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REGISTRO DE IMPACTO

Nesse estudo é proposto um protocolo de segmentacdo para a fracdo da matéria
organica particulada que considera estratégias de aprendizado de maquina,
principalmente por meio da aplicacdo de redes neurais de convolugdo. Além de
proporcionar uma segmentacao de boa qualidade, com maior detalhamento e ganhos
metodoldgicos, permitiu uma maior rapidez quando comparada a técnicas tradicionais

de segmentacéo.



IMPACT REGISTER

This study proposes a segmentation protocol for the particulate organic matter fraction
that considers machine learning strategies, mainly through the application of
convolution neural networks. Besides providing a good quality segmentation, with
greater detail and methodological gains, it allowed for greater speed when compared

to traditional segmentation techniques.
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METODO BASEADO EM MACHINE LEARNING E DEEP LEARNING PARA
SEGMENTACAO DA MATERIA ORGANICA PARTICULADA EM IMAGENS DE
MICROTOMOGRAFIA DE RAIOS X DE AGREGADOS DE SOLO

RESUMO - A identificacdo da distribuicdo espacial da fracdo da matéria
organica particulada (MOP) em agregados de solo é de fundamental importancia para
decifrar os mecanismos que determinam o aumento da estocagem e estabilidade do
carbono no solo. A localizagdo do carbono no agregado de solo pode afetar se ele
permanecera protegido ou sera consumido por microrganismos que habitam o solo,
por isso a necessidade de buscar compreender o papel da estrutura do solo na
protecao fisica do carbono. O uso da técnica de Microtomografia Computadorizada
de Raios X (uTCX) tem proporcionado avangos na investigagéo in situ de processos
relacionados a decomposicdo e protecao fisica da fracdo MOP no solo. No entanto,
uma dificuldade que limita o progresso do uso dessa técnica esta na identificacéo (ou
segmentacdo) da MOP em imagens de UTCX, especialmente quando ndo sao
realizados procedimentos de marcacao quimica dessa fracdo. Por este motivo, 0
presente estudo tem como objetivo propor um método de segmentacdo da fracdo
MOP. Buscou-se construir uma base de dados de fragmentos organicos, contidos em
imagens de uTCX, segmentados manualmente, utilizando o software Avizo, ou por
meio de estratégias de machine learning, no software Annotat3D, para treinar uma
rede neural de segmentacédo da MOP via deep learning. As imagens 3D consideradas
para desenvolvimento do método foram adquiridas na linha de luz de pTCX do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, com tamanho de pixel de 0,82 um. Para o
treinamento das redes, considerou-se: o uso de um recurso de criagdo de dados
artificiais (augmentation) e a mistura de dois conjuntos de imagens diferentes para
diversificacdo dos dados de entrada. As duas melhores redes neurais treinadas
obtiveram identificacdo parcial ou total dos fragmentos organicos nas imagens de
MTCX com uma estimativa de acuracia de 57% e 69%. Os resultados mostraram que
o método foi bem sucedido para a segmentacao da fracdo MOP em 17 agregados de
solo, sem a utilizacdo de marcacdo quimica. O recurso augmentation proporcionou
melhor continuidade dos fragmentos organicos, e a mistura de imagens de diferentes
conjuntos resultou em maior numero de fragmentos identificados. Portanto, o método
apresenta potencial para ser empregado em diferentes propostas experimentais com
objetivos semelhantes, uma vez que a rede neural treinada pode ser adaptada e
otimizada para a sua aplicacdo em diferentes conjuntos de imagens.

Palavras-chave: Processamento de imagem; rede neural de convolucao; anotacgéao;
Annotat3D; estabilidade do carbono no solo



MACHINE LEARNING AND DEEP LEARNING BASED METHOD FOR
SEGMENTATION OF PARTICULATE ORGANIC MATTER IN X-RAY
MICROTOMOGRAPHY IMAGES OF SOIL AGGREGATES

