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ABSTRACT

In this paper a technical description of a Laser Induced F luorescence equipment
avaible at the PUC-Rio is presented. Its application in measuring “in situ” the stress
state of vegetation makes it a useful tool in many environmental remote sensing
conditions. Preliminary results in vegetation identification and cold stress state are also
presented.

RESUMO

Neste trabalho apresentamos uma descri¢do técnica do equipamento de fluorescéncia
induzida por laser existente na PUC-Rio, dentro de um emfoque de sensoriamento
ambiental remoto . Sio apresentados também os primeiros resultados obtidos com esta
técnica para a identificagdo de espécies e estresse por fiio em amostras da vegetagdo
caracteristica da mata atlantica e de hortaligas.

I Introdugiio

O grupo de Instrumentagdo ¢ Malcriais
do DCMM-PUC-Rio (GIM-PUC), a partir dc
~uma cooperagdo com a Academia de Cicncias

da  Russia, csta  implementando no  seu
laboratorio de luminescéncia, um sistema de
(luorescéncia induzida por laser ( LIF - LIDAR
»  Laser Induced Fluorescense - Light
Detection And Ranging) capaz de determinar
remotamente mudangas no estado de estresse da
vegetagdo ou na qualidade da dgua contida em
reservatorios. Este cquipamento com algumas
adaptagoes pode ser também utilizado para
obter informagoes sobre a composigdo quimica
da superficic do solo ou dgua atraves da (¢enica
de espectroscopia por plasma induzido  por
laser.

No inicio da década de 90, intmeros trabalhos
(Lichterthaler et al, 1992 ¢ Barbini ct al, 1993)
evidenciaram que a fuorescéneia da clorofila
na regido do azul ao vermelho se constituia
numa caracteristica propria de cada planta ¢ do
seu estado de estresse. A técnica  de
(luorescéncia induzida por lascr, devido a sua
caracleristica ndo-invasiva ¢ nado-destrutiva,
aliando simplicidade ¢ rapidez na obtengao do
resultado ¢ a possibilidade de realizagdo de
medidas “in situ™ tem atraido o interesse no
desenvolvimento  de  equipamentos  com
caracteristicas adequadas a sua utilizagdo no
sensoriamento ambiental remoto.

A fotossintesc ¢ um processo  bascado na
absor¢io ¢ conversio da cnergia solar cm
energia quimica. Esta absorgdo desencadeia a
ativagdo de um grande numero de reagoes
quimicas ¢ cnzimdticas complexas que (€rdo



por resultado final a produgdo de carbohidratos
a partir da dgua ¢ do dioxido de carbono. Uma
parccla de energia solar absorvida que nao ¢
transformada em energia quimica ¢ reemitida
sobre a forma de luz causando o cfeito
denominado de fluorescéncia.  Desta forma
quanto  mais  sauddvel ¢ a planta  menos
fluorcscéncia  cla  exibe devido a  maior
cliciéncia na conversdo cnergética,  Portanto a
cliciéncia  quantica  da  fluorescéneia  da
vegetagdo ¢ um pardmelro  extremamenie
sensivel a variagdes da cficiéncia (otoquimica,

Por cxemplo, a razdo entre as intensidades de
fluorescéncia da clorofila nos comprimentos de
onda de 690 ¢ 740nm [F(690)/F(745)] varia
fortemente com a  variagdo  das  condigoes
hidricas ¢ dc¢ [fertilidade do solo que irdo
influenciar na cficiéneia da [otossintese.

A razdo  [F(450)/F(540)] também ¢ um
indicador do cstresse, fornccendo um indicador
da varta¢do da quantidade de substincias que
agem naturalmente como [iltro para 0 excesso
de irradiagdo UV, o que pode ser de grande
valia para cstudos [itogeograficos florestais, A
razio [F(450)/F(540)] pode ser utilizada para
identificar a quantidade de outros pigmentos
tais como a clorofila b ¢ a xantofila (Gunther ¢t
al, 1994), A andlise dos dados da (luorcscéncia
da clorofila no dominio temporal fomcce
informagoes sobre as condigoes fisiologicas da
vegetagdo (Gunther ct al, 1993). A cinctica da
fluoreseéneia ¢ um indicador das condigoes da
vegetagdo ¢ estd relacionada com o transporte
cletronico, produgio de O, ou fixagio de CO,
(Krause ¢t al, 1991), o que em altima andlisc
reflete o potencial  de  produgdo  do  sitio
Norestal.

