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RESUMO

O teor de clorofila é um parametro amplamente utilizado para o diagnéstico do estado
nutritivo da cana-de-actcar, pois tem correlacio com a concentragdo de nitrogénio que
por sua vez ¢é indicativo do rendimento da cultura. Consequentemente, a relacdo ja
demonstrada do teor de clorofila com as propriedades 6ticas das folhas permite a sua
estimacdo a partir de imagens. O presente trabalho tem como objetivo desenvolver um
modelo de predi¢do do teor de clorofila em mudas de cana-de-agucar, baseado no
processamento de imagens digitais e espectrais, na regido visivel do espectro
eletromagnético. Para alcancar o objetivo foram utilizadas técnicas de modelagem
multivariada correlacionando a resposta espectral da muda com o teor de clorofila. O
experimento foi executado em duas etapas com o intuito de, 1) identificar o
comportamento espectral das mudas de-cana-de-acticar sob diferentes fontes de
excitacdo; e 2) correlacionar a resposta espectral da folha com o teor de clorofila usando
métodos quimiométricos para desenvolver o melhor modelo preditivo do teor de clorofila
aplicavel para o monitoramento das mudas de cana-de-acticar. Obtiveram-se correlacdes
fortes e significativas entre a informacao tricromdtica das imagens e o teor de clorofila.
A partir da resposta espectral em absorbancia obteve-se um modelo de predi¢do
multivariado com métricas satisfatérias de ajuste e erro com o método analitico, quando

comparado com o medidor portatil de clorofila SPAD.

Palavras-chave: processamento de imagens, reflectdncia, absorbancia,

fluorescéncia, modelos multivariados, quimiometria.



ABSTRACT
The chlorophyll content is a parameter widely used for the sugarcane nutritive state
diagnosis, because of being correlated to the nitrogen content which by his side is a yield
indicative of the crop. Consequently, the relationship, already demonstrated, between
chlorophyll content and leaf optical properties allow its estimation through imagery. The
present work has as objective to develop a chlorophyll content predictive model for sugarcane
seedlings, based on digital and spectral images processing, in the visible spectra. To achieve
the objective, multivariate modelling techniques were implemented, correlating the seedling
spectral response with the chlorophyll content. The experiment was executed in two stages
aiming to, 1) identify the spectral behavior of the sugarcane seedling under several sources
of excitation, and 2) correlate the leaf spectral response with the chlorophyll content using
chemometrical methods to develop the best chlorophyll predictive model applicable to the
sugarcane seedlings monitoring. Strong and significant correlations were obtained between
the images trichromatic information and the chlorophyll content. Through the absorbance
spectral response was obtained a multivariate predictive model with better fitting whit the
analytical method, when compared to the SPAD chlorophyll meter, for the chlorophyll

content measurement.

Keywords: images processing, reflectance, absorbance, fluorescence, multivariate

models, chemometrics.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar, com uma producdo de 736
mmt (milhdes de toneladas métricas) que representa 39 % da produ¢do mundial, seguido por
India (18%) e China (7%) (FAO, 2017). Para o periodo 2017/18 a safra de cana-de-acticar
estimada no Brasil é de 645 mmt, em uma drea total de produgdo de 9,9 milhdes de hectares
e destas, 5,569 milhoes de hectares se encontram no Estado de Sao Paulo (GAIN, 2017). O
setor sucroalcooleiro, responsavel pela producao de agucar e dlcool, destina mais da metade
(53,8%) da producdo de cana-de-acucar a fabricacdo de etanol (CONAB, 2017); tornando o
Brasil o segundo maior produtor de etanol do mundo, com uma producdo de 7,29 bilhdes de
galdes (ano 2016), que representam 27,44% da produg¢do mundial, superado unicamente
pelos Estados Unidos (57,66%) onde o etanol é extraido do milho (RFA, 2018).

Com o objetivo de manter o Brasil como o maior produtor mundial de cana-de-acticar
e aumentar sua contribuicdo a produ¢do mundial de etanol, o setor sucroalcooleiro vem
buscando alternativas para otimizar o sistema de producdo da cana-de-actiicar. Uma das
tecnologias inovadoras que esta em crescimento entre os produtores € o sistema de mudas
pré-brotadas (MPB) que se apresenta como uma nova alternativa de multiplicagao de mudas.
De acordo com Gomes (2013), esse sistema combina elevado padrio de fitossanidade,
uniformidade de plantio e vigor; sendo também acorde ao principio de impulsionar a
produtividade dentro do enfoque de uma maior produ¢do com menor gasto de insumos, ou
seja, “mais com menos”.

O sistema MPB ou bud chips, consiste em plantar gemas de colmos pré-germinadas
em condi¢des adequadas para garantir plantas com melhores carateristicas fisiologicas. Essas
gemas sdao menos volumosas, facilmente transportdveis, tornando o material mais
econdmico. Além disso, esta tecnologia € uma grande promessa na multiplicacio rpida de
novas variedades de cana-de-acicar (FRAGA, 2015).

No cultivo de MPB o sistema de subirrigagdo ebb and flow (encher e drenar) se
apresenta como uma promissoria op¢ao para a fertirrigagdo, sendo um dos mais comuns para

a producdo em ambientes protegidos. Neste sistema a solucdo nutritiva € bombeada dentro
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da mesa que contém o substrato por um tempo determinado, depois propicia-se a drenagem
de volta ao tanque de nutrientes, quando a bomba € desligada. Os substratos sdo usados como
meio para umedecimento por capilaridade disponibilizando dgua para a planta. (RESH,
2001).

O teor de clorofila das folhas das mudas é um parametro amplamente utilizado em
estudos fisioldgicos e agrondmicos para o diagndstico do estado nutritivo. O teor de clorofila
correlaciona-se com a concentracdo de nitrogénio na planta e também € indicativo do
rendimento da cultura (BLACKMER e SCHEPERS, 1994). A relacdo do teor de clorofila
com as propriedades Oticas das folhas j4 foi amplamente demonstrada, constatando-se a
variacdo das propriedades 6ticas (refletancia, transmitancia e absorbancia) que ocorre devido
ao decrescimento da concentragdo de clorofila (CARTER e KNAPP, 2001).

Desta forma a determinacao do teor de clorofila baseado nas propriedades 6ticas das
folhas, permite que a predi¢dao dos pigmentos seja realizada a partir do imageamento, e com
isto a resposta da determinacdo da clorofila combina maior abrangéncia espacial e menor
tempo entre a tomada das imagens e obtencao da resposta (valor do teor de clorofila). Pode-
se afirmar entdo que, se comparado com a determinacdo do teor de clorofila utilizando

instrumentos portédteis como o SPAD, t€ém-se vantagens que justificam a sua implementagao.
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2. HIPOTESE

E possivel gerar um modelo multivariado para a predicdo do teor de clorofila em
mudas de cana-de-agucar, através de correlacdes obtidas da resposta de imagens digitais, dos

tipos tricromédticas RGB e espectrais, previamente processadas.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um modelo de predicdo do teor de clorofila em mudas de cana-de-
acucar, baseado no processamento de imagens digitais, dos tipos tricromdticas RGB e

espectrais.
3.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver um algoritmo de processamento das imagens digitais e espectrais para obter
a resposta da planta.

e Implementar a modelagem multivariada, para predizer o teor de clorofila em funcdo da
informacao obtida no processamento das imagens.

e Identificar o melhor modelo de predi¢do de clorofila a partir dos espectros de resposta na
regido do visivel.

e Verificar a relac@o do teor de clorofila com a dose de fertirrigacdo, variedade e tempo de
desenvolvimento das mudas de cana-de-actcar a partir da resposta espectral.

e Baseado na informacdo espectral, desenvolver um modelo de classificagdo das mudas

para diferentes variedades, doses de fertilizacao e tempo de desenvolvimento.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Producao de mudas de cana-de-acguicar

A producdo de mudas de cana-de-agucar baseia-se no processo de micropropagacao
assexuada, onde o rdpido desenvolvimento das gemas depende do estado nutricional do
tolete, que influenciard também o desenvolvimento da cultura (CLEMENTS, 1980), e a partir
da técnica de micropropagacdo se podem produzir plantas com alta qualidade fitossanitaria
e com excelente homogeneidade genética (TEIXEIRA, 2001). Segundo Barrueto Cid (2000),
€ uma técnica para propagar plantas dentro de tubos de ensaio ou similares (in vitro), sobre
adequadas condi¢des de assepsia e nutri¢do associados a fatores ambientais (luz, temperatura,
oxigénio e diéxido de carbono). Essa técnica deve ser empregada em locais que garantam
controle de esterilidade e rastreabilidade, chamados de biofabrica.

Segundo Gerald e Lee (2011), biofabrica € um conceito de producao de plantas que
utiliza métodos de biotecnologia para a produgdo continua de plantas. Para um processo de
producdo ser classificado como uma biofdbrica, o processo produtivo precisa ser bem
definido e tratado com tecnologia adequada, com o fim de permitir a producdao em escala
industrial (comercial) como no caso da cana-de-acucar, com producao em massa baseada no
método de micropropagacao.

Existem diversos sistemas de multiplicacdo que podem ser aplicados a cultura da
cana-de-acucar, que sao divididos em sistemas de micropropaga¢ao ou multiplicagdo a partir
de partes vegetativas da planta (LANDELL et al, 2012). Dentre esses diferentes sistemas de
multiplicagcdo, encontra-se o sistema de multiplicacao de cana-de-actcar usando mudas pré-
brotadas (MPB) que atualmente esta ganhando espago rapidamente no mercado. Como
explicado por Landell ez al., (2012) € um sistema de multiplicacdo que podera contribuir para
producio rapida de mudas, associando elevado padrao de fitossanidade, vigor e uniformidade
de plantio.

A tecnologia esta direcionada a aumentar a eficiéncia e os ganhos econdmicos na

implantacdo de viveiros, replantio de dreas comerciais e possivelmente renovagao e expansao
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de dreas de cana-de-acucar. O sistema aumenta a uniformidade nas linhas de plantio e,
consequentemente, a reducao de falhas, diminui o nimero de gemas e de toneladas de colmos
na operacao de plantio mecanizado.

Conforme explicado por Xavier (2014) as etapas que se seguem na produ¢do de MPB
sdo: inicia-se corte do minirrebolo onde esta acdo permite a redu¢do ampla de material da
reserva, o que pressupde uma maior necessidade de controle nas seguintes etapas; continua-
se com o tratamento quimico para promover a acdo de controle de agentes causais de
podriddes e promotores de enraizamento € outros produtos que permitam aumentar a
sanidade, velocidade de brotacdo e aumento de massa de raizes durante o periodo de
producgdo; os colmos sdo levados para a camara de brotacdo que consta de uma estrutura
vertical com possibilidade de controle de temperatura, umidade e irrigacdo, com o intuito de
reduzir os fatores de desuniformidade presentes no colmo semente e facilitar a transformacao
da estrutura de brotacdo, gema em plantula no periodo de até dez dias e posteriormente em
muda pré-brotada.

O sistema de multiplicacdo € a base de uma apropriada producao de cana de acucar,
assim, o sistema MPB tem a capacidade de gerar mudas com carateristicas apropriadas de
uniformidade e fitossanidade definindo o potencial inicial do plantio. Para atingir o potencial
das mudas, um fator de producdo que é fundamental na qualidade € o requerimento hidrico.
De forma que, com o objetivo de fornecer a 4gua necessaria deve implementar-se um sistema

de irrigacdo adequado para o aproveitamento eficiente do recurso hidrico.

