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ABSTRACT

SANTIAGO, Marcia Indyanara Lopes, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
October, 2022. Early Detection of Ceratocystis wilt on Eucalyptus using leaf
Spectrocopy. Advisor: Rafael Ferreira Alfenas. Co-advisor: Cibele Hummel do
Amaral.

Ceratocystis wilt, caused by the fungus Ceratocystis fimbriata, is a lethal disease in
eucalypt that can cause large economic losses, especially when widespread by
asymptomatic infected plants. Therefore, early detection of ceratocystis wilt is vital to
minimize the risk to spread of the disease to the field and the dispersal of the pathogen
to areas where the disease is not present. Although molecular methods can be applied
to detect the disease on asymptomatic plants, they are destructible, sampling
dependent and costly. However, the detection of diseases in the asymptomatic period
through hyperspectral reflectance is being widely used in agriculture. In this way, this
work sought to differentiate inoculated and non-inoculated plants through leaf
reflectance spectra associated with vegetation indices related to the content of
photosynthetic pigments, nitrogen, cellulose, lignin, water and vegetation stress. Leaf
samples were collected from the apical, middle and basal thirds to measure the spectra
with ASD FieldSpec4® spectroradiometer. Evaluations were performed at 0, 12, 24,
48 and 72 hours after inoculation (hai), as well as 30 and 40 days after inoculation
(dai). At 12 hai it was possible to observe differences in spectral behavior between
uninoculated (NI) and inoculated (l) individuals. In the first hours of evaluation, the
leaves of the middle and basal thirds were more representative in the distinction of
inoculated and non-inoculated individuals, while the leaves of the apical third were
more representative in the distinction of plants with and without visual symptoms.
Visible (VIS; 400 — 700 nm) and Near-infrared (NIR; 700 — 1300 nm) spectral data were
more sensitive to physiological changes at the beginning of pathogen infection and
Short-wave infrared (SWIR; 1300 — 4500 nm) was representative in the distinction of
individuals at all times evaluated, mainly in the spectral region involved in energy
absorption by proteins. The indices related to the content of nitrogen, chlorophylls,
carotenoids, biomass and water content showed significant values in the distinction
between treatments in the different evaluation periods. Through the results obtained in

this work, it is possible to discriminate inoculated and non-inoculated individuals



through leaf reflectance as well as to apply this methodology in the monitoring of plant

diseases in the asymptomatic period of the disease.

Keywords: vascular wilt, leaf reflectance, Ceratocystis fimbriata, vegetation indices.



RESUMO

SANTIAGO, Marcia Indyanara Lopes, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
outubro de 2022. Detecgao precoce da murcha-de-ceratocystys em eucalipto por
meio da espectroscopia foliar. Orientador: Rafael Ferreira Alfenas. Coorientadora:
Cibele Hummel do Amaral.

A murcha-de-ceratocystis em eucalipto causada pelo fungo Ceratocystis fimbriata, é
uma doenga letal que pode causar grandes prejuizos econémicos, especialmente
quando a disseminagdo ocorre através do plantio de plantas infectadas mas
assintomaticas. Portanto, a detecg¢ao precoce da doenca é vital para minimizar o risco
de disseminagéo da doenga para o campo e a dispersdo do patégeno para areas onde
o patégeno nao esta presente. Embora métodos moleculares possam ser aplicados
para detectar a doengca em plantas assintomaticas, sdo destrutiveis, dependentes de
amostragem e envolvem um custo elevado. A deteccédo de doengas no periodo
assintomatico através da reflectancia hiperespectral estdo sendo amplamente
utilizadas na agricultura. Nesse sentido, este trabalho buscou diferenciar plantas
inoculadas e nao inoculadas por meio de espectros foliares de reflectancia associados
aos indices de vegetacdo relacionados ao conteudo de pigmentos fotossintéticos,
nitrogénio, celulose, lignina, agua e estresse da vegetacao. Foram coletadas amostras
foliares do terco apical, médio e basal para medicdo dos espectros com
espectrorradidmetro ASD FieldSpec4®. As avaliagbes foram realizadas 0, 12, 24, 48
e 72 horas apos a inoculagao (hai), assim como 30 e 40 dias ap6s a inoculagao (dai).
As 12 hai foi possivel observar diferencas no comportamento espectral entre
individuos n&o inoculados (NI) e inoculados (l). Nas primeiras horas de avaliacao as
folhnas do terco mediano e basal apresentaram maior representatividade na
discriminacgao de individuos inoculados e nao inoculados, enquanto as folhas do tergo
apical tiveram maior representatividade na diferenciacdo de plantas com e sem
sintomas visuais. Os dados espectrais do visivel (VIS; 400 — 700 nm) e infra-vermelho
préoximo (NIR; 700 — 1300 nm) foram mais sensiveis as alteragdes fisioldgicas no inicio
da infecgao pelo patégeno e o infra-vermelho de ondas curtas (SWIR; 1300 — 4500
nm) foi representativo na diferenciacdo de individuos em todos os tempos avaliados,
principalmente da regido espectral envolvida na absorgéao de energia pelas proteinas.
Os indices relacionados ao conteudo de nitrogénio, clorofilas, carotendides, biomassa

e conteudo de agua apresentaram valores significativos na diferenciagdo entre os



tratamentos nos diferentes periodos de avaliacdo. Por meio dos resultados obtidos
neste trabalho, € possivel discriminar individuos inoculados e nao inoculados através
da reflectancia foliar bem como aplicar essa metodologia no monitoramento de

doencas de plantas no periodo assintomatico da doenca.

Palavras-chave: murcha-vascular, reflectancia foliar, Ceratocystis fimbriata, indices
de vegetagéo.
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1. INTRODUGAO

O género Eucalyptus € a maior fonte de matéria-prima para a industria
brasileira de madeira, celulose, papeis e derivados. Na ultima década, o aumento
global de produtos derivados do eucalipto impulsionou a expansado em area plantada
para diversas regioes do pais (SERRAT DE SOUZA et al., 2021). No entanto, mesmo
com o avango do conhecimento sobre os tratamentos silviculturais e desenvolvimento
de novos clones, tém-se observado uma oscilagcdo na produtividade média de
eucalipto no Brasil. Em 2010, a produtividade média brasileira era de 41,3 m3/ha/ano,
passando para 35,3 m*ha/ano em 2017, 36 m3/ha/ano em 2018, 38,6 m3/ha/ano em
2019, 36,8 m%ha/ano em 2020 e 38,9 m3ha em 2020 (INDUSTRIA BRASILEIRA DE
ARVORES, 2022). Dentre os fatores que tém contribuido para essa queda de
produtividade, destacam-se as oscilagdes climaticas, adaptacdo a novas areas sob
condigdes de estresse e 0 aumento na incidéncia e severidade de pragas e doencgas
(ALFENAS et al., 2004).

Em relagcédo as doencgas do eucalipto de origem bidtica, podemos destacar a
murcha-de-ceratocystis, causada pelo fungo Ceratocystis fimbriata Ellis & Halst., por
ser uma doenga vascular, letal, causada por um patégeno que possui capacidade de
sobrevivéncia no solo por um longo periodo além de possuir uma ampla distribuicéo
geografica e gama de hospedeiro (ALFENAS et al.,, 2009; FERREIRA; MAFIA;
ALFENAS, 2018; MAFIA et al., 2013). O fungo C. fimbrita reside no solo, infecta a
planta através de raizes e ferimentos e colonizam os vasos do xilema, impedindo o
transporte de agua e sais minerais (YADETA; THOMMA, 2013). Como consequéncia,
ocorre a murcha e morte da planta dependendo do nivel de suscetibilidade do gendétipo
e da agressividade do patogeno.

Os principais sintomas da murcha-de-ceratocystis sdo o cancro,
escurecimento radial do lenho a partir da medula, “die-back”, murcha e morte da planta
(FERREIRA et al., 2006).

Ha diversas maneiras de disseminagdo da doenga, como por exemplo o
contato de raizes, agédo de insetos que podem carregar em seu corpo estruturas do
patégeno, uso de ferramentas de poda e principalmente através do plantio de mudas
propagadas vegetativamente (HARRINGTON; THORPE; ALFENAS, 2011).Como o
plantio de eucalipto € realizado essencialmente com material genético propagado
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vegetativamente, é importante que se realize o monitoramento da doenga ainda na
fase de producao de mudas.

Atualmente a detec¢cdo da murcha-de-ceratocystis € realizada por meio de
cortes histolégicos para verificar a presenga do patégeno nos vasos condutores, pelo
método de isolamento em isca de cenoura (FERREIRA; MAFFIA; FERREIRA, 2005)
e mais recente pelo método de detecgdo baseado em PCR (KUMARI et al., 2021).
Embora sejam métodos confiaveis, a analise é destrutiva, dependente de
amostragem, envolve um custo elevado e muitas vezes pode resultar em resultado
inconsistente, quando realizado em material vegetal assintomatico.

A aplicacédo de sensores hiperespectrais tem sido cada vez mais frequentes
na agricultura e surge como uma alternativa viavel e factivel para o monitoramento de
pragas e doengas no setor florestal. Essas técnicas baseiam-se na interagdo da
energia com a vegetacao, na qual a folha ira absorver a energia incidente e refletir
parte dessa energia que nao foi absorvida em diferentes comprimentos de onda (J. Im
and Jensen 2008).

Por meio dessa energia refletida o sensor hiperespectral € capaz de captar e
retornar os valores de reflectancia em diferentes comprimentos de ondas estreitos e
continuos. Essa reflectancia foliar permite a caracterizagcdo rapida do estado
fisiolégico de forma nao destrutiva e no periodo de infecgao latente da doenca (GOLD
et al., 2020; MAHLEIN et al., 2018). Por meio da utilizagdo desse sensor, foi possivel
diferenciar a murcha do carvalho, causada por Bretiziella fagacearum, e ferrugem do
carvalho, causada pelo fungo Tubakia iowensis através de modelos discriminantes
aplicados aos dados hiperespectrais e selecdo das bandas espectrais favoraveis ao
diagnostico da doenga em diferentes fases da infecg&o pelo patégeno (FALLON et al.,
2020). A aplicagdo de métodos espectroscopico em arvores de Pinus sp. infectadas
por Bursaphelenchus xylophilus, agente causal da murcha do pinheiro, também foi
testado, sendo possivel observar alteragdes na reflectancia em 759 nm associadas
ao indice de vegetagao NDVI e concentragéo de clorofila. Estes fatores permitiram a
deteccdo da doencga 30 dias apos a inoculagéo (PAN et al., 2014).

indices de vegetacdo extraidos de dados de bandas espectrais tem sido
aplicado para monitoramento da sanidade e estresse da vegetagao através do uso de
poucos comprimentos de ondas. O valor de reflectancia obtido nesses comprimentos
de onda é utilizado em fungdes de combinagdes lineares, diferencas, diferencas

ponderadas e uso de razdes, que irdao fornecer medidas capazes de estimar
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parametros estruturais e fisioldgicos da vegetacédo (J. Im and Jensen 2008). Dada
essa importancia, numerosos indices de vegetagao foram desenvolvidos para estimar
o conteudo de pigmentos fotossintetizantes (BLACKBURN, 1998a; MERZLYAK et al.,
1999; PEHUELAS et al., 1993), compostos bioquimicos ((SERRANO; PENUELAS;
USTIN, 2002; VOGELMANN; ROCK, 1988) e concentracédo de agua no dossel (GAO,
1996; SIMS; GAMON, 2003).