2 Objetivos

As téenicas de monitoragdo com laser muitas
vezes se cquiparam, em resolugdo, com as mais
poderosas técnicas de andlise laboratorial ¢
podem as superar em muilo no que diz respeito
ao trabalho, custo ¢ fempo  necessario a
obtengdo de uma massa de resultados adequada
a caraclerizagdo de uma regido.

Este trabalho tem como objetivo realizar testes
iniciais de utilizagdo da (écnica Laser para
quantificar ‘a [fluorescéncia da clorofila em
amostras de plantas crescidas sob difcrentes
condigoes nutricionais. Visa lambcém

corrclacionar os dados que scrdo obtidos no
dominio espectral com a atividade folossintctica
das plantas cultivadas em condig¢oes naturais no
campo., bem como naquclas cultivadas cm
condigodes controladas no laboratorio.

3 Materiais e Métodos

3.1 Descrigdo funcional do LIDAR

A figura I apresenta um diagrama do LIDAR.

Figura 1. Diagrama do Lidar: (1) Oscilador dos pulsos de
“strobe”, (2) sistema de controle do CCD, (1) intensificador de
luz. (4) policromador. (5) flitro, (6) telescopio, (7) Espelho
rotativo, (8) laser, (9) dobrador de {requéncia, (10) gerador de
1" harménico, (11) fonte de alimentagio, (12) sistema de
refrigeragio. (13) sistema de controle do lidar,

A fonte de cxcitagdo utilizada ¢ um laser de
Nd:YAG com as scguinles caracleristicas:

- duragao do pulso de “probe™ 8 ns,
- taxa de repetigdo do pulso 10 Hz,
- energia do pulso:

1° harmonico (A=1064 nm) 600 mJ

2 harmonico (A= 532 nm) 280 mJ

3" harmonico (A= 354 nm) 100 mJ.
- divergéncia do feixe 0,5 mrad
- modo de operagdo: “active Q-switched”
- consumo aproximado kW
- Peso 20kg
- Sistema de refrigeragio lechado.
O sistema LIDAR, e¢m operagao, funciona como
descrito a scguir. A radiagdo cmitida pelo
transmissor (&) ¢ dirccionada através de um
sistema de espelhos (7) ao ponto remolo
(distancia tipica de 10 a 200 m) onde se descja



realizar a medida, A radiagdo retrodilusa
elanticamente (eco - eom o comprimento de
onda da ecxcitagdo do laser) ¢ o sinal de
(luorescéncia (no comprimento de onda do
pigmento presente na vegelagdo),
cventualmente  filtradas — oticamente(5),  sdo
recolhidas por um telescopio Newloniano(6)
que as focaliza na jancla do policromador(4).

O projeto do policromador, montado num
esquema  de  autocolimagdo com  rede de
difragdo, permite scu uso com as primeiras 10
ordens de difragdo. A rede de difragdo possui
300 linhas/mm. A fenda de entrada do
policromador pode variar de 50 a 200 pm
variando a resolugdo da rede de difragdo. No
caso cla foi fixada de tal modo a lermos uma
dispersao de primeira ordem  de 40nm/mm, ¢
uma dispersio  de  scgunda  ordem de
20mn/mm, portanto com o dobro de resolugdo
espectral. )

Para detecgao foi utilizado um amplificador
opto-cletronico, intensificador de luz, (3) com
ganho de 10" que em seguida forncee o sinal
amplificado a um CCD (“charge coupled
device™) lincar (2) de 1024 clementos ¢ 12.5
mm dec comprimento. A faixa de operagdo
espectral (em 1" ordem) vai de 400 a 900 nm.

O sub-sistema camera-intensificador de  luz
pode operar em modo continuo ou pulsado de
acordo com o tipo de laser utilizado ¢ em
fungio das condigoes de iluminagdo externa. E
possivel  sc variar o tempo de “gating” do
intensificador de luz variando-sc a largura dos
pulsos de 0.5 a 100us para ajustar a medida ao
nivel de radiagdo de “background™, i.c.. pulsos
curtos para alto nivel de “background™ ¢ pulsos
longos para baixos niveis.

