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Resumo: O presente trabalho tem como objetivo demonstrar o uso e aplicabilidade da espectroscopia de
fluorescéncia induzida por laser (LIFS) na detecgdo de stress biotico e abidtico em folhas de soja. A técnica foi
utilizada em folhas de soja sadias e infectadas pela soja louca II. Quando doentes, as plantas sofrem uma mudanga
em seu metabolismo, bem como na produgao de metabolitos primarios e secundarios, dentre eles a clorofila a. Com
o uso da técnica LIFS, € possivel perceber uma alteragao nos picos de emissao de fluorescéncia da clorofila a, no
vermelho, 685 nm, e no infra-vermelho, 735 nm, indicando que existe diferenca entre as classes analisadas. Além
dessas, foram observadas emissoes nas regides azul e verde. Foi utilizado o método estatistico PLSR para tratar os
dados, criando um classificador capaz de diferenciar os espectros de folhas.
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USE OF THE LASER-INDUCED FLUORESCENCE TECHNIQUE ON DETECTION OF BIOTIC AND
ABIOTIC STRESS IN SOYBEAN LEAVES

Abstract: The present work aims to demonstrate the use and applicability of laser-induced fluorescence technique
(LIFS) in the detection of biotic and abiotic stress in soybean leaves. The technique was used in healthy soy leaves
and in some infected by mad soy II. Once infected, the plants suffer a change in their metabolism, as well as in the
production of primary and secondary metabolites, including the Chlorophyll A. With the use of the LIFS technique,
it is possible to perceive a change in the fluorescence emission peaks of the Chlorophyll A, in the wavelengths of
the red (685 nm) and in the infrared (735 nm), indicating when there is a difference between the examined classes.
Were also observed emissions on the blue and green regions. It was used the statistical method PLS, to analyse the
data, through the Weka software, creating a classifier able to differentiate the specters.
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1. Introducao

A agroindustria ¢ um dos principais segmentos da economia brasileira, sendo responsavel por 20% do PIB
nacional e 32 % das exportagdes do pais (MAPA 2012/2013). A produgdo de graos ¢ uma das mais importantes
faces de tal segmento e, segundo o ministério da agricultura, vem crescendo muito e ja chegou a 72,2 milhoes de
toneladas no ano de 2013, podendo chegar a 157,4 milhdes de toneladas em 2014 (MAPA 2011). A soja ¢ uma
das culturas mais importantes e corresponde a 49% da area plantada em graos do pais. Este crescimento deve-se
a varios fatores, dentre eles, o intenso uso de tecnologias disponibilizadas aos produtores através do intenso tra-
balho da pesquisa brasileira. A soja tem uma enorme importancia para a economia do pais, tanto para alimentagao
humana, visto que é extremamente nutritiva, estando presente em cestas basicas na forma de 6leo, farelo, entre
outros, quanto para ra¢ao animal, principalmente aquelas destinadas aos frangos. Varios fatores podem diminuir
diretamente a producao de graos, dentre eles doencgas e pragas que destroem grande parte das lavouras, podendo
ter impacto grande na economia. Apenas para a soja, existem mais de 40 doengas causadas por fungos, bactérias e
virus identificados no Brasil (EMBRAPA SOJA, 2004). Existem doengas que podem acabar com 100% da lavoura,
e o diagnostico rapido para um posterior tratamento e melhoramento do manejo se torna cada vez mais importante.
Levando em consideracdo tais informagdes, pesquisadores da Embrapa Instrumentagdo vém procurando métodos
eficientes e economicamente viaveis para a detec¢do de tais doengas.

A técnica usada neste trabalho tem como base a espectroscopia de fluorescéncia induzida por laser (LIFS)
e algumas ferramentas estatisticas, como o PLSR (regressdo por minimos quadrados parciais). O presente trabalho
tem como objetivo demonstrar a eficacia da técnica de espectroscopia induzida por laser na detecgdo doengas,
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pragas ou qualquer adversidade que acomete a planta, que passa por alteragdes em seu metabolismo e isso produz
alteragdes quimicas e fisicas, facilmente detectadas por tal técnica (PEREIRA.F. M. V.& MILORI, D. M. B. P., et
al,2011). Ao serem excitadas com laser em 405 nm, foi observada uma banda larga de emissao na regido espectral
do vermelho, em torno de 675 nm, e no infra-vermelho,em torno de 735 nm, que corresponde a emissdo carac-
teristica da Clorofila -, um importantissimo pigmento fotossintetizante. Emissdes no azul e no verde, também
foram observadas. Tais emissoes correspondem a acidos ferulicos, em sua maior parte, e flavonoides, cumarinas e
quercetinas, dentre outros. Foram analisadas folhas saudaveis e infectadas com soja louca II, e dentre as infectadas
utilizou-se folhas do apice e do ter¢o médio. Foi possivel perceber uma grande diferenca espectral nos picos de
Clorofila —a e na emissdo na regido azul e verde, comparando as trés classes (saudavel, doente do terco médio e
doente do apice), demonstrando a eficacia da técnica proposta.

