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BIAGNOSTICO ])O HLB POR

1 Introducao

A produgdo de citros é uma das atividades econdmicas mais
importantes do mundo. Aproximadamente 122 milhdes de toneladas de
frutas citricas, incluindo laranja, lim3o, toranja e tangerina sao produzi-
das, correspondendo a quase 17 bilhdes de ddlares nas vendas de frutas
frescas e de suco concentrado no mundo (FAQO, 2011). O Brasil € o maior
produtor e exportador de laranja do mundo, contribuindo com mais de 18
milhdes de toneladas anuais, sendo cerca de 80% produzidas no Estado
de S3o Paulo (IBGE, 2011). Além disso, 50% da produg¢do mundial de
suco concentrado ¢ nacional e 98% desta sdo exportadas (NEVES et
al., 2011). O setor ainda gera 230 mil empregos diretos em mais de 300
municipios (NEVES et al., 2011).

O potencial econdmico da cadeia citricola tem sofrido um impac-
to negativo e consideravel nos Gltimos anos. Pragas e doencas sempre
estiveram presentes na citricultura mundial. Contudo, atualmente, a
doenca de campo que tem causado o maior prejuizo € o Greening, tam-
bém conhecida mundialmente como Huanglongbing (HLB), e no Brasil,
como Amareldo. Esta doenga teve origem na China, em 1919, e tornou
seus pomares improdutivos. Ao longo dos anos, a doenga disseminou-se
para o mundo, sendo hoje encontrada em mais de quarenta paises nos
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continentes: Asia, Africa, Oceania e América do Sul e do Norte (BOVE,
2006). O Brasil e os Estados Unidos, os maiores produtores mundiais de
citros, tiveram seu primeiro caso de HLB em 2004 e 2005, respectiva-
mente, e atualmente possuem grande parte de seus pomares infectados
pela doenga.

O HLB ¢ uma doenga bacteriana que atinge o floema das arvores
infectadas, impedindo o transporte da seiva para os orgéos da plan-
ta (BOVE, 2006). Ainda nio existe cura ou variedade imune a doenca.
Quando contaminada, plantas novas ndo chegam a produzir frutos, e plan-
tas adultas tornam-se improdutivas em poucos anos (FUNDECITRUS,
2009). Os sintomas da doenga podem demorar de 6 meses a 2 anos para
aparecerem (SPANN et al., 2010), dificultando as inspeg¢des visuais e a
acao dos produtores para impedir o avango da doenga no campo. Estima-
-se que, atualmente, haja pelo menos uma arvore assintomatica para cada
arvore sintomatica encontrada no campo (SPANN et al., 2010).

O agente causador da doenga € a bactéria Candidatus Liberibacter
spp, sendo duas espécies encontradas no Brasil: asiaticus e americanus. A
primeira € a mais comum nos pomares brasileiros devido a sua tolerancia
a altas temperaturas, de até 35° C (LOPES et al., 2009). A bactéria é
transmitida principalmente por um psilideo conhecido como Diaphorina
citri, um inseto de coloragdo cinza que mede de 2 a 3 mm de comprimento
(Figura 1). 0 psilideo estd presente em todas as variedades de citros e,
também, em plantas ornamentais conhecidas como falsa-murta, as quais
também sdo hospedeiras da bactéria (FUNDECITRUS, 2009). Os adultos
alimentam-se da seiva do floema da planta, geralmente em brotos novos
e permanecem sobre as folhas e ramos. O inseto adquire a bactéria ao se
alimentar de plantas doentes. Além da transmissdo via vetor, a doenga
pode ser transmitida por meio da enxertia de borbulhas de citros conta-
minadas. As borbulhas sdo partes do tecido da planta responsaveis pela
propagac¢do da espécie. A enxertia € realizada a fim de unir tecidos de
plantas diferentes, para melhorar a qualidade da producéo e a resisténcia
contra pragas.

Apesar de o HLB ter presenca mundial conhecida ha quase 100
anos, a doenga ainda ndo possui cura ou método eficaz de controle. O
manejo realizado pelos produtores consiste no controle do vetor, erradi-
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cacdo de arvores sintomaticas e plantio de mudas certificadas. Entretanto,
essas acdes ndo tém sido suficientes para o controle efetivo da doenga.
A doenga apresenta uma fase assintomatica longa, que pode durar de
6 meses a 2 anos (SPANN et al., 2010), tornando a planta uma fonte de
indculo invisivel. Além disso, as inspecdes visuais apresentam baixa
eficiéncia (BELASQUE JUNIOR et al., 2009), e os sintomas iniciais
do HLB podem ser parecidos com o de outras doengas, como a clorose
variegada dos citros (CVC) e deficiéncias de nutrientes, como zinco,
manganés, magnésio e cobre (FUNDECITRUS, 2009). A ineficacia do
manejo € evidente, dado o aumento dos casos ao longo dos anos.

Um método laboratorial empregado atualmente para detectar a
doenga ¢ a andlise de PCR, sigla do inglés Polymerase Chain Reaction.
Essa técnica € baseada na analise molecular das folhas em busca do DNA
da bactéria causadora do HLB (TEIXEIRA et al., 2008; LI; HARTUNG;
LEVY, 2006). Dificuldades no diagndstico sdo encontradas em arvores
que ainda ndo manifestam sintomas, pois a baixa quantidade de bactéria
pode ndo ser detectada nas analises. Outra versdo deste método é o PCR
em tempo real, conhecido como Real Time-PCR, cuja sensibilidade ¢
maior e apropriada para o uso em arvores sem sintomas visuais. Entre-
tanto, ambas as técnicas apresentam um custo muito elevado, além de
exigir preparo prévio das amostras e ser inviavel para uso em larga escala.

Figura 1 - Psilideo Diaphorina citri, vetor do HLB. O inseto mede de
2 a 3 mm de comprimento. Imagem disponivel em: <http://
www.research.ufl.edu/publications/explore/vlinl/storyl.
html>. Acesso em: 13 dez. 2012.
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Os sintomas tipicos do HLB que aparecem nas plantas ocorrem
nas folhas e nos frutos, como mostrado na Figura 2. As plantas infec-
tadas sintomaticas apresentam, em geral, um mosqueado amarelado
assimétrico nas folhas e frutos deformados (BELASQUE JUNIOR et
al., 2009). Em alguns casos, as folhas s@o mais espessas e apresentam
um engrossamento nas nervuras. E comum também o aparecimento
de sintomas de deficiéncia de zinco em alguns ramos (GOTTWALD;
GRACA; BASSANEZI, 2007). Os frutos geralmente sdo menores, mais
acidos, com o albedo (parte branca da casca) espesso e sementes aborta-
das. Alguns frutos também podem apresentar um mosqueado amarelado
na casca (GOTTWALD; GRACA; BASSANEZI, 2007).

Figura 2 - Sintomas tipicos de HLB nas folhas (a), na casca do fruto (b)
e dentro do fruto (c). Figura adaptada de imagens disponiveis
em: <http://www.fundecitrus.com.br/ImageBank/FCKEditor/

image/Doen\%C3\%A7as/greening\%202009\%20018.jpg>.
Acesso em: 22 fev. 2012; <http://fabianoasato.blogspot.

com/2010/04/greening-hlb-huanglongbing_06.html>. Acesso
em: 22 fev. 2012; Manual técnico HLB (8).
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Nesse cenario, € incontestavel a necessidade de desenvolvimento
de métodos de diagnodstico para a HLB rapidos, de baixo custo e capazes
de identificar a doenga precocemente. Por conseguinte, um monitora-
mento constante visando ao controle da doenga evitaria a proliferacdo da
bactéria nos campos citricolas até que a cura da doenga seja encontrada.