ABSTRACT - ldentifying the spatial distribution of particulate organic matter
(POM) fraction in soil aggregates is fundamental to deciphering the mechanisms that
determine the increased of carbon storage and stability in soils. The location of carbon
in the soil aggregate can affect whether it remains protected or is consumed by soil-
inhabiting microorganisms, hence the need to seek an understanding of the role of soil
structure in the physical protection of carbon. The use of X-ray Computed
Microtomography (uCT) has provided advances in the in situ investigation of processes
related to the decomposition and physical protection of POM in soil. However, one
difficulty limiting progress in the use of this technique is the identification (or
segmentation) of POM in yCT images, especially in the absence of chemical staining
procedures. For this reason, the present study aims to propose a method for direct
segmentation of POM fraction, without chemical staining. We sought to build a
database of organic fragments, contained in uCT images, segmented manually using
the Avizo software, or by machine learning strategies, in the Annotat3D software, in
order to train a neural network for POM segmentation through deep learning. The 3D
images considered for method development were acquired on the uyCT IMX beamline
of the Brazilian Synchrotron Light Laboratory, with a pixel size of 0.82 ym. For the
training of the networks, we considered: the use of an artificial data creation feature
(augmentation) and the mixture of two different image sets for diversification of the
input data. The two best trained networks obtained partial or total identification of
organic fragments in the uCT images, with an estimated accuracy of 57% and 69%.
The results showed that the method was successful in segmenting the POM fraction
in 17 soil aggregates without the use of chemical staining procedure. The
augmentation feature provided better continuity of organic fragments, and the mixing
of images from different sets resulted in a greater number of identified fragments.
Therefore, the method has the potential to be employed in different experimental
proposals with similar objectives, since the trained neural network can be adapted and
optimized for its application on different sets of images.

Keywords: Image processing; convolution neural network; annotation; Annotat3D;
carbon stability in soil



1 INTRODUCAO

Atualmente, busca-se promover a rapida ampliacdo e implementacéo do uso
de praticas agricolas que permitam a protecdo do (C) no solo, com o objetivo de
contribuir para a mitigacdo das mudancas climaticas (Amelung et al., 2020). Os solos
s8o 0 maior e mais dindmico reservatorio de C terrestre, armazenando mais C na
forma de matéria organica do solo (MOS) comparado aos reservatorios atmosféricos
ou vegetal combinados (Lehmann e Kleber, 2015), podendo remover entre 0,79 e 1,54
Gt C ano! da atmosfera. Por essa razdo, aumentar a estocagem de C no solo tem se
tornado parte de uma agenda global para a mitigacdo e adaptacdo as mudancas
climaticas. Entre as importantes iniciativas neste contexto estao o "4p1000", lancado
na COP21 pela UNFCC em 2015, os seminarios de Koronivia sobre agricultura,
iniciados na COP23 em 2018, e o programa RECSOIL lancado pela FAO (Baveye et
al., 2020; Rumpel et al., 2020).

A matéria organica particulada (MOP) é a fracdo ativa da MOS, podendo ser
definida como particulas organicas que variam entre 0,053 e 2 mm, e constituida por
fragmentos organicos (como folhas ou raizes) parcialmente decompostos. Encontra-
se facilmente disponivel para o0s microrganismos, sendo decomposta mais
rapidamente e, por isso, é considerada um estoque transitério da MOS. Portanto, por
estar menos protegida e ser mais susceptivel as alteracbes no ambiente, o C
associado a MOP se torna mais vulneravel as perdas durante o uso e manejo do solo
(Lavallee et al., 2020; Cotrufo et al., 2013).

A MOP é importante por propiciar muitos beneficios agricolas e ecolégicos,
servindo como fonte de alimento e energia para microrganismos e animais do solo,
além de fornecer nutrientes para o crescimento das plantas e melhorar a estabilidade
dos agregados, a infiltracdo de agua e aeracdo do solo (Gosling et al., 2013). A
protecao fisica da MOP dentro dos agregados € um dos principais mecanismos de
sequestro de C pelo solo. Portanto, aprofundar o entendimento dos mecanismos que
determinam a dindmica e a distribuicdo espacial da MOP em agregados de solo é
fundamental para assegurar as diversas fun¢des que essa fragcao da MOS exerce na

saude do solo, incluindo seu potencial para o sequestro de C.



O recente desenvolvimento de técnicas sofisticadas de imagem, atingindo
escalas de resolucdo espacial microscopica, tem levado a um progresso substancial
na descricdo da arquitetura do solo, tanto em termos de espac¢o poroso quanto da
configuragdo espacial da fragdo mineral ou materiais organicos de forma direta
(Schluter et al., 2022). No entanto, anélises em grandes volumes de solo e em nimero
de repeticbes adequadas de amostras ainda sao limitadas pela complexidade dos
procedimentos propostos (Steffens et al., 2017). Essas técnicas permitiram o0 avango
no entendimento dos processos-chave (de protecdo e/ou perda do C) para aumentar
a persisténcia de C no solo, tais como o papel da protecéo fisica da MOS (Lehmann
e Kleber, 2015; Kravchenko e Guber, 2017). Na escala micrométrica, a estrutura do
solo estabiliza o C dentro de inUmeros arranjos espaciais e canais de poros do solo,
0S quais governam diversos processos, incluindo a difusdo de gases, &agua,
compostos quimicos dissolvidos, produtos de decomposicdo, enzimas e
microrganismos na solucéo do solo (Six et al., 2004). Schliter et al., 2022 mostraram
que as fracbes da MOS derivadas de imagens de Microtomografia Computadorizada
de Raios X (UTCX) refletiram com precisdo as fragcbes de C obtidas através do
fracionamento fisico convencional do solo, como a MOP, com o beneficio adicional de
quantificar sua distribuicdo tridimensional em relacdo ao espaco poroso nao
perturbado.