Segundo Gold et al., (2020) a detec¢ao da doenga no periodo assintomatico
€ possivel utilizando modelos de classificacdo aplicado aos dados de reflectancia
hiperespectral aliado ao conhecimento das respostas fisiolégicas da planta durante
sua interagao com o patégeno. Além disso, € possivel discriminar os genétipos quanto
a resisténcia ou suscetibilidade como demonstrado para o patossistema Plasmopora
viticola — Vitis vinifera (OERKE; HERZOG; TOEPFER, 2016). Os trabalhos aplicados
com o uso de sensores hiperespectrais para detecgao de doengas em eucalipto sdo
incipientes, embora essa ferramenta tem sido utilizada para a detec¢gao de doengas
em culturas agricolas e perenes como Pinus sp. e Quercus sp. (COTROZZI, 2021).

Diante da efetividade de utilizacdo dos sensores hiperespectrais e
considerando a problematica relacionada a murcha-de-ceratocystis, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial da espectroscopia foliar associadas
aos indices de vegetacdo para diferenciar plantas sadias, assintomaticas e

sintomaticas em mudas de eucalipto em diferentes estagios da infec¢do do patégeno.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Mudas do clone CLR223 de eucalipto, suscetivel a murcha-de-ceratocystis
foram transplantadas para vasos de 2L contendo o substrato Tropstrato V6 acrescido
de 6 kg/m3 de supersimples e 6 kg/m® de Osmocote® (15-09-12) (ICL Specialty
Fertilizers). As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo com temperatura entre
25-30°C e umidade relativa de 80-90% durante o experimento. Apds 45 dias do
transplantio foi aplicado semanalmente 50 mL/planta da solugao nutritiva (MAP - 32.30
g; KCI - 50.26 g; Nitrato de calcio - 131.58 g; Sulfato de magnésio - 75 g; Acido bérico
- 1.47 g; Sulfato de cobre - 0.30 g; Fe 6% - 10.42 g; Sulfato de manganés - 0.55 g;
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Sulfato de zinco - 0.20 g; Molibdato de sddio - 0.02 g e Cloreto de célcio 138.89 g,

para cada 250 litros de agua).

2.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado em ambiente controlado em casa de vegetagao
na Universidade Federal de Vigosa e conduzido em delineamento inteiramente ao
acaso (DIC). Os tratamentos foram divididos em: mudas inoculadas e mudas feridas
nao inoculadas (controle). O experimento foi avaliado em sete tempos e para cada
tempo foram avaliadas dez plantas, sendo cinco inoculadas e cinco nao inoculadas,
totalizando 70 plantas.

As avaliacdes foram realizadas apos a inoculagdo das mudas nos tempos: 0,
12, 24, 48 e 72 horas apds a inoculagdo (hai), assim como 30 e 40 dias apos a

inoculagao (dai).

2.3 Producgao de inéculo e inoculacao do fungo Ceratocystis fimbriata

Para as inoculagdes foi utilizado o isolado de C. fimbriata (LPF1912)
pertencentes a Colec¢ao de Culturas do Laboratério de Patologia Florestal da UFV.

O isolado foi cultivado em placas de Petri contendo meio de cultura EMA
(Extrato de Malte e Agar) e mantidos em BOD com fotoperiodo de 12 h a 28 °C durante
dez dias. Apds esse periodo, as placas foram lavadas com 10 mL de agua destilada
autoclavada raspando a superficie da colénia com uma alga de Drigalski. A suspenséao
de esporos (conidios, ascésporos e aleuroconidios) foi filtrada em camada dupla de
gaze e a concentracgao foi ajustada para 3,0 x 10® esporos mL-' com o auxilio de um
hemacitémetro.

A inoculagao das plantas foi realizada por meio de uma incisao transversal
superficial no caule, de aproximadamente 2 cm de comprimento e 5 cm acima do
coleto, com auxilio de um estilete. Em seguida foram depositados 500 pL da
suspensao de esporos com o auxilio de uma pipeta manual. O ferimento foi coberto
com plastico filme PVC para evitar a perda de umidade e a contaminagao por outros
microrganismos. Para as plantas controle foi realizado apenas o ferimento com o
auxilio do estilete, proximo ao coleto. Apds a inoculagao, as plantas foram mantidas
em casa de vegetacdo por 40 dias. A coleta e armazenamento dos dados de
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temperatura e umidade relativa do ar, foi realizada diariamente com intervalo de

aquisicao de 1 hora, com auxilio de um Datalogger portatil modelo LogBox-RHT-LCD.

2.4 Avaliacao da murcha-de-ceratocystis

2.4.1 Sintomas internos e externos

Ao final de cada tempo: Oh (t0), 12 hai (t1), 24 hai (t2), 48 hai (t3), 72 hai (t4),
30 dai (t5) e 40 dai (t6), foi realizada a avaliagao dos sintomas medindo o comprimento
da lesao (sintoma tipico de escurecimento do lenho causados pelo patégeno no caule

da planta), altura da planta e observando a presenga dos sintomas de murcha.

2.4.2 Medigoes dos espectros foliares

Para cada planta de cada tratamento foram coletadas seis folhas de cada
planta, sendo 2 folhas da parte basal, 2 da parte mediana e 2 da parte apical,
totalizando 30 amostras por tratamento. Estas folhas foram acondicionadas em sacos
herméticos com um pedacgo de papel interfolhado levemente umidificado para manter
a umidade das amostras foliares. Em seguida foram armazenadas em uma caixa de
isopor contendo placas de gelo artificial, seguindo protocolo descrito por Meerdink et
al. (2016). Os espectros foliares foram medidos imediatamente apds a coleta,
utilizando o espectrorradibmetro ASD FieldSpec4® (Analytical Spectral Devices,
Boulder, CO, EUA). Este equipamento é um sensor ultraespectral, sem imagem, de
alta resolugao que opera entre os intervalos espectrais de 350 a 2500 nm.

As medicoes de reflectdncia das amostras foram obtidas através da sonda de
contato de fibra 6tica Leaf Clip (ASD Plant Probe; ASD Inc., EUA) e uma lampada de
halogénio integrada. O painel de referéncia espectral foi utilizado para calibrar a
referéncia do branco, posicionando o spectralon para o campo de visada do aparelho
e otimizando até aparecer um linha horizontal continua (DANNER et al., [s.d.]).

Foram amostrados na superficie adaxial 3 regides da folha para gerar a curva
de refletadncia espectral média de cada amostra foliar. Os dados foram interpolados

para resolugao de 1nm a partir da resolugao original de 3 e 8 nm do instrumento.
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2.4.3 Imagem de fluorescéncia da Chl a

Foram destacas duas folhas da parte média de cada planta e acondicionadas
em sacos herméticos com um pedaco de papel interfolhado levemente umidificado
para manter a umidade das amostras foliares. Em seguida foram armazenadas em
uma caixa de isopor contendo placas de gelo artificial. As amostras foram analisadas
de imediato para obtencdo dos parametros de fluorescéncia da Chl a. Para isso, foi
utilizado o fluorébmetro Imaging-PAM e a versdo MAXI do software Imaging Win (Heinz
Walz GmbH, Effeltrich Alemanha). Para obter o rendimento de fluorescéncia em
estado estacionario, os tecidos clorofilianos foram expostos a irradidncia de fétons
actinicos (531 ymolm= s™') por 5 minutos. A metodologia aplicada neste estudo foi a
mesma utilizada por (FAGUNDES-NACARATH; DEBONA; RODRIGUES, 2018).

2.4.4 indices de vegetagiao

A reflectancia medida com ASD FieldSpec4®, foram salvos no formato .asd e
exportados para o formato .txt. Para cada amostra espectral foram calculados vinte e
sete indices de vegetacao (IV) (Tabela 1). As amostras foram agrupadas por folha
(apical, mediana ou basal), presenca do patdgeno (inoculado e nao inoculado) e
periodo de avaliagédo (10, t1, t2, t3, t4, t5 e t6). Com base nas analises estatisticas de
correlagdo com as variaveis mantidas, os indices foram reduzidos e mantidos apenas
os que foram estatisticamente significativos (p<0.05).

Os IV aplicados neste trabalho nao sao especificos para detecgcao de
doencas, no entanto, sdo indices consolidados na literatura para indicar através da
reflectdncia foliar as alteragdes de natureza estrutural e bioquimica. Os IV
selecionados para estimar o conteudo de clorofila a, clorofila b e carotenoides foram:
CRI1, CRI2, SIPI, PSSRa, PSSRb, PSND1, PSRI, CARI, MCARI, MCARI1. Para o
monitoramento do estresse da vegetacao, foi utilizado o IV PRI e o RVSI.

Os indices CAI, NDNI, hNDVI, NDVI, NDLI e NRI também foram utilizados
para estimar teor de nitrogénio, lignina e absorgdo de celulose e estresse da
vegetacdo. Para relagdo de conteudo de agua em nivel de folha foram aplicados os
indices NDWI, DWSI, DSWI-5, WBI970, WBI1180, WBI1450, LWVI2, WABI, SRWI e
MSI.
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Tabela 1 - indices de vegetacao calculados para diferenciar individuos n&o inoculados e inoculados no periodo assintomatico da

doqua
Indice Aplicagao Férmula Referéncia
NDLI Teor de lignina [log(1/R17s4) - log(1/Rues0)] / [log (1/R7s4) + log (1/R1es0)]) (SERRANO; PENUELAS;
USTIN, 2002)
CRI1 Conteudo de carotenodides (1 /Rs10 - 1/ Rss0) (GITELSON et al., 2002)
CRI2 Conteudo de carotenodides (1/ Rs10 - 1 /R700) (GITELSON et al., 2002)
CAl Absorgao de celulose 100*[0.5*(R2000 + R2200)] - R2100 (NAGLER et al., 2003)
NDNI Concentragao de [log (1/R1510) - log (1/R1e80)] / [log (1/R1510) + log (SERRANO; PENUELAS;
Nitrogénio (1/R1680)]) USTIN, 2002)
PRI Estresse da vegetacao (Rs531-Rs70) / (R531+Rs70) (GAMON; SERRANO;
SURFUS, 1997)
RVSI Estresse da vegetacao [(R714+R752) | 2] - Rr33 (MERTON, 1998)
NDWI Teor de agua no dossel (Rse0-R1240) / (Rseo+R1240) (GAO, 1996)
WBI970 Teor de agua no dossel Rao0/ Raro (SIMS; GAMON, 2003)
WBI1180 Teor de agua no dossel Rs00/R1180 (SIMS; GAMON, 2003)
WBI1450 Teor de agua no dossel R900/R1450 (SIMS; GAMON, 2003)
DWSI Estresse da vegetacgéo (Rs02-Rs47 | R1e57+Res2) (APAN et al., 2010)
DWSI-5 Estresse da vegetacao (Rsoo+Rs50 / R1e60+Rs80) (APAN et al., 2003)
LWVI-2 Conteudo de agua na folha (R1094-R1205 | R1094 + R1205) (GALVAO; FORMAGGIO;