4.2 Irrigacao e adubacao de mudas de cana-de-acgicar

Segundo Silva et al., (2012), o requerimento hidrico da cana de agucar € influenciado
por fatores inerentes as condicdes ambientais, técnicas agricolas, periodo de plantio e
cultivares, normalmente reduzindo com a sucessao dos ciclos de cultivo (cana-planta, cana-
soca e ressoca). Da mesma forma, o requerimento hidrico das plantas é governado pelos
balancos de radiacdo e de energia a superficie da cultura, que fornecem informagdes sobre a
evapotranspiracdo da cultura (ETc) e, em seguida, através da relacio ETc/ETo (ETo € a

evaporacao de referéncia), permitindo obter o coeficiente de cultivo (Kc) a ser utilizado no
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manejo da irrigacdao (KJAERSGAARD et al., 2008; MACHADO et al., 2009; ZHAO, GLAZ
e COMSTOCK, 2010; ZINGARETTI, RODRIGUES, et al., 2012).

A evapotranspiracdo média da cultura de cana-de-actcar € de 4,7 mm no dia, a qual
tem uma ligeira redugdo na fase de crescimento maximo e no final do ciclo totaliza em
1710mm; o coeficiente de cultura da cana-de-actcar (Kc), durante o ciclo de soca, varia de
0,65 a 1,10 entre as fases de brotacdo e estabelecimento e crescimento maximo, reduzindo
para 0,85 na fase de maturacao da cultura (LANDELL et al, 2012).

Para a cultura de cana-de-agucar, consideram-se trés tipos de irrigacdo em funcao dos
seus regimes, segundo Rezende e Andrade Junior (2012): O primeiro tipo € a irrigacdo plena,
que tem como objetivo aumentar a produtividade da lavoura, aplicando laminas acumuladas
que podem superar os 450 mm por ano, sempre mantendo a cultura suprimida hidricamente.
O segundo tipo € a irrigacdo com déficit: que consiste em aplicar laminas menores que,
acumuladas, chegam de 200 a 300 mm por ano, dando a possibilidade de ocorréncia de déficit
em fases de menor sensibilidade. O terceiro tipo é a irrigacdo de salvamento ou
complementar, onde a irrigacdo visa o uso da dgua apenas por um periodo curto ou estagio
de cultivo, consistindo em aplicar laminas de 40 a 80 mm por ano, com intuito de “salvar” a
lavoura.

Assim, considerando viveiros de cana-de-ag¢icar de mudas de micropropagacao pela
qual a planta ja possui parte aérea, deve-se adotar um tipo de irrigacdo que permita o
desenvolvimento vegetativo das plantas e crescimento dos colmos, deixando disponibilidade
hidrica no solo positiva durante estes periodos, coincidindo também, com os periodos de
maiores temperaturas (SCANAVINI, 2014).

No sistema de mudas pré-brotadas, a umidade adequada para a brotagao pode variar
conforme a regido, a classe de solo ou o substrato na pré-brotacao, sendo fatores principais
as condi¢des fisicas de aeracdo, densidade e condutividade hidrdulica. Aplicando 1aminas
correspondentes a capacidade de campo se proporcionam melhores taxas de desenvolvimento
inicial (XAVIER, LANDELL, et al., 2014).

Quanto a laminas e frequéncias de irrigacdo, Landell et al. (2012) recomenda uma
lamina de 8 mm por dia durante a primeira fase de aclimata¢do e com 4,4 mm por dia na

segunda fase de aclimatacio. No caso de biofdbrica, Scanavini (2014) demonstrou que pode
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se manter uma lamina correspondente a evapotranspiracdo acumulada, o que corresponde a
uma irrigacdo plena das mudas com o intuito de maior manutencdo da umidade do solo.

Contando com as ferramentas necessdrias para um monitoramento climatico, €
possivel realizar a irrigacdo em funcio da evapotranspiracdo, ou € possivel estabelecer uma
rede de sensores para monitoramento da umidade do solo e realizar a irrigacdo em funcdo da
umidade presente no solo. Fornecer uma lamina de irrigacdo suficiente para as mudas
abrange o fator hidrico de produ¢do, mas ainda € necessdrio garantir a presenca necessaria
de nutrientes no substrato para o correto desenvolvimento fisioldgico das mudas.

No sistema de mudas pré-brotadas de cana-de-actcar, a brotacdo e o desenvolvimento
inicial de gemas € influenciado por diversos fatores, dentre os mais importantes encontram-
se: o substrato e a nutri¢do. O substrato € uma combinac¢do de dois ou mais componentes com
o intuito de caracterizar o meio que servira como sustento da planta, com as propriedades
quimicas e fisicas adequadas para o processo de brotacdo, sendo as propriedades fisicas as
mais relevantes pois estas sao dificilmente modificaveis (MILNER, 2001).

Assim um bom substrato deve ter uma composi¢ao uniforme, com baixa densidade,
porosidade adequada, elevada capacidade de troca de catdes, boa capacidade de retencao de
agua, isento de pragas e organismos patogénicos, isento de sementes de plantas daninhas,
boa coesdo entre particulas, boa aderéncia junto as raizes, abundante e economicamente
vidvel. Dessa forma, sugere-se uma densidade base seca de 0,1 a 0,3 kg m?, espago de
aeracdo em torno de 20 — 30% e 4agua facilmente disponivel em volume, em torno de 30 a
40% (XAVIER, LANDELL, et al., 2014). Desta forma temos a alternativa da fertirrigacao
que se trata da injecdo de solugdes fertilizantes via dgua de irrigacdo, a qual difere
significativamente da aplicacdo sélida de adubo, principalmente porque acelera o ciclo dos
nutrientes; assim, por meio desta técnica, o tempo de chegada do fertilizante as raizes das
plantas € significativamente reduzido, ja que infiltra no solo em solu¢do de forma uniforme,
garantindo maximo alcance pelo sistema radicular (EMBRAPA, 2009).

Sendo o aspecto nutricional o foco principal da fertirrigacdo, € a técnica empregada
para fornecer a planta todos os elementos essenciais. Esta prética, além de se constituir em
um dos fatores indispensaveis para o desenvolvimento de mudas, com um manejo apropriado
pode acelerar de forma consideravel o crescimento da muda, refletindo isso em reducdes dos

custos de producao e diminuindo os periodos de tempo nos viveiros (MALVOLTA, 1980).
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Desse modo, o manejo da adubacdo das mudas de cana-de-acticar desenvolvidas no processo
de mudas pré-brotadas (MPB) pelo Programa Cana IAC associa a aplicacdo de adubos
minerais simples e compostos, fertilizantes de liberacao lenta e a pratica de parcelamento da
adubacdo (XAVIER, LANDELL, et al., 2014).

O manejo da adubacdo para mudas em ambientes protegidos é um fator de alto
impacto para o desenvolvimento de mudas, e tendo presentes as vantagens da fertirrigacao
quanto a eficiéncia no uso dos nutrientes e na velocidade de absorcdo pela planta, se apresenta
como uma tecnologia de otimiza¢ao dos insumos. Existem vérias metodologias e ferramentas
para monitorar a solu¢c@o nutritiva (condutividade elétrica, ph, etc) e de igual forma varias
medicOes para avaliar a resposta da planta a os diferentes tratamentos como as medicoes
biométricas de altura total da planta, altura da primeira ligula, nimero de folhas, nimero de
colmos, peso da regido aérea, peso das raizes, drea folhar, clorofila, etc. Especificamente a
medicao de clorofila é empregada devido a sua relacdo com o estado nutricional da planta,
pois tem uma relacdo direta com o teor de nitrogénio nas folhas e com a presenca de déficit
hidrico, de forma que a clorofila € uma das varidveis de resposta que sdo monitoradas (com

os sensores Oticos como o SPAD e o Clorofilog) na avaliacao de tratos culturais.

4.3 Avaliacao do teor de clorofila

As clorofilas (clorofila a, clorofila b e clorofila total) sao pigmentos que estdao
integralmente relacionados as fung¢des fisiologicas das folhas. As clorofilas t€ém a funcao de
absorver energia luminosa e transferi-la ao aparato fotossintético (SIMS e GAMON, 2002),
de forma que o potencial da atividade fotossintética e as clorofilas mantem uma associa¢ao
direta (SILVA, SANTOS, et al., 2014). A alta eficiéncia fotossintética pode levar ao
incremento de produtividade agricola, demonstrando uma relacdo direta com o
aproveitamento da radiacao disponivel por esses pigmentos, como verificado por Bernardes
(1987) em gramineas tropicais.

A eficiéncia fotossintética quantifica a conversdo da radiagdo solar a fotossintato, ou
seja, a eficiéncia do processo de fotossintese, sendo definida como a massa de sucrose

produzida pela fotossintese por unidade de radiacao fotossinteticamente ativa interceptada
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pela cultura, excluido as perdas por respiracao (SINGELS, DONALDSON e SMIT, 2005).
A radiacdo fotossinteticamente ativa € definida como a radiagdo com comprimento de onda
maior que 400 nm e menor que 700 nm, com valor de unidade no intervalo definido e zero
fora do mesmo, sendo assim uma fung¢ao especial no processo de quantificacdo da irradiancia
(KENDRICK e KRONENBERG, 1994).

Por sua parte, a fotossintese, que é uma das conquistas mais significantes da vida na
terra, € o complexo processo por meio do qual a energia luminosa € convertida em energia
quimica estdvel, a qual é o combustivel da maioria do ecossistema no planeta (EATON-RYE,
TRIPATHY e SHARKEY, 2012). Quanto a sua defini¢do, na atualidade esta é apresentada
por Gest (2002) como: “Fotossintese € uma série de processos nos quais a energia
eletromagnética é convertida em energia quimica usada para a biossintese de materiais
celulares organicos; um organismo fotossintético € aquele no qual a maior fracdo da energia
requerida para a sintese celular € fornecida pela luz™.

O processo de fotossintese pode ser dividido em trés etapas: A etapa fotoquimica,
dependente da energia luminosa para a producdo de NADPH (Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate) e ATP (entendido como a energia quimica armazenada) na cadeia
transportadora de elétrones; etapa difusiva responsavel pela entrada de diéxido de carbono
nas folhas através dos estomatos; e bioquimica que € responsavel pela fixacao de didéxido de
carbono pela a¢do de enzimas e a utilizacdo do ATP e NADPH na formagao dos carboidratos
(DE OLIVEIRA, 2003).

Os pigmentos envolvidos na fotossintese sdo as clorofilas a e b, os carotenoides e as
ficobilinas. A clorofila a é o pigmento utilizado para realizar a fotoquimica, o qual é
entendido como o primeiro estdgio do processo fotossintético (SILVA, SANTOS, et al.,
2014), enquanto que os demais pigmentos auxiliam na absor¢do de luz e na transferéncia de
energia radiante para os centros de reacdo, sendo assim chamados de pigmentos acessorios
(STREIT, CANTERLE, et al., 2005).

As clorofilas tém fortes picos de absorcdo nas regides do vermelho e do azul do
espectro eletromagnético (Figura 1). Uma vez que o pico do azul se sobrepde a absorbancia
dos carotendides, o pico geralmente ndo € usado para a estimagao do teor de clorofila (SIMS

e GAMON, 2002). A absorbancia mdxima na regido do vermelho ocorre entre 660 e 680 nm,

entretanto, a reflectancia nesses comprimentos de onda nao tem sido provada tdo util para a
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predicdo do teor de clorofila como a reflectancia em comprimentos de onda ligeiramente
maiores ou menores; devido a que teores de clorofila relativamente pequenos sdo suficientes
para saturar a absor¢do na regido entre 660 e 680 nm, portanto reduzindo a sensitividade a
altos teores de clorofila. Consequentemente, modelos empiricos para a predi¢do do teor de
clorofila baseando-se na reflectancia nas regides de 550 o 700 nm, nas quais a saturagcdo da
absorbancia requer de maiores conteudos de clorofila, fazendo que sejam mais plausiveis
para a quantificacio (LICHTENTHALER, GITELSON e LANG, 1996; SCHEPERS,
BLACKMER, et al., 1996; DATT, 1999).
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Figura 1. Espectro do coeficiente de extincio molar para carotenoides, clorofila e
antocianinas (Lichtenthaler, 1987).

