. Um reprodutor pode selec-
cionar e cruzar duas ou mais linhas parentais, seguidas de
autocruzamento e seleccdo repetida, gque produzem muitas

combinag¢des genéticas novas.

O desenvolvimento de novos cultivares de soja
impbds o desenvolvimento e seleccdo de variedades de soja, o
cruzamento destas variedades e a seleccao de cruzamentos de
hibridos superiores. A semente hibrida pode ser produzida
por processos de cruzamento manuals entre o0s progenitores
macho-férteis seleccionados ou por utilizacdo de sistemas
de esterilizacdao de machos. Os hibridos sdo seleccionados a
para alguns tragos genéticos individuais tais como a cor de
vagem, a cor da flor, o rendimento de sementes, a cor na

pubescéncia ou a resisténcia a herbicidas que indicam que a
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semente é realmente um hibrido. 0Os dados adicionais nas
linhas parentais, bem como o fendtipo do hibrido, influen-
ciam a decisdo do reprodutor para continuar com O

cruzamento hibrido especifico.

Os métodos de reproducgao de linhagem e a seleccao
recorrente podem ser utilizados para desenvolver cultivares
a partir de populacdes para reproducgao. Os programas de
reproducdo combinam caracteristicas desejaveis a partir de
dois ou mais cultivares ou fontes diversas de base alargada
nos tanques de reproducdo a partir dos quais se desenvolvem
0os cultivares por autocruzamento e seleccdo de fendtipos
desejados. Os cultivares novos podem ser avaliados para

determinar os que tém impacto comercial.

A reprodugdo de linhagem € geralmente utilizada
para melhorar a auto-polinizacao das culturas. Dois
progenitores que possuem caracteristicas favordveis comple-
mentarmente foram cruzados para produzir um Fl. Produziu-se
uma populacao F2 por manutencao de um ou alguns Fl’s. A
seleccao de individuos melhores nas familias melhores esté
seleccionada. O ensaio replicado de familias pode comecgar
na geracdo F4 para melhorar a eficdcia da seleccao para as
caracteristicas de Dbaixa hereditariedade. Num estado
adiantado de procriacdao (i.e., a F6 e a F7), as linhas
melhores ou as misturas de linhas semelhantes fenotipica-
mente sao ensaiadas para o lancamento potencial de culti-

vares novos.
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O retrocruzamento foi utilizado para transferir
genes de uma caracteristica simplesmente herdada, altamente
hereditdria num cultivar homozigdtico desejavel ou linha de
procriacdao, dque ¢é o progenitor recorrente. A fonte da
caracteristica a ser transferida é designada por progenitor
dador. E expectdvel a planta resultante ter os atributos do
parente progenitor (e.g., cultivar) e a caracteristica
desejada transferida a partir do progenitor dador. Depois
de cruzamento inicial, os individuos que possuem o fendtipo
do progenitor dador sao seleccionados e cruzados repetida-
mente para o progenitor recorrente (retrocruzado). E expec-
tdvel o ©progenitor resultante ter o0s atributos do
progenitor recorrente (e.g., cultivar) e a caracteristica

desejada transferida a partir do progenitor dador.

O procedimento de descendéncia de uma Unica
semente refere-se a técnica de plantar uma populacao
submetida & segregacdo, colher uma amostra de uma semente
por planta, e utilizar a amostra de uma semente para a
geracao futura. Quando a populacao avancou até um nivel de
reproducao desejado a partir de F2, as plantas a partir das
quais as linhas sdo derivadas determinardo cada caracte-
ristica para os diferentes individuos F2. O numero de
plantas numa populacdo declina em cada geracao devido ao
insucesso de algumas sementes para germinar ou de algumas
plantas para produzir pelo menos uma semente. Como resul-
tado, nem todas as plantas F2 originariamente amostradas na
populacdo estardo representadas por uma progénie quando o

avanco da geracdo estd completado.
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Num procedimento de semente-miltipla, por exem-
plo, os reprodutores de soja colhem uma ou mais vagens de
cada planta numa populacdo e debulham-nas juntamente para
formarem um conjunto volumoso. Parte do conjunto é utili-
zado na prdéxima geracgcdo e parte fica reservada. O proce-
dimento foi referido como uma descendéncia de semente-tnica

modificada ou técnica de conjunto-vagem.

O procedimento de semente-multipla foi utilizado
para poupar trabalho na colheita. E consideravelmente mais
rdpido debulhar as vagens com a maquina do gque remover uma
semente de cada uma manualmente para um procedimento de
semente individual. O procedimento de semente-multipla tam-
bém torna possivel plantar o mesmo numero de sementes de

uma populacao de cada geracao de reprodugao.