TISOT, 2005)



SIPI

PSSRa
PSSRb
PSND1
PSND2
PSRI
CARI
MCARI
MCARI1
WABI
SRWI

NDVI
MSI

hNDVI
NRI

Pigmentos da folha

Teor de clorofila a

Teor de clorofila b
Conteudo de Chl-a
Conteudo de Chl-b
Senescéncia da planta
Teor de clorofila

Teor de clorofila

Teor de clorofila

Conteudo de agua na folha
Conteudo de agua

Estresse da vegetagao
Niveis de estresse de
umidade da vegetacao
Estresse da vegetagao
Teor de biomassa e

concentrag&o de nitrogénio

(Rsoo / Rass | Rsoo/Res0)

Rsoo/Re5
Rs00/ Res0
(Rsoo - Re75 / Rsoo + Re75)
(Rsoo — Res0 / Rsoo +Res0)
(Reso-Rs00 / Rs0)
(R7o0 - Rero0) - 0.2 * (R700-R550)
(R7o00 - Re70) - 0.2 * (R700-R550)
[(R700-R550) * 0.2 - (R700-Re70) - (R7o0 -Rss0) * 0.2] * 1.2
(R1500 - Rs31) / (R1500 + R531)
Rss0 / R1240

(Rs00-Rss0 / Rsoo+Res0)
R1600/Rs20

(Rs27-Ress | Rs27+Rees)
(Rs70-Rs70 | Rs70+Re70)
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(PENUELAS;
1995)
(BLACKBURN, 1998a)
(BLACKBURN, 1998a)
(BLACKBURN, 1998b)
(BLACKBURN, 1998a)
(MERZLYAK et al., 1999)
(GITELSON et al., 2002)
(DAUGHTRY et al., 2000)
(HABOUDANE et al., 2004)
(RAPAPORT et al., 2015)
(ZARCO-TEJADA; RUEDA;

FREDERIC,

USTIN, 2003)

(PEHUELAS et al., 1993)
(VOGELMANN;  ROCK,
1988)

(OPPELT; MAUSER, 2004)
(VOGELMANN;  ROCK,

1988)




20

2.5 Analises estatisticas

Para os dados de reflectancia, foi aplicada Analise de Componentes Principais
(ACP), empregando a fungédo “prcomp” do R, seguido de calculo da distancia
euclidiana entre as coordenadas meédias nas componentes para os grupos de plantas
inoculadas e nao inoculadas. Uma ACP foi realizada para cada tempo e regido do
dossel, sendo a distancia euclidiana média adotada como métrica para avaliar a
diferenca na resposta espectral entre os grupos para as diferentes regides do dossel
da planta. A distancia euclidiana entre dois pontos P = (p1,p2,..,pn) e Q =

(q1,q2, ...,qn) em um espaco euclidiano multidimensional é definida pela Equacéo (1):

d(p,q) =

O calculo do angulo espectral ou Spectral Angle Mapper (SAM) (KRUSE et
al., 1993) foi aplicado para avaliar a diferencga direta entre a resposta espectral média
de individuos inoculados e nao inoculados nas diferentes posi¢cdes do dossel. O SAM
mede a similaridade entre duas curvas espectrais a partir do calculo do angulo
espectral, definido pela Equacéo (2):

( t. 7 ) (2)
SA =arcos | t=5——
€]l 7

Onde SA é o angulo espectral em radianos entre o0 espectro teste t e 0
espectro de referéncia r.

Conforme a distdncia entre os valores médios espectrais das classes
inoculados e ndo inoculados de uma mesma regido de coleta for maior, esta regiao foi
selecionada como melhor posi¢ao para diferenciar plantas doentes e sadias.

Para avaliar a contribuicdo dos comprimentos de onda para cada Componente
Principal (CP) foi utilizada a fung&o “get_pca_var” do pacote “factoextra” em R. Neste
calculo, os eixos para cada CP (“eigenvectors”) sdo multiplicados pelo desvio padréo
do respectivo componente derivado durante a analise (i.e., raiz quadrada dos
“eigenvalues”), obtendo-se os “loadings” para a componente. Em seguida, os loadings
por comprimento de onda sido elevados ao quadrado, divididos pela soma dos
loadings elevados ao quadrado para todas as bandas e multiplicado por 100 para
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obter-se a porcentagem de contribuicdo de cada comprimento de onda para a
variabilidade representada pela CP. Além disto, o coeficiente de correlacido de
Pearson entre as componentes principais e cada comprimento de onda foram plotados
em mapa de cores de acordo com o tempo/periodo de avaliagéo e regido do dossel.

Os indices de vegetagao foram calculados conforme as equagdes da Tabela
1. Foram aplicados os testes de variancia (homocedasticidade, teste Tukey ou teste
Benjamini & Hochberg) para avaliar a correlagédo (p<0.05) entre os IV e a regido da
planta favoravel a detecgao precoce da doencga, usando o pacote “compareGroups”
(KUMARI et al., 2021) do software R Studio versao 4.1.3. O teste de Tukey foi aplicado
aos dados de fluorescéncia para avaliar a correlagao dos parametros de fluorescéncia
da Chl-a com as classes de plantas n&o inoculadas e inoculadas nos diferentes
tempos de avaliagéo.

3. RESULTADOS

3.1 Sintomas da murcha-de-ceratocystis

As plantas néo inoculadas (NI) desenvolveram-se normalmente e como
esperado, ndo apresentaram sintomas de murcha durante todo o periodo de avaliagao
(Figura 1a - d). Ja as plantas inoculadas ndo apresentaram sintomas de murcha até
72 hai, mas apresentaram discreto escurecimento interno no caule (Figura 1e, g, h).
O fungo foi reisolado em isca de cenoura comprovando que O escurecimento
observado era devido a agado do patégeno (Figura 1f). Plantas inoculadas avaliadas
30 dai também nao apresentaram sintomas de murcha, mas tinham um maior
escurecimento interno com comprimento médio de 28,3 cm (Fig. 1i - j). Aos 40 dai as
plantas apresentaram sintomas de murcha, escurecimento interno com comprimento
médio de 49,1 cm (Fig. 1k - I).
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 Planta sadia

Planta assintomatica |

Planta assintomatica e sintomatica

Figura 1. Avaliacdo dos sintomas internos e externos da murcha-de-ceratocystis
causado por Ceratocystis fimbriata. (a) planta ndo inoculada; (b) isca de cenoura sem
crescimento do fungo; (c - d) caule sem escurecimento interno; (e) planta inoculada
assintomatica 72 hai; (f) crescimento do fungo em iscas de cenoura; (g - h)
escurecimento interno préximo ao local de inoculagdo; (i) planta inoculada
assintomatica 30 dai; (j) escurecimento interno ao longo do caule (k) planta inoculada
40 dai com sintomas de murcha no tergo apical e mediano e (l) escurecimento interno
longitudinal descontinuo a partir do local de inoculagéo.

3.2 Comportamento espectral

Em uma primeira analise dos espectros de reflectancia das folhas dos

individuos ndo inoculados, inoculados assintomaticos e inoculados sintomaticos foram
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observadas diferengas nas respostas espectrais entre grupos em multiplas regiées do

espectro e em folhas dos diferentes tercos do dossel da planta (Figura 2).
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Figura 2. Resposta espectral de folhas para individuos sadio, assintomatico e
sintomatico. O comportamento espectral em cada caso € descrito por valores médios
de reflectancia foliar no tergo (a) basal, (b) médio e (c) apical das plantas.

As diferencgas espectrais observadas entre individuos sadio, assintomaticos e

sintomaticos ndo foram homogéneas quando comparados os diferentes tercos do
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dossel. As folhas do tergco médio e apical apresentam diferengas geralmente maiores
nos valores de reflectancia, potencialmente possibilitando melhor diferenciacéo de
individuos n&o inoculado e inoculado em diferentes niveis de severidade de infecgéo
pelo patégeno (Figura 2 b - c). Ja a reflectdncia das folhas do tergo basal foi
relativamente similar entre os diferentes grupos, dificultando a diferenciacéo deles
(Figura a). Na regiao dos comprimentos de onda do visivel foi observado aumento da
reflectancia proximo de 550 nm para individuos infectados pelo patégeno, assim como
uma suavizagdo/diminuicdo nas feigdes de absor¢cdo da energia incidente. Essa
regido do espectro esta associada a capacidade fotossintética e resposta ao estresse
gue modulam o mecanismo primario da planta. Na regido do infravermelho préximo e
de ondas curtas (NIR e SWIR), faixa espectral influenciada por caracteristicas
estruturais das células do mesdfilo e teor de agua nas mesmas, os valores de
reflectancia foram mais elevados para plantas inoculadas apds o aparecimento dos
sintomas de murcha.

Para melhor comparar a dissimilaridade entre individuos inoculados e nao
inoculados em fungdo do tempo de avaliacdo e regido do dossel, foi calculada a
distancia euclidiana entre as coordenadas médias para estes grupos de individuos
(inoculados e n&o inoculados) no espago descrito por variaveis derivadas através de
Analise de Componentes Principais (ACP) feita com os dados espectrais (Figura 3 a).
Foram observadas 12 hai diferengas entre plantas inoculadas e n&o inoculadas, mas
de forma variavel para os diferentes tercos do dossel, sendo essa diferenca mais
acentuada para folhas do terco médio. Apds 24 horas as folhas do terco basal e médio
apresentaram maior distancia entre as classes inoculada e nao inoculada. Essa
distancia relativamente alta se manteve apenas para o terco médio 48 hai. Enquanto
72 hai as folhas do terco médio e apical apresentaram maior separagao entre classes.
Apos os 30 dias da inoculagdo houve maior similaridade entre individuos, em
comparagao aos outros tempos, no entanto, & possivel observar que para o terco
basal e médio houve distanciamento consideravel entre plantas inoculada e nao
inoculada. Surpreendentemente para o terco apical e 30 dai, as distancias observadas
foram mais similares aos valores obtidos para plantas n&o inoculadas (representadas
em preto na Figura 3) em comparagao aos outros tempos. Finalmente 40 dai, apds o
aparecimento dos sintomas de murcha, as folhas do tergo apical apresentaram
maiores distancias entre individuos sadio e doente. Os valores antes de inocular,

utilizados como referéncia para avaliar a magnitude da variagdo na resposta espectral
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ocasionada pela infeccdo, mostrou um equilibrio entre as posicoes de coleta no
dossel, ndo havendo diferenca consideravel entre plantas que seriam inoculadas ou
nao, para todas as regiodes.

De forma similar a comparagéo entre grupos utilizando a distancia euclidiana,
foi calculado o angulo espectral entre a refletdncia média para individuos inoculados
e nao inoculados (Figura 3b). No grafico representando estes dados, em geral, a
diferenca entre individuos dos diferentes grupos cresce de forma gradual conforme o
tempo entre inoculacdo e de avaliagdo aumenta. E possivel visualizar diferengas mais
significativas apds aparecimento dos sintomas de murcha, visto de forma mais
acentuada no tergco médio e apical. Apds 30 dias, a diferenga do angulo espectral
entre individuos inoculados e ndo inoculados nao é tdo acentuada, no entanto, para
folhas do terco médio essa diferenga ocorreu de forma consideravel principalmente

em relagao as observacgoes feitas no tempo 0, antes de inocular.
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Figura 3. Grafico comparativo da distancia euclidiana média (a) e angulo espectral (b)
entre individuos inoculados e nao inoculados para diferentes ter¢cos do dossel (base,
meédio e apice), avaliados ao final dos periodos 10, t1, 12, t3, t4, t5 e t6. O periodo t0
aparece representado por barras em preto sobrepostas as barras com distancias para
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os demais tempos de avaliacido, podendo ser utilizado como referéncia para avaliar a
magnitude das distancias observadas em cada caso.