A presenca de patogenos e deficiéncias nutricionais nas plantas
podem acarretar alteragdes quimicas e fisicas nas plantas. Essas podem
ser oriundas de uma reagdo especifica das plantas ou pela interrupg@o de
um determinado processo fisiologico. Os elementos quimicos envolvi-
dos nesses processos sdo chamados de metabdlitos, que, por definigio,
sdo produtos do metabolismo de um determinado organismo vivo. Nas
plantas, os metabdlitos primarios estdo envolvidos no crescimento e na
manuten¢do da planta, como, por exemplo: lignina, celulose, proteinas,
lipideos, carboidratos e os pigmentos. As plantas ainda produzem meta-
bélitos secundarios, muitas vezes relacionados ao mecanismo de defesa
da planta. Como exemplo de metabdlitos secundarios, podem-se citar:
alcaloides, flavonoides, terpenoides, compostos fendlicos, aldeidos,
alcoois, cetonas e as fitoalexinas.

Fan et al. (2010) encontraram alteragdes nas concentragdes de
diferentes carboidratos em folhas saudaveis, HLB-sintomaticas e HLB-
-assintomaticas. Foi observado que enquanto o amido e a sacarose
aumentaram suas concentragdes em folhas HLB-sintomaticas e HLB-
-assintomaticas, quando comparadas com folhas saudaveis, a maltose
decresceu progressivamente de folhas saudaveis para folhas HLB-sin-
tomaticas. Houve também um aumento significativo na concentracdo de
frutose em folhas HLB-assintomaticas comparadas com folhas saudaveis
e HLB-sintomaticas.

Alguns trabalhos tém evidenciado alteragdes nas concentragdes
de metabolitos secundarios devido a presenca de patogenos (HAM-
MERSCHMIDT, 1999). Tais metabdlitos secundarios devem aumentar
em plantas doentes.

No setor de diagnodstico de estresses bidticos e abidticos em plan-
tas, utilizando-se de técnicas fotonicas, Lichtenthaler et al. (LICHTEN-
THALER et al., 1998) mostraram que € possivel detectar estresses
em plantas através da reflectdncia e da fluorescéncia. De acordo com
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o estudo de fluorescéncia, as folhas quando excitadas no ultravioleta
apresentam uma banda larga de emissdo no azul e verde, e as emissdes
caracteristicas da clorofila, na regido do vermelho e infravermelho. As
emissdes da regido azul e verde correspondem principalmente aos acidos
feralicos (LICHTENTHALER; SCHWEIGER, 1998). Através das ra-
z0es entre os picos da regido azul-verde e entre os maximos das bandas
da clorofila, foi possivel diferenciar folhas de plantas com deficiéncias
diversas de plantas saudaveis. Esses diagndsticos indicam que tanto as
clorofilas quanto os compostos emissores na regido azul-verde alteram
suas emissdes devido as suas alteracdes de concentracdes, de acordo com
a evolu¢do do estresse. Kancheva et al. (KANCHEVA; BORISOVA;
ILIEV, 2008) verificaram por meio da fluorescéncia foliar a possibilidade
de detectar alteragGes na concentracdo de clorofila. Foi observado que o
estresse induzido leva a diminui¢do dos compostos fotossintéticos das
plantas, que afetam a emissdo desses compostos na regido do vermelho
e vermelho distante (entre 600 e 800 nm). Foram evidenciadas as dife-
rengas espectrais em folhas com diferentes concentragdes de clorofila
através da razao entre os picos de emissao.

Hawkins e colaboradores (HAWKINS et al., 2010) empregaram
a espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
para comparar diferentes doengas, como tristeza, declinio dos citros,
cancro-citrico e algumas deficiéncias nutricionais. As folhas de plantas
com as deficiéncias nutricionais e com cancro-citrico ndo puderam ser
distinguidas de HLB. Vale ressaltar que as folhas utilizadas apresentaram
sintomas caracteristicos em cada doeng¢a ou deficiéncia. Em outras ana-
lises, Hawkins et al. (2010) compararam plantas saudaveis com plantas
infectadas com HLB em diferentes estagios da doenca, incluindo estagios
assintomaticos. Com o uso do FTIR, foi possivel atingir a taxa de acerto
de 95% no geral. Entretanto, o nimero de arvores assintomaticas utilizado
foi de 6 num universo de 124 arvores HLB-sintomaticas. Além disso, o
diagnostico correto ocorreu em apenas 4 das arvores assintomaticas. Em
ambos os trabalhos, as amostras de folhas foram secas em um micro-
-ondas e trituradas para a realiza¢@o das medidas.

Usando espectroscopia de infravermelho médio, Sankaran et
al. (SANKARAN; EHSANI; ETXEBERRIA, 2010) distinguiram folhas
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HLB-sintomaticas de saudaveis e outras com deficiéncias nutricionais,
com taxas de acerto superiores a 95%. Além disso, foi observado também
o acumulo de amido nas folhas infectadas com HLB através de testes qui-
micos. Nesse estudo, as folhas coletadas foram previamente preparadas
para as analises. As folhas analisadas foram misturadas com nitrogénio
liquido e trituradas, sendo colocadas em seguida para secagem durante
2 dias.

Na literatura, estudos utilizando imagens de fluorescéncia geradas
de folhas de citros permitem também monitorar os processos metabolicos
que nelas ocorrem (LICHTENTHALER; MIEHE, 1997; MEYER et al.,
2003). Nesses estudos sdo apresentados sistemas de excitagdo da fluores-
céncia por meio de lasers ou radiagdo de lampadas com filtros especificos
para determinado comprimento de onda. A vantagem destes sistemas € a
possibilidade de que a fluorescéncia medida nas folhas, correspondente
a diferentes respostas das regides do espectro, tais como, azul, verde,
vermelho e vermelho-distante, pode ser investigada e, principalmente,
esses dados podem ser associados as caracteristicas especificas de cada
planta (LICHTENTHALER; MIEHE, 1997; MEYER et al., 2003).

Neste capitulo, algumas técnicas fotonicas serdo apresentadas
como ferramentas potenciais para detectar alteracdes quimicas nas
plantas, e que podem transformar-se em sistemas de diagnostico do HLB
durante suas diferentes fases (fases assintomatica e sintomatica). Foram
utilizadas as seguintes técnicas: espectroscopia de emissdo Optica com
plasma induzido por laser - LIBS (Laser Induced Breakdown Spectros-
copy) (LORENZEN et al., 1992; PASQUINI et al., 2007) e imagens de
fluorescéncia molecular.

2 Principios Basicos das técnicas fotonicas utilizadas

2.1 Espectroscopia de emissido optica com plasma induzido por
laser - LIBS

O principio da LIBS est4 fundamentado no uso de um laser como
fonte de energia para promover a vaporizacdo da amostra e excitar a
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emissdo de radiacdo eletromagnética a partir de seus elementos e/ou
fragmentos moleculares (RADZIEMSKI, 1994). Neste caso, o sinal
analitico das espécies excitadas € representado por uma ou mais linhas
de emissdo na forma de um espectro, em que os eixos da abscissa e da
ordenada s3o correspondentes a faixa de comprimento de onda e a in-
tensidade das linhas de emissdo, respectivamente (LORENZEN et al.,
1992).

