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Resumo: As laranjas doces (Citrus sinensis L. Osbeck) concentram as espécies mais importante do grupo
dos citros, onde a producdo mundial em 2012 atingiu 70 mil toneladas. Elas sdo classificadas como: laranjas
pigmentadas, comum, de baixa acidez e de umbigo. Entre esses grupos existem grandes diferencgas fenotipicas,
como a forma do paio, cor, tamanho do fruto e época de maturacdo do fruto. Apesar de todas estas diferencas
fenotipicas, existe uma grande semelhanga entre os genotipos destas espécies. Nota-se uma pequena variabilidade
molecular do DNA, o que dificulta a sua classificagdo. Varios marcadores de DNA tem sido utilizado para tentar
diferenciar estas variedades, porém com pouco sucesso. Pensando nisso a Embrapa Instrumentagao junto com o
Intituto Agronomico de Campinas (IAC), vem desenvolvendo uma nova tecnica para realizar a identificagdo entre
as variedades de laranjas genéticamente parecidas. Esta tecnica tem como base a espectroscopia de fluorescencia
induzida por laser e algumas ferramentas estatisticas. Os resultados sdo obtidos de forma rapida, sem preparo
de amostras e com baixo custo. Neste trabalho foi utilizado um conjunto de folhas de tres variedades de laranjas
genéticamente parecidas: Laranja Pera Abril, Laranja Pera Bianchi e Laranja Pera Roberto Gullo. Estas folhas
foram limpas, medidas com o equipamento de fluorescencia induzida por laser (Photon-Citrus) e com o auxilio do
software Weka foram feitos os tratamentos estatistico com os espectros de fluorescencia das folhas. Com isso, a
partir de uma validagdo cruzada, foi possivel separar corretamente as trés classes de Laranja Pera com um acerto
de 88 %.
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POTENTIAL OF THE LASER INDUCED FLUORESCENCE SPECTROSCOPY IN SEPARATING CITRUS
VARIETIES VERY CLOSE GENETICALLY

Abstract: The sweet oranges (Citrus sinensis 1. Osbeck) concentrate the most important species of the citrus
group. In 2012 the sweet orangeworld production has reached 70 thousand tons. They are classified as: Pigmented,
common, low acidity and navel oranges. Major differences between these groups are the phenotypic size, shape
of the paio, its color, size of the fruit and the fruit maturation season. Despite all these phenotypic differences,
there is a large similarity between the genotypes of these species. It is possible to observe a small molecular
variability of the DNA, which difficult their classification. Several DNA markers have been used to differentiate
these varieties, but they were not successful. Thinking about this, the Embrapa Agrocultural, together with the
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), has developed a new technique to perform the differentiation between
genetically similar orange varieties. This technique is based on laser-induced fluorescence spectroscopy (LIFS) and
some statistics tools. The LIFS technique can provide a fast and low cost analysis, without sampling preparation,
can be applied to a large number os samplesandprovide a quality database. In this work, it was used a set of leaves
of three different orange varieties genetically simlar: “Laranja Pera Abril”, “Laranja Pera Bianchi” and “Laranja
Pera Roberto Gullo”. These leaves were cleaned and then measured with the LIFS equipment (also named Photon-
Citrus). With the aid of the Weka software, statistical treatments were made from the fluorescence spectra of the
leavesand it was possible to separate the three classes correctly, with a success rateof 88%.

Keywords: spectroscopy, fluorescence, Photon-Citrus, sweet oranges.

1. Introducao

No setor agropecuario a producao de citros tem grande destaque econdmico. Sdo produzidos aproxima-
damente 122 milhdes de toneladas de frutas, que correspondem a 17 bilhdes de ddlares em vendas da fruta fresca
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e sucos concentrados no mundo (FAO,2014). O Brasil ¢ o maior produtor e exportador de laranja do planeta, res-
ponsavel por 18 milhdes de toneladas anuais. O pais também € o maior exportador de suco concentrado. O setor &
responsavel por gerar mais de 230 mil empregos, divididos em mais de 300 municipios (NEVES,2010).