Para uma avaliacdo mais detalhada das diferencas entre individuos
inoculados e nao inoculados os resultados das ACPs para cada tempo de avaliacéo e
regiao do dossel sao ilustrados na Figura 4. Estas ACPs tiveram como objetivo
representar a variabilidade da reflectancia no VIS, NIR e SWIR, reduzindo a
dimensionalidade dos dados através de variaveis sintéticas (Componentes Principais
— CPs) obtidas por combinagdo linear das variaveis originais (i.e., reflectancia em
diferentes comprimentos de onda). Para melhor visualizagao na Figura 4, apenas as
duas CPs resultando na maior separagéo entre grupos de individuos inoculados e n&o
inoculados sao apresentadas em cada caso.

As plantas do tempo 0 ndo foram inoculadas, apenas separadas entre grupo
das plantas que seriam ou ndo inoculadas posteriormente. As ACPs do t0, para o terco
basal (Figura 4a), médio (Figura 4b) e apical (Figura 4c) mostram uma distancia
consideravelmente pequena entre os grupos. Assume-se neste caso que a separagao
média observada entre as classes era esperada, resultado de variabilidade intrinseca
do material vegetal, sem influéncia de colonizagao por agente fitopatogénico.

Apos 12 horas, a ACP correspondendo ao terco médio mostrou uma maior
distancia entre os grupos de plantas inoculadas e nao inoculadas (Figura 4e), em
comparacao as outras regides, assim como ilustrado na Figura 3a. A resposta
espectral para o tergo basal (Figura 4d) e do apice (Figura 4f) neste tempo revelaram
uma menor distingdo entre os grupos de plantas inoculadas e nao inoculadas.
Também é interessante observar que o menor grau de confusao/mistura de amostras
de diferentes grupos ocorreu para a regiao média, em contraste com as outras regides
neste tempo.

Ja 24 hai, apesar de maior distancia euclidiana ter ocorrido para a regido
média, um melhor agrupamento de amostras de individuos inoculados e nao
inoculados foi observado para a regido basal. Isto pode estar relacionado ao fato de o
angulo espectral ter sido maior para esta regido neste tempo, em comparagao com as
outras regides, indicando uma maior distingao entre grupos em termos do formato do
espectro de reflectancia, e menos relacionado a intensidade de reflectancia. Ja a ACP
do terco apical apresenta valores muito proximos entre os grupos neste tempo de

avaliacao (Figura 4i).
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Apods 48 horas, a maior distancia entre os grupos de plantas inoculadas e nao
inoculadas ocorreu na ACP correspondendo ao tergo médio (Figura 4k), assim como
ja observado na Figura 3a. A CP1 (57,7%) e CP2 (31,9%), CPs que melhor separaram
0S grupos neste caso, juntas somam 89.6% da variancia explicada. Em contraste, as
ACPs para o tergo apical e basal indicaram menor dissimilaridade entre os grupos
(Fig. 4j, I).

Em 72 horas a ACP do tergco apical também segregou de maneira
consideravel o comportamento espectral das plantas inoculadas das nao inoculadas
(Figura 40). O angulo espectral entre individuos dos diferentes grupos neste caso foi
também maior para a regido apical em comparagdo as demais regides, 0 que
provavelmente influenciou o relativo bom desempenho das medi¢des de reflectancia
quanto a segregacéao de plantas afetadas pelo patégeno.

Ja 30 dias ap6s a inoculacao (Figura 4p, q, r) as distancias entre os grupos
de plantas inoculadas e nao inoculadas verificadas na ACP do tergo apical e base
indicaram maior similaridade entre as classes, como indicado também na Figura 3a.

Por fim, 40 dai, a regido apical foi selecionada pela distancia euclidiana e
angulo espectral como melhor regido do dossel para diferenciagcdo de plantas
inoculadas e nao inoculadas (Figura 4u). Entretanto, apesar do tergo basal (Figura 4s)
e médio (Figura 4t) apresentarem menor distancia entre os grupos, a distingéo entre
individuos inoculados e nao inoculados é relativamente clara para estas partes do

dossel, especialmente para a regido basal.
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Figura 4. Andlise de componentes principais (ACP) aplicada aos valores de
reflectancia dos comprimentos de onda de 400 a 2500 nm para plantas inoculadas e
nao inoculadas. As ACPs foram aplicadas para o terco apical, médio e basal das
plantas avaliadas 0 (a,b, ¢), 12 (d, e, f), 24 (g, h, i), 48 (j, k, I) e 72 (m, n, 0) horas ap6s
inoculagao, assim como 30 (p, q, r) e 40 dias apds inoculacéo (s, t,u) com Ceratocystis
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fimbriata. Os dois circulos (vermelho e azul) em cada figura representam a distancia
entre grupos com origem (ponto verde) nas coordenadas meédias para individuos
inoculados (vermelho) e néo inoculados (azul).

Outra informagao importante para a interpretacdo dos dados das ACPs
ilustradas na Figura 4 é a contribuigdo por comprimento de onda para cada
componente principal, representada na Figura 5. Esta contribuicdo de todos os
comprimentos de onda soma-se 100.0% da variabilidade representada através de
cada CP (indicada em porcentagem para as duas componentes que proporcionaram
a melhor separagao entre grupos nos eixos dos graficos na Figura 4). O valor maximo
de contribuicdo observado considerando todos os casos foi de cerca de 3,7%,
entretanto a legenda foi reduzida para representar valores até 97,5% do intervalo
original (0,4% como contribuicdo maxima), a fim de aumentar o contraste e melhorar
a visualizacao de padrdes. A contribuicdo média esperada, se todos os comprimentos
de onda contribuissem de maneira igual, é de 0,048. Desta forma, valores acima da
média foram considerados como particularmente importantes na representacao da
variagao por determinada CP.

De forma geral, as regides com maior contribuicdo para cada CP foram
relativamente especificas e os padrées observados repetiram-se ao longo do tempo.
Considerando o ter¢go médio (Figura 5b), as componentes com maior contribui¢ao para
diferenciagao dos individuos inoculados e nao inoculados (primeira CP representada
em cada tempo na Figura 5, eixo-x nos graficos da Figura 4) foram bastante
influenciadas por reflectancia no infravermelho de ondas curtas (SWIR), a partir de
1400 nm. Em contrapartida, a segunda CP que mais separou os grupos (segunda CP
representada em cada tempo na Figura 5, eixo-y nos graficos da Figura 4) foi
influenciada por bandas na regido do visivel e limiar do vermelho (VIS e red-edge;
entre 400 e 750nm) e/ou infravermelho préximo (NIR, entre 750 e 1000 nm).

De forma mais detalhada para a regido média, a qual em geral permitiu melhor
separacgao de individuos inoculados e nao inoculados, em relagao as demais regides,
na ACP, 12 hai (Figura 4e), as plantas inoculadas tenderam mais para valores
negativos da CP1 e positivos da CP2, componentes que melhor separaram os grupos.
Nestas componentes as regides do espectro que mais contribuiram (acima do
esperado — 0,048%, Figura 5b) foram o SWIR (1899 a 1917nm e 2491 a 2500 nm)
para a CP1 e o Vis (497 a 656 nm), red-edge (690 a 707 nm) e NIR (734 a 1372 nm)

para a CP2, indicando que uma variagdo no espectro como um todo, mas
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especialmente no SWIR e NIR, contribuiu na representacdao (CPs) que melhor
descreveu a separagao entre grupos. Ja 24 hai, mas nesse caso para a regiao basal,
as regides do espectro com maior contribuigdo para as CPs (Figura 5c) foram o SWIR
(1326 a 1655 nm; 1732 a 2159 nm e 2200 a 2500 nm) assim como VIS e red-edge
(diferentes intervalos entre 400 e 750 nm). Apds 48 horas, para a regidao média (Figura
5b), novamente o SWIR (1945 a 2209 nm; 2252 a 2477 nm e 2482 a 2491 nm) e VIS
(4102498 nm e 611 a 701 nm) contribuiram mais para as CPs que melhor separaram
amostras inoculadas de nao inoculadas. De forma similar a 12 hai, em 24 hai o SWIR
(de 1360 a 1391 nm, 1512 a 1563 nm, 1771 a 1799 nm, 1800 a 1868 e 2047 a 2430
nm) contribuiu mais para CP1 e o Vis e NIR em geral para a CP2 (Figura 5b). Ja 30
dai, para a regido meédia do dossel, o SWIR (1337 e 1786 nm, 1866 e 1997 nm, 2004
a 2020 nm e 2059 e 2500 nm) ainda foi a regido que mais contribuiu para a CP1
enquanto o VIS (especialmente entre 409-489 nm assim como 650-663 nm e 714-740
nm) para o CP2. Finalmente, 40 dai, mas nesse caso considerando a regido apical
(Figura 5a) como sendo a que descreveu a maior separagdo entre grupos,
comprimentos de onda no SWIR (1376-1905 nm e 1944- 2119 nm) para a CP1 e VIS
(613-692 nm e 703 nm) para a CP2, foram o que mais contribuiram para a
representacao da variabilidade expressa pelas CPs.

Padrdes similares aos observados para o terco médio ocorreram também para
o tergo basal do dossel. Mas nesse caso, reflectancia na regido do NIR foi em geral
mais importante, com contribuigcdo relevante nos tempos 24 hai, 72 hai e 30 dai.
Apesar disto, a reflectancia no SWIR foi a que em geral contribuiu de forma intensa
para as componentes que resultaram em maior separagdo entre grupos. E
interessante observar que tanto para a regido meédia (Figura 5b) quanto para a basal
(Figura 5c) os comprimentos de onda no visivel contribuiram de forma bastante
intensa para a representacao da variabilidade total em pelo menos uma das CPs. Para
o tergo apical os padrdes de contribuigdo foram variaveis (Figura 5a), mas ainda houve
destaque para comprimentos de onda no SWIR e VIS, com eventual contribuicao do
NIR, principalmente 24 e 48 hai.
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Figura 5. Mapa de cores representando a contribuicdo de cada comprimento de onda
para uma determinada Componente Principal (CP). As bandas espectrais com
coloracao do azul claro ao azul escuro séo bandas que contribuiram na representagao
da variagao dos dados em porcentagem acima de 0,048%, o esperado se todas as
bandas contribuissem da mesma forma. As informagdes correspondem a ACPs para
as diferentes regides da planta: apical (a), média (b) e basal (c).
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Outro aspecto importante para interpretacdo dos resultados das ACPs
ilustradas na Figura 4 € a correlagao entre a refletancia em cada comprimento de onda
as coordenas nas CPs (Figura 6). Quando considerados em conjunto com a
informacgé&o de contribuicdo por comprimento de onda, apresentada na Figura 5, estes
dados permitem a identificacdo de regides espectrais com alta contribuicdo e
correlagdo com determinado CP, que assim influenciaram de maneira acentuada a
variagao descrita pelas componentes.