Dentre as caracteristicas potenciais da LIBS para este estudo,
podem ser indicadas: viabiliza mapeamentos nas folhas em diferentes
posi¢des; alcanca extensa faixa espectral (desde a regido do ultravioleta
até o infravermelho proximo, de acordo com as configuragdes de cada
sistema), e permite caracterizagdes organicas e inorganicas simultaneas.
Outra vantagem € a possibilidade de efetuar as analises sem necessidade
ou com minimo pré-tratamento das amostras, o que proporciona rapidez
e pode acarretar menor custo das analises (POUZAR et al., 2009; GA-
LIOVA et al., 2008).

Outras caracteristicas tornam a LIBS uma técnica atrativa também
para experimentos em campo ou a distancia em sistemas remotos (WHI-
TEHOUSE et al., 2001), dentre as quais, a configuracdo de um sistema
LIBS viabiliza a portabilidade de equipamentos para medidas in loco
(WAINNER et al., 2001).

2.2 Imagens de Fluorescéncia molecular

De forma geral, a luminescéncia é uma forma de emissdo de fo-
tons, a partir de espécies eletronicas excitadas, que pode ser visualizada
em regides distintas do espectro eletromagnético, tais como ultravioleta,
visivel ou infravermelho. A emissdo de fotons associada a excitagdo com
luz € entdo chamada fotoluminescéncia (fluorescéncia e fosforescéncia),
a qual ¢ um dos efeitos fisicos decorrentes desta interagdo (SKOOG et
al., 1998).

Para estudar as varia¢des nas cores das imagens de fluorescéncia,
foi utilizado como estratégia o estudo de varia¢des nos perfis de his-
togramas de descritores de cores (BOUGUILA; ELGUEBALY, 2010)
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provenientes destas mesmas imagens. Os histogramas destes descritores
sdo definidos como graficos de distribuicdo de frequéncias, em que o eixo
da abscissa representa as variaveis, por exemplo, Red (R), Green (G), Blue
(B), Hue (H), Saturation (S), Value (V), Luminosity (L), dentre outras
escalas; o eixo da ordenada informa a frequéncia de pixels para cada
variavel discretizada do respectivo descritor. Estes histogramas podem
ser gerados para qualquer imagem (GONZALEZ; WOODS, 2008). As
frequéncias com as quais cada descritor ocorre, podem ser calculadas
com equagdes descritas na literatura (ANTONELLI et al., 2004).

3 Materiais e Métodos

Para o monitoramento da doenga, foi elaborado um experimento
que teve a durag@o total de 8 meses, durante o periodo de 13 de julho de
2009 a 1° de margo de 2010.

Para o referido experimento controlado, um conjunto de plantas
de citros de mesma variedade e idade foi submetido a inoculagdes com
uma das espécies da bactéria, a Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas),
causadora do HLB. Outro conjunto com as mesmas caracteristicas e de
igual nimero de plantas, porém sem inocula¢des da bactéria, foi mantido
como amostras-controle.

3.1 Amostras de Citros e Procedimento de Inoculacdo da Bactéria

As amostras utilizadas nos experimentos foram plantas saudaveis
enxertadas em dezembro de 2008, com as seguintes caracteristicas: copa
de laranja-doce Valéncia [ Citrus sinensis| em porta-enxerto de Citrumelo
Swingle [Citrus paradisi cv. Duncan X Poncirus trifoliata).

Ao todo, 100 plantas foram inoculadas utilizando o procedimento
denominado de enxertia por borbulhas (PEDROSO; SCIVITTARO,
2003). As borbulhas foram retiradas de arvores de laranja-doce com 3
anos de idade, que exibiam sintomas tipicos de “citrus greeening” e que
tiveram diagndstico positivo para CLas. Cada planta foi ent@o inoculada
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com duas borbulhas de tamanhos entre 2 e 3 cm de comprimento. Ou-
tro total de 100 plantas foi mantido como amostras-controle. Todas as
plantas cresceram acondicionadas em sacos plasticos de 4 L contendo o
substrato citrus Plantmax (Eucatex, Sdo Paulo, Brasil) e foram mantidas
em uma casa de vegetacdo com temperaturas inferiores a 30°C, durante
todo o experimento. As plantas foram irrigadas diariamente e fertilizadas
quando necessario.

3.2 Amostragem

Do conjunto de 200 plantas, foram selecionadas 60 de cada con-
di¢do, sadia e inoculada. O excesso de plantas descrito anteriormente foi
utilizado para garantir que néo ocorressem possiveis perdas ou problemas
com o procedimento de inoculacdo. Apos, decorrido um més de inocu-
lag¢do, as medidas experimentais com todas as técnicas (LIBS e imagens
de fluorescéncia com os dois sistemas) foram efetuadas mensalmente.
Cada planta foi representada por 3 folhas (amostras) que foram coletadas
seguindo o0 mesmo protocolo para andlises foliares tradicionais.

Apos a coleta, as amostras foram armazenadas em sacos plasticos
pretos, sob refrigeracdo, na temperatura de 4 °C. Cada folha foi limpa
com o auxilio de algodao umedecido em agua deionizada, e a secagem
foi efetuada ao ar. A duracdo dos experimentos foi de 8 meses (julho de
2009 a margo de 2010). Os dados para o sexto més apos a inoculagdo nao
foram registrados em decorréncia de problemas técnicos e operacionais.

3.3 Parametros das Medidas de LIBS

As medidas foram executadas utilizando um sistema LIBS2500
(Ocean Optics, Dunedin, EUA). Este sistema possui um laser de Nd:YAG
(0J=1.064 nm), com as seguintes caracteristicas: energia de pico de 50
mlJ, durac@o de cada pulso de 20 ns e 10 Hz de capacidade em taxas de
repeti¢do. O sistema de deteccdo possui sete espectrometros interligados
com fibras oticas e que englobam a faixa espectral entre 189 ¢ 966 nm



Diagnostico do HLB por técnicas fotonicas 153

de resolucido otica de 0,1 nm e detector CCD (charge-coupled device).
O tempo de atraso (delay time) nas medidas foi de 2 ms e a energia do
laser foi de 50 mJ. As medidas foram realizadas em atmosfera ambiente.
A distancia entre a amostra e as lentes coletoras foi de aproximadamente
7 mm. Cada folha foi colocada entre duas placas de Al presas com a
ajuda de prendedores, para melhorar a planicidade da folha e obter maior
controle das posi¢des a serem mapeadas. As dimensdes destas placas de
Al eram de 4,5 x 3,5 cm, e as mesmas possuiam um orificio circular no
centro com 2,5 cm de didmetro, conforme mostrado na Figura 3.

Area analisada

Figura 3 - Representagdo esquematica dos pontos mapeados nas folhas
de citros com a técnica LIBS.

Cada espectro foi obtido com um pulso de laser por ponto mapeado
considerando somente a regido da nervura central na parte posterior da
folha, como mostrado na Figura 3. Assim, um total de 10 espectros foi
gerado para cada folha. As distancias entre os pontos mapeados foram
aleatorias. Com a utilizag@o das condigdes descritas, o pulso de laser ndo
atravessou as folhas, como pode ser também verificado na Figura 3.