4.4 Aplicacao de imagens espectrais na Agricultura

Definem-se imagens espectrais como a aquisicdo de imagens espaciais em diversas
bandas do espectro de forma continua, com a combina¢io de imagens e espectroscopia de
forma a extrair simultaneamente caracteristicas fisicas e geométricas do produto (forma,
tamanho, aparéncia e cor), bem como a composicdo quimica do produto através da andlise

espectral. As imagens espectrais sdo divididas em duas classes: imagens multiespectrais e
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hiperespectrais. A diferencga entre as classes esta no nimero de bandas e a forma do espectro
obtido (SCHAEPMAN, 2007; ELMARSY et al., 2012; WU e SUN, 2013). Na Figura 2
Apresenta-se esquematicamente os componentes comumente usados num sistema de

aquisicdo de imagens espectrais a nivel de bancada.

e d

Figura 2. Esquema de componentes do sistema de aquisicao de imagens (adaptado de
ELMASRY et al., 2007). a- CCD, b- filtros 6ticos, c- LEDs, d- amostras, e- Computador.

A utilizagcdo de andlise de imagens espectrais baseia-se no fato de que os materiais
apresentam diferentes composicdes quimicas e estruturas fisicas. Assim, tem a capacidade
de refletir, absorver, apresentar dispersdo e emitir energia eletromagnética em padrdes e
comprimentos de ondas diferentes, chamada de assinatura espectral. E a partir dessa
assinatura espectral é possivel identificar, mensurar, classificar o material na imagem
(ELMARSY, KAMRUZZAMAN, et al., 2012). Ou seja, as imagens espectrais sao
resultantes das atividades fisico-quimicas do produto apés a absor¢ao ou reflexao de um curto
comprimento de onda emitido por uma fonte de luz (TININI, 2015).

No caso das plantas, cada folha atua como meio pelo qual a radiacdo eletromagnética
trafega, portanto, dependendo do comprimento de onda da radiacdo incidente, componentes
da folha exercem uma influéncia no processo de interacdo entre eles que devem ser
analisados separadamente (PONZONI, SHIMABUKURO e KUPLICH, 2012; CARTER e
KNAPP, 2001; ZULETA BONILLA, 2015; ARAUJO, 2010). No processo de interacao entre

aradiacdo eletromagnética (espectro 6tico) e uma folha, além do fator estrutural (organizagao
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dos tecidos da folha), fatores quimicos (pigmentos fotossintetizantes e dgua) podem ser
analisados sob os pontos de vista da absor¢do, da transmissdao e da reflexdo de radiagcdo
(MOREIRA, 2011).

Virios métodos para deteccao de estresse hidrico na planta t€ém sido investigados com
o uso de visdo de maquina (SEGINER et al., 1992; KURATA & YAN, 1996 e KACIRA,
LING, & SHORT, 2002). Métodos fisiol6gicos na folha também foram usados para avaliagao
de estresse hidrico por andlise do tecido foliar para conteudo relativo de dgua (PU et al.,
2003) e andlise de drea folhar para espessura equivalente de agua (MAKI, ISHIAHRA e
TAMURA, 2004) entre outros métodos de laboratério limitados pelo ambiente do laboratério
e pelo consumo de tempo do processo (KIM, GLENN, et al., 2011). O contetido de dgua é
um dos parametros da vegetacdo que tem alcangado resultados promissores em relagdo as
suas descricdes quantitativas através de informagdes hiperespectrais (CHENG, RIVARD e
SANCHEZ-AZOFEIFA, 2011).

Segundo Carter e Knapp (2001) a qualidade espectral da luz refletida pelas folhas,
manifestada na cor da folha, tem sido amplamente utilizada como indicador do estresse da
planta. Porém, as carateristicas espectrais da radiacdo refletida, transmitida ou absorvida
pelas folhas podem prover um maior entendimento das respostas fisioldgicas as condig¢des
de crescimento da planta e da adaptacdo ao meio ambiente; assim, as investigacdes dessas
carateristicas espectrais intensificaram-se fortemente desde 1960, conjuntamente com o
desenvolvimento de instrumentagdo e interesse no potencial do sensoriamento remoto.

Tem-se demonstrado o potencial de combinar dados espectrais e métodos lineares /
ndo lineares multivariados para predizer o contetido de dgua da vegetacio (MIRZAIE,
DARVISHZADEH, et al., 2014). Os mesmos autores explicam que os dados espectrais sao
influenciados por multi-colinearidade pelo grande nuimero de bandas espectrais
(independentes) sendo modeladas por um pequeno ndmero de varidveis biofisicas
(dependentes).

Existem diferentes métodos de captura de imagens como sdo as imagens RGB
(coloridas) e as imagens espectrais (multiespectrais e hiperespectrais), as imagens RGB
podem fornecer informacdo das cores primarias (vermelho, verde e azul) e se podem

converter a diferentes espagcos de cor; assim como para as imagens espectrais existem
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diferentes métodos de captura em funcdo da fonte de excitac@o para obter informagao precisa

ao longo do espectro.

4.4.1 Uso de imagens tricromaticas RGB na quantificacio carateristicas

fisico-quimicas

A cor das folhas tem sido demonstrada como um bom indicativo do contetido de
clorofila nas folhas (GADDANAKERI, D.P. BIRADAR ¢ NYAMGOUDA, 2007; ISLAM
e HOSSAIN, 2007). Ali, Al-ani, et al. (2012) propuseram uma técnica baseada no
processamento de imagens digitais para determinar clorofila nas plantas. Usaram plantas de
tomate, alface e brdcolis nas quais se aplicaram cinco diferentes tratamentos variando o
nitrogénio e com um scanner portatil capturaram a imagem das folhas. O algoritmo proposto
cria mapas nao lineares do valor normalizado do G (verde), com respeito ao R (vermelho) e
B (azul) para predicdo do teor de clorofila, usando uma funcdo de transferéncia sigmoide
logaritmica. Obtiveram valores altos do coeficiente de correlagdo, sendo de 0,968; 0,896 e
0,914 (para tomate, alface e brdcolis respetivamente), alcangando melhor desempenho que
outros indices baseados no RGB.

J4 Yadav, Ibaraki e Gupta (2010) obtiveram as imagens a partir de um scanner, e
desenvolveram um modelo de estimacdo de teor de clorofila em plantas de batata micro
propagadas, obtendo um coeficiente de determinagdo (R?) de 0,77 a partir do indice b/L
(brilho/luminosidade). A andlise tricromatica proposta demostrou uma boa concordancia
entre o teor de clorofila predito e o teor de clorofila real e a partir do resultado da regressao
concluiram que a andlise € confidvel e eficiente para a estimac¢do do teor de clorofila.

Sala, Boldea e Gergen (2013) analisaram imagens digitais capturadas no espectro
visivel em correlacdo com o teor de clorofila, como uma expressao do estado nutricional em
milho. Os autores converteram os valores de RGB para os espacos de cor HSB e HSL e
desenvolveram correlagdes individuais, baseadas em pares de valores de indices e
correlacbes em multiplos pardmetros. Obtiveram altos valores de correlagdo para os
parametros H (Matiz), S (saturacdo) e B (brilho) com valores de 0,886, -0,815 e -0,930
respetivamente, concluindo que existe uma dependéncia entre a variacdo no sistema de

fertilizagdo, o estado nutricional das plantas, o conteudo de clorofila e os espacos de cor HSL
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e HSB; e a partir da andlise de agrupamentos foi possivel assegurar a correspondéncia de
dose de nutrientes, clorofila e informac¢ao de cor na imagem digital.

Em casa de vegetacao Riccardi, Mele, et al. (2014) avaliaram de forma ndo destrutiva
o contetddo de clorofila em folhas de quinoa a amaranto por meio de andlises de regressao
simples e multivariada dos componentes RGB da imagem. A técnica de andlises de imagem
proposta é baseada na aquisi¢do de imagens com uma camera digital montada num tripé
adquirindo a imagem sem retirar a folha da planta, desenvolveram diferentes combinagdes
das cores RGB identificando e avaliando modelos de regressdo simples e mdltipla para as
duas espécies. Alguns dos modelos de regressao propostos apresentaram melhor desempenho
(R? =0,93) de clorofila quando comparado com o método SPAD (R?=0,85).

No intuito de desenvolver um método para a estimacdo do teor de clorofila da soja
usando um smartphone e andlises de imagens, constatou-se confiabilidade e precisdao na
estimacdo de teores de clorofila e carotenoides além de poupar tempo e reagentes quimicos
usados nos procedimentos convencionais. Foram empregados diferentes espacos de cor
(HSB e LAB) e varios indices baseados no espaco de cor RGB para desenvolver os modelos,
avaliar e comparar a precisdo. A determinacdo de clorofila e carotenoides obteve valores de
R? entre 0,86 ¢ 0,87 respetivamente (RIGON, CAPUANI, et al., 2016).

Especificamente na cana de agtcar, um método de anélise de imagem € usado para a
determinacgao do teor de clorofila nas folhas usando o espago de cor HSV (Matiz, Saturagao,
Valor); assim, um modelo matemadtico linear em funcdo do HSV foi proposto para
correlacionar com o teor de clorofila, adicional a andlise de correlacdo simples. A imagem
foi capturada com uma imagem digital e os valores de RGB foram transformados nos
parametros espectrais de HSV, fazendo uma regressao linear multipla para chegar num
modelo preditivo de clorofila em fun¢do dos parametros HSV. No algoritmo se seguem os
passos de: 1. Aquisi¢do da imagem da folha; 2. Pré-processamento da imagem para converte-
la ao formato apropriado, fazendo redimensionamento da imagem e conversdo de RGB a
HSV; 3. Segmentagdo da regido da folha com uma suavizagdo da imagem; 4. Extracdo de
carateristicas, computando os parametros do modelo e estimando o valor de clorofila pela
férmula. Como resultado o trabalho apresentou boa correspondéncia entre o teor de clorofila

predito e o real, com RMSE (Raiz quadrada do erro médio quadratico) entre a clorofila
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predita e medida de 1,9334 indicando que a anélises por espaco de cor proposta atinge uma
estimacdo eficiente e confidvel do teor de clorofila (PATIL e PATIL, 2014).

A aquisicao de imagem RGB, seu processamento e andlise, mesmo com seus casos
de sucesso, representa menor precisdo na informacao ja que cada faixa de cor estd abrangendo
uma grande porcdo do espectro, assim s6 pode se chegar até identificar qual dessas faixas
tem melhor resposta e capacidade de preditiva. Dessa forma, as técnicas espectroscéopicas
oferecem um maior potencial de deteccdo das alteragdes bioldgicas com a capacidade de

identificar com maior detalhe a resposta espectral.

4.4.2 Espectroscopia de reflectincia

Espectroscopia de reflectancia € uma técnica recente, rapida e ndo destrutiva aplicada
para a avaliacdo da qualidade de produtos agricolas, que fornece informacdes para a anélise
e controle da qualidade de plantas e produtos alimenticios (CEN e HE, 2007), dentre eles, os
produtos horticolas.

As plantas sdo capazes de utilizar a energia luminosa para converter substancias
simples, como gds carbOnico e dgua, em substincias complexas que servirdo de fonte de
energia tanto para animais como para plantas e moléculas estruturais (LINS, 2005). Em geral,
elas absorvem a radiacdo luminosa na regido visivel do espectro eletromagnético, mais
precisamente na faixa entre 400 e 750 nm. A absor¢ao da luz é realizada através de pigmentos
que compde a planta, sendo os principais as clorofilas a e b e os carotenoides. Além de
absorverem a luz, os pigmentos refletem a luz ndo absorvida em cores diferentes. No caso
das clorofilas, estas apresentam maxima absorc¢do na regido espectral do azul e do vermelho
e refletem na regido do verde (CEROVIC, SAMSON, et al., 1999).