Para a regido média do dossel, altas correlagbes foram observadas
principalmente para comprimento de onda do SWIR (a partir de 1400 nm), em geral
indicando maior refletancia nessa regido do espectro para individuos n&o inoculados
12, 24 e 48 hai (primeira CP representada para cada tempo na Figura 6, eixo-x nos
graficos da Figura 4). Na PC2, para o ter¢co médio e 12 hai € observado na regido do
VIS bandas espectrais entre 502 e 528 nm com correlagéo positiva acima de 80%. Ja
na regidao do NIR foi observado valores de correlagdo negativa acima de 80% nos
comprimentos de onda entre 756 e 1145 nm. E interessante observar que apesar de
mais fraca a correlagdo com o NIR na primeira componente 12 hai também foi positiva
e acompanhou a tendéncia observada para o SWIR, indicando que a primeira CP
também representou a variagdo observada no NIR, apesar desta variagdo ser
provavelmente menor, o que explica a nao selegcédo desta regidao do espectro como
particularmente relevante para representacdo da variabilidade descrita nesta
componente (Figura 5b, t1). Apos 24, é observado na PC1 comprimentos de onda na
regido do SIWR (1350 a 1599nm) com correlagéo positiva acima de 90% e acima de
99% nos comprimentos de onda 1537 a 1623 nm e 1740 a 1861 nm. Apds 48 horas,
a PC1 do tergco médio, apresentou correlagdo positiva entre 80 e 90% na regido do
VIS de 403 a 503 nm enquanto de 654 a 673 nm os valores de correlagdo foram ainda
maiores, acima de 90%. Na regido do NIR os comprimentos de onda entre 744 e 751
nm apresentaram correlagao positiva entre 80 e 90% e correlagdo de 70 a 80% no
comprimento de onda entre 752 e1271 nm (Figura 5b).

O tergo médio, 72 hai, apresentou correlagao positiva de até 59% na regiao
do NIR (736 a 1141 nm) e uma correlagcéo negativa de até 65% na regido do VIS (515
a 607 nm e 703 a 719 nm) (Figura 6b). Aos 30 dai, a regido apical também
proporcionou boa separagéo entre grupos. Neste caso, a CP1 teve correlagéo positiva
de até 83% na regido do VIS, entre os comprimentos de onda 514 a 521 nm, 575 a

635 nm e 691 a 703 nm. Na mesma componente também foi observada uma
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correlagao negativa acima de 90% para os comprimentos de onda de 740 a 1889 nm
e 2020 a 2375 nm (SWIR). Notavelmente, o padrao de correlagado observado para o
SWIR nos periodos 12, 24 e 72 hai foi invertido para os tempos 48 hai, 30 e 40 dai,
em geral indicando menor reflectancia para individuos ndo inoculados nesta regido do
espectro.

Aos 30, para a CP1 da regido média foi observada uma correlagdo negativa
em todos os comprimentos de onda, e, considerando a posicdo dos individuos
inoculados nesta componente, a reflectancia destas amostras foi em geral menor do
que para os individuos nao inoculados. As regides do NIR e SWIR apresentaram
correlagdes acima de 90% entre os comprimentos de onda 1385 a 1406 nm e 1581 a
1875 nm. Uma tendéncia inversa ocorreu para o VIS e red-edge (entre 400 e 750 nm),
com correlagdo negativa forte para varios periodos de avaliagéo (12, 24 e 72 hai),
indicando maior reflectancia nessa regiao para amostras inoculadas em comparagao
a amostras nao inoculadas. Em contraste, uma menor reflectancia para amostras
inoculadas no VIS foi observada 48 hai, 30 e 60 dai. Os comprimentos de onda do
NIR de forma geral foram menos correlacionados com as coordenadas das CPs que
resultaram na maior separagao entre grupos, entretanto correlagao relativamente forte
(negativa ou positiva) eventualmente ocorreu para comprimentos de onda nessa
regido do espectro, como para o periodo 12 hai, 72 hai, e 40 hai.

Os padrdes de correlagao observados para a regido basal foram similares aos
obtidos para a regido média do dossel. Em geral, correlagédo forte negativa ocorreu
com comprimentos de onda no SWIR, em particular para 12 hai, 24 hai, 72 hai e 40
dai. Considerando que a posicdo dos grupos ficou invertida na CP com maior
separagao entre grupos para esta regiao do dossel (eixo-x na Figura 4d, g, j, m, p, S)
em comparagao a regido média (i.e., amostras inoculadas tendendo mais para valores
positivos), uma correlagao negativa indicou maior reflectancia no SIWR para amostras
nao inoculadas, assim como observado em geral para a regiao média.

No terco basal, apos 48 horas, apesar de menor distédncia entre os grupos de
plantas inoculadas e n&o inoculadas, em comparagao a regido média, na PC1 os
comprimentos de onda entre 1350 e 2500 nm tiveram correlagado negativa acima de
90% com as coordenadas da CP. Comprimentos de onda no Vis também tiveram
correlagao relativamente forte com os CPs sendo que também contribuiram de forma
consideravel para representagédo da variabilidade descrita por essas CPs (Figura 5c)

Comprimentos de onda no NIR novamente apresentaram correlagdes menos
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acentuadas com as coordenas das componentes, com excecado dos tempos 48 hai,
72 hai e 30 dai.

A correlagéo entre reflectancia e coordenadas das CPs obtida para a regiao
apical (Figura 6a) foi até certo ponto comparavel a observada para o tergo médio. De
forma geral uma correlagao forte foi observada no NIR e SWIR (acima de 750 nm),
entre 12 e 72 hai, da mesma forma 40 dai. A refletdncia na regido do visivel foi
fortemente correlacionada as CPs para a regido apical, de 12 horas a 40 dias em pelo
menos um dos componentes em cada tempo. Enquanto para o tempo 12 hai, 72 hai,
30 e 40 dai, a maior reflectancia foi observada para amostras inoculadas. As 24 hai,
de forma geral, maior refletdncia ocorreu para plantas inoculadas até cerca de 500
nm, assim como menor refletancia entre 500 e 650 nm. Apds 48 horas, contrario do
observado em geral nos demais tempos, o comportamento espectral observado para

individuos inoculados foi caracterizado por menor refletadncia no Vis.
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Figura 6. Mapa de cores representando intensidade de correlagado entre a reflectancia de
plantas inoculadas e nao inoculada com as coordenadas nas duas Componentes Principais
(CPs) resultando na maior diferenciagao entre estes grupos de individuos. As regides verde e
roxo indicam correlagédo positiva e negativa, respectivamente, em cada CP. As regides em
branco apresentam correlagdo proxima a zero. Abreviatura: T1 (12 hai), T2 (24 hai), T3 (48
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hai), T4 (72 hai), T5 (30 dai) e T6 (40 dai). As informacdes correspondem a ACPs para as
diferentes regides da planta: apical (a), média (b) e basal (c).

3.3 indices de vegetacio

Os indices espectrais de vegetacdo (IVs) utilizados neste estudo ndo foram
originalmente desenvolvidos especificamente para deteccdo de doengas. Desta
forma, foram escolhidos indices que possibilitassem associar as alteracbes
fisioloégicas e bioquimicas de forma indireta nas folhas, em resposta ao estresse
ocorrido diretamente no caule. Os valores obtidos mostram que mesmo nas folhas é
possivel observar diferencas entre individuos nao inoculados e inoculados, desde a
fase inicial da infecc&o pelo patdgeno até o surgimento de sintomas visuais nas folhas.
Desta forma podemos inferir que estes IVs de caracteristicas ndao especificas com
relacdo a detecgcdo do patdégeno estudado foram sensiveis quanto a mudancas
fisiologicas e bioquimicas na folha em decorréncia da infecgao.

Em quase todos os periodos de avaliagao (12 hai, 24 hai, 48 hai, 72 hai e 40
dai) houve Vs estatisticamente significativos para discriminar individuos inoculados e
nao inoculados. Apenas 30 dai nao foram observados indices com valores de
significancia menores que 5% de probabilidade. Além disso, a capacidade de
discriminagao entre classes variou conforme a posi¢ao de coleta das amostras foliares
(Tabela 2).
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Tabela 2. Relagao dos indices de vegetacao que apresentaram valores significativos para separar individuos nao inoculados (NI) e inoculados
() calculados para cada terco da planta.

indices de Apical Médio Basal
Vegetagcdao NI I p-value NI I p-value NI I p-value
Tempo 1
PSSRa 9.68018 9.17714 0.167 10.7162 9.8749 0.034 10.25872 10.04562 0.934
(0.6903) (0.5827) (0.32902) (0.49675) (0.34338) (0.49676)
PSSRb 8.44221 7.87332 0.39 11.54861 10.65105 0.026 11.24286 10.89696 0.489
(1.36321) (1.14372) (0.20524) (0.36807) (0.69501) (0.73831)
PSND1 0.81231 0.80332 0.175 0.82906 0.81541 0.034 0.82228 0.81884 0.927
(0.01227) (0.0112) (0.00486) (0.0059) (0.00534) (0.00839)
PSND2 0.78791 0.77356 0.418 0.84056 0.8281 0.029 0.83633 0.83077 0.487
(0.0349) (0.03022) (0.00287) (0.0059) (0.0096) (0.00978)
MCARI1 0.85715 0.80193 0.574 0.80748 0.77494 0.029 0.7989 0.77439 0.826
(0.10291) (0.05073) (0.01754) (0.01665) (0.0286) (0.03182)
hNDVI 0.82569 0.80791 0.229 0.84232 0.82818 0.007 0.83424 0.82987 0.598
(0.01666) (0.01239) (0.00248) (0.00859) (0.0038) (0.00925)
Tempo 2
SIPI 1.11473 1.15219 0.788 0.86976 0.96488 0.198 0.88936 0.92726 0.048
(0.22354) (0.14642) (0.04907) (0.03948) (0.02617) (0.01145)
RVSI -0.04154 -0.03988 0.665 -0.05826 -0.0494 0.041 -0.05627 -0.05235 0.058
(0.01043) (0.00483) (0.00489) (0.00254) (0.00101) (0.00235)
PSRI -0.01019 -0.00947 0.742 0.006 -0.00161 0.006 0.0048 0.00717 0.387
(0.008) (0.0062) (0.00259) (0.00071) (0.00334) (0.00178)
NRI 0.50769 0.53993 0.327 0.35878 0.44922 0.048 0.35809 0.40613 0.166
(0.0743) (0.03437) (0.04949) (0.03751) (0.03452) (0.01888)
Tempo 3
PSRI -0.01509 -0.00489 0.002 -0.00273 0.00505 0.001 0.00489 0.00664 0.3
(0.00202) (0.00393) (0.00192) (0.00342) (0.00512) (0.00381)
MCARI 0.5857 0.45231 0.037 0.26571 0.23493 0.788 0.23808 0.29818 0.089
(0.06617) (0.1222) (0.05706) (0.03898) (0.03068) (0.09086)



NRI 0.55543 0.50684 0.022 0.42044 0.35812 012  0.35982 0.36833 0.551
(0.01704)  (0.03723) (0.03404)  (0.03093) (0.03054)  (0.04647)