3.4 Imagens de Fluorescéncia Molecular

3.4.1 Sistema de Imagem de Fluorescéncia Induzida por Radiac¢éo
Ultravioleta Incoerente

Para a obtengdo das imagens de fluorescéncia induzida por ra-
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dia¢do ultravioleta incoerente, foi utilizada uma camera digital (Axio-
CamMRcS5, Zeiss, Gottingen, Alemanha); 5 M pixels de resolucéo,
acoplada a um estereomicroscopio SteREO Lumar.V12, também do
fabricante Zeiss. A excitagdo da fluorescéncia foi promovida com o
auxilio de uma lampada a vapor de mercurio de arco curto (radiagdo
incoerente). Para estas imagens, foi selecionado somente o filtro para
radiagdo ultravioleta. O tempo de exposi¢do utilizado foi de 1,17 s,
com um aumento de 30 vezes.

As calibragdes prévias do estereomicroscopio foram efetuadas
com padrdes de imagens e, juntamente, com o auxilio de técnicos espe-
cializados da Zeiss.

O programa computacional Axio Vision release 4.6.3 (Zeiss) foi
utilizado para o ajuste dos seguintes parametros: -0,50 brilho, 1,00 con-
traste e 1,00 gama, com ajuste de 5%. A distancia focal variou entre 14
e 15 mm com campo de 12,0 mm. A resoluc@o da imagem foi de 1.292
x 968 pixels (largura x altura) e 24 bits de profundidade de cor. A area
de incidéncia luminosa na folha foi de 0,3 x 1,0 mm.

Para as medidas, as folhas foram presas com o auxilio de dois pren-
dedores entre duas laminas especificas para experimentos de microscopia
(Bioslide, CAT no 7102, California, E.U.A.). Esse aparato proporcionou
melhor foco das imagens geradas pelo estereomicroscopio. As laminas
possuiam as seguintes caracteristicas: material de vidro transparente,
com dimensdes de 25,4 x 76,2 mm (largura x altura) e espessura entre
1 e 1,2 mm. Este material ndo apresentou qualquer tipo de absor¢@o ou
emissdo fluorescente para a excitagdo UV.

As imagens foram adquiridas em uma camara escura, € as ex-
posicdes foram de aproximadamente 2 segundos para cada medida. As
imagens foram efetuadas na parte central e posterior da folha, onde
ndo foi incluida a nervura central devido a problemas de foco. A
imagem da nervura central causava problemas no foco e, por isto,
ndo pode ser considerada. De acordo com nossos testes, foi obser-
vado que a parte anterior da folha apresenta fluorescéncia menos
intensa do que a parte posterior. Por esta razdo, foi adotado que
as imagens seriam obtidas apenas da parte posterior da folha. Este
procedimento foi repetido para todas as amostras durante todo o
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periodo experimental.

3.4.2 Sistema de Imagem de Fluorescéncia Induzida por Laser (LIFI)

Para os experimentos de LIFI, foi empregado um sistema de
imagem configurado no Laboratério de Optica e Fotonica (EMBRAPA
Instrumentacdo, S3o Carlos - SP). Para as investigagdes das folhas de
citros, foi utilizado um laser de diodo que promoveu a excitagdo no
comprimento de onda de 473 nm. As imagens de fluorescéncia foram
registradas com uma camera digital (DSC-F828, Sony, Téquio, Japao)
com 8 M pixels de resolugdo.

O sistema de imagem de fluorescéncia induzida por laser (Figura
4) é composto de laser de diodo no estado solido cw na regido do azul
(DPSSL-473-50, Roithner LaserTechnik, Viena, Austria) e um filtro
optico para a banda de 473 nm (Melles Griot Photonics Components
Group, Carlsbad, E.U.A.) de dimensdes 50 x 50 x 3 (mm); largura, altura
e espessura, respectivamente; com 90% de transmitancia no comprimen-
to de onda maximo de 700 nm. Alguns pardmetros delineados a seguir
foram necessarios para aplicacdo deste sistema.

As imagens foram adquiridas utilizando 5 mW de poténcia do la-
ser estabilizada com corrente de 1,10 A. Um esquema do sistema LIFI ¢
mostrado na Figura 8. Cada folha foi fixada utilizando fita adesiva dupla
face em um anteparo metalico de cor preta. Este sistema foi configurado
no interior de uma camara escura, para as aquisi¢does das imagens, € 0
tempo de exposi¢do ao laser foi de aproximadamente 2 segundos. O
aumento utilizado na camera digital foi de 3,6 vezes. As dimensdes de
cada imagem foram 3.264 x 2.448 pixels (largura x altura) e 24 bits
de profundidade. As resolugdes vertical e horizontal foram de 72 dpi
cada. A funcéo flash foi desativada. A distancia focal da camera foi de
13 mm.
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Figura 4 - Configuragio do sistema de imagem de fluorescéncia indu-
zida por laser (LIFI).

3.4.3 Padronizacido das Imagens

Um dos desafios deste estudo foi estabelecer uma area apropriada
a partir das imagens originais para constituir o conjunto de dados. As
caracteristicas desejadas para cada imagem foram boa representatividade
e uniformidade. Dado que, nas imagens provenientes do estereomicros-
copio foi verificada a presenca de orificios (referente aos estomatos,
circulados com linhas brancas pontilhadas) e de regides mais escuras
com foco deficiente, como exemplificado na Figura 5a; ou, ainda, no caso
das imagens de LIFI, as dreas com muita saturagdo poderiam acarretar
em informagdes equivocadas, como mostra a Figura 5b. O tamanho dos
arquivos foi outra preocupacao, considerando que a grande quantidade
de dados poderia introduzir lentiddo durante as avaliagdes dos dados.

Na tentativa de gerar representatividade, uniformidade e rapidez
nas andlises, uma area de cada imagem original foi selecionada manu-
almente, no caso daquelas do estereomicroscopio, as dimensdes foram
300 x 300 pixels e, para aquelas geradas por LIFI, foi selecionada uma
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regido de 200 x 200 pixels, como demonstrado na Figura 5.

300 x 300 pixels 200 x 200 pixels

Figura 5 - (a) Imagem de fluorescéncia induzida por radiagéo ultravioleta,
e (b) Imagem de fluorescéncia induzida por laser (as imagens
estdo em escalas diferentes) (PEREIRA et al., 2011a).

3.4.4 Geracao dos Dados e Ferramentas Quimiométricas

Posteriormente, para cada uma das regides padronizadas (300 x
300 e de 200 x 200 pixels), um histograma para os descritores de cores
foi gerado utilizando o programa computacional MatLab 2007R (The
MathWorks Inc., Natick, EUA). Para os calculos, foram empregadas
equacdes descritas na literatura (ANTONELLI et al., 2004). As escalas de
cores calculadas foram: 1-256 (R); 257-512 (G); 513-768 (B); 769-1.024
(L); 1.025-1.280 R relativo (rR); 1.281-1.536 G relativo (rG); 1.537-
1.792 B relativo (rB); 1.793-2.048 (H); 2.049-2.304 (S); e 2.305-2.560
(I ou V); gerando-se um total de 10 variaveis. Os modelos de PCA foram
executados utilizando o programa computacional Pirouette 4.0 rev.2.