2. Materiais e Métodos

Foram analisadas folhas de soja saudaveis e doentes, infectadas com soja louca II. Dentre as infectadas
foram analisadas folhas tanto do apice, quanto do terco médio. Todas as amostras vieram de Pedro Afonso, TO.
Tais folhas foram transportadas até a unidade da Embrapa Instrumentagdo dentro de uma caixa de isopor, a fim
de manté-las em bom estado para as posteriores analises. As folhas foram limpas com algoddo e dgua destilada
e posteriormente foram armazenadas em geladeira a 4°C (ESPECIFICAR TEMPOS DE ARMAZENAMENTO,
EMBALAGEM E UMIDADE RELATIVA). Foram utilizadas 25 folhas de cada variedade analisada e as medidas
foram feitas nas folhas in natura, na regido ventral proxima ao pedinculo, a esquerda e a direita da nervura central
da folha.
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Figura 1. Esquema de funcionamento do sistema LIFS-405.

As medidas de fluorescéncia foram feitas utilizando o sistema LIFS-405, ilustrado na Figura 1, desenvol-
vido pelo laboratério de Otica e Foténica da Embrapa Instrumentagdo. O sistema consiste em um conjunto de fi-
bras fixas em uma ponteira de aco-inoxidavel, um filtro 6tico e um notebook que possui um software desenvolvido
pelo proprio Laboratério de Optica e Fotonica da Embrapa Instrumentagio, capaz de coletar e tratar os dados. A
fluorescéncia e a reflectancia da amostra sdo conduzidas até um miniespectrometro de alta sensibilidade e antes de
atingir o miniespectrometro, o sinal € filtrado para atenuar o sinal da reflectdncia. A emissao da amostra ¢ decom-
posta através de uma grade de difragdo fixa e detectada por um conjunto de fotodiodos previamente calibrados. O
espectro de emissdo ¢ enviado para o notebook e os dados sdo tratados. O sistema utiliza um laser com excitagdo
em 405nm, ou seja, utiliza luz na regido do violeta. Foi utilizado, também, o software livre Weka, para construir e
testar o classificador induzido via PLSR.

3. Resultados e Discussio

Na Figura 2 sdo mostrados os espectros tipicos obtidos utilizando o sistema LIFS-405, normalizados e
com o offset corrigido. Pode-se observar os picos de fluorescéncia no azul e verde e os dois picos de fluorescéncia
da clorofila-a no vermelho, 685 nm, e no infra-vermelho, 735 nm. Nas folhas saudaveis a intensidade do pico no
vermelho ¢ maior do que o pico do infra-vermelho. Quando comparamos os picos de emissdo em 685 nm e em
735 nm de uma folha sadia e os de uma doente observamos que o primeiro aumenta e o segundo diminui na folha
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doente, pois a quantidade de pigmentos de clorofila diminui nessas folhas e, portanto, ha menos reabsor¢do da luz
emitida pelas moléculas de clorofila.
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Figura 2. Espectro de Fluorescéncia induzida por laser da clorofila.

Utilizando o software Weka e ferramenta estatica PLSR fez-se uma validagdo cruzada com os dados ob-
tidos. Os resultados obtidos estdo expostos na matriz confusao da (Tabela 3).

Tabela 3. Matriz confus@o obtida com o programa WEKA. Demonstra que o LIFS consegue diferenciar
corretamente as trés classes analisadas: folhas sadias, folhas doentes com soja louca II (terco médio) e folhas
doentes com soja louca II (apice). A diagonal principal representa o acerto do classificador na validagdo cruzada.

Classificag¢ao
Doente (ter¢o médio) Sadia Doente (Apice)
80% 0 20%
0 100% 0
12% 8% 80%

Acerto: 87%; 6 componentes

A partir dos dados fornecidos na Tabela 3 e analisando a diagonal da matriz confusdo, percebe-se que a
fluorescéncia induzida por laser ¢ capaz de diferenciar 87% de acerto com trés classes diferentes de folhas: folhas
sadias, folhas doentes com soja louca II (terco médio) e folhas doentes com soja louca II (apice), provando a efica-
cia da técnica. E importante ressaltar que ndo houve confusdo entre as folhas doentes terco médio ¢ doentes apice,
pois correspondem a mesma classe. A acuracia do classificador leva tal informagao em consideragao.

4. Conclusoes

Analisando os resultados, percebe-se que houve 87% de acertos, demonstrando que a técnica de fluores-
céncia induzida por laser é extremamente promissora para detectar doengas em campo. A técnica oferece ao produ-
tor a possibilidade de analisar uma grande quantidade de amostras e fornece diagnostico rapido e de baixo custo. A
pesquisa ainda tem como objetivo analisar amostras infectadas com outros tipos de doengas que acometem a soja,
bem como outros tipos de estresses que possam danificar a lavoura.
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