NDLI 0.03496 0.03664 0.264 0.0348 0.03934 0.031  0.03591 0.03519 0.759
(0.00039)  (0.00192) (0.00101)  (0.00039) (0.00171)  (0.00386)

NDNI 0.13487 0.13309 0.821 0.12994 0.14013 0.006 0.13286 0.135 0.502
(0.00393)  (0.00849) (0.00151)  (0.00588) (0.00356)  (0.01345)

WBI1450  2.63204 2.6753 0.97 2.2633 2.38269 0.027 2.26016 2.23161 0.913
(0.08855)  (0.18159) (0.03276)  (0.05794) (0.05541)  (0.06199)

hNDVI 0.8139 0.79711 0.606 0.83252 0.8209 0.011  0.8326 0.80555 0.002
(0.00396)  (0.01916) (0.00162)  (0.00716) (0.00833)  (0.01045)

LWVI-2 0.0291 0.03054 0.79 0.02378 0.02568 0.035  0.02403 0.02384 0.706
(0.00157)  (0.00206) (0.00117)  (0.00185) (0.00175)  (0.00295)

PSSRa 9.51438 8.55939 0.49 10.26739  9.41946 0.002  10.07948  8.69009 0.001
(0.23925)  (0.93811) (0.17421)  (0.41793) (0.41758)  (0.48416)

PSND1 0.80971 0.78942 0.375 0.8223 0.80799 0.003  0.81928 0.79321 0.001
(0.00432)  (0.01933) (0.00241)  (0.00758) (0.00702)  (0.01007)

NDVI 0.79502 0.77137 0.34 0.8088 0.79402 0.001  0.80408 0.77814 0.001
(0.00527)  (0.02129) (0.00245)  (0.00803) (0.00532)  (0.00914)

CRI1 7.00513 6.73093 0.917 8.88499 8.20393 0.062  9.43902 7.95597 0.016
(0.14019)  (1.06934) (0.14573)  (0.2396) (0.76681)  (0.1106)

RVSI -0.03691  -0.04139  0.251 -0.0526 -0.05537 0296 -0.05517  -0.05013  0.016
(0.00143)  (0.00517) (0.00057)  (0.00122) (0.00409)  (0.00164)

DSWI 0.68488 0.73459 0.213 0.80071 0.8294 0478  0.83594 0.76877 0.004
(0.01353)  (0.07958) (0.01789)  (0.00983) (0.02562)  (0.02514)

PSSRb 7.54245 7.48585 0.754 10.53533  10.06636  0.127  10.81555  9.17687 0.003
(0.20506)  (1.08865) (0.07833)  (0.55239) (0.8137)  (0.39446)

PSND2 0.76504 0.76394 0.754 0.82523 0.81905 0.146  0.83047 0.80312 0.003
(0.00494)  (0.02734) (0.00156)  (0.00966) (0.0119)  (0.00778)

CARI 0.14133 0.12413 0.097 0.0885 0.08717 0.958  0.08404 0.10315 0.048
(0.00926)  (0.01973) (0.01091)  (0.00975) (0.00555)  (0.02277)

WABI 0.12129 0.16537 0.602 0.36553 0.37578 0.954  0.40898 0.35521 0.036
(0.04236)  (0.06099) (0.02654)  (0.03382) (0.02023)  (0.05043)
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Tempo 4

NDLI

NDWI

WBI970

WBI1180

WBI1450

LWVI-2

SRWI

MSI

CRIM

PRI

RVSI

DSWI

SIPI

PSSRb

PSND2

0.03486
(0.00226)
0.03209
(0.00128)
1.01953
(0.00055)
1.06788
(0.00375)
2.5687
(0.07155)
0.02792
(0.0009)
1.06636
(0.00298)
0.70333
(0.00991)
6.79457
(0.26641)
0.03567
(0.00163)
-0.04247
(0.00243)
0.69223
(0.01759)
1.06705
(0.05049)
7.52466
(0.30036)
0.76533
(0.00842)

0.0365
(0.00037)
0.03523
(0.00166)
1.02367
(0.00115)
1.07512
(0.00282)
2.77364
(0.14131)
0.03179
(0.00141)
1.07304
(0.00357)
0.68019
(0.00864)
6.52502
(0.98024)
0.03043
(0.00842)
-0.03901
(0.00653)
0.69381
(0.05029)
1.16619
(0.13391)
7.34432
(1.17009)
0.75927
(0.03804)

0.047

0.014

0.014

0.003

0.003

0.005

0.014

0.003

0.602

0.187

0.274

0.874

0.113

0.308

0.266

0.03835
(0.00298)
0.02452
(0.00054)
1.01621
(0.0001)
1.05387
(0.00138)
2.358
(0.09452)
0.02539
(0.00199)
1.05028
(0.00113)
0.73076
(0.00717)
8.4773
(0.04726)
0.05482
(0.00779)
-0.0563
(0.00374)
0.82591
(0.06115)
0.9083
(0.01752)
10.30153
(0.57275)
0.8226
(0.00906)

0.03885
(0.00139)
0.02536
(0.00236)
1.01709
(0.00122)
1.0572
(0.00387)
2.47804
(0.14723)
0.02599
(0.00241)
1.05205
(0.00494)
0.71797
(0.01649)
7.97456
(0.98803)
0.04527
(0.00823)
-0.04933
(0.0101)
0.76434
(0.11821)
0.97526
(0.11775)
9.06179
(1.9416)
0.79978
(0.0335)

0.497

0.602

0.347

0.602

0.097

0.149

0.602

0.209

0.326

0.175

0.294

0.387

0.275

0.373

0.317

0.03712
(0.00202)
0.02529
(0.00154)
1.01666
(0.00169)
1.05466
(0.00436)
2.34946
(0.00302)
0.02497
(0.00054)
1.0519
(0.00325)
0.73368
(0.00552)
8.29543
(0.16049)
0.05572
(0.00156)
-0.05706
(0.00204)
0.83389
(0.00351)
0.88923
(0.01741)
10.1147
(0.1939)
0.81993
(0.00218)

0.03846
(0.00116)
0.02466
(0.00014)
1.01778
(0.00155)
1.05532
(0.00029)
2.45844
(0.17765)
0.02559
(0.00208)
1.05059
(0.0003)
0.73177
(0.01311)
7.93844
(0.51268)
0.04501
(0.00255)
-0.05187
(0.00201)
0.79411
(0.03434)
0.95187
(0.02867)
9.50078
(0.70901)
0.80921
(0.01309)

0.572

0.197

0.723

0.602

0.047

0.629

0.199

0.907

0.044

0.001

0.001

0.016

0.004

0.095

0.016
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CARI 0.12874 0.13682 0.195 0.08473 0.11034 0.244 0.08185 0.1059 0.007
(0.00297) (0.01284) (0.01192) (0.03128) (0.00108) (0.01087)

MCARI 0.45775 0.50632 0.25 0.23355 0.35043 0.229 0.22157 0.32684 0.007
(0.05675) (0.06219) (0.05643) (0.13613) (0.01143) (0.03672)

WABI 0.16382 0.12086 0.102 0.37882 0.27244 0.236 0.39125 0.33201 0.018
(0.0118) (0.08343) (0.01783) (0.15747) (0.02774) (0.02968)

NRI 0.50136 0.50233 0.79 0.36862 0.43722 0.368 0.35349 0.38806 0.028
(0.01885%5) (0.0100%5) (0.04294) (0.08462) (0.02245) (0.01783)

Tempo 6

NDNI 0.1457 0.13336 0.028 0.13103 0.13041 0.685 0.13188 0.12893 0.256
(0.008) (0.01506) (0.00124) (0.0074) (0.00295) (0.00697)

WBI970 1.0278 1.02176 0.018 1.01548 1.01229 0.194 1.0129 1.00989 0.47
(0.00354) (0.00529) (0.00109) (0.00387) (0.0022) (0.00306)

WBI1180 1.08822 1.07226 0.028 1.0509 1.04299 0.174 1.04149 1.03463 0.364
(0.00957) (0.0138) (0.00196) (0.0094) (0.00429) (0.0047)

DSWI 0.76441 0.65259 0.014 0.67844 0.65886 0.482 0.70991 0.71803 0.331
(0.0789) (0.03517) (0.02357) (0.10859) (0.09196) (0.04007)

MSI 0.64252 0.66698 0.042 0.73663 0.73973 0.57 0.7569 0.76498 0.185
(0.02283) (0.02711) (0.00196) (0.02452) (0.00661) (0.00837)

NRI 0.51364 0.54438 0.042 0.4604 0.41848 0.115 0.45042 0.40552 0.161
(0.00734) (0.02537) (0.025) (0.08011) (0.04644) (0.05219)

CAl -0.30311 -0.52311 0.291 -0.41606 -0.54903 0.142 -0.42754 -0.80701 0.003
(0.09841) (0.24327) (0.06527) (0.23159) (0.13733) (0.23502)

MCARI1 0.77917 0.78115 0.808 0.80766 0.7759 0.308 0.8305 0.767 0.009
(0.04631) (0.02754) (0.03221) (0.05947) (0.035) (0.03953)

DWSI-5 1.73125 1.74025 0.935 1.52952 1.47595 0.016 0.70991 1.41798 0.074
(0.07873) (0.10811) (0.03845) (0.01735) (0.05042) (0.05622)

Valores de mediana e intervalo interquartil de plantas ndo inoculadas (NI) e inoculadas (I), separadas por tergo da planta. Os valores destacados em negrito

sdo significativos (p-value <0,05) na separagao de individuos ndo inoculados e inoculados. No t5 o p-valor para todos os indices foram maiores que 0.05.
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No t1 foi possivel observar que os indices calculados com os espectros das
folhas do terco médio, relacionados ao conteudo de clorofila-a, clorofila-b e
carotendides (PSSRa, PSSRb, PSND1, PSNd2 e MCARI1) apresentaram valores
significativos (p< 0,05) na separagéo de individuos inoculados e ndo inoculados. Essa
separacgao foi verificada para o indice hNDVI, utilizado para monitorar estresse, de
forma geral, em plantas (Figura 7a). No t2 o indice PSRI para reflectancia das folhas
do terco meédio apresentou maior valor de significancia, seguido dos indices RVSI e
NRI. O indice SIPI resultou em melhor potencial de diferenciagado entre grupos para

as folhas do tergo basal neste tempo (Figura 7b).
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Figura 7. indices preditivos favoraveis a discriminagao de individuos inoculados e n&o
inoculados, aplicados para cada regido do dossel. (a) t1; (b) t2; (c) t3; (d) t4; (e) t6. Os
valores de significancia (p-valor <0,05) foram obtidos por teste de Tukey, para
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variaveis explicativas de distribuicdo normal e pelo método de Benjamini & Hochberg,
em caso de distribuicdo ndo normal.