Numa forma de realizacdo utilizou-se a presente
invencdo para diferenciar amostras hapldides das amostras
nao hapldides. A utilizacdao de plantas hapldides aumenta a
eficiéncia da seleccdo recorrente nos programas de repro-
dugcao por proporcionar um modo de produzir completamente
linhas homozigdéticas de linhas hapldéides duplas. Porque os
hapldéides s&o hemizigdticos, i.e., apenas com um alelo por
local, eles s&o Uuteis para os trabalhos de mutacado e
seleccao contra os alelos recessivos indesejaveis. Os
métodos da presente invencao podem ser utilizados para
descriminar as amostras hapldides de outros tipos de

amostra tal como as dipldéides. Com os métodos da presente
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invengao pode ser determinada qualgquer caracteristica
hapléide que produz um fendtipo que produz luz transmitida
ou reflectida com uma composicdo espectral diferente da de
uma amostra nao-hapldide. Por exemplo, algumas linhas
parentais transportam genes marcadores tais como os R-nj,
que possibilitam os hapldides de serem identificados no
estado de maturacao de sementes por coloragcao de anto-
cianina no topo do endosperma e por falta de coloracgcdao no
embridao. Os métodos da presente invencgao podem rapidamente
distinguir a presenca ou auséncia destes fendtipos no local

pretendido na semente.

As discricgdes de outros métodos de reproducgao que
sdo geralmente utilizados para as diferentes caracteris-
ticas e culturas podem ser encontrados num dos diversos
livros de referéncia. Ver, e.g., Fehr, Principles of

Cultivar Development Vol.1l, pp 2-3 (1987).

Numa forma de realizacgdo preferida, a caracteris-
tica de reproducdo com 1interesse é a composicdao ou o0s
niveis de teor de 6leo. Ainda numa forma de realizacao
preferida, a planta gque estd sujeita a um programa de
reprodugao é uma planta de milho e a caracteristica de

interesse € a dos niveis de 6leo.

Os exemplos seguintes sao apenas 1ilustrativos.
Nao € intencdo que a presente invencdo esteja limitada as

formas de realizacado ilustrativas.
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EXEMPLO 1

Obtiveram-se as 1imagens de graos de milho
utilizando um scanner de MR Vision Magnetom™ de 1,5 tesla
(Siemens Erlanger) que utiliza um ressocador de corpo-
completo corrente. A intensidade de gradiente ¢é ajustada
para 25 mT/m em todos os eixos. Com o intensificador de
gradiente, o tempo do declive da intensidade foi 312 ms. As
capacidades de gradiente maximo do gradiente ajustadas nao
foram utilizadas na sequéncia de imagens de semente. Foi
utilizada uma sequéncia spin-echo (tr/te = 1920/17 ms) com
um angulo de rotacdo de excitacdao de 90° e um é&ngulo de
rotacao de refocagem de 180°. A largura de Dbanda do
receptor € 130 Hz/pixel. O campo de inspecgdo esta
formatado para 450 x 450 mm. A matriz dos dados obtidos é
256 x 256. As imagens obtidas a partir de cada cubo amostra
consistem de 50 fatias coronais contiguas, obtidas
utilizando a opcdo intercalada, posicdo para a qual ha pelo
menos uma fatia de nao—-amostra-suporte entre cada camada de
amostras no cubo. Para os padrdes de calibracao do 6leo de
milho, foram obtidos dois scans, com o ganho receptor
ajustado para 97,98 dB, e o factor escala FFT ajustado para
0,1. Para as amostras de sementes de milho, foram obtidos
quatro scans, com o ganho do receptor ajustado para 116,98

dB, e o factor escala FFT ajustado para 0,007114.

Os cubos amostras para a andalise de IRM de
sementes de milho nestas experiéncias contém 108 placas de

24 pocos. Estas estdo dispostas em 9 camadas de 12 placas
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cada uma. Este arranjo proporciona uma capacidade analitica
total de 2592 sementes individuais de milho por cubo

amostra.

Andlise de Erro

A exactiddo e a precisdo para a andlise de teor
de ¢6leo de produtividade operacional elevada que utiliza a
IRM estao resumidas e podem ser seguidas utilizando os
graficos das Figs. 8-12. Em geral, os métodos de IRM sao
mais Uteis para as sementes oleaginosas que contém mais de
1% de 6leo em peso, embora estes métodos sejam uteis também
para as sementes de oleaginosas que contém menos de 1% de
6leo em peso. As sementes com niveis de &6leo inferiores
geram sinais de intensidades inferiores. A sensibilidade da
técnica pode ser melhorada para detectar teores de &6leo
inferiores por, por exemplo, diminuindo o limite do limiar,
aumentando 0s tempos de amostragem de dados (ou
sensibilidade), ou de outro modo melhorando a performance

do scanner de IRM.