3.5 Tratamento dos Dados

O programa computacional Pirouette 4.0 rev.2 (Infometrix, Inc.;
Bothell, E.U.A.) foi utilizado para o tratamento dos dados. Todas as
ferramentas quimiométricas aplicadas foram executadas com o auxilio
deste programa.
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3.6 Testes de RT-qPCR

As mesmas folhas que foram submetidas as medidas analiticas
com LIBS e imagens também foram utilizadas nos ensaios de RT-qPCR.
As partes das folhas utilizadas para a extracdo do DNA da bactéria CLas
foram a nervura central e o pedinculo. Todo o procedimento, desde a
extragdo do DNA da bactéria ao diagndstico, foi efetuado no Centro
APTA Citros Sylvio Moreira, situado em Cordeirépolis - SP.

4 Resultados e Discusséo
4.1 Resultados dos Testes com RT-qPCR

A importancia dos testes efetuados pelo RT-qPCR foi verificar
a eficiéncia do procedimento de inoculagio da bactéria nas plantas em
estudo. Os ensaios identificaram resultados positivos para CLas que
aumentaram gradativamente a cada més apos a inoculagéo das plantas.
Os valores em porcentagem de folhas doentes, nas quais a bactéria foi
detectada, foram de 4; 20; 22; 70; 66; 67 e 82% para os meses 1; 2; 3;
4;5; 7 e 8, respectivamente. A partir do quarto més, estes valores foram
mais expressivos (70% das folhas inoculadas) em relagdo aos meses
anteriores, atingindo 82% para o tltimo més.

Neste sentido, verificou-se que o diagnostico do HLB utilizando
somente o0 DNA da bactéria apresenta como limitagéo principal a neces-
sidade de uma concentracgio alta da bactéria na amostra; neste caso, na
nervura central e nos pedunculos das folhas. Devido a esta questdo ¢ que,
muitas vezes, para uma determinada amostragem proveniente de planta
inoculada, néo ocorria um diagnostico positivo em todas as folhas (trés
por planta). Um ponto também relevante ja apontado ¢ que a bactéria
efetivamente ndo se distribui igualmente na planta (LI; LEVY; HAR-
TUNG, 2009). Esta tltima informag&o, combinada a baixa concentragdo
da bactéria, pode acarretar em falsos diagnosticos negativos. Ainda, foi
observado que em algumas plantas o desenvolvimento da bactéria foi
mais lento.
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Nossos resultados estdo em concordancia com estudo reportado
na literatura utilizando PCR associado com TEM (7Transmission Electron
Microscopy) sobre detec¢ao precoce do HLB (FOLIMONOVA; ACHOR,
2010), no qual Folimonova e Achor avaliaram plantas de citros de uma
casa de vegetacdo e verificaram que a precocidade do PCR no diagnostico
da HLB foi entre 3 e 6 meses para estas amostras. O numero de plantas
analisadas foi de 35, sendo que antes dos trés primeiros meses nao foram
detectadas as amplificacdes do DNA da bactéria. Para o terceiro més,
o diagndstico foi positivo para 25 do total de 35 plantas testadas; nesta
fase, as plantas ainda eram assintomaticas e tratava-se de amostragem de
folhas jovens. Apos seis meses de inoculagdo, foi obtido um diagndstico
de 100%, em folhas maduras ja com sintomas. Apds nove meses, 0s auto-
res verificaram taxas entre 100 e 80% para folhas maduras com cloroses
tipicas da doenga e para folhas jovens assintomaticas, respectivamente.
Com os resultados apresentados, associados aos dados da literatura, foi
verificado claramente que o diagnéstico da HLB por PCR ¢€ dificil de ser
alcangado, considerando que varios fatores afetam a detecgdo da bactéria,
tais como tempo de inocula¢do, distribui¢do e concentrag¢do da bactéria
na planta, condicdo da folha (folhas maduras ou jovens) e estagio da
doenca (fases assintomatica e sintomatica).

Apesar de terem sido diagnosticadas como CLas negativo para o
inicio do experimento (os trés primeiros meses), as amostras inoculadas
foram consideradas doentes nas proximas analises.

4.2 Resultados do LIBS

Um total de 2.560 folhas foi analisado, considerando sadias (1.273)
e doentes (1.287). Dentre estas amostras, em 82% das folhas doentes, foi
detectada a presenga do DNA da bactéria, ou seja, eram CLas-positivas
para o ultimo periodo (oitavo més).

Os espectros de LIBS registrados tinham resolu¢do de aproxima-
damente 0,1 nm, gerando um ntimero de 13.746 variaveis, como pode ser
visualizado na Figura 7a. Estas caracteristicas tornaram o processamento
das analises quimiométricas muito lento, levando-se em considerag@o
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a quantidade de dados sob estudo. Desta forma, os dados foram pré-
-tratados, efetuando-se a média a cada 10 varidveis independentes. Apos
esta etapa, a resolugdo foi alterada de 0,1 nm para 1 nm. O niimero de
variaveis dos espectros mostrado na Figura 6a foi reduzido para 1.375,
como indicado na Figura 6b. Este procedimento foi util na redugdo do
numero de variaveis, e adicionalmente diminuiu o ruido dos espectros.
Com este tipo de tratamento, ndo foi encontrado qualquer problema na
interpretag@o dos dados ou perdas de informac&o analitica que pudessem
influenciar na avaliagdo dos resultados.
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Figura 6 - (a) Espectro de um dos pontos mapeados em uma folha de
citros sadia gerado com a LIBS, resolu¢do 0,1 nm, e (b)
Espectro transformado efetuando a média a cada 10 varidveis
independentes, resolugdo 1,0 nm (PEREIRA et al., 2010).
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O valor médio dos desvios entre os sinais das medidas das réplicas
foi de 35 e de 38 contagens, para as folhas sadias e doentes, respecti-
vamente. Os desvios foram calculados efetuando-se a raiz quadrada da
variancia média entre os sinais para cada variavel.

No espectro apresentado na Figura 7a, € possivel verificar as di-
ferencas nas linhas de base no inicio de cada espectrometro, que estdo
marcados com os nimeros de 1 a 7. A faixa de cada espectrometro, em
nanometros, foi 188,84 - 292,43 (1); 286,25 - 383,49 (2); 377,22 - 506,98
(3);501,33-618,15(4); 612,06 - 716,07 (5); 710,23 - 800,14 (6) € 793,49
- 966,08 (7).

As diferencas no deslocamento da linha de base dos espectros
poderiam gerar interpretacdes equivocadas. Para contornar estas limita-
coes, as estratégias adotadas na matriz X (valores de intensidade) foram
a transformag@o com o logaritmo na base 10 e o pré-processamento
centrado na média dos espectros. A vantagem da transformacdo loga-
ritmica € que diferengas sdo reduzidas proporcionalmente, no caso de
valores muito menores em relag@o aqueles maiores (MASSART et al.,
2001). No pré-processamento com as variaveis dos espectros centrados
na média, a média foi subtraida de cada ponto para produzir a matriz
centrada na média, que resultou no valor da média sendo igual a zero
(BRO; SMILDE, 2003).

Outras tentativas de pré-processamento dos espectros foram tes-
tadas como o autoescalamento e a normalizag@o pela linha mais intensa,
porém ndo houve éxito na visualizacdo de grupos bem definidos. Estas
estratégias reduziram a variancia explicada dos dados e o poder de mo-
delamento das variaveis e, também, introduziram ruido nos dados.