As 48 hai, foi observado o maior numero de Vs com potencial para separar
espectros de individuos inoculados e n&o inoculados. Dos 28 indices aplicados, 18
mostraram diferencas significativas entre os tratamentos. Essas diferencas foram
melhor representadas pelas folhas do terco médio e basal. Esse aumento expressivo
de indices pode estar relacionado com varias alteragdes no metabolismo primario das
plantas inoculadas decorrentes da infecgdo pelo patégeno. Os indices CRI1, RVSI,
PSSRa, PSSRb, PSND1, PSND2, PSRI; assim como CARI e MCARI relacionados ao
aparato fotossintético da planta apresentaram diferencgas espectrais significativas para
as folhas do terco médio e basal. Os indices NDLI, NDNI, hNDVI, NDVI, WBI1450 e
LWVI2 também apresentaram valores significativos para as folhas do ter¢co médio,
assim como os indices DWSI e WABI para as folhas do ter¢o basal (Figura 7c).

Para as folhas do terco basal 72 hai, foram observadas diferencas
significativas entre os indices CRI, PRI, RVSI, DSWI, SIPI, PSSRb, PSND2, CARI,
MCARI, WABI e NRI. Os indices NDLI, NDWI, WBI1180, WBI1450, LWVI2, SRWI e
MSI também apresentaram diferengas significativas para as folhas do tergo apical
(Figura 7d). Nao houve diferenca significativa entre os valores de individuos ndo
inoculados e inoculados assintomaticos 30 dai.

Apds o surgimento dos sintomas, a maioria dos indices que apresentaram
valores significativos foram representados pelas folhas do tergo apical. A variagdo na
quantidade de biomassalalteracdo na estrutura foliar e mudanca no conteudo de
nitrogénio podem ser explicados pelos indices NRI e NDNI, os quais tiveram
significancia de 0.028 e 0.042, respectivamente. O sintoma visual relacionado a
murcha foliar teve correlagao direta com os indices WBI 970, WBI 1180, DWSI, DWSI-
5 e MSI calculados para detectar estresse relacionado ao conteudo de agua nas
folhas. Para o terco basal, os indices CAl e MCARI relacionados a absorcdo da
energia incidente por celulose e ao conteudo de carotendides, foram significativos

para diferenciar plantas inoculada e n&o inoculada (Figura 7e).

3.4 Analise de fluorescéncia da Chl a
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Na analise de fluorescéncia da Chl-a foi observado diferengas significativas
para os parametros FV'/Fm’, NPQ e ETR entre individuos NI e | aos 40 dai (Tabela 3).
O parametro ETR, relacionado a taxa relativa de transporte de elétrons, foi reduzido a
17% e 20% em plantas inoculadas e medidas 12 hai e 72 hai, respectivamente. As
plantas ndo inoculadas e inoculadas no t2 apresentaram diferengas significativas para
o parametro Fv/Fm que mede o rendimento quantico maximo do fotossistema Il
(Tabela 3).

Tabela 3. Parametros de fluorescéncia da clorofila a obtidos de folhas do terco médio
de plantas n&o inoculadas (NI) e inoculadas (I) com Ceratocystis fimbriata as 12, 24,
48, 72 horas apos a inoculacao, 30 e 40 dias ap6s a inoculagao.

A 12 hai 24 hai 48 hai 72 hai 30 dai 40 dai
Parametros
NI | NI | NI | NI | NI | NI |
0,75 0,76 0,78 0,76 0,78 0,77 0,77 0,77 0,76 0,76 0,72 0,74
Fv/Fm + + + + + + + + + + + +

002 002 001 001 001 001 002 002 001 000 003 0.01
0,20 0,17 0,18 0,17 0,19 0,18 0,20 0,19 0,18 0,20 0,21 0,18
Fv/Fm' + + + + + + + + + + t t
0,02 0,05 0,01 0.02 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01
14,5 11,3 12,7 11,8 13,2 12,7 14,3 12,7 12,2 13,8 17,3 141
ETR + + + + + + + t + + t t
1,64 299 0,94 1,10 1,93 141 1,27 0,93 234 115 0,80 1,73
0,51 053 0,49 0,50 048 051 048 0,49 0,51 048 0,57 0,61
NPQ * * + + + * + + * * t t
0,05 0,04 0,02 0,02 0,05 0,02 0,03 0,02 0,05 0,02 0,02 0,02
0,29 0,31 0,33 0,32 0,33 0,31 0,32 0,33 0,32 0,32 0,22 0,21
NO + + + + + + + + + + + +
0,06 0,02 0,01 0,03 0,08 0,02 0,04 0,01 0.07 0,02 0,01 0,02
Valores de média + erro padrao de plantas Nl e | em negrito s&o significativamente diferentes de acordo
teste t de Student (p<0,05).

4. DISCUSSAO

O avango em estudos relacionados ao uso de métodos espectroscdpicos
aplicados ao monitoramento e deteccdo de doencas em clones de eucalipto se faz
necessario, sendo promissor devido o potencial de analise nao destrutiva dos métodos
e a necessidade de detectar precocemente doencas em campo ou viveiro. Até onde
pode-se apurar na literatura, este é o primeiro estudo quanto a avaliacdo da incidéncia
da murcha de ceratocystis em eucalipto utilizando técnicas de espectroscopia.

Apesar do patdégeno colonizar vasos condutores na planta, foi possivel
verificar indiretamente alteragdes fisioldgicas e bioquimicas a nivel foliar através da
reflectdncia em diferentes comprimentos de onda no Vis-NIR-SWIR. Isto

provavelmente se deve a relacdo mutua estabelecida entre o mecanismo primario da
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planta e a infecgdo pelo patdégeno (BERGER; SINHA; ROITSCH, 2007). As folhas
localizadas em diferentes tercos de uma mesma planta também apresentaram
diferengas nas respostas espectrais. Esta diferenga da resposta espectral pode estar
relacionada ao local de inoculagdo do patdgeno e o estagio de infecgcdo em que as
plantas se encontram. Nas primeiras horas de avaliagao, as folhas do terco basal e
médio das plantas apresentaram maior separagdo entre os grupos de plantas
inoculadas e ndo inoculadas. Apds o aparecimento dos sintomas, o tergco apical
apresentou melhores valores na separagao do grupo de plantas doentes e sadias.

Os componentes principais obtidos na ACP para os dados referentes a cada
terco da planta e que resultaram na maior distancia e menor similaridade entre os
grupos de individuos inoculadas e nao inoculadas em cada caso, foram melhor
investigados em analises posteriores.

Doze horas apds a inoculacao, o terco médio apresentou menor similaridade
entre os grupos. Foi observado na CP1 uma correlagao positiva forte no SWIR (a partir
de 1400 nm, Figura 6b) acompanhado de contribuigdo efetiva de comprimentos de
onda nessa parte do espectro na representagéo da variabilidade para esta CP (Figura
5 b). Da mesma forma, correlagdo positiva relativamente forte ocorreu para
comprimentos de onda no NIR e correlagdo negativa no VIS para a CP1, apesar de
nao terem sido as regides que mais contribuiram para descrigdo da variabilidade
nesse CP (Figura 5 b). Considerando a posi¢do dos individuos dos grupos na
componente (Figura 4b) é possivel afirmar que plantas inoculadas tiveram menor
refletancia no NIR e SWIR e maior no VIS. Conclusao similares podem ser tiradas
com base nos padrdes de correlagao representados na CP2 para o mesmo tempo e
regidao da planta (24 hai e média, respectivamente). Neste caso foi observado uma
combinacao de correlagao forte positiva no VIS (497 a 707 nm) e negativa no NIR (734
a 1372 nm), mas a posigao dos grupos na CP esta invertida, com relagcdo a
apresentada na CP1, indicando novamente menor reflectancia no NIR e maior no VIS
para plantas inoculadas. Os indices de vegetacdo que apresentaram valores
significativos para discriminar os grupos neste tempo sdo IV aplicados para prever
estresse da vegetacdo, estimar a concentragdo de pigmentos fotossintéticos e
carotenoides. Esses indices utilizam poucos comprimentos de onda nas regides do
visivel e infravermelho proximo entre 550 e 800 nm. Na regido do NIR
(aproximadamente entre 756 a 1145 nm), a correlag&o foi acima de 60% na CP1 e

acima de 80% na CP2. Valores baixos de reflectancia revelam uma menor disperséo
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da energia incidente nesta regido devido a alteragbdes na estrutura foliar ou aumento
na absorgdo por compostos bioquimicos como celulose, lignina, carboidratos,
proteinas e amido (BEC et al., 2020).

Estudos relatam que a infecgdo por patdégenos biotroficos desencadeia
mudancas rapidas que resultam no declinio da fotossintese, aumento da respiracéo e
fotorrespiracdo (BERGER et al., 2007). As 12 hai, os parametros FV/Fm’ e ETR
apresentaram menores valores para o grupo de plantas inoculadas. No entanto, o
parédmetro de Rendimento quéntico maximo (Fv/Fm) ndo diminuiu estatisticamente,
indicando que esse estresse nao foi suficiente para ocorrer uma fotoinibicdo. Estes
resultados também foram observados em clones de eucalipto inoculados com C.
fimbriata no estudo citado e segundo os autores o desempenho fotossintético foi
prejudicado pela redugdo na taxa de transporte de elétrons nas membranas dos
tilacéides, limitando a absor¢cdo de CO2 pelos estdmatos (DA SILVA et al., 2018).
Estas alteragdes no aparato fotossintético de plantas infectadas foram consistentes
em outros estudos, revelando que durante o inicio do processo infeccioso ocorre uma
diminuicdo da taxa fotossintética em folhas proximo ao local de infecgédo pelo
patégeno (BERGER; SINHA; ROITSCH, 2007; SINGH; SHARMA; SINGH, 2020; ZOU
et al., 2007). Firmino et al. (2015) investigaram a colonizagao por Ceratocystis sp. em
vasos do xilema e observaram que isolados do fungo provenientes de varios
hospedeiros (atemodia, cacau, eucalipto, manga e teca.) sdo capazes de germinar,
penetrar e se desenvolver nos vasos condutores de plantas de eucalipto 6 horas apos
a inoculacao.

As 12 e 24 hai, a ACP para o terco médio mostrou maior distancia entre os
grupos de plantas inoculadas e n&do inoculadas. Na regido espectral do VIS e red-edge
os valores da CP1 e CP4 apresentam correlagdo negativa e positiva, respectivamente,
com a refletancia nesses comprimentos de onda. As plantas inoculadas tenderam
mais para valores negativos na PC1 e positivos na CP4, indicando que a refletancia
para este grupo foi em geral maior nestes comprimentos de onda em comparagéo a
individuos nao inoculados. O indice RVSI, utilizado para prever estresse da
vegetacdo, tem na sua equagao comprimentos de onda na regiao da borda do
vermelho (714, 733 e 752 nm) e apresentou valores mais baixos para plantas nao
inoculadas comparada as plantas inoculadas. Os espectros de reflectancia de plantas
inoculadas neste caso, apresentaram valores superiores na borda do vermelho

indicando uma resposta de estresse aparente. Este comportamento também foi
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observado em videiras inoculadas com Grapevine leafroll - associated virus 3 (NAIDU
et al., 2009). O indice PSRI também foi util na separagdo dos grupos de plantas
inoculadas e ndo inoculadas. Os valores para o grupo de plantas n&o inoculadas foram
positivos e o grupo das plantas nao inoculadas foi negativo. O aumento da reflectancia
entre 550 e 740 nm €& um indicativo de degradagao da clorofila induzida pela
senescéncia ou degradacéao induzida por estresse enquanto ocorre baixa reflectancia
entre os comprimentos de onda 400 e 500 nm relacionado a conservagao de
carotendides (MERZLYAK et al., 1999). A manutencdo dos carotenoides em plantas
sob condigao de estresse tem como objetivo aliviar o maior estresse oxidativo devido
ao comprometimento do sistema fotossintético (BISWAL, 1995). Na analise de
fluorescéncia, observou uma reducido do parametro Fv/Fm, indicando uma reducgao
da fotossintese nesse periodo de avaliagdo. Do mesmo modo, valores do parametro
NPQ foram maiores para o grupo de plantas inoculadas.