Como apresentado na Figura 3, a interag¢do da luz incidente com a folha € aproveitada
na propriedade de absorbancia pela clorofila, e gracas a absorcao da radiagcdo por parte da
clorofila, ocorre o processo de fotossintese para a conversao da radiacdo em ATP; no entanto,
também uma parte significativa da energia é refletida pela folha (propriedade de reflectancia).
A reflectancia ocorre devido a absor¢do e espalhamento da luz pela estrutura eletronica da
matéria, e pode informar sobre as condi¢des da superficie ou internas do material. No estudo

das plantas, a reflectincia tem sido utilizada para informar sobre a variagdo na concentragao
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de pigmentos, sendo uma ferramenta eficiente na deteccdo de qualquer alteracdo do seu

estado fisiologico (CEROVIC, SAMSON, et al., 1999).

Alta refletdncia na Forte absorgao
regiao do verde pela clorofila na
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Figura 3. Representacdo esquematica de uma secido vertical de uma folha tipica
mostrando as interacoes com a luz. Fonte: Liew et al. (2008).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de sistemas 6ticos capazes de formar imagens
com resolucdo espectral tem possibilitado maior precisdo no diagndstico de doencas que
afetam as culturas agricolas. Neste contexto, imagens de reflectancia na regido do visivel
e/ou do infravermelho permitem a deteccio de defeitos e doencas em frutas, além de sintomas
de estresses em folhas (CHEN, CHAO e KIM, 2002). Imagens de reflectancia estdo
associadas com as caracteristicas visuais das amostras, sendo exploradas cores e intensidades
advindas destas.

Estudos hiperespectrais realizados usando indices para estimar parametros da
vegetagdo sdo uteis para predizer conteudo de dgua a partir de reflectancia (KIM ez al., 2011;
ZHANG et al., 2012; MIRZAIE et al., 2014). Pigmentos fotossintetizantes absorvem luz na
regido do visivel (VIS), a regido dos 800-1000 nm caracteriza-se pela alta reflectancia das
folhas (Regidao chamada de Patamar do NIR). Vdérias bandas de absor¢do podem ser
observadas dos 1100-2500 nm, algumas influenciadas pela dgua (1440-1900 nm) onde as
condic¢des de seca diminuem a absor¢do da luz no “comprimento de onda da 4gua”, enquanto
que, a senescéncia diminui a absorcao da luz na regido do visivel (ECARNOT, COMPAN e

ROUMET, 2013).
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As técnicas espectroscopicas apresentam elevado potencial para deteccdo rapida e
eficiente de alteracdes em tecidos bioldgicos das plantas. Sendo assim, as andlises por
espectroscopia de imagem se divide em duas frentes experimentais Oticas: a reflectincia ja
abordada nesta sec¢do e a fluorescéncia, com cuja excitacdo a clorofila tem resposta de

emissdo (TININI DOS REIS, 2015).

4.4.3 Espectroscopia de fluorescéncia

A técnica da espectroscopia de fluorescéncia demostra potencial de aplicacdo em
diferentes processos nos mais diversos ramos do conhecimento (SANKARAN, MISHRA, et
al., 2010). A aplicacdo desta técnica na agricultura, a partir da analise da emissdo de
florescéncia pelos pigmentos da folha, permite estudar indiretamente os estados
fotossintéticos da planta e dessa forma identificar a influéncia das varidveis externas a cultura
sobre o rendimento da mesma.

A andlise de imagens de fluorescéncia trata-se de um método espectroscopico no qual
um determinado alvo de interesse é submetido a excitacdo luminosa, para posteriormente
medir a emissdo de fluorescéncia do alvo (TININI, 2015). Devido a absor¢do de energia
luminosa, a molécula de clorofila vai para um estado mais excitado e mais instdvel por um
curto intervalo de tempo, liberando posteriormente o excesso de energia acumulada ocorre a
transi¢ao para um estado mais estadvel (WETTERICH, 2012).

A energia absorbida pode ser dissipada através de trés processos: fluorescéncia (F),
dissipacdo fotoquimica (Ph) e dissipacdo ndo-fotoquimica (D); sendo cada processo de
dissipagdo responsdvel por alteracdes nas taxas fotossintéticas e na dissipacao de calor. Esses
processos de dissipacdo da energia luminosa sdo competitivos, ou seja, alteragdes nas taxas
fotossintéticas e na dissipacao do calor implicardo em alteracdes na emissao da fluorescéncia.
Logo, alteragdes na emissdo da fluorescéncia podem mostrar a auséncia ou presenga dos
processos fotossintéticos (WETTERICH, 2012). Consequentemente, a técnica permite a
avaliac@o dos processos fotossintéticos a partir da analise da emissao de fluorescéncia.

No espectro visivel existem dois tipos de fluorescéncia: A fluorescéncia da regido
verde-azul (400-600 nm) e a fluorescéncia da clorofila (650-680 nm). A analise das

fluorescéncias anteriores sdo empregadas para o monitoramento do estado fisioldgico e
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identificacdo do estresse (BELASQUE, GASPAROTO e MARCASSA, 2008). Para a
realizacdo dessas andlises de fluorescéncia, as regidoes do espectro eletromagnético que sao
comumente usadas sdo: o azul (440 nm), o verde (520 — 550 nm), o vermelho (690 — 740 nm)
e o infravermelho préximo (800 nm) (CHAERLE, LEINONEN, et al., 2006).

Diversos estudos cientificos da espectroscopia de fluorescéncia em plantas e culturas
agricolas tém sido desenvolvidos, estudando diferentes biomoléculas de interesse para o
conhecimento fisiolégico. Entre elas se destacam o acido fertilico, NADPH (Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo Fosfato, forma reduzida), FAD (Flavina Adenina Dinucleotideo),
rubisco, e clorofilas a e b. Biomoléculas presentes na estrutura das folhas, que sao
responsaveis pela absorcao da luz do ambiente para os processos de fotossintese das plantas,
como transformacgdo da energia luminosa em ATP e transporte de energia metabdlica entre
as moléculas, além de exercerem outras funcdes bioquimicas (CEROVIC et al., 1999).

Os principais pigmentos estudados na espectroscopia de fluorescéncia sdo as
clorofilas a e b e os carotenoides, devido a que, por estarem presentes principalmente e em
maior quantidade na estrutura das folhas, s3o os que absorvem maior quantidade de energia.
Esses pigmentos sdo divididos em dois grupos segundo a sua funcionalidade, os pigmentos
acessorios e o pigmento principal. Os pigmentos acessorios t€ém a fungdo de absorver a luz
do ambiente e entregar a energia para o pigmento principal; esse grupo € constituido pelos
pigmentos da clorofila b e dos carotenoides. O pigmento principal € a clorofila a; ela também
absorve luz do ambiente, mas sua principal funcdo € capturar a energia dos pigmentos
acessorios e entregd-la aos centros de reacdo para ocorréncia da fotossintese (LINS, 2009).
Os centros de reacdo da fotossintese sdao formados por dois fotossistemas, chamados
fotossistema I (FSI) e fotossistema II (FSII).

A radiagdo UV ¢€ a principal fonte de radiacao para induzir a fluorescéncia do acido
ferdlico, NADPH, FAD e do rubisco. A fluorescéncia destes pigmentos ocorre na regifo entre
400 e 550 nm, enquanto que as clorofilas absorvem fortemente entre 400 e 500 nm (azul-
verde) e entre 600 e 700 nm (vermelho). Além disto, é importante notar que as proprias
clorofilas reabsorvem a sua fluorescéncia emitida na regido espectral do vermelho
(CEROVIC, SAMSON, et al., 1999).

Vale ressaltar que a emissdo da fluorescéncia da clorofila a ocorre na regido entre

650-800 nm denominada na literatura como ChlF (Chlorophyll Fluorescence) (CEROVIC et
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al., 1999; BELASQUE JUNIOR et al., 2008). Esta regido de fluorescéncia da clorofila a é
dividida em outras duas regides, a regido da fluorescéncia no vermelho RF (Red
Fluorescence) compreendida entre 680 nm e 700 nm e que a sua vez depende da transferéncia
de energia da clorofila para o fotossistema FSII; e a regido da fluorescéncia do vermelho
distante FRF (Far Red Fluorescence) compreendida entre 730 nm e 750 nm e depende da
transferéncia de energia da clorofila para os fotossistemas FSI e FSII (CEROVIC et al., 1999;
TERENCIO, 2006; BARBAGALLO, KEVIN OXBOROUGH e BAKER, 2003;
WETTERICH, 2012).

A excitacdo ultravioleta em folhas verdes induz duas respostas distintas: a BGF (do
inglés, Blue-Green Fluorescence) na regido entre 400-600 nm, e a ChlF mencionada
anteriormente (CEROVIC et al., 1999; BELASQUE JUNIOR et al., 2008). As intensidades
relativas destes dois tipos de fluorescéncia sdo altamente sensiveis as propriedades
intrinsecas das folhas e de fatores ambientais. Os espectros de emissdo de fluorescéncia
induzido por UV podem ser considerados como uma assinatura revelando o estado
fisiol6gico da planta (CEROVIC, SAMSON, et al., 1999).

O BFG ¢ dividido em duas regides, a primeira € a regido do azul, compreendida no
intervalo entre 400 e 500 nm; a fluorescéncia emitida nesta regido € chamada fluorescéncia
do azul (BF, Blue Fluorescence). Os principais pigmentos fluorescentes nessa regido sao
acido ferdlico, NADP+ (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato, forma oxidada) e
NADPH. A outra banda ocorre na regido do verde (GF, Green Fluorescence), compreendida
entre 500 e 600 nm. Nesta regido varios pigmentos sdo responsaveis pela fluorescéncia, sendo
as clorofilas e os carotenoides os principais pigmentos absorvedores (CEROVIC et al., 1999;
LICHTENTHALER e SCHWEIGER, 1998; MORALES, CEROVIC e MOYA, 1996;
BUSCHMANN, LANGSDORFH e LICHTENTHALER, 2000).

A intensidade relativa, obtida entre essas diferentes regides de fluorescéncia, fornece
informacdes essenciais para a andlise das propriedades das folhas (SCHAEFER, 2011).
Nestas regides encontram-se os picos de emissdo da fluorescéncia das folhas; na regido do
BGF tém-se regides de maxima emissao em 440 nm e 520 nm, enquanto que na regido da
ChIF tém-se regides de méxima emissao em 690 nm e outro em 740 nm.

Na literatura, a andlise dos espectros se da verificando as mudangas de intensidade

dos picos BF, GF, RF e FRF ou ainda compondo razdes entre elas. Em geral a RF/FRF ¢é
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utilizada para estudos sobre a eficiéncia fotossintética da planta; ja a BF/ChIF ou a GF/ChIF
sdo sensiveis aos estresses que as plantas estdo sofrendo, especialmente por déficit de

minerais (LINS, 2009; CEROVIC et al., 1999).

4.4.4 Uso de espectroscopia na quantificacao de teor de clorofila

Na literatura a clorofila tem sido indicada como indicador pré-visual do estresse
devido a forte correlagdo demonstrada entre fluorescéncia de estado estaciondrio de clorofila
Fs e condutincia estomatal, a partir da emissdo de fluorescéncia da clorofila induzida pelo
sol (FLEXAS et al.,2002; MOYA et al., 2004). Adicionalmente, varios estudos tém avaliado
a relacdo de fluorescéncia de clorofila com a fotossintese, estado fisioldégico da planta,
deficiéncia de nitrogénio e a infecdo de patégenos (LICHTENTHALER, 1992; LARCHER,
1994; SCHREIBER et al.,1994; GODESBERG, 2010; LYSENKO, VARDUNI, et al., 2013).
A fluorescéncia de clorofila é usualmente descrita pelos parametros Fv/Fm (Fluorescéncia
varidvel e Fluorescéncia maxima), ®PSII que representa a eficiéncia atual do fotossistema,
qP (photochemical quenching), ®exc (eficiéncia PSII intrinseca), e NPQ (non-photochemical
quenching) os quais caracterizam o funcionamento do aparato fotossintético sob condicdes
de estresse ou condicdes favoraveis (MORALES, ABADIA e ABADIA, 1998).