As laranjas doces (Citrus sinensis L. Osbeck) concentram as espécies mais importante do grupo dos ci-
tros, cuja producdo mundial em 2012 chegou a 70 mil toneladas (FAO,2014). Elas sdo classificadas como: laranjas
pigmentadas, comum, de baixa acidez e de umbigo. Entre esses grupos existem uma grande diferenca fenotipicas,
como o tamanho, a forma do paio, cor, tamanho do fruto e época de maturagdo do fruto.

Apesar de todas estas diferengas fenotipicas, existe uma grande semelhanga entre os genotipos destas
espécies. Nota-se uma pequena variabilidade molecular do DNA, o que dificulta a sua diferenciagdo e classifica-
¢do. Esta pequena diferenga na variabilidade molecular do DNA ¢ causada por uma estreita base genética comum
deste grupo, e as caracteristicas morfologicas diferentes ¢ devida a mutagdes e mantida por propagagao vegetativa
(HERRERO,1996).

Varios marcadores de DNA tem sido utilizado para tentar diferenciar estas variedades, porém com pouco
sucesso. Pensando em desenvolver um método rapido, de baixo custo, que ndo produza residuos que possam agre-
dir o meio abiente, a Embrapa Instrumentagao junto com o Intituto Agrondomico de Campinas (IAC), vem desen-
volvendo uma nova tecnica para realizar a identificagdo entre as variedades de laranjas genéticamente parecidas.
Esta tecnica tem como base a espectroscopia de fluorescencia induzida por laser (LIFS) e algumas ferramentas
estatisticas (MILORI, 2013).

2. Materiais e Métodos

Neste estudo foram utilizadas folhas de trés variedades de laranjas geneticamente parecidas: Laranja Pera
Abril, Laranja Pera Bianchi e Laranja Pera Roberto Gullo. As arvores se encontravam no Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC), onde estavam sujeitas nas mesmas condi¢des de irrigagdo, temperatura, adubo e luminosidade.

Foram utilizadas 90 folhas, sendo 30 de cada variedade. Elas foram limpas com algoddo umedecido com
agua destilada e seca com outro algoddo. Quando ndo estavam sendo utilizadas eram mantidas na geladeira em
aproximadamente 4° C, para evitar a degradacao.

Com as folhas devidamente limpas, foram feitas as medidas com o equipamento de fluorescéncia induzi-
do por lazer (Photon-Citrus), o equipamento pode ser visto na Figura (1).

Figura 1. Equipamento de fluorescéncia induzido por laser (Photon-Citrus).

O Photon-Citrus consiste em um laser de diodo Coherent, modelo CUBE, com excitagdo em 405 nm e
potencia maxima de saida de 50 mW, um mini-espectrometro da Ocean Optics (USB 4000) e um cabo 6ptico. O
laser entdo ¢ acoplado ao cabo dptico composto por seis fibras dpticas que excitam a amostra e uma fibra optica
central que coleta o sinal de fluorescéncia da folha. A fluorescéncia e a reflectancia da amostra sdo conduzidas até
um mini-espectrometro de alta sensibilidade.

A emissao da fluorescéncia e da refletdncia da amostra ¢ entdo decomposta através de uma grade de difra-
c¢do fixa e detectada por um conjunto de fotodiodos previamente calibrados. Desta forma, obtém-se o espectro de
emissdo que sera enviado para um computador. Este fara o controle, a aquisi¢ao e o tratamento dos dados por meio
de um software de aquisi¢io de dados desenvolvido pelo préprio Laboratério de Optica e Fotonica da Embrapa
Instrumentagao. Também foi utilizado o software livre Weka para criar um modelo de regressao, com o auxilio da
ferramenta estatica de Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLSR), e fazer uma validagdo cruzada para
separar as variedades. A Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLSR) foi proposto inicialmente por H.
Wold, ¢ uma técnica de analise de dados multivariados utilizada para relacionar uma ou mais variaveis resposta (Y)
com diversas variaveis independentes (X). Assim este método busca maximizar a varidncia entre as componentes
encontradas, por meio de uma mudanga do sistema de coordenadas.