Comparacgac para as medigdes volumosas. A média de
teor de éleo num grupo de sementes grande determinada
utilizando a IRM deverd correlacionar com o teor de &leo
volumoso para as sementes que se mediram utilizando uma
técnica alternativa, e.g., espectroscopia de 1IV. Esta
correlacdo estd ilustrada na Fig. 8, que 1lustra uma
concordéncia forte entre os dois métodos: y = 1,0322x +

1,9726; R2 = 0,9232. Porque os resultados de &leo estao
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apresentados como numeros relativos, estes valores sao
inferiores (por uma constante de compensacao) do gque o0s
resultados obtidos a partir de medida de déleo volumosa. Sao
esperados numeros de IRM relativos inferiores devido a
perda de sinal atribuida ao processo de relaxagcao que é

sabido ocorrer na experiéncia de IRM.

Comparac¢des intra-dia e inter-dia nas medidas de
6leo por IRM. Os dados obtidos utilizando os métodos de IRM
devem correlacionar para os diferentes funcionamentos da
mesma amostra, quer os dados sejam adgquiridos no mesmo dia
ou em dias diferentes. Estas comparac¢des entre o mesmo dia
e em dias diferentes para um padrao de calibracdao de &éleo
de milho estdo ilustradas na Figs. 9 e 10 respectivamente.
Estes dados demonstram uma boa correlacdo para funciona-
mentos multiplos da mesma amostra em ambos 0s casos (mesmo
dia: y = 1,0007x, R2 = 0,9267; dias diferentes: y =
0,9992x; R2 = 0,8435).

Variagdo na medida de IRM wutilizando instru-
mentacdo diferente. A bobine de detecgdo do sinal RF de IRM
é¢ o principal componente de hardware que afecta a sensi-
bilidade ou a proporcdo sinal-para-ruido na experiéncia de
IRM. Cada bobine de RF possui um perfil de performance que
é caracteristico da sua construcdao e da geometria fisica.
Os resultados obtidos em dois equipamentos diferentes podem
ser comparados para confirmar a reprodutibilidade entre os
dois planos de hardware. Esta comparacdo estd ilustrada na
Fig. 11, para uma bobine de detecgdo de IRM de um Varian

(Varian, Inc, Palo Alto, CA) e a de um Monsanto (Monsanto,
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St. Louis, MO) gque utiliza uma amostra de &éleo corrente.
Ambos detectores deram essencialmente resultados idénticos
para a intensidade de sinal de IRM integrado (y = 1,0413x -
0,1725; R2 = 0,9452) numa guantidade de &leo de milho

medida numa amostra padrao.

Coeficiente de variacédo para os métodos de IRM. O
coeficiente de variacadao para os valores de IRM medidos para
cada camada num cubo amostra proporciona uma estimativa
razodavel do erro numa medicdo de IRM. Um mapa para cada uma
das nove camadas num dos cubos padrdao de calibracao esta
ilustrado na Fig. 12, que traca o desvio padrao em
percentagem (N = 8) relativo a média para cada posicdo de
poco no cubo. Grosseiramente 90% das posicdes de pogcos na
maioria das camadas demonstram menos de 5% de erro, e as
posicdes restantes demonstram 5-10%. Um par de posicdes,
e.g., o canto superior esquerdo na camada 1, demonstra um
erro maior do gque 10%. Sao expectdaveils erros maiores
préximo dos cantos do cubo relativamente ao centro do cubo,
onde a homogeneidade do campo magnético e a resposta do

sinal de IRM estd degradada.

EXEMPLO 2

Carregaram-se as bandejas de amostras de 48 pocgos
com sementes oleaginosas que compreendem o milho, o grao de
soja, e a canola. Dois montdes de 5 placas contendo as
sementes individuais foram colocados em suportes de amos-
tras em plexiglass para perfazer um série gque compreende um

total de 480 sementes. Inseriu-se uma série de sementes
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numa bobine de deteccdo de IRM disponivel no mercado que é
suficientemente grande para acomodar a amostra portadora.
Inseriu—-se uma bobine de IRM que contém as sSementes no
magnete de IRM para recolha de dados utilizando padrdes e
técnicas de aquisicao de dados nao patenteadas. Enviaram-se
os dados de IRM para um computador, onde sao processados
utilizando um macro usual de software Varian ImageBrowser™
(Varian, Inc., Palo Alto, CA) para obter as intensidades de
sinais de IRM para cada um dos graos de milho individuais
na amostra. Utilizaram-se os dados resultantes para
calcular a percentagem em peso, de 6leo em cada uma das 480

sementes na amostra.