Estudos realizados para quantificar o conteido de dgua na planta, usando reflectancia
espectral em folhas de algoddo, obtiveram coeficientes de determinacdo (R?) aceitdveis, na
ordem de 0,6 a 0,9 para a regido do infravermelho proximo (ZHANG et al., 2012). Sendo
esses resultados promissoérios na quantificacdo de forma ndo destrutiva, evidenciam o
potencial do sensoriamento remoto espectral para 0 monitoramento agricola.

Ja em laboratério Mirzaie et al., (2014) obtiveram um alto valor de correlacdo para
os comprimentos de onda de 825 nm (NIR) e 1443 nm (SWIR), visando estimar o contetido
de dgua da vegetacdo para quatro variedades de plantas. Na regido do MIR (Mid InfraRed —
2900, 4650 e 6080 nm) Ullah ef al. (2014) obtiveram um alto coeficiente de correlagdo traz
submeter varias espécies de plantas a desidrata¢do progressiva, sendo a regido mais sensivel
para estimar o conteudo de dgua na planta. ZYNGIELBAUM et al. (2009) ap0s a realizacao

de estudos em campo, concluiram que a regido do visivel (400 — 750 nm) fornece os meios
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para detectar estdgios iniciais de estresse hidrico e estimar o conteido relativo de 4gua,
quando realizaram o estudo em folhas de milho, obtendo R?=0,96.

O sensoriamento proximal oferece uma boa oportunidade para o mapeamento do
estresse na vegetacao e monitorar o seu comportamento no tempo; assim, desde o ponto de
vista do sensoriamento proximal, o estado de estrese tem sido expressado por mudancas nos
sinais Opticas relacionados a algumas varidveis vegetativas, entre as quais se destaca a
concentracdo de clorofila. Em uma fase anterior do estrese e antes do que os danos
fisiolégicos ocorram, a fotossinteses decresce; em estas condi¢des a luz absorvida excede a
demanda fotossintética, aquela luz excedente € dissipada pelas plantas para evitar o dano
oxidativo induzido pela luz, assim dois processos de dissipa¢dao sd@o completados para esta
luz excedente: fluorescéncia de clorofila e t€émpera nao fotoquimica, (non-photochemical
quenching, NPQ) (MERONI, ROSSINI, et al., 2008). A fluorescéncia € o processo pelo qual
energia de luz absorbida pelos pigmentos de clorofila, em um comprimento de onda, €
reemitida em um comprimento de onda diferente (PAPAGEORGIOU, 2004).

Tém sido apresentadas as mudangas consistentes nas propriedades 6ticas das folhas
(reflectincia, transmitancia e absorbancia) que ocorrem comumente devido ao estresse da
planta, que podem ser explicados pelo decrescimento da concentragdo de clorofila induzida
por estresse e, desta forma, o estresse geralmente se espera que resulte na reducao de clorofila
(CARTER & KNAPP, 2001). Assim, a capacidade das imagens de fluorescéncia da clorofila
de revelar mudancas espaciais e temporais durante o desenvolvimento do estresse das plantas
tem sido amplamente demonstrado (SOUKUPOVA et al., 2008) é validado para os efeitos
ambientais na fisiologia da planta. Além disso, os sistemas no campo baseados em sensores
de reflectancia podem oferecer um método de detec¢do de estresse com uma resolugao
espacial aprimorada quando comparada com sistemas aéreos ou sistemas de satélite.

As imagens de fluorescéncia da clorofila tm demonstrado capacidade de revelar
mudancas espaciais e temporais durante o desenvolvimento do estresse na planta (Chaerle e
Van Der Straeten, 2001; Soukupova et al. 2003, Berger et al. 2007). Os atuais sistemas de
imagens a partir de fluorescéncia da clorofila podem monitorar as caracteristicas fisioldgicas
de varias plantas em paralelo, porém, todos estes sistemas de imagens de fluorescéncia da

clorofila precisam de sistema dedicado a iluminacdo.
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A capacidade de predizer o contetido de clorofila na folha, com base nas leituras de
fluorescéncia ou de reacdo instantdnea a um feixe de luz, tem sido demonstrada para
diferentes espécies vegetais incluindo Fucis benjamina L, Populus deltoides Marsh,
pastagem e sorgo ( CECHIN, 1998; FENECH-LARIOS et al., 2009). O conteddo de clorofila
na folha a partir de espectroscopia de fluorescéncia pode ser usado como uma medig¢do 6tica
alternativa a reflectancia, usando a regido compreendida entre o vermelho e o vermelho
distante, das bandas de fluorescéncia da clorofila (BUSCHMANN, 2007).

As mudancas na fluorescéncia da clorofila em resposta ao déficit hidrico devem-se
ao processo de absor¢do e transdugdo de energia nas plantas, uma porcao de luz e reemitida
de volta, a quantidade de luz reemitida (fluorescéncia de clorofila, 685 nm) depende das
condi¢Oes ambientais que estejam afetando a planta (DIB et al., 1994). A fluorescéncia
variavel (Fv) principalmente originada pelos fotossistemas II (PSII) e suas flutuacdes,
principalmente refletem o estado de PSII; assim, quando as plantas estdo sob estresse, 0s
fotossistemas sdo afetados e reflete-se na quantidade de fluorescéncia da clorofila
(BOLHAR-NORDENKAMPF, LONG, et al., 1989). O anterior suporta que o déficit hidrico
tem efeitos significativos diferencidveis nas plantas causando a redugdo de clorofila a e b
como o contetdo total de clorofila (NYACHIRO, BRIGGS, et al., 2001).

Tomando em conta os trabalhos citados na revisdo bibliografica apresentada, o
sistema de mudas pré-brotadas MPB estd se estabelecendo como uma opg¢ao promissdria para
a produc¢do de mudas de alta qualidade fitossanitdria e com um alto padrdo de uniformidade.
Para complementar o sistema produtivo € necessario realizar uma irrigacdo que atinge o
patamar de eficiéncia requerido para cumprir com suficiéncia os requerimentos da cultura de
forma que o sistema de subirrigacao € um dos principais avangos que estao sendo pesquisados
na atualidade e traz consigo um grande potencial para melhorar a produ¢do de mudas de
cana-de-acucar.

Com o intuito de aprimorar as carateristicas do sistema produtivo fazendo um melhor
uso da fertilizacao, a integragcdo da tecnologia do sistema de subirrigacdo com a fertirrigacao
representa uma solu¢do para a otimizagdo de insumos pois quando os fertilizantes sdo
diluidos na dgua de irrigacdo eles vao ter um menor tempo para atingir as raizes, menor tempo
de absor¢cdo e maior resposta na planta; de igual forma, quando aplicados na subirrigacao

essas vantagens sao maximizadas.



39

Quanto a avaliacdo e monitoramento do desenvolvimento das mudas durante a sua
permanéncia na casa de vegetacdo ainda existe deficiéncias na falta de padronizagao das
medicdes. Dessa forma quando realizadas as medicdes, se podem apresentar diferentes
discrepancias e também muitas das amostragens comuns, ou sao destrutivas ou sao pontuais
e dependem de um adequado tratamento para garantir a representatividade da populagdo na
casa de vegetacdo. Assim, os métodos Gticos brindam a possibilidade de estabelecer um
protocolo de amostragem objetivo e preciso, sem ser destrutivo e ainda sentando bases para
monitoramento geral da érea.

Nos estudos citados tem se referenciado o potencial preditivo das imagens, tanto
como para RGB como para espectrais, de parametros relacionados a clorofila em culturas
diferentes a cana-de-acucar. A clorofila por sua parte estd sendo pesquisada por sua
capacidade de assessorar o estado nutricional da planta, principalmente de nitrogénio. Esse
potencial preditivo é explorado com o uso do processamento de imagem junto com a
incorporagdo de modelos preditivos. Dessa forma, se propde uma metodologia para a
avaliacdo de clorofila nas mudas de cana-de-agtcar por meio de imagens RGB e espectrais
(reflectincia e fluorescéncia), com um processamento de imagens e um tratamento dos dados
de forma multivariada com o intuito de obter modelos preditivos de clorofila e parametros

de classificacdo por variedades e estados nutricionais.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Descricao da area de estudo

O experimento foi desenvolvido entre os dias 16 de agosto e 15 de setembro do ano
2017, no campo experimental da Faculdade de Engenharia Agricola da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), no municipio de Campinas-SP, cujas coordenadas
geograficas sdo: 22° 48’ 57 de latitude sul 47° 03’ 33 de longitude oeste e altitude de 640
m. O clima € classificado como tropical de altitude com inverno seco e verao umido, entre
os tipos Cwa e Cfa da classificacdo Koppen.

A pesquisa foi executada em parceria com estudos desenvolvidos pelo Prof. Dr.
Edson Eiji Matsura (UNICAMP - FEAGRI) e limitou-se a coleta de amostras do esquema
experimental na casa de vegetacao do modelo Poly House com cobertura de polietileno, no
decorrer do experimento da mestranda Natalia Fortuna ( Figura 4 e Figura 5). Dentro da casa
de vegetacdo foram dispostas um total de 4 mesas de subirrigacdo, projetadas para o
desenvolvimento de mudas de cana-de-acticar empregando o sistema MPB, cada mesa
contava com 3 cultivares diferentes de cana-de-agucar, sendo as cultivares TAC1099, TAC
5000 e TAC 5094.

A instrumentacdo para o sistema de fertirrigacdo € composto por um sistema de
controle ON-OFF temporizado, atuando unicamente na bomba que aplica as solucdes
nutritivas de forma simultdnea nas mesas de irrigacdo, o qual € controlado em fun¢do da
umidade no substrato (monitorada com sensores capacitivos) € o nivel de solu¢do nas mesas.

Trabalharam-se duas doses diferentes para a composi¢do da solu¢ao nutritiva, duas
mesas foram submetidas a da dose completa (60 % da dose recomendada para adubacgdo da
cana-de-acucar totalmente desenvolvida em campo): N 194,0 mg/L; P 100,4 mg/L; K 233,6
mg/L;Ca 133,6mg/L; Mg 33,0 mg/L; S 41,9 mg/L; B 0,333 mg/L; Cu 0,033mg/L; Fe
1,993mg/L; Mn 1,005 mg/L; Mo 0,052mg/L; Zn 0,199. As duas mesas restantes foram
submetidas tratamento que consta de uma solu¢do com a metade da dose recomendada (30

% da dose completa recomendada para adubagdo em campo) de: N 97,0 mg/L; P 50,2 mg/L;
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K 116,8 mg/L; Ca 66,8 mg/L; Mg 16,5 mg/L; S 21,0 mg/L; B 0,167 mg/L; Cu 0,016mg/L;
Fe 0,997 mg/L; Mn 0,503 mg/L; Mo 0,026mg/L; Zn 0,100.

Figura 4.Representacio do sistema de MPB com mesas de subirrigacio na casa de
vegetacio, adaptado de Rodrigues, (2016).

0.90m

Figura 5. Representacio esquematica da mesa de subirrigacao (FILHO, FERRAREZI,
etal.,2011).