A leitura dos niveis de sinal do CCD ¢ [cita
atraves de conversdo analogico-digital, com 14
bits por amostra ¢ resolugdo cequivalente a 10
(Otons por bil.

O sistema de controle do LIDAR(13) consiste
num microcomputador  IBM-PC  compativel
operando com um  software especificamente
desenvolvido para processamento dos sinais
obtidos pelo espectrometro laser. Esle sistema,
que opera -em ambicnte Windows, comanda
ainda o modulo cletronico de controle  do
CCD(2).

3.2 Procedimento Experimental

No cuno onpecifico do uso de LIF-Lidar no
mapcamento do estado de cstresse da vegelagio
podem scr utilizados dois comprimentos de
onda para a ¢xcilagdo da fluorcscéncia que sdo
o 532nm (2° harmonico) e 355nm (3°
harmonico).

As cxperiéncias em laboratorio (oram  (citas
sobre mudas de espécics representativas da
mata-atlantica adquiridas no Horto Florestal do
Jardim Botéanico do Rio de Janeiro (mogno, pau
brasil ¢ gongalo alves) ¢ de hortaligas,
adquiridas, no mercado regional, como s
fossem para consumo (espinafre, bertalha,
salsa, aipo, brocolis ¢ couve-flor). As folhas
foram colocadas a uma distincia de 2Zm do
LIDAR. A drea de iluminagdo da amostra
(diametro do feixe do laser incidente sobre a
planta) foi Jem® A cxcitagdo foi realizada
utilizando-se¢ 0s comprimentos de onda do 2* ¢
3¢ harmonicos (532 ¢ 355nm). Os resultados
foram tomados fazendo-s¢ a média ao longo de
10 a 30 pulsos do lascr com taxa de repeligio .
de 1Hz. Isto significa que o tempo despendido
para a obtengdo de cada cspectro foi de 30
segundos. O tempo de acumulagdo de carga no
CCD foi de 2us por pulso, isto ¢, a largura do
pulso de “gating”do intensificador de luz (oi de

2us.

Em algumas mudas foram rcalizadas medidas
sobre folhas jovens ¢ adultas de forma a avaliar
a diferenga no nivel da atividade fotossintética.
Com o objctivo de ilustrar o elcito do estresse
provocado por frio, simulou-se o cfeito de um
vento frio, soprando-se¢ um vapor de nitrogcénio
liquido sobre um tipo de bromélia existente no
campus da PUC.

4 Resultados e Discussoes

Nas figuras 2 ¢ 3 sdo apresentados a resposia
fluorcscente de diferentes amostras  vegelais
excitados com 0 3" harmonico. Nestes espectros
podem scr obscrvados cmissdes nas regioes do
azul (450nm), verde (540nm) ¢ vermelho (R
em 690nm ¢ R2 em 740nm). A intensidade
absoluta da emissao em torno destas regiocs, ou
melhor a intensidade normalizada, pode ser
utilizada na montagem de diagramas bivariavel
do tipo mostrados nas figuras 5 ¢ 0,



normalmente utilizados no reconhecimento de
padrocs.
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Figura 2. Bspeetros de (luorescéncia de diferentes amostras
vepetais excitadas a A =354 nn. (a) pau brasil: (b) gongalo
alves & (¢) mogno. Iim linha mais grossa sio indicadas as
Muorescéncias das folhas adultas.

A figura 2b, apresenta medidas sobre folhas de
uma mesma muda porém (azendo-se incidir o
pulso dc lascr sobre folhas adultas ¢ novas
(sendo que as folhas novas apresentam uma
coloragao avermelhada).

O que podemos destacar aqui ¢ a menor
intensidade  da  (luoreseéncia na  regido  do
vermelho (R1 ¢ R2) para as folhas adultas
quando comparadas com as cmissocs das folhas
novas. Esta diferenciagdo esta relacionada com
os dilerentes  niveis  de  concentragio  de
pigmentos ¢ de clorofila-a nas (olhas novas ¢
adultas.