As primeiras medidas com LIBS foram registradas um més apds
a inoculagdo da bactéria CLas. O modelo efetuado pela PCA, para este
periodo, demonstrou 2 grupos bem definidos, um para as plantas sadias e
outra para aquelas inoculadas, e a variancia explicada total entre as PC1
e PC2 foi de 95%, como mostrado na Figura 7a. A Figura 7b mostra os
valores para os pesos das variaveis (loadings) e a contribui¢do de cada
elemento para as amostras sadias destacados em preto. Da esquerda
para a direita nesta mesma figura, estas regides foram caracterizadas
pelas linhas de: C(I) (193,027 e 247,856 nm), Fe(I) (229,817 ¢ 251,428
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nm), Mn(T) (279,482 ¢ 279,827 nm), H(I) (656,279 nm), S(I) (744,335
nm), N(I) (746,831 nm), K(I) (766,490 e 769,896 nm) e O(1) (777,417
nm), como assinalado na Figura 8b. Os macronutrientes foram impor-
tantes, principalmente neste estagio, para o crescimento € 0S processos
de regulagdo nas plantas (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2002;
SPIEGEL-ROY; GOLDSCHMIDT, 1996).

A partir destes primeiros resultados, foi possivel verificar alte-
racdes no metabolismo das plantas como consequéncia da inoculagao,
ainda na fase assintomatica, que durou até os seis primeiros meses apos
a inoculag@o do patdgeno.
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Figura 7 - (a) Graficos para os scores, e (b) Pesos das varidveis para
matriz de dados com 510 espectros e 1.375 variaveis, apos
um més de inoculagdo (PEREIRA et al., 2010).
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Ap0s trés meses, a maioria das plantas inoculadas apresentou a
tendéncia de separagdo em dois grupos Os sintomas iniciais observados
durante este mesmo periodo foram folhas com algumas das caracteristicas
iniciais da HLB, tais como: regides com manchas amarelas irregulares,
como pode ser verificado na Figura 2. Para este conjunto de dados,
outros elementos adicionais foram importantes para a classificacdo das
amostras sadias, incluindo Fe(I) (229,817, 251,428 € 399,739 nm), C(1)
(247,856 nm), Mn(II) (270,845 e 344,199 nm), Mn(I) (279,827 nm),
Zn(I) (328,233 nm), Ni(Il) (334,924 nm), Ca(Il) (393,366 ¢ 396,847
nm), C(II) (426,726 nm), CI(IT) (478,132 nm), Mg(I) (516,732; 517,268;
552,840 e 821,303 nm), N(II) (567,602 nm), Na(I) (588,995 ¢ 589,592
nm), H(I) (656,279 nm), S(I) (744,335 nm), K(I) (766,490 e 769,896 nm),
O(1) (777,417 e 844,636 nm), N(I) (818,802 nm), Ca(l) (863,395 nm) e
O(II) (868,609 nm). Os micronutrientes foram também mais relevantes
do que no periodo anterior, como indicado nesta mesma tabela, sendo
atribuido as novas modificagdes no metabolismo das plantas durante a
fase de crescimento. Estes micronutrientes contribuem para a estrutura
de componentes celulares (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2002;
SPIEGEL-ROY; GOLDSCHMIDT, 1996). Os outros elementos foram
importantes na classificagdo das folhas doentes.

Apos cinco meses, as faixas mais importantes dos espectros para
classificacdo das amostras doentes foram representadas pelo Mg(I)
(516,732; 517,268 nm e 552,840 nm), N(II) (567,602 nm), Na(I) (588,995
e 589,592 nm) e H(I) (656,279 nm).

Para as ultimas medidas, decorridos oito meses de inoculagio,
os elementos mais importantes para a separagdo dos scores das sadias
foram Fe(I) (229,817, 251,428 € 399,739 nm), C(I) (247,856 nm), Zn(I)
(328,233 nm), O(I1) (328,747 nm), Ni(Il) (334,924 nm), Mn(II) (344,199
nm) e H(I) (656,279 nm). Estes resultados foram muito interessantes por-
que, neste estagio, algumas folhas doentes eram nitidamente sintomaticas,
e os elementos Fe, Zn e Mn foram importantes para esta discriminagéo,
de acordo com nosso estudo prévio, utilizando SR-XRF (PEREIRA;
MILORI, 2010).

O potencial dos espectros de LIBS na identificacdo das plantas
doentes foi estimado por meio dos quatro modelos de classificacdo cons-
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truidos utilizando o método supervisionado SIMCA (Soft Independent
Modelling of Class Analogy) (SHARAF et al., 1986) com os dados de
toda a faixa espectral. Foram testados também mais dois métodos, o
KNN (Kth Nearest Neighbour) e o PLS-DA (Partial Least Squares -
Discriminant Analysis), entretanto os melhores modelos foram aqueles
gerados para o SIMCA. O método SIMCA foi aquele que gerou, também,
os melhores resultados obtidos com o estudo prévio da HLB, utilizando
espectros de SR-XRF (PEREIRA; MILORI, 2010).

Estes periodos (primeiro, terceiro, quinto e oitavo meses) foram
selecionados por terem sido bem representativos para a condicdo de
folhas saudaveis e doentes, dado que a maior tendéncia de separagéo
em dois grupos foi verificada nas analises de PCA para estes periodos
da doenca.

O melhor pré-processamento das variaveis dos espectros de LIBS
para todos os modelos de classificacdo foi o0 mesmo efetuado para as
analises de PCA. Todos os modelos foram ajustados utilizando trés
variaveis latentes para cada classe (sadias e doentes), com varidncia
explicada entre 96% e 99%.

As amostras para a composicao dos conjuntos de dados foram sele-
cionadas utilizando como parametro os graficos de scores dos modelos de
PCA. Todas as amostras selecionadas para os conjuntos de treinamento,
dos modelos de classificagao, foram modeladas pelo método SIMCA em
uma das duas categorias e ndo houve problemas com amostras anomalas.
Para aqueles modelos de classificagdo construidos para o primeiro més
de testes, € possivel verificar que o nimero de previsdes corretas de va-
lidagdo foi de 100%, considerando-se as folhas de citros doentes, como
mostrado na Tabela 1. Estes resultados sdo promissores para a analise da
doenga, quando comparados com o diagndstico por meio de PCR, que
foi de apenas 4% para o mesmo periodo (Figura 6).

O modelo para o terceiro més apresentou valores de previsio para
classificagdo dos dados que foram reprodutiveis, tendo como parametro o
primeiro periodo. No caso, foi 100% de previsdes corretas para as folhas
doentes. De acordo com os resultados de PCR, 22% das folhas foram
CLas-positivas. Um total de duas amostras, uma para cada modelo de
treinamento e validac@o, ndo foram classificadas em nenhuma categoria.
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No quinto més, as previsdes corretas para as amostras doentes
foram de 92% para o conjunto de validagdo. Com o PCR, o niimero de
amostras positivas para a bactéria foi de 66%. Cinco amostras no total
ndo foram classificadas em nenhuma classe. Para este caso, foram duas
e trés, para as categorias sadias e doentes, respectivamente. No conjunto
de dados para a validagdo, uma amostra de cada condi¢@o nao foi clas-
sificada em qualquer condigao.