S 1.20m
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5.2. Unidades experimentais

As amostras de mudas de cana-de-agucar sdo retiradas da casa de vegetacdo
experimental da FEAGRI, as quais previamente foram brotadas no centro de pesquisa do
Instituto Agronémico de Campinas (IAC) no centro de cana em Ribeirdao Preto (SP). No
experimento trabalhou-se com as variedades IACSP95-5000, IAC91-1099 e IACSP95-5094,
todas as variedades do programa de cana do IAC.

A variedade IAC91-1099 € caraterizada por ter uma excelente produtividade ao longo
dos ciclos, estando bem adaptada ao plantio mecéanico, com fechamento rdpido, com uma
6tima colheitabilidade por ser ereta, apresentando florescimento e sendo uma variedade
favoravel aos ambientes de inverno (LANDELL, CAMPANA, et al., 2007).

A variedade TACSP95-5000 destaca-se por ser responsiva com alta produtividade,
estd bem adaptada ao plantio mecanico, alta popula¢do de colmos em socas, didmetro de
colmos uniforme e estavel, elevado teor de sacarose, com 6timo comportamento em areas
com manejo e caraterizada por sua 6tima colheitabilidade por ser considerada uma variedade
ereta. Os ambientes mais favordveis sdo o inverno e a primavera em regioes ou areas com
déficit hidrico menor a 400 mm por ciclo (LANDELL, CAMPANA, et al., 2007).

A variedade TACSP95-5094 tem as carateristicas de ser estdvel, responsiva com
elevada produtividade, bem adaptada ao plantio mecéanico, contando com OGtima
colheitabilidade sendo ereta e resistente a0 acamamento e apresenta um bom comportamento
em drea orginica. E uma variedade favordvel principalmente aos climas de inverno e
primavera sendo ligeiramente desfavordvel para ambientes de outono (LANDELL,
CAMPANA, et al., 2007).

O esquema experimental implementado no experimento para a espacializacdo das
unidades experimentais foi de fatorial em parcela subdividida com blocos ao acaso, sendo
trés variedades, cada uma com 6 repeticdes e 2 doses com 2 repeti¢des. Os tratamentos foram
repetidos de forma intercalada nas mesas de forma que a primeira e a terceira mesa foram
submetidas ao tratamento da dose completa e a segunda e quarta mesa foram submetidas ao

tratamento da metade da dose recomendada (Figura 6).
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Figura 6. Vista de planta do esquema experimental.
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Foi realizada uma amostragem semanal durante as quatro semanas de permanéncia
das mudas na casa de vegetacdo, onde na tultima semana as amostras foram retiradas das
mesas de subirrigacdo para induzir estresse e obter dessa forma maior variacdo da clorofila,
obtendo finalmente um total de 144 amostras em total para o experimento. Cada dia de
amostragem as folhas foram retiradas na casa de vegetacdo, armazenadas e etiquetadas em
sacolas plésticas e imediatamente transportadas ao laboratério. Chegando no laboratério foi
retirado o tercio meio da folha, regido da qual foi retirada uma por¢do com peso de 30 mg,
de cada uma dessas amostras foi medido o teor de clorofila com o medidor de clorofila SPAD
(502 Plus — Konica Minolta) em trés regides diferentes e foi calculada a média como valor
representativo de cada amostra, em cada uma dessas amostras de 30 mg posteriormente foram

realizados os procedimentos de medi¢do de clorofila e aquisi¢cao de imagem.

5.3. Etapas do experimento

Para o desenvolvimento do estudo foi seguida a metodologia proposta por Tinini
(2015), de forma que o experimento foi realizado em duas etapas, com o intuito de: 1)
caracterizar o comportamento espectral das mudas de cana-de-agucar e 2) correlacionar as
imagens espectrais com o teor das clorofilas para criar o melhor modelo de predi¢do das
clorofilas. Os procedimentos desta pesquisa foram realizados nas dependéncias do
Laboratério de Termodindmica e Energia (LTE) e no laboratério de saneamento (LABSAN)
da FEAGRI.

A primeira etapa teve como intuito identificar o comportamento espectral das mudas
de cana-de-agucar das diferentes variedades submetidas a diferentes doses de fertirrigagao,
usando técnicas de processamento de imagens para a obtencdo da informacdo espectral, e a
partir da anterior, analisar a possibilidade de discriminacdo entre cultivares, tratamento e
tempo de desenvolvimento das mudas através do uso de imagens digitais tricromaticas
(RGB) e imagens espectrais de refletancia, absorbancia e fluorescéncia no espectro visivel,
usando técnicas quimiométricas de exploragcdo dos dados.

Ja a segunda etapa pretendeu correlacionar os dados espectrais e os teores de clorofila,
usando métodos quimiométricos de andlise e regressao multivariada baseados nas imagens

digitais e espectrais de refletancia, absorbancia (realizando uma transformacdo das imagens
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de refletancia para absorbancia) e fluorescéncia para finalmente obter o melhor modelo para

predi¢do do teor de clorofila.

5.3.1 Etapa de caraterizacao espectral

A etapa de caraterizacdo espectral teve como intuito identificar o comportamento
espectral das mudas, de diferentes cultivares submetidas a doses de fertirrigacdo
diferenciadas e durante os tempos de desenvolvimento. Posteriormente foi analisado o
comportamento das amostras e avaliada a distribui¢c@o e agrupamentos em func¢ao das classes,
partindo dos espectros de refletancia, absorbancia e fluorescéncia no espectro visivel, e
através de imagens digitais coloridas.

Para a identificacio do comportamento espectral a partir de imagens, foi
instrumentado um sistema de aquisi¢do, garantido condi¢des adequadas para a aquisi¢ao de
imagens, o qual foi controlado por meio de um supervisor, com interface gréafica para o
usudrio, implementado no software Labview ® (National Instruments) para o ajuste e
controle dos parametros da aquisicao das imagens espectrais. As imagens digitais devem ser
processadas para obter informacao suficiente para a andlise, de forma que dois algoritmos de
processamento de imagens foram desenvolvidos, para o processamento de imagens digitais

coloridas e imagens espectrais respetivamente.

5.3.1.1 Instrumentacdo da medicao de clorofila e da aquisi¢do de imagens

A aquisicdo de imagens foi planejada de forma que nas folhas de amostragens, nas
quais foram realizados os métodos para medicao da clorofila, fossem minimamente alteradas.
Como ja foi informado anteriormente, foram realizados dois métodos de medicdo de
clorofila, o método analitico de laboratério fazendo extracao da clorofila, e o método usando
o medidor de clorofila portatil SPAD. Como o método analitico de laboratério € destrutivo,
primeiro foram realizadas as medi¢des com o sensor SPAD, posteriormente a aquisi¢do das
imagens e por ultimo o método destrutivo.

Mediu-se o teor de clorofila utilizando o medidor portétil de clorofila SPAD-502 Plus,

na folha diagnéstico “folha +1” (Figura 7 B), sendo a primeira folha de cima para baixo do
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talo com barbelas (Figura 7 A) vistas claramente (MAGRO, TAKAO, et al., 2011), no terco
meio da folha, de cada uma das trés mudas de amostragem por variedade. As mudas foram
selecionadas aleatoriamente na bandeja de amostragem de cada mesa de irrigacdo; dessa
forma, para cada dia de amostragem se tomaram trés amostras para cada uma das trés
variedades de cada mesa, fazendo o anterior para as quatro mesas resultando em trinta e seis

amostras para cada dia de amostragem.
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Figura 7. Sistema de numeracido de folhas no sistema estabelecido por Kuijper
(CASAGRANDE, 1991), mostrando em detalhe a regiao de uniao da folha com o caule
(A) e a numeracao das colhas (B).

O medidor SPAD-502 Plus tem como principio de funcionamento (Figura 8) o cdlculo
do teor de clorofila presente na por¢do da folha, baseando-se na quantidade de luz transmitida
pela folha em duas regides do espectro eletromagnético, nas quais a absorbancia da clorofila
¢ diferente. Dessa forma, o equipamento estd equipado com dois LEDs, um vermelho (650
nm aproximadamente) e um infravermelho (940 nm aproximadamente) os quais emitirdo luz
sob a folha, para depois, a partir de receptores (fotodiodos) converter o sinal em elétrico.

Com a relacdo de intensidades da luz transmitida é calculado o teor de clorofila.
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Figura 8. Principio de funcionamento do medidor SPAD-502 Plus, apresentando as
regioes para iluminacao (LEDs) e recepcao (Fotodiodos), para a quantificacao do teor
de clorofila.

O sistema de aquisicdo de imagens espectrais de refletdncia e fluorescéncia,
apresentado na Figura 9, foi projetado no Laboratdrio de Fotonica do Instituto de Fisica de
Sdo Carlos da Universidade de Sao Paulo (IFSC — USP) na cidade de Sdo Carlos —-SP, €
composto por: a) sistema de camera e filtros (com uma camera CCD, lentes e filtro 6tico), b)
um suporte para o sistema de iluminagao e ¢) um sistema de ilumina¢do (com LEDs).

O sistema de iluminagdo € composto por LEDs (diodos emissores de luz) de alta
poténcia, com aproximadamente 200 mW por diodo. Trés tipos de LEDs compdem o sistema:
LEDs de emissao de luz branca (para a aquisi¢ao de imagens de refletdncia) com potencia de
10W e temperatura de cor de 3050K (CREE LEDs ®) e LEDS de fluorescéncia nos
comprimentos de onda nos espectros de 405 e 470 nm (para aquisi¢do de imagens de
fluorescéncia) com variagdo de luminosidade de £ 5 nm (CREE LEDs ®). Os LEDs do
sistema de aquisi¢do sdo alimentados com uma tensdo de 10 V, e estdo fixados a um suporte
metalico com disposi¢io adequada para a distribuicdo homogénea da luz sobre as superficies
do produto.

Para a aquisicdo de imagens espectrais € necessdrio isolar a incidéncia de
luminosidade externa a produzida pela praca de iluminacao, pelo qual foi construida uma
estrutura para isolar a luminosidade interna e foi disposto um fundo de aluminio anodizado
preto fosco para evitar ruido gerado pela resposta da placa na qual foram dispostas as
amostras.

Realizou-se a captura da imagem usando a camera digital (RGB) com as diferentes

fontes de excitacdo e depois se procedeu a realizar a aquisicdo das imagens espectrais. No
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sistema de aquisicao de imagens foram utilizadas duas cAmeras com carateristicas diferentes,
uma camera digital RGB da referéncia Canon PowerShot SX510 HS com sensor tipo CCD
com resolugdo de 4000 x 2248 pixels (Aprox. 12 MP); e uma camera CCD cientifica da
marca mvBlueFox 223G(Matrix vision ®, Alemanha), com resolucio de 1360 x 1024 pixels
na drea ativada do sensor e um sistema de lentes de 25 mm da marca Edmund Optics ®, além
de uma roda de filtros motorizada da marca Thorlabs ®, modelo FW102C com capacidade
para 6 filtros, na qual foram colocados os filtros com os comprimentos de onda de interesse,
entre 480 a 710 nm (comprimento de onda que abrange a regido visivel do espectro

eletromagnético).

| —> caméra cCD
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Figura 9. Esquema de instalacdo do sistema de aquisicio de imagens espectrais,
adaptado de Tinini (2015).

O método de aquisi¢do das imagens, ilustrado no fluxograma apresentado na Figura
10, foi baseado no sistema descrito por Wetterich (2012), que consiste em deixar o ganho da
camera CCD em 30dB (valor maximo suportado pelo sistema) e variar o tempo de exposi¢ao
de modo a ndo saturar a imagem até o maximo de 10000ms (limite suportado pela CCD).
Ap6s este ajuste da imagem inicia-se a captura da imagem, em que primeiro se excita o
produto por dois minutos com uma das luzes de excitacdo, mantém a luz ligada e procede-se
0 ‘snapshot’ (aquisi¢do propriamente dita). ApOs a captura e a imagem salva desliga-se a luz,
muda o comprimento de onda através da roda de filtros e estagdes de luz, para realizar uma

nova aquisi¢ao. Este procedimento foi repetido para todos os comprimentos de onda e fontes
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de excitagdo.