EXEMPLO 3

Utilizou—-se um scanner de IRM de tipo clinico de
1,5 tesla para analisar uma amostra de 3456 sementes
organizadas em 12 camadas de 12 bandejas de 24 pogos.
Conduziu-se a experiéncia de acordo com o protocolo

mencionado no Exemplo 2 acima referido.

EXEMPLO 4

O teor de ¢6leo de graos de milho tal como
determinado pelo protocolo acima descrito é utilizado para
reproduzir plantas de milho com teor de 6leo elevado. A
LH185(2)x BHO ¢é a fonte de material para a geracdo 1.
Plantou-se esta semente e utilizou-se a planta resultante
como fémea no programa de reproducado. Esta planta foi

cruzada com lotes de hapldide gque compreende o Stock 6 e
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KHI1. A semente produzida foi colhida e seca. Com a ajuda
de um sistema marcador para identificar os graos hapldides
putativos (R-Navajo system), isolaram-se as sementes
hapldéides a partir da semente produzida. Depois analisou-se
esta semente pelo método acima mencionado no Exemplo 1 para
identificar as sementes com o maior teor de 6leo. Apenas as
sementes com o maior teor de &leo avangaram para a geracgao
seguinte. Na geracao 2, plantaram-se estes graos e
trataram-se com um agente de duplicacdao de cromossoma para

produzir linhas reprodutoras di-hapldide.

EXEMPLO 5

Plantaram-se as sementes das plantas que resultam
a partir do Exemplo 4 e as plantas foram polinizadas com
KHI1. Depois de colhidas e secas, o0s graos hapldides
putativos sao seleccionados por utilizacao do sistema
marcador seleccionavel R-Navajo. Estes graos foram
colocados em placas de 24 pocgos e analisados utilizando a
IRM tal como no Exemplo 1 para determinar o teor de &leo.
Os graos com o maior teor de &leo sao seleccionados e
plantados. As plantas resultantes sao tratadas com um
agente de duplicacdo e auto-polinizadas para criar linhas

de reproducado di-hapldides.

Lisboa, 6 de Outubro de 2008
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REIVINDICACOES

1. Método para a introgressao de uma caracte-

ristica numa planta, que compreende:

(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

()

(9)

(h)

obter uma amostra que compreende uma pluralidade de
sementes;

proporcionar cada uma das sementes referidas no seu
compartimento individual de um equipamento de amos-—
tragem que compreende uma pluralidade de comparti-
mentos;

gerar uma imagem de ressondncia magnética de refe-
rida amostra;

analisar a referida imagem de ressondncia magnética
para as sementes gque exibem a referida caracte-
ristica;

determinar se as sementes na referida amostra exi-
bem a caracteristica baseada na referida andlise;
seleccionar pelo menos uma semente da referida
amostra que exibe a referida caracteristica;

fazer crescer uma planta fértil a partir de pelo
menos uma semente seleccionada; e

utilizar uma planta fértil como um progenitor num

cruzamento com uma outra planta.

2. Método da Reivindicacdo 1, em que a caracte-

ristica é o teor de éleo relativo.
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3. Método da Reivindicacadao 1, em que a caracte-

ristica € a composicdo de 6leo.
4, Método da Reivindicacdo 1, em que a imagem
de ressondncia magnética é obtida utilizando um instrumento

com um tamanho de abertura maior do que 20 cm.

5. Método da Reivindicacdo 4, em que o tamanho

de abertura é maior do que 30 cm.

6. Método da Reivindicacdo 5, em que o tamanho

de abertura é maior do que 40 cm.

7. Método da Reivindicagdo 6, em que o tamanho

de abertura é maior do que 50 cm.

Lisboa, 6 de Outubro de 2008
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Analise de dados de IRM de sementes de milho

163 1 Recother a imagam de fatias mRtipias de cubo de dadosis 3 dimensdes)
_ {Analize de imagenm: combingr as Yatias no cube
02 de dados gue correspondem 45 camadas oo cube
awosira

k.

1H3 | Progduzir wna imagem a 2 dimensies para cada camada go oule anxostra
“{iagem de camada®

104 | Analize de imagem: aplicar os filtros com base no
criterio 57 detenminado pela primeiva imagem.
. e ¥
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