Os conjuntos de dados para o oitavo més demonstraram previ-
sOes corretas entre 84% e 88%. De qualquer forma, estes resultados
sdo comparaveis com aqueles obtidos com o PCR com o qual foi
diagnosticada a presenca da bactéria em 82% das folhas doentes para
o mesmo periodo. Estes valores foram considerados adequados, mas o
namero de amostras que nao foram classificadas em nenhuma condig@o
aumentou.

Os erros de previsdo foram também esperados nos modelos de
classifica¢@o, ja que as amostras que sdo utilizadas para validag@o foram
distintas daquelas utilizadas no treinamento. E o numero de medidas
que ndo foram classificadas em nenhuma categoria foi muito baixo,
quando comparado ao niimero total de espectros utilizados para cada
modelo.

O namero de espectros mostrados na Tabela 1 foi varidvel de
acordo com a disponibilidade de material das plantas, e alguns espectros
foram excluidos nos modelos por se apresentarem como potenciais ou-
tliers, conforme alguns parametros avaliados, dentre os quais os valores
de residuos e de leverage das analises de PCA.

Estes modelos foram preliminares e sdo passiveis de terem suas
informagdes amplificadas. Além disso, as concentracdes dos ele-
mentos com o decorrer da inoculagdo precisam ser investigadas para
verificar a capacidade analitica de detec¢do da LIBS. Outra questao €
que outro experimento em condigdes controladas pode ser executado
para acompanhar a infec¢@o por um periodo maior que o estudado
(08 meses).
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Tabela 1- Resultados de validacdo por classes utilizando dados de LIBS
e SIMCA (PEREIRA et al., 2010).

Conjunto de validaggo (115 espectros)

classificagdo
76 3
43 2

Sem Previsdes
Doente
classificagdo corretas (%)
2% 0 96
58 0 100
Conjunto de validacgo (75 espectros)
Sem Previsdes
Doente )
classificacdo corretas (%)
0* 1 96
49 0 100
Conjunto de validagdo (93 espectros)
Sem Previsdes
Doente
classificagdo corretas (%)
0* 1 98
46 1 92
Conjunto de validag@o (87 espectros)
Sem Previsdes
Doente

corretas (%)
74
88
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4.2 Resultados das imagens de fluorescéncia

As avaliacOes preliminares dos histogramas para os descritores de
cores foram executadas pela PCA. O objetivo foi ter uma visao geral sobre
os dados, considerando os dez descritores (R, G, B, L, rR, rG, rB, H, S,
V). Com o auxilio da PCA, foi observado que varia¢des produzidas pela
fluorescéncia foram verificadas entre as imagens, e apontou a influéncia
apenas do descritor verde, de 257 a 512. Neste caso, a natureza dos dados
tornou-se claramente univariada, € o uso de métodos multivariados foi
desnecessario.

Para confirmar esta observa¢do, uma segunda estratégia foi ado-
tada: sendo feito um teste t pareado (CHRISTIAN, 2004) para avaliar
qual era efetivamente o descritor que mais diferenciava as imagens. A
intencdo foi identificar qual dos dez apresentava as maiores diferencgas
entre as imagens das folhas de plantas sadias e doentes. Assim, as areas
provenientes de cada uma das dez escalas de cores foram calculadas a
partir dos histogramas para os descritores de cores e, conseguinte, 0s
valores de cada area foi o parametro empregado para estas interpretagdes.

Para um total de 2.184 histogramas gerados a partir das imagens
para ambas as condi¢des das plantas sadias (1.092) e doentes (1.092),
os valores das areas de cada cor (total de dez) foram sistematicamente
comparados, conforme detalhado a seguir. Uma planilha eletronica
foi configurada para estes calculos, sendo obtido um valor de t para as
areas de cada descritor, de todas as imagens adquiridas. A partir desta
informag@o, o verde foi confirmado como aquele com maior valor de t
para todas as imagens. O intervalo de confianga avaliado no teste t foi
de 95%. Este nimero de histogramas foi decorrente do fato de que, em
algumas coletas, o nimero de folhas (entre sadias e doentes) foi menor,
e assim como a analise era pareada, foi necessario manter um nimero
menor de amostras (do que aquele mostrado para os dados do LIBS) para
efetuar as comparagoes.

E importante salientar que as amostras também apresentaram dife-
rengas baseadas na idade das plantas, assim como ocorreu para a técnica
LIBS. Assim, as avalia¢des foram entdo executadas separadamente para
cada periodo.
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4.2.1 Avaliaciio das Areas dos Histogramas da Cor Verde (AHV)

4.2.1.1 Sistema de Imagem de Fluorescéncia Induzida por Radiacéo
Ultravioleta

A Figura 8 mostra alguns exemplos de imagens de fluorescéncia
obtidas com a excitagdo UV, representativas para as folhas sadias e do-
entes. As colunas a esquerda e a direita das imagens representam folhas
sadias e doentes, respectivamente. A partir destas imagens, € observado
visualmente que as sadias sdo mais escuras do que aquelas doentes. Os
perfis dos histogramas do descritor verde (no interior das imagens) das
plantas de citros mostram claras alteragdes das areas. Esta informagéo
¢ nitida, em especial para as imagens da Figura 8h e §j. Os histogramas
para o verde mostrados na Figura 8 foram ajustados na mesma escala,
para efetuar esta comparacao.

Outra observagdo para as imagens exemplificadas na Figura 8
foi relacionada com a intensidade das contagens para as cores da escala
verde. No caso das plantas doentes, a variagdo foi entre 3.488 e 5.875
(diferenga de 68%); por outro lado, plantas sadias tiveram variagdes
menores, entre 7.565 € 9.218 (22%) para a mesma escala de cor.

A Figura 9 mostra um grafico do tipo Box plot para todo o periodo
do estudo apresentado, e o primeiro més apresentou uma diferenciagéo
significativa entre as folhas sadias e doentes, utilizando os dados de areas
dos histogramas do verde (Figura 8). Informagéo adicional que pode ser
observada na Figura 9, é a média (representada por quadrados pretos),
mediana (linha horizontal no interior dos Box plot) e o intervalo que
retém 95% do conjunto amostral: média + 1,96SD (SD, desvio-padrao).
Apds a inoculagdo, os periodos nos quais as maiores diferengas foram
verificadas pelo teste t, sd3o 1; 3; 5; 7 e 8 meses. Diferencas significativas
ndo foram observadas para os meses 2 € 4 com o teste t (marcados por
asteriscos na Figura 9), utilizando o verde. Estas observagdes foram
confirmadas utilizando o valor de t tabelado, que foi igual a 1,968; para
n =310 graus de liberdade, para todas as amostras de doente.
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150 pixels

Figura 8 - Exemplos de imagens de fluorescéncia induzida por radiacéo
ultravioleta incoerente, registradas para diferentes periodos
apos inoculacdo com CLas, utilizadas para avaliar plantas
de citros sadias e doentes. Os histogramas para o descritor
verde estdo representados no interior das imagens com linhas
brancas (PEREIRA et al., 2011a)
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Figura 9 - Grafico do tipo Box plot para o descritor verde das imagens de
fluorescéncia induzida por radiag8o ultravioleta, considerando
diferentes periodos apds a inoculagiio com CLAS (PEREIRA
et al., 2010).

Entretanto, a informa¢@o mais importante foi o fato de que dife-
rencas no primeiro més entre folhas doentes e sadias foram observadas
utilizando o método proposto. Estas diferengas foram também reprodu-
tiveis para os meses 3; 5; 7 e 8.