Para a realizag¢do da aquisicao das imagens espectrais, foi utilizando um aplicativo de
supervisdo e controle no software Labview ®, previamente desenvolvido pelo Tinini (2015)
que conta com interface grifica para o usudrio. O aplicativo de supervisio tem a
funcionalidade de aquisicdo das imagens espectrais, controle do ganho da cdmera CCD e do
tempo de exposicao do sensor.

As avaliagdes do teor de clorofila nas folhas foram realizadas através da andlise de
refletancia, absorbancia e fluorescéncia no espectro visivel, e andlise colorimétrico
tricromdtico das imagens digitais RGB. Junto com as metodologias de determinacdo
destrutivas dos parametros anteriores foram validadas as técnicas 6ticas de predi¢do do teor

de clorofila.
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Figura 10. Fluxograma do método de aquisicao das imagens espectrais.
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5.3.1.2 Procedimentos de laboratdrio

As amostras foliares, depois da aquisi¢do das imagens, foram transportadas de volta
para o laboratério em que se realizou a extracdo e quantificacdo das clorofilas (Chl a, Chl b
e Chl T) usando o método analitico de laboratério. Imediatamente apds a chegada ao
laboratorio LABSAN, as amostras foram retiradas da placa de aquisi¢do e foram dispostas
individualmente em tubos de ensaio tipo falcon. Para a extragdo dos pigmentos e
quantificacdo dos teores de clorofilas, foi seguido o procedimento proposto por Hiscox e
Israelstam (1979), sendo modificado para 30 mg de amostra, mantendo a mesma relacdo
entre peso da amostra e volume do reagente. Em cada tubo falcon foi disposta uma amostra
foliar previamente identificada, em seguida foram medidos, com micropipeta, 3 ml de
Dimetil-Sulfoxido (DMSO) e acrescentados em cada um dos tubos, como apresentado na
Figura 11. Tendo feito o anterior para todas as amostras, foram cobertas em papel aluminio
e dispostas no respetivo suporte, para posteriormente, serem postas em mesa de agitagao por

24 h a uma agitacao baixa.

Figura 11. Disposicao das amostras foliares com DMSO para a extraciao dos pigmentos.

Passadas as 24 horas em agitac¢ao no escuro, o sobrenadante de cada uma das amostras
foi retirado (micropipeta) para ser levado para uma cuba de quartzo com dois lados foscos e
realizar a medicao no espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS (Thermo Scientific). O branco
da medigdo foi realizado com DMSO puro e a continua¢@o cada uma das amostras foi retirada

do tubo e vertida na cuba para realizar a medi¢do nos comprimentos de onda de 645 e 663
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nm de absorbancia de cada uma das amostras, sendo esses comprimentos de onda
empregados no método descrito devido a que estd amplamente demonstrado que sdo as
regides de maior absor¢do da clorofila. Havendo feito todas as medi¢des de absorbancia para
todas as amostras, os teores de clorofila a; clorofila b e clorofila total foram calculados como

mostrado a continuacao:

Chla(gl™) = 0.0127A443 — 0.0026944,5 (1)
Chib (g 1™Y) = 0.0229A44,5 — 0.004684 45 )
Chla+b (gl ) = 0.020244,5 — 0.008024 43 3)

Onde:

Chl a: Teor de clorofila a.

Chl b: Teor de clorofila b.

Chl a + b: Teor de clorofila total.

Acss: Absorbancia medida no comprimento de onda de 645 nm.

Ase3: Absorbancia medida no comprimento de onda de 663 nm.

5.3.1.3 Processamento das imagens e andlise de dados

Na andlise exploratdria busca-se explorar a variacdo do teor de clorofila foliar nas
mudas das variedades IAC 1099, IAC 5000 e IAC 5094, submetidos aos tratamentos de
fertirrigagdo com a dose completa recomendada e com a metade da dose recomendada. Com
o anterior se pretende uma andlise inicial exploratéria do comportamento da clorofila em
relagdo aos fatores de variagdo correspondentes a variedade e a dose.

Para a andlise exploratéria da clorofila, inicialmente foi realizada uma comparacao
dos teores de clorofila medidos, pelo método de referéncia e o sensor SPAD, com os valores
obtidos em outros trabalhos de avaliag¢do de clorofila em cana-de-actcar. Posteriormente, foi
verificado o comportamento da clorofila em fun¢do das diferentes variedades e das doses de
fertirrigagdo, por meio do calculo de médias e desvios padrdes, buscando quantificar a
uniformidade respeito a cada um dos fatores de variacao.

Realizou-se também, a verificacdo da relacdo entre o teor de clorofila e a medicao
usando o medidor portatil de clorofila SPAD. Para isto, foi realizada uma andlise de regressao

entre o teor de clorofila e o valor da medi¢do usando a totalidade das amostras avaliadas no
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experimento. Realizaram-se andlises de regressao para cada um dos teores de clorofila (a, b
e total) respeito a medicao do medidor portéatil.

O processamento das imagens obtidas foi realizado logo apds a aquisi¢do; o
processamento consiste no conjunto de operacdes a serem realizadas para melhorar a
visibilidade de recursos e obtencdo de informacdo para facilitar a anélise subsequente, sendo
composto pelos processos de pré-processamento, segmentacdo e extracdo de caracteristicas
(ZHANG, HUANG, et al., 2014).

Para processar as imagens RGB foi realizado um algoritmo (Figura 12) capaz de
executar a segmentacao da imagem, separar as componentes de cor de cada ROI e calcular
as componentes normalizadas, e finalmente calcular a média de cada componente de cor para
cada uma das regides de interesse. A segmentacgdo foi realizada de forma automdtica a partir
de limiares estabelecidos especificamente para as folhas de cana-de-acicar e o fundo do
sistema de aquisicdo, e teve como objetivo de separar a regido em estudo do fundo,
identificando a ROI (regido de interesse) para possibilitar o processamento da imagem. Apés
a segmentagao, no algoritmo foi implementada a separa¢do das componentes de cor de cada
pixel e a normalizacao de cada uma das componentes de cor RGB calculando as componentes
de cor normalizadas rgb (equacdes 4-6) (RIGON, CAPUANI, et al., 2016). Posteriormente
foi calculada a média de todos os pixels da ROI, para cada uma das componentes de cor RGB
e nas componentes normalizadas rgb. Usando o algoritmo descrito foi possivel obter o valor
de resposta para cada uma das amostras em cada componente de cor (RGB), com e sem

normaliza¢do das componentes (7, g € b apds a normalizacao, equagdes 4 - 6).
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* Identificacdo da ROI
* selecdo
Segmentacao i Segmentagﬁo

» Separagcdao componentes de cor RGB de cada pixel
calculo das componentes normalizadas rgb

Componentes
de cor

* Média de cada componente de cor para todos os pixels
* média das componentes normalizadas para todos os pixels

* Processa a proxima ROI

Préxima ROI

Figura 12. Fluxograma do algoritmo de processamento das imagens coloridas.
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No processamento espectral, foi desenvolvido um algoritmo de processamento
espectral (Figura 13) com a capacidade de normalizar as imagens espectrais em funcio da
curva de resposta da cadmera CCD, segmentar as imagens espectrais usando a imagem
mascara de referéncia, organizacdo de todos os valores dos pixels das ROIs na matriz

Dataset, e criacdo da matriz espectral.
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*Curva de resposta da CCD

*Curva de transmisao do filtro
otico

eIdentificagdo ROI
*Método Otsu
*Criagdo das méscaras

*Vetor coluna com os valores dos pixels da ROI
para cada comprimento de onda

*Matriz com curva espectral de cada pixel

*Célculo da média espectral de cada ROI

Figura 13. Fluxograma do algoritmo de processamento de imagens espectrais.

A normalizacdo das imagens foi realizada de acordo a curva de resposta da cimera

CCD e da curva de transmissao do filtro 6tico. Esta normalizag¢do consiste em multiplicar as

fungdes de resposta de ambos os equipamentos nos comprimentos de onda em que foram

adquiridas as imagens. Em seguida, aplica-se as imagens para elimina¢do da informacado

espectral e da informacdo do tempo de exposi¢do, o que retira a saturagdo das imagens

normalizadas (TININI, 2015) conforme:

E=T, xT; (7
I (8)

FPTE®
tmin 9

[ = L) x 78
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Onde:
E — Curva de resposta ap6s multiplicacio das curvas de resposta.
T.— Curva de resposta da CCD.

T - Curva de resposta do filtro dtico.

I;- Imagem com eliminacao da informacao espectral.

I¢- Imagem final.

I — Imagem original.

E,- Func¢do E normalizada.

tmin- Tempo de exposi¢cdo minimo (ms).

t — Tempo de exposi¢do no comprimento de onda especifico (ms).

A - Comprimento de onda (nm).

Seguindo o procedimento proposto por Tinini (2015), o processo de segmentagdo foi
baseado em regides, usando o método de Otsu, no qual se selecionam as imagens dos
comprimentos de onda que apresentam maior diferenca entre o fundo e a regido de interesse
para a fonte de excitac@o (iluminacdo) e usando também uma sele¢do manual das regides de
interesse a partir de uma interface gréfica para a criacdo das mascaras binarias. O método de
Otsu maximiza a variancia entre classes a partir do histograma, assumindo uma distribui¢ao
normal de frequéncias entre a intensidade do fundo e a intensidade de cada amostra, com o
qual se faz possivel a discriminacdo da ROI do fundo (MIZUSHIMA e LU, 2013).

Posterior a segmentacdo da imagem, € realizada uma multiplicagdo da maéscara
bindria (resultado da segmentacido) com todas as imagens pré-processadas correspondentes
ao intervalo de comprimentos de onda abrangido pela imagem mdscara. Lembrando que cada
madscara binaria € aplicada as 5 imagens que foram capturadas na mesma rodada de filtros.
Com o procedimento anterior resulta em uma imagem segmentada com apenas as regides de
interesse, para cada imagem correspondente a cada comprimento de onda.

Sendo segmentada corretamente a ROI, procedesse a organizar os dados, em que foi
construido um vetor coluna com os valores dos pixels da regido de interesse, ou seja,
referentes a regido da imagem que contém as amostras de folhas da cana-de-acucar (onde
cada pixel da amostra serd uma linha), para cada uma das imagens correspondentes a cada

comprimento de onda.
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A continuagdo, os vetores coluna de todos os comprimentos de onda sdo asignados a
coluna correspondente dentro a matriz Dataset resultado do processamento, onde o vetor
correspondente ao primeiro comprimento de onda (480 nm) € a primeira coluna, 490 nm a
segunda coluna e assim sucessivamente, mantendo as amostras nas linhas, conforme a
equagao (10).