A outra ferramenta estatistica utilizada foi o de Analise de Componentes Principais (PCA) que ¢ um mé-
todo utilizado para encontrar padroes em dados e apresenta-los de uma maneira a demonstrar suas similaridades e
diferencas. A diferenga entre os métodos ¢ que o PCA nao leva em consideragio as variedades (Laranja Para Abril,
Bianchi e Roberto Gullo) para a analise, ja o PLS utiliza esta informagao.
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3. Resultados e Discussiao

Os espectros caracteristicos de cada variedades, obtidos pelo Photon-Citrus esta mostrado na Figura (2-
a). Fazendo uma analise apenas visual podemos ver que na faixa entre 675nm a 700nm, os espectros da variedade
Pera Abril sdo mais intensos que os da Pera Roberto Gullo. Ja na faixa entre 725nm a 775nm a situacdo se inverte.
E para o caso da variedade Pera Bianchi os espectros possuem uma intensidade intermediaria, e com isso se con-
fundem com as outras duas classes. Esta diferenga nos espectros pode ser explicada pela diferente concentragao da
clorofila e outros fluoroforos, caracteristico para cada variedade.

Agora analisando o PCA, mostrado na Figura (2-b), pode se notar que os pontos relacionado as amostras
da variedade Pera Roberto Gullo, tendem a se acumular ao lado esquerdo do zero da PC1, e os pontos relacionados
a Pera Abril, estdo se agrupando no lado direito do zero. E no caso da Pera Bianchi, elas estdo se agrupando no
centro proximo ao zero.
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Figura 2. (a) Espectros obtidos com o Photon - Citrus, (b) Analise de PCA das trés variedades de laranja
Pera.

Este tipo de analise de reconhecimento de padrdes entre as variedades ¢ extremamente importante, pois
mostra o potencial de se criar um classificador. E criado este classificador pode se identificar e classificar plantas
desconhecidas, destas trés variedades de laranja Pera.

Para montar um classificador foi utilizado o software Weka, onde foi usada a ferramenta estatica PLSR
para fazer uma validagdo cruzada com os dados obtidos do Photon-Citrus. O resultado desta validag@o esta mos-
trada na matriz confusdo da Figura (3).

Classificado como:

Abril Bianchi Gullo
Variedade Abril 97% 0% 3%
Real: . .
Bianchi 3% 91% 6%
Gullo 12% 12% 76%

Figura 3. Matriz confusio dos resultados da validacdo cruzada.

Na matriz confus@o as linhas mostram as trés variedades que estdo sendo classificada, que foram cha-
madas de Variedade Real. J4 as colunas representam como estas variedades foram classificadas pelo classificador.
Com isso a diagonal principal representa o acerto do classificador na validag¢@o cruzada. Analisando esta diagonal
pode se observar que o classificador acertou 88% das classificagdes.

4. Conclusoes

Podemos concluir analisando os espectros caracteristicos de cada variedade, que eles possuem uma dife-
renga nas suas intensidades. E analisando o teste de PCA podemos ver que as variedades tendem a se agrupar em
uma dada regido das PCs, mas podendo ocorrer uma pequena confusao entre Bianchi e Abril e Bianchi e Roberto
Gullo. Mas mesmo assim podemos ver que os espectros tem o potencial para serem diferenciados.

O resultado da validagdo cruzada obteve um acerto bastante alto, uma vez que estas variedades sdo ge-
neticamente parecidas, mas mesmo assim nossa técnica foi capaz de diferenciar e classificar as variedades, o que
mostra o grande potencial da nossa técnica.
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