Comparando estes dados com aqueles de PCR, verificou-se que
bons resultados foram alcangados. Como se tratou de um experimento
controlado, e a condi¢@o das amostras foi preestabelecida, pode-se inferir
que a resposta da fluorescéncia variou devido ao efeito da bactéria no
metabolismo da planta.

4.2.1.2 Sistema de Imagem de Fluorescéncia Induzida por Laser

No caso do sistema de fluorescéncia induzida por laser, as variagdes
da fluorescéncia nas imagens foram t€nues e ndo poderiam ser avaliadas
simplesmente por investigagdo visual, o que poderia acarretar interpre-
tagdes equivocadas e incompletas, como exemplificado na Figura 10.
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Figura 10 - Exemplos de imagens de fluorescéncia induzida por laser,

registradas para periodos distintos apds inoculagdo com
CLAS (PEREIRA et al., 2011b).

As investigacdes das analises de PCA também apontaram a im-
portancia apenas da cor verde para diferenciagdo entre plantas sadias
e doentes. Assim, foi adotada a mesma estratégia de analise feita para
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o sistema de imagens anterior, em que as areas dos dez descritores de
cores, para cada uma das imagens, foram sistematicamente avaliadas, e a
variavel de maior influéncia foi também aquela do verde, de acordo com
os valores de t, avaliados no intervalo de confianca de 95%. Para este
caso, também foi utilizada a média das cores para a avaliagdo pareada
dos valores de t.

Em ambos os casos (area ou média dos descritores das cores), os
valores para o verde atuaram como uma impresséao digital para a maioria
dos meses. Neste caso, os histogramas do descritor verde foram funda-
mentais para mostrar as diferencas entre amostras doentes e sadias. Além
disso, foram importantes para tornar claro por que desde o primeiro més
diferencas entre folhas doentes e sadias foram detectadas. Este ¢ um
ponto relevante, considerando que, utilizando somente a inspe¢o visual
como critério de avaliag@o, ndo € possivel verificar qualquer diferenca
significativa para as imagens de LIFI.

A informagio extraida dos histogramas proporcionou informagéo
suficiente como impressdo digital das variagcdes de fluorescéncia para
determinar a condi¢do das plantas. Somente no caso do quarto més, as
imagens foram diferenciadas pela cor azul. As diferencia¢des com o
descritor verde foram também verificadas para os meses subsequen-
tes e podem ser confirmadas com os valores de t, como mostrado na
Tabela 2.

Os valores gerados por meio dos histogramas do descritor verde, a
partir das imagens, ndo demonstraram uma tendéncia linear. Estes valores
foram maiores para as amostras doentes do que para aquelas sadias para
o primeiro més, diminuiu entre o segundo e o terceiro meses, € aumentou
novamente entre o quinto e oitavo meses, ao nivel de confianca de 95%.



Tabela 2 - Valores de t de Student pareado calculados a partir da média dos descritores de cores para imagens de
fluorescéncia para folhas sadias e aquelas inoculadas com a bactéria CLas. Os valores de t marcados
com asterisco sdo maiores que aquele do t . (PEREIRA et al., 2011b).

Més Valores de t para os descritores de cores terit, P %

R G B H S \Y R rG B L <0.05 (+CLas)

lo 408 406 2,657* 8481* 1,381 3,290* 6,656*% 2,657* 7,103* 5,808* 0,616 3,090* 1,966 <5
20 345 343 0,697 2,659% 1,646 0,251 0,952 0,697 1,883 1,368 2,260* 0,747 1,967 20
30 351 349 1,547 2,161* 12280 0,342 1,523 1,547  2,383* 0,622 1,041 1,650 1,967
40 345 343 3371* 1,734 2,689* 1,348 2,233* 3371* 0,701 2,320% 2,516* 3,171* 1,967
So 354 352 0,155 3,282* 0,584 1,758 3,506* 0,155 1,976* 3,477% 1,161 0,150 1,967 =
7o 411 409 0,606 6,611* 1374 9961* 3844* 0,606 5992* 8,170* 3,779* 1,840 1,966

80 345 343 0,110 6,208* 1,736  3,027* 1,335 0,110  6,512*% 5,588* 2964* 1,625 1,967 >80
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Este método pode ser considerado passivel de ser implementado
para o diagnostico da HLB, considerando que as imagens podem ser ad-
quiridas sem qualquer pré-tratamento das folhas, e as diferengas entre as
condigdes foram reprodutiveis para a maioria dos meses. Neste sentido,
este sistema de imagens de fluorescéncia demonstrou potencialidade,
e o teste t pareado revelou informagdes relevantes das imagens para a
identificagdo da doenga (PEREIRA et al., 2011b).

Algumas melhorias para ambos os métodos das imagens, apre-
sentados, sdo necessarias para aplicagdes futuras, como a sele¢do do
tamanho das imagens e da cor poderia ser efetuada automaticamente,
utilizando uma rotina de programa computacional. Isto poderia tornar
as avaliacdes mais rapidas.

5 Conclusdes e perspectivas

O procedimento controlado da inoculagdo, associado aos dados
das medidas de LIBS avaliados com métodos quimiométricos, foi efe-
tivo para as investigagdes das variacdes t€nues da composi¢do mineral
e organica das plantas doentes e sadias.

Os principais constituintes, os macro € 0os micronutrientes, apre-
sentaram variagdes nas analises que foram muito importantes para a
diferenciag@o das plantas sadias e doentes, ainda na fase assintomatica
(duragdo de até trés meses apds a inoculagéo).

Os periodos de inoculagdo 1; 3; 5 e 8 meses foram aqueles em que
as alterac¢des nutricionais foram marcantes, de acordo com os espectros
de LIBS e os modelos de PCA e de SIMCA.

O método desenvolvido com espectros gerados por LIBS, as-
sociado a ferramenta quimiométrica SIMCA, apresentou acuracias
superiores a 97% para as folhas doentes, apresentadom maior potencial
para o diagndstico precoce do que o PCR, com apenas 4% de detecgdes
positivas para CLas, para o primeiro periodo (més 1).

Todos estes dados relatados levam a considerar que a LIBS
combinada com métodos matematicos - estatisticos se apresenta como
ferramenta de grande potencialidade na avaliag¢do dos efeitos da bactéria
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CLas e das consequéncias da infeccdo na composi¢do nutricional em
plantas de citros.

A aquisi¢@o das imagens de fluorescéncia, combinadas com as
areas dos histogramas do descritor verde e o teste t, apresentou um padrao
para o monitoramento do HLB. As vantagens deste método incluem ana-
lises sem pré-tratamento quimico das amostras, eliminacdo da natureza
subjetiva associada com a inspeg¢do visual e alternativa potencial em
relagdo ao método PCR.

As perspectivas quanto a busca do diagndstico ou elucidagdo dos
efeitos na planta € que novos estudos estdo sendo propostos na literatura
como alternativa ao PCR e que o tema ainda pode e necessita ser ex-
plorado. As informagdes extraidas com os dados de LIBS e imagens de
fluorescéncia descritas sdo potenciais e podem ser amplificadas. Os efei-
tos concomitantes de outras doengas também precisam ser testados. Os
metabolitos secundarios originados nas plantas apos a infecgdo precisam
também ser elucidados. Os métodos de analise apresentados demonstram
a potencialidade de serem aplicados em questdes da agricultura.
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