Imagens de yTCX voltadas para pesquisa cientifica podem ser obtidas a partir
de tomégrafos industriais, de bancada ou baseados em luz sincrotron. No Brasil, esta
sendo desenvolvido o Sirius, uma nova fonte de luz sincrotron de 42 geracdo no
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron do Centro Nacional de Pesquisa em Energia
e Materiais (LNLS/CNPEM). No Sirius, havera uma linha de luz de micro e
nanotomografia (chamada MOGNO) cujo design proporcionara ganhos significativos
em estudos de amostras de solo, como as possibilidades de se realizar experimentos
com grande numero de repeticdes de amostra (por ser uma linha de aquisicao rapida
de imagens 3D), resolvidos no tempo (4D) (Ferreira et al., 2022a) e em multiescala
(Claro et al., 2023), com resolugao espacial maxima de 100 nm. Tendo em vista 0 seu
potencial para aplicacfes na area da agricultura, um dos desafios atualmente consiste

em propor uma metodologia que seja precisa e eficiente (isto é, automatizada/rapida)



para a segmentacao de imagens de amostras de solo e que seja acessivel aos futuros
usuarios da linha de luz.

As técnicas de segmentacao (classificacdo) de imagens sédo fundamentais para
a analise de imagens em diversas areas do conhecimento e visam particionar uma
imagem digital em segmentos, a fim de definir com precisdo os limites espaciais de
objetos de interesse nas imagens. No contexto de imagens de pTCX, a segmentacao
consiste em atribuir classificacbes coerentes e precisas a determinados grupos de
tons de cinza na imagem, os quais devem representar uma determinada fase (ou
classe) de interesse. No entanto, diferentes fases podem apresentar tons de cinza
similares. Por exemplo, a MOP apresenta uma atenuacéo intermediaria dos raios X
entre a fase de poros e da matriz sélida, resultando em tons de cinza similares a estas
duas fases, mas predominantemente similares aos da matriz solida. Nesse caso,
outras caracteristicas da MOP nas imagens de tomografia, como a forma, tamanho e
textura, podem auxiliar na sua identificacdo visual. Porém, o processo de
segmentacdo com critérios que levem em consideracado essas caracteristicas € mais
complexo e desafiador do que o processo ja bem conhecido baseado em separacéo
(threshold) simples de tons de cinza (Ferreira et al., 2022b).

Existem formas de tornar a segmentacdo da MOP direta por threshold através
de técnicas que possibilitem a sua marcacdo quimica. Peth et al. (2014)
desenvolveram uma abordagem para localizar a MOS por meio de uma combinacgao
entre a UTCX baseada em luz sincrotron e o 6smio (utilizando a fase vapor) como
agente de marcacdo quimica da MOS (Quigley et al., 2018; Rawlins et al., 2016).
Embora seja um método que permita a identificacdo da MOP, o tetroxido de ésmio
(Os04) é extremamente toxico, reativo e altamente volatil, trazendo riscos a saude do
operador e ao ambiente, por isso ha estudos que buscam encontrar outros agentes
promissores para marcagao da MOP (Maenhout et al., 2021). Uma tentativa proposta
por (Arai et al., 2019) é o uso do OsO4 em estado liquido (sob baixa temperatura para
nao ocorrer a volatilizacdo) para buscar reduzir os riscos relacionados a sua natureza
altamente toxica. Ainda é possivel pontuar limitagbes associadas ao método que
impedem sua aplicagdo para um grande conjunto de amostras ou para uma ampla

variedade de condi¢cbes de solo (Zheng et al., 2020) e até mesmo em relagédo a



precisdo da marcacao quimica da MOS, pois 0 OsO4 tem mostrado uma contribuicéo
e afinidade com a fracdo mineral do solo (Schliter et al., 2022).