X1 7 X1 (10)
Dataset = | " :
X1un 7 Xa,n

Apo6s a segmentacgdo e a criagdo do Dataset, composto pelos valores de cada pixel da
ROI, foi realizada uma exploragdo para achar a ROI de menor tamanho e que,
consequentemente contém o nimero minimo de pixels (nmp) usando um algoritmo simples
com esse proposito. Em funcido desse tamanho minimo no algoritmo foi implementada uma
funcdo para calcular a média dos nmp pixels de cada ROI. Com o anterior foi possivel dar
um valor de resposta tinico para cada uma das amostras em cada comprimento de onda, dando
passo a construcdo do espectro de resposta. Tomando em considera¢do que serd avaliada a

resposta em absorbancia, os dados de refletancia foram transformados conforme a equagao:

1
A= —logE (1n

Onde:
A = Absorbancia

R= Refletancia

O processamento espectral foi desenvolvido no ambiente de programacgao
MATLAB®, para quantificar a diferenca da resposta espectral para cada fonte de excitacao
no espectro visivel, entre as mudas de cana. Para isso foi realizada uma analise quimiométrica
através da andlise multivariada de componentes principais (PCA — Principal Component
Analysis). A diferenca entre as mudas de cana estudadas em cada fonte de excitagdo foi
observada a partir do grifico de scores, que consiste na composi¢do das principais
componentes em relacdo as amostras sendo possivel examinar as relacdes entre amostras.
Para verificar qual comprimento de onda € mais importante para a representacio espectral

dos dados, analisou-se o grafico de loadings (peso de cada varidvel normalizada).
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O PCA ¢é um método utilizado para projetar dados multivariados em um espacgo de
dimensao menor reduzido, assim a dimensionalidade do espaco original do conjunto dos
dados sem que as relacOes entre as amostras sejam afetadas. Consequentemente, as
informacdes relevantes serdo separadas e ampliadas, tornando-se mais evidentes a inspecao
visual. A utilizacdo dessa metodologia tem a vantagem de que possibilita descobrir,
visualizar e interpretar as diferencas existentes entre as variaveis e examinar as relacdes que
podem existir entre as amostras (FERREIRA, 2015).

A reducdo de espaco dimensional é feita através das componentes principais, de modo
que se determinam autovetores e autovalores da matriz de covariancia dos dados originais e
cria-se uma matriz em que o primeiro elemento corresponde ao vetor com maior autovalor,
assim sucessivamente até o ultimo elemento da matriz sendo o auto vetor com menor valor
(equacdo 12). Dessa forma sdo selecionadas as componentes principais com a maior variancia
acumulada e descartar as componentes que tem menor informacao dos dados que s@o objeto

de estudo (WETTERICH, 2012).

X=UxSxVT (12)

Onde:

X — Matriz de dados.

U — Autovalores.

S — Autovetores.

V — Matriz de loadings.

T — Representa a transposta.

A equacdo anterior representa 0 método de Decomposi¢do por Valores Singulares
(SVD) o qual é o mais usado pelos quimicos, sendo considerado a técnica numérica mais
acurada e estavel para o calculo das componentes principais. A decomposi¢do SDV pode ser
aplicada a qualquer matriz real e as matrizes U, S e V sdo determinadas simultaneamente

(FERREIRA, 2015).
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5.3.2 Modelagem espectral

O objetivo da etapa de modelagem foi correlacionar os dados espectrais e parametros
de cor com os teores de clorofila nas folhas, variedade, tempo de desenvolvimento e
tratamento nutricional das mudas, com o uso de regressdo multivariada através de imagens
espectrais de refletancia e fluorescéncia no espectro VIS (visivel), usando também o software
MATLAB®.

Para a quantificacdo dos parametros relacionados com os teores de clorofila na folha
(chla, chl b e chl T) se realizaram modelos de predi¢ao. Os métodos empregados para realizar
a regressao multivariada foram os métodos de Regressdo por Quadrados Minimos Parciais
(PLS por sua sigla em inglés Partial Least Squares) e o método de Regressio por
Componentes Principais (PCR pela sigla em inglés Principal Components Regression).

A regressdo por quadrados minimos parciais € um método, que € tendéncia nos
tempos atuais de grande aceitacdo na comunidade cientifica, que emprega a andlise de
fatores, sendo de longe o método de regressdao multivariada mais popular em quimiometria.
A motivacdo do método € aproximar o espago das médias originais por um de dimensao
reduzida, com restricdes na decomposicdo da matriz de dados direcionando-a para uma
solucdo cujo alvo € a propriedade de interesse (FERREIRA, 2015).

O método de Regressao por Componentes Principais utiliza as mesmas etapas da
andlise PCA. A constru¢dao do modelo usando PCR envolve as etapas de fazer a compressao
da matriz de dados e depois € feita a projecao do vetor da varidvel resposta, no subespago
gerado pelas componentes principais. Os componentes principais tém a capacidade de
capturar outras fontes de variacdo além daquelas causadas por mudangas na matriz de
varidveis dependentes (FERREIRA, 2015).

As amostras foram divididas em dois conjuntos de dados, um conjunto com os dados
correspondentes a 2/3 das amostras para realizar a calibracdo e a validag¢do cruzada, e um
conjunto com os dados correspondentes a 1/3 das amostras para a validacdo externa
(predicao). A subdivisdo em conjuntos de dados na relacao anterior segue a recomendacao
de Ferreira (2015) de que o tamanho do conjunto de validacio externa deve ser pelo menos
de 30% do nimero de amostras no conjunto de calibragdo para andlise multivariada. A
relacdo trabalhada além de cumprir com a recomendacio da literatura, foi selecionada para

aproveitar que os dados foram levantados em triplicata.
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Assim, a andlise de regressdo multivariada ocorreu em trés etapas, a calibracdo
multivariada (treino de previsao) e a validac@o cruzada ou interna (desempenho de previsao)
e a validacdo externa (predi¢do). Para obten¢do dos modelos multivariados utilizamos sempre
o nimero de componentes principais que representa mais de 90% dos dados, cujos modelos

PLSR e PCR obedecem a Equacao 13:

y =X.b (13)

Onde:
y = Valor da varidvel de interesse (teor de clorofila);
X = Resposta instrumental espectroscopica;

b = Vetor de regressao obtido através da andlise de regressdao PLSR ou PCR;

Os parametros utilizados para avaliar a eficicia dos modelos construidos serdo o
RMSECV (Root Mean Square Error of Cross Validation — raiz da média quadrética de
validacdo cruzada) e o R%cal (coeficiente de determinacio do modelo de calibracdo). Um
bom modelo de regressdo multivariada deve ter valores baixos de RMSEC (Raiz do erro
médio quadritico de calibracdo) e RMSECV e alto valor de R*cal e R? val. Procedera-se a
validacdo dos modelos através da aplicacao dos dados separados para validacdo ao modelo
de calibragao construido.

A validacdo dos modelos se realizou através da aplicagdo dos dados externos,
previamente separados no conjunto de validacdo externa, ao modelo de calibracdo
construido. Apés a aplicacdo dos dados de validacdo ao modelo de calibracdo multivariada,
foram avaliados os modelos através dos valores de Erro médio Quadrético de predi¢ao
RMSERP, e coeficiente de determinacdo de predi¢do R2P.

As reflectancias espectrais das trés variedades, os dois tratamentos nutritivos € 0s
tempos de desenvolvimento fisiol6gico foram discriminados a partir andlise de agrupamentos
(cluster analysis), no software MATLAB®, que consiste em um conjunto de técnicas que
tém como objetivo identificar e agrupar objetos segundo a similaridade sobre algum atributo
ou caracteristica particular que possuem, possibilitando uma melhor andlise dos dados e a

identificacdo de padrdes de comportamento (ARAUJO, 2010). Desta forma a andlise de
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agrupamentos terd como atributos os teores de clorofila a, clorofila b e clorofila total, valores
de refletancia e fluorescéncia e parametros de cor, para realizar a classificacdo em variedades
e solucdes nutritivas.

A partir da metodologia proposta, se tem o intuito de obter um modelo de
predicdo de clorofila nas mudas de cana-de-actcar aplicando técnicas Oticas tanto para
imagens RGB como para as imagens espectrais resultando de aquisi¢do por refletancia e
fluorescéncia. Com o processamento de imagens e o tratamento multivariado dos dados, além
de conseguir os modelos preditivos serd possivel também identificar os comprimentos de
onda ou faixas de resposta das diferentes variedades avaliadas para a predi¢do a partir do
sensoriamento, bem seja proximal ou remoto.

Com a implementacdo desta tecnologia também serd possivel obter o
comportamento espectral das variedades de cana de acticar no espectro visivel, possibilitando
a caraterizacdo e classificacdo de variedades e estados nutricionais das mudas de cana-de-
actcar. Com o anterior se sentam bases para um monitoramento, em casa de vegetagao, mais
preciso e abrangente, de forma coerente com o conceito de agricultura de precisao, pois se
conseguird monitorar a cultura, espacial e temporalmente; dando sustento a tomada de

decisio.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1  Analise exploratoria da clorofila

Inicialmente no experimento, para identificar o comportamento das amostras foliares
das trés variedades de cana de agucar submetidas aos dois tratamentos diferentes de
fertirrigagcao, foram analisadas as trés variedades IAC1099, IAC 5000 e IAC 5094 com duas
doses diferentes e em 4 tempos de desenvolvimento fisiologico diferentes, sendo o ultimo
num estado de estresse fisioldgico. O primeiro passo depois de terminar a coleta de amostras,
que teve duracdo de 4 semanas, foi aplicar estatistica descritiva com o objetivo explorar
diferencas entre variedades, tratamentos e tempo de desenvolvimento, conforme apresentado
na Figura 14.

Os valores encontrados se mostram préximos a valores apresentados em trabalhos
realizados para a avaliacdo da clorofila em cana-de-actcar (SILVA, JIFON, et al., 2007;
BOARETTO, CARVALHO, et al., 2014). Para a estatistica descritiva os valores das
amostras foliares foram considerados individualmente e ndo como repeticao, tendo em conta
que o objetivo do experimento € a criagdo de um modelo de predi¢do de clorofila. Tomando
em conta o anterior, explicam-se os altos desvios padrdes das medi¢cdes, mostrando uma
grande variancia para cada uma das condi¢des experimentais.

Quanto aos valores de clorofila, em base a os valores de média e desvio padrdo, pode
se argumentar que ndo houve diferenca estatistica dos intervalos de valores para as médias
dos valores de clorofila para as variedades (Figura 14). Quanto a variacdo como resultado
dos tratamentos de doses de fertirrigacdo (Figura 14 A e B), observou-se o mesmo
comportamento, ou seja, os dois tratamentos. O tratamento estatistico demonstra que, nas
condi¢des experimentais, a clorofila, sem ser uniforme, se manteve dentro de um mesmo
intervalo.

Seguindo a mesma linha de raciocinio e entendendo o tempo de desenvolvimento
fisiolégico como um fator de variagdo para a clorofila, realizou-se a andlise descritiva para

as medi¢des ao longo do tempo e na condi¢do de estresse (Figura 14 C). Observa-se que com



62

a varidvel temporal como fator de variacdo se consegue uma aproximag¢do maior a
discretizagcdo das condicoes.

Os resultados da andlise estatistica descritiva mostram que os fatores de variacao, de
variedade e dose de fertirrigagdo, nao mostram diferenca significativa no intervalo de valores
do teor de clorofila, além de um elevado desvio padrao demonstrando uma alta variacao do
teor de clorofila em cada fator de variacdo. No entanto, o tempo de desenvolvimento
fisioldgico apresenta uma maior influéncia no intervalo de valores do teor de clorofila em
comparacdo aos fatores de variacdo de cultivar e dose de fertirrigacdo, demonstrando um
aumento do teor de clorofila com o tempo, o qual é associado a uma maior atividade
fotossintética da planta para maior conversao de energia luminosa em ATP, consequéncia do

desenvolvimento fisiolégico da mesma.
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Figura 14. Caraterizacao das medicoes de clorofila separadas em variedades para: A)
Tratamento da dose completa, B) Tratamento da metade da dose e C) Tempo de
desenvolvimento.
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Quanto a relacdo entre o teor de clorofila e a leitura com o sensor SPAD os
coeficientes de determinagao foram calculados para todas as amostras, fazendo trés medicoes
do indice de clorofila com o sensor ao longo do comprimento de cada amostra e tomando a
média das leituras anteriores como valores representativos da amostra. A relacdo entre o
método destrutivo e o medidor de clorofila portitil SPAD foi expressada por um modelo
linear (Figura 15).

Obtiveram-se coeficientes de determinacdo (R?) positivos e significativos com
valores de 0,76 para clorofila total, 0,75 para e clorofila a e de <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>