Esse aumento também é observado em folhas que nao foram danificadas e
pode indicar o aumento do fluxo de elétrons ndo aproveitado no processo
fotossintético, o que é compensado pelo mecanismo de protecdo (BERGER et al.,
2007). Em estudos com objetivo de descrever os efeitos na fotossintese causados
pela infecgdo por patégenos, foi observado uma regulagao da fotossintese mediada
pelo rendimento quantico efetivo do PS Il (BERGER et al., 2007). A regulacao da
fotossintese contribui de forma indireta para a defesa da planta. A partir dessa
regulagcéo, ha formagéo de glicose e energia, utilizados no metabolismo secundario.
Apenas a fluorescéncia da Chl-a ndo é suficiente para fazer inferéncias seguras,
sendo necessario combinar outros parametros, como trocas gasosas e imagens
térmicas (ROLFE; SCHOLES, 2010). O indice NRI desenvolvido para estimar o teor
de nitrogénio no dossel de plantas também obteve bom desempenho na segregacéo
de folhas de plantas inoculadas e nao inoculadas a partir de informacéo espectral para
o terco médio, 24 hai. O nitrogénio € um importante composto influenciado pela
interacdo planta-patdégeno, responsavel na planta pela regulagdo do crescimento e
outros aspectos fisioldgicos (WANG et al., 2019). O indice NRI foi selecionado como
um dos principais indices em outros estudos, devido sua sensibilidade na deteccéao
de doenga em eucalipto (LIAO et al., 2022). Em clones de eucalipto infectados por C.
fimbriata foi verificado um aumento da base nitrogenada uracila, possivelmente

relacionados a expressdo de genes envolvidos na produgdo de compostos
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bioquimicos estruturais envolvidos no mecanismo de defesa da planta (DA SILVA et
al., 2018).

A PC1 do terco médio e 48 hai, revela correlagbes positivas fortes com
refletancia entre 403 e 503 nm e 654 a 690 nm, regides especificas de absorgéo de
clorofilas e antocianinas, respectivamente. Do mesmo modo, houve correlagao
positiva acima de 90% em comprimentos de onda préximos ao red-edge, relacionado
a absorgao por clorofila (GITELSON; CHIVKUNOVA; MERZLYAK, 2009). Na regiédo
do SWIR também ¢é possivel observar altas correlagbes em determinados
comprimentos de ondas. Essa regido é considerada de alta espalhamento da energia
incidente ou alta absor¢gao em intervalos especificos por proteina, celulose e lignina
(WANG et al., 2018). O aumento de indices que apresentaram valores significativos
durante os resultados obtidos 48 hai apontaram uma mudanga fisiolégica no
metabolismo das plantas infectadas pelo patdgeno. Isso pode estar relacionado ao
tempo de resposta do clone suscetivel quanto a ativagdo de genes envolvidos no
mecanismo de defesa da planta (DA SILVA et al., 2018). Estas alteragcbes podem estar
relacionadas a reorganizagao do metabolismo primario para modular o mecanismo de
defesa ou alteragdes moduladas pelo patdgeno para poder promover sua infecgao,
replicacéo e disseminagao (COPLEY et al., 2017). Além dos indices voltados para
quantificar pigmentos fotossintéticos, conteudo de nitrogénio e estresse da vegetagéo,
o indice PSRI relacionado a proporgéo de carotendides e clorofila foram significativos.
No entanto, foram observados valores negativos para as plantas ndo inoculadas e
positivo para as inoculadas. O aumento da reflectancia entre 550 e 740 nm pode ser
indicativo de degradacao de clorofila a e b. Os indices relacionados ao conteudo de
agua nas folhas do dossel, representados pelas folhas do tergo médio e da base neste
estudo também foram significativos. Esta diferenca entre folhas de plantas né&o
inoculadas e inoculadas assintomaticas pode ser explicada pela alteracdo no
processo de respiracdo e redugdo da transpiracdo, mediante o fechamento dos
estdbmatos das folhas, modulado pela presenca do patégeno no interior dos vasos
condutores de seiva (DA SILVA et al., 2018).

As correlacdes entre os comprimentos de onda e resultados da ACP, 72 hai,
ocorreram em maior intensidade em comparacao os demais tempos de avaliagdo do
periodo assintomatico. Neste tempo foi observado fortes correlagbes na PC1 para as
regides do VIS, NIR e SWIR. Em fungdo da infecgdo causada pelo fungo, o

mecanismo secundario da planta € modulado e consequentemente o mecanismo
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primario € afetado. Essas alteragbes fisioldgicas e bioquimicas sao inferidas
indiretamente pela analise espectral devido a variagdo no comportamento espectral
entre individuo inoculado e n&o inoculado. Os indices relacionados ao conteudo de
pigmentos envolvidos na fotossintese, relacionados ao teor de nitrogénio, agua e
carotendides mantiveram-se significativos 72 hai. Foi possivel observar que as folhas
do terco apical também modularam seu metabolismo. Os indices relacionados ao
conteudo de agua foram particularmente representativos para esta regido da planta.
Em outros estudos, foi demonstrado que em clones de eucalipto suscetiveis
inoculados com C. fimbriata, ocorre o fechamento parcial dos estdmatos nas folhas
para evitar a perda de agua e reduzir a assimilagéo liquida de COz2 nos cloroplastos
(DA SILVA et al., 2018).

Aos 30 dai, a colonizagcéo pelo patégeno estava estabelecida e a maior
correlagao vista na PC1 foi na regido do SWIR, relacionada ao conteudo de agua,
nitrogénio, lignina, celulose e proteina. Essa faixa espectral esta particularmente
relacionada ao conteudo de agua e estrutura da folha. De acordo com a literatura,
comprimentos de onda entre 1410 e 1620 nm apresentam maior variabilidade de
acordo com espessura equivalente de agua e massa foliar, contribuindo para
estimativas do teor relativo de agua na folha (JUNTTILA et al., 2022). No entanto, para
certificar esse aspecto seriam necessarias analises bioquimicas e de caracterizagao
morfolégica complementares. De forma inesperada, os parametros da analise da
fluorescéncia também n&o apresentaram valores significativos para diferenciar
plantas inoculadas das ndo inoculadas neste periodo. Para o parametro Fv/Fm em
todos os tempos de avaliacido foi observado valores menores para as plantas
inoculadas e aos 30 dias o rendimento quantico da PS Il € o mesmo das plantas néo
inoculadas. Os parametros FV'/Fm’ e ETR também apresentaram valores menores
para as plantas inoculadas em todos os tempos de avaliacédo, exceto aos 30 dai, em
que os valores foram maiores para as plantas inoculadas. Nao foram observadas
aumento no parametro NPQ, indicando n&o haver uma redugdo da eficiéncia
fotoquimica neste tempo avaliado. Diante o observado, neste momento da interagao
da planta com o patdégeno pressupde-se que esteja ocorrendo uma aceleragéo
fisiolégica e bioquimica na tentativa da planta de se recuperar.

Aos 40 dai, as folhas do tergo apical e médio ja apresentavam sintomas de
murcha, tipico de C. fimbriata (FERREIRA et al., 2006). Por meio das analises de

fluorescéncia foi observado uma alteragdo significativa no parametro Fv’/Fm’. No
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entanto, ndo é possivel inferir que esteja ocorrendo uma reducdo da taxa
fotossintética, uma vez que o parametro de rendimento quantico maximo nao teve
valores significativo para diferenciar os tratamentos. No parametro ETR houve uma
reducao significativa entre folhas de plantas inoculadas e de plantas n&o inoculadas.
Foi observado para o parametro relacionado a etapa fotoquimica NPQ, valores mais
altos para o grupo de plantas inoculadas sendo significativo quanto a separagéo das
classes de planta sadias e doentes. Aumentos significativos do parametro NPQ em
plantas sob estresse acentuado revela uma ineficiéncia fotoquimica (ROLFE;
SCHOLES, 2010) Na fase de senescéncia da planta ocorre alteracbes morfolégicas
importantes, como a desorganizagdo da membrana dos tilacéides e degradacao dos
carotenoides, ocasionando dano ao PSI e PSIlI (BISWAL, 1995). Em trabalhos
envolvendo esse patossistema, foi observado o mesmo comportamento aos 25 dai.
Os autores chegaram a conclusao que este resultado estava relacionado com a menor
assimilacéo de CO2 devido a menor abertura dos estdbmatos em resposta ao estresse
hidrico causado pelo patégeno (DA SILVA et al.,, 2018). Estas alteragdes eram
previstas, uma vez que as folhas do apice, na maioria dos individuos inoculados,
apresentaram sintoma de murcha. Paralelo as respostas de fluorescéncia, os indices
relacionados ao estresse hidrico e conteudo de nitrogénio também foram significativos
para folhas do apice nesse tempo. Durante o processo infeccioso o nitrogénio esta
diretamente envolvido com a producdo de osmodlitos que modulam o sistema de
sinalizacao celular e de combate ao estresse oxidativo (EJAZ et al., 2020). Os indices
NDNI e NRI foram estatisticamente significativos para separar folhas de plantas
inoculadas e nao inoculadas. Foi observado em estudos com C. fimbriata que a
concentragado de nitrogénio em folhas de plantas infectadas tende a diminuir com o
desenvolvimento dos sintomas observados na folha (BISWAL, 1995; DE et al., 2013;
MERZLYAK; GITELSON, 1995)

Enfim, as analises espectrais realizadas nos diferentes tempos de avaliagao
associadas ao uso de indices espectrais e analises da fluorescéncia da Chl-a,
permitiram diferenciar os grupos de plantas inoculadas e ndo inoculadas desde as
primeiras horas de infecgao pelo patdégeno, além de indicar a ocorréncia de alteragdes
fisiolégicas durante os diferentes estagios da doenga causada por Ceratocystis

fimbriata em clones de eucalipto.
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CONCLUSOES

As respostas espectrais, de forma geral, do terco médio do dossel
apresentaram melhores resultados para distinguir os grupos de plantas inoculadas e
nao inoculadas durante o periodo assintomatico da doenga. Da mesma forma, o tergo
apical apds o aparecimento dos sintomas.

As faixas espectrais e comprimentos de ondas especificos foram capazes de
diferenciar grupos de plantas inoculadas e nao inoculadas em diferentes estagios de
infecc&o pelo patdgeno.

Os indices de vegetagao correlacionaram bem com os comprimentos de onda
que foram significativos e foram capazes de separar os grupos de plantas logo apos
as primeiras horas de avaliagdo, com excec¢ao das plantas avaliadas 30 dai.

A fluorescéncia da Chl-a complementaram os resultados das analises

espectrais e indices de vegetacao. (SILVA et al., 2020)
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