Mais recentemente estdo sendo propostos avangos para a segmentacao de
imagens por meio de estratégias de machine learning e deep learning. Essas
estratégias objetivam proporcionar a segmentacdo de uma imagem 3D a partir do
treinamento de um modelo para classificar pixels como pertencentes a uma classe
(como em Rippner et al., 2022; Schliter et al., 2022; Soltaninejad et al., 2020). Os
algoritmos de machine learning e deep learning realizam a extracdo de recursos e a
classificagdo de imagens através de modelos de menor ou maior grau de
complexidade, respectivamente. Estes algoritmos se diferenciam ainda pelo tipo e
guantidade de dados de entrada para o treinamento do modelo, bem como pela forma
de entrada dos dados. Mais especificamente, os algoritmos de machine learning séo
mais dependentes da interacdo com o operador, exigindo dedicacdo continua para o
desenvolvimento do modelo. Por outro lado, os algoritmos de deep learning recebem
dados prontos para o desenvolvimento do modelo, isto é, sdo menos interativos.
Ambos os tipos de modelos, quando bem ajustados, podem ser capazes de
segmentar grandes volumes de imagens com alto grau de precisdo. Entre os
softwares que proporcionam abordagens de segmentacdo baseada em machine
learning e/ou deep learning estdo o Annotat3D, Weka Segmention (plugin do
ImageJ/Fiji), llastik (Berg et al., 2019), Dragonfly, SURVoS (Pennington et al., 2022) e
Avizo. No caso da MOP, essas estratégias podem ser utilizadas com ou sem 0 uso de
marcacgao quimica.

No presente trabalho, sera dedicada maior atencédo ao software Annotat3D, o
qual foi utilizado anteriormente em Ferreira et al. (2022b) para o desenvolvimento de
um protocolo de segmentacdo da fase de poros em imagens tomogréaficas de
agregados de solo. Portanto, o objetivo é propor um método de segmentacao da MOP,
sem marcacado quimica, a partir da: i) elaboracdo de um banco de dados de
fragmentos organicos segmentados via machine learning e manualmente, que servira
como referéncia (dados observados) para o ii) treinamento de uma rede neural
(modelo) capaz de iii) reproduzir a classificacdo de referéncia e vi) classificar novos
dados semelhantes. Com esse protocolo pretende-se propor uma forma eficiente e

precisa de segmentar a MOP, sem a necessidade de marcacdo quimica, a fim de



diminuir o tempo de operagao necessario e consequentemente, permitir um aumento

de repeticdo amostral em pesquisas futuras.
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6 CONCLUSAO

Foi apresentado neste trabalho um método de segmentacdo da MOP em
imagens de YTCX de agregados de solo. Trata-se de um método baseado em
estratégias de machine learning para a construcdo de uma base de dados de
fragmentos segmentados de MOP que alimentam o treinamento de redes neurais via
estratégias de deep learning, sendo tais estratégias implementadas no software
Annotat3D. Foram estabelecidos protocolos mais eficientes de criacdo do banco de
dados de fragmentos, os quais podem ser reproduzidos por outros operadores para
aumentar ainda mais este banco de dados. O banco de fragmentos segmentados de
MOP permitiu o treinamento de redes neurais para a generalizacdo da segmentacao
da MOP em diferentes amostras. As inferéncias das redes neurais (obtidas em alguns
minutos por imagem) identificaram parcial ou totalmente os fragmentos organicos
contidos nas imagens de pTCX, onde as melhores redes atingiram valores médios de
acuracia de 57 e 69%. O uso do recurso augmentation (redes A2 e B2 em relagéo as
redes Al e B1) proporcionou melhor continuidade dos fragmentos orgéanicos
identificados, principalmente na porcdo menos nitida das imagens, mostrando ser um
artificio interessante para o aumento na diversificacdo dos dados de entrada para
treinamento. A mistura de imagens de diferentes conjuntos (redes B1 e B2) resultou
na identificacdo de um maior numero de fragmentos, o que pode significar futuras
melhorias a partir do uso e adaptacéo da rede para outras imagens.

Estes resultados mostraram o potencial do método proposto para a
identificacdo e segmentacdo da MOP em imagens de uCTX. Espera-se que esse
protocolo possibilite avancos no ponto de vista metodologico para estudos cientificos
relacionados ao entendimento do papel da estrutura do solo na protecao fisica do

carbono do solo.

7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como continuidade deste trabalho, a segmentacdo da MOP proposta aqui sera
integrada a da rede de poros (segmentacao resultante da adaptacdo da rede treinada
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para poros em Ferreira et al. (2022b)). O intuito sera avancar na questao cientifica
com relacdo aos impactos da remoc¢ao ou manutencéo da palha de cana-de-acucar
em microescala. No caso, serdo utilizados os resultados obtidos a partir da rede B2,
pois acredita-se que a morfologia sera mais importante que um numero maior de
fragmentos (geralmente pequenos) identificados. Sera proposta quantificacbes que
correlacione a MOP e a sua morfologia com a rede de poros, com 0 beneficio de

quantificar a sua posi¢éo em relagéo ao espaco poroso néo perturbado.
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