Na (igura 3 csta exemplificado a conscquéncia
do estresse produzido por [rio sobre uma planta
da familia das bromélias. Apos a ocorréncia do
estresse a emissao na regido do vermelho (R1 ¢
R2) aumenta por um fator 2,0 para R1 ¢ 1.5
para R2. A cmissdo nesta regido ¢ caracteristica
da clorofila-a cujo aumcnto de  emissao

significa uma diminuigdo na cficiéncia do
processo de fotossintese.
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Figura 3. Iixemplo de estresse por frio produzido sobre uma
planta da familia das bromélias.
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Figura 4. [volugio temporal da razdo F690/F740 de uma
planta da familia das bromelias, apds o cstresse por frio
provocado em t=0.

A alta intensidade de fluorescéneia para csta
amostra cxcitada no ultravioleta, quando
comparada com as mudas de pau-brasil, mogno
e gongalo alves se deve a dois atores: primeiro
a0 fato de a bromélia cstar sendo cultivada no
interior de uma sala onde naturalmente o nivel
de radiagdo UV ¢é pequeno ndo cexigindo que a
planta descnvolva filtros para a protegdo da
radiagdo UV. Segundo devido ao fato de uma
maior cspessura acarreta um maior  volume
excitado. A figura 4 cvidencia os cleitos
produzidos pelo [rio através do aumento da
razdo F690/F740 para valorcs superiores a
0.85.

O diagrama da figura 5 mostra a razao
normalizada da cmissdo em 540nm (F540) pcla
emissao em 690 ¢ 730 nm (F690 ¢ F730). Um
diagrama deste tipo ¢ atil para identificagao de
espécics de  vegetagdo (fig. 6) ou para a
caracterizagdo do cstado de cstresse de uma
determinada vegetagio,
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Flgura S Diograma da distribugdo das razdes entre as
integrais dos bandas [F540/F740 ¢ F540/F690 para diferentes
lipos de plantas excitodas a A=354 nm, I=mogno;
I'=mogno broto: 2=g.alves: 2 =g.alves broto: I=pau brasil.
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Figura 6. Diagrama da distribuigdo das integrais das bandos

1F740 ¢ F690 para diferentes vegetais excitados o A=354nm.

I=couve Mor: 2=hertalha: I=espinafre: d=aipo: S=brocolis:

6=salsa; 7=allace: R=agrido.

5 Conclusoes

O cquipamento, ora cm fasc de teste, sc
apresenta como ferramenta Gtil no cstudo da
vegetagdo. Seu peso relativamente baixo ¢ sua
montagem compacta permilc que 0 mesmo
possa scr facilmente transportado para o campo
com vista a realizagdo de medidas  de
sensoriamento remoto. A poléncia do laser ¢ a
sensibilidade  do  scu  sistema  de  delecgido
permite inclusive que o mesmo scja instalado
numa pequena acronave, (até num ultraleve),
para medidas de altitude de 100 a 200m.

Os resultados aqui apresentados foram obtidos
por ocasido de festes ¢ calibragio do
cquipamento. Estes resulatdos preliminares ndo
reproduzem  situagdes de campo por  virios
motivos. Por exemplo, no caso das hortaligas,
as mesmas ja haviam sido colhidas a pelo
menos  dois  dias na ocasido das  medidas.

Apesar disto oy diagramas correspondentes as
figuras 5 ¢ 6 indicam que este tipo de dado
quando associndo 4 poslgdo geogrifica, obtida
através de um GPS (Geographical Positioning
System), podera ser utilizado no mapcamento
fitogcogrifico.

Futuras experiéncias deverdo ser realizadas
simulando-se a situagdo de campo, tomando-se¢
as medidas em diferentes  condigdes  de
iluminagdo solar (radidncia), temperatura c
umidade ambiente. Para uma melhor correlagdo
enirc 0 cstado de saide da planta com a
atividade fotosintética ¢ com o espectro de
fluorescénecia da clorofila scrd necessdrio a
realizagdo de um estudo sisiemdtico para cada
tipo dc espécic vegetal, variando-se de forma
controlada o tipo dc estresse ocasionado 2
planta.

De posse de todo o conjunto de dados obtidos,
acreditamos ser possivel utilizar o cquipamento
aqui descrito na identificagdo remota do estado
de estressc ¢ da atividade fotossintética da
vegetagdo sobre toda uma regido de cstudo. o
qual associado a um GPS poderd fornecer o
mapeamento do recurso natural.
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