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RESUMO

As doencas bidticas afetam o desenvolvimento e a producao de videiras, o que pode resultar
em perda econdmica, social e ambiental. As plantas doentes tém seu metabolismo modificado,
levando a alteracbes em seus espectros de reflectancia (ER). Pouco se sabe sobre essas
alteracdes, e mais pesquisas devem ser realizadas para se desenvolver sensores capazes de
detectar “sintomas” de doengas através de técnicas rapidas e ndo destrutivas. O presente estudo
teve como objetivo detectar mudancas no ER de videiras da cv. Cabernet Sauvignon infectado
com alguns patégenos causadores das doencgas mildio, oidio, pé-preto e doenca de Petri com o
intuito de descrever os dominios espectrais onde as alteracdes sdo mensuraveis entre as plantas
doentes em relacdo as videiras saudaveis. Plantas de videiras da cv. Cabernet Sauvignon foram
cultivadas em solo contido em vasos, mantidos em casa-de-vegetacdo e inoculadas com
Plasmopara viticola, Uncinula necator, Dactylonectria macrodidyma e Phaeoacremonium sp.
Neste estudo, realizou-se analises do ER em plantas jovens e nos estdgios iniciais do
desenvolvimento da doenca. As medidas de reflectancia foram realizadas utilizando o
espectrorradiometro FieldSpec 3. Os ER foram investigados e as alteracbes na sua forma,
caracteristicos de cada doenca, foram analisadas. Os descritores das doencas foram baseados
em razoes entre feicbes dentro de um espectro, 0o que permitiu a derivacdo de parametros
intrinsecos para cada doenca. Um conjunto de limiares, que sdo as raz@es de intensidade de
reflectancia em comprimentos de onda, foram derivados para as doencas estudadas utilizando
analises estatisticas e percepcOes visuais. As razdes de comprimentos de onda selecionadas
foram 443/496, 443/573, 443/695, 443/1900, 496/573, 496/695, 516/1900 e 1900/2435 (valores
em nanémetros), para o0s quais 0s ER de plantas infectadas apresentaram mudancas de forma
de até 20% em relacdo a plantas saudaveis. As deformacdes espectrais observadas sdo maiores
para as doencas pé preto e oidio, mas algumas razGes de comprimento de onda também sédo
indicadores de mildio e doenca de Petri. Os dados do infravermelho préximo séo, em geral,
melhores, em comparacdo com as medicGes do infravermelho distante entre 1900 e 2435 nm.
Estas informacdes podem ser usadas para o desenvolvimento de dispositivos de baixo custo que
podem realizar medic6es de campo em tempo real para avaliacdo antecipada do estado de satde
das videiras e consequentemente diminuir as perdas econdmicas causadas por estas doencgas ou
até mesmo reduzir o uso excessivo de pesticidas.

Palavras-chave: Doencas da videira, reflectancia foliar, espectrorradiometria, detec¢io de doencas.
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ABSTRACT

Biotic diseases impact the development and yield of grapevines, wich can result in economic,
social and environmental losses. Sick plants have their metabolism changed, leading to
alterations in their reflectance spectra. Little is known on these alterations, and a better
knowledge could be used in the development of sensors able to detect diseases through fast,
non-destructive techniques. The present study was aimed at detecting spectral changes on the
reflectance spectra of vines of cv. Cabernet Sauvignon, infected with pathogens that cause
downy mildew, powdery mildew, black-foot and Petri diseases, describing the spectral domains
where alterations are measurable with respect to healthy control vines. Plants of vineyards of
the cv. Cabernet Sauvignon were cultivated in soil contained in pots, kept in greenhouse and
inoculated with Plasmopara viticola, Uncinula necator, Dactylonectria macrodidyma e
Phaeoacremonium sp. In this study, ER analyzes were performed in young plants and in the
early stages of disease development. Reflectance measurements were performed using a
FieldSpec 3 spectroradiometer. The ER were investigated and the changes in their shape,
characteristic of each disease, were analyzed. The disease descriptors were based on ratios
between spectral features inside a spectrum, a procedure which allowed the derivation of
parameters intrinsic to each disease. A set of thresholds, which are the intensity ratios of
reflectance at selected wavelengths, was derived for the studied diseases. The selected
wavelength ratios were 443/496, 443/573, 443/695, 443/1900, 496/573, 496/695, 516/1900,
and 1900/2435 (values in nanometers), for which the spectra from infected plants present shape
changes of as much as 20% with respect to healthy plants. The observed spectral deformations
are larger for black-foot and powdery mildew, but some wavelength ratios are also indicators
of downy mildew and Petri disease. Data from near-infrared are in general more useful,
compared with measurements at 1900 and 2435 nm. This information can be used for the
development of low cost devices that can perform field measurements in real time for early
assessment of the health status of the vineyards and consequently reduce the economic losses
caused by these diseases or even reduce the excessive use of pesticides.

Keywords: Grapevine diseases, leaf reflectance, spectroradiometry, disease detection.
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1 INTRODUCAO

No Brasil a videira é produzida em diversas condi¢Ges climaticas destacando-se nos
estados do Rio Grande do Sul, Pernambuco e Bahia, Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana. Nessas
areas, as doencas fungicas correspondem a um dos principais problemas enfrentados pelos
viticultores (SHIMANO & SENTELHAS, 2013). De acordo com Garrido et al. (2004), tanto
as pragas quanto as doencas quando ndo controladas adequadamente ocasionam a debilitagcdo
progressiva da planta, sendo que o nimero de casos de declinio e morte de plantas de videira
tem aumentado de forma acentuada nos Ultimos anos, causando grande reducdo de
produtividade e de qualidade da uva.

Cerca de 85% das doencas de plantas sdo causadas por organismos fungicos, outras
doencas graves das plantas sdo causadas por bactérias, virus, e poucas doencas sdo causadas
por certos nematoides (NACHTIGAL & MIGLIORINI, 2009; ISLEIB, 2012). Tem-se
verificado o aumento da resisténcia de fungos em relagdo aos tratamentos quimicos, o que pode
determinar incremento no numero de pulverizacbes e de principios ativos utilizados
(CARVALHO, 2012), afetando negativamente o processo de vinifica¢do, pois alguns principios
ativos apresentam acdo antagonista as leveduras, organismos responsaveis pelo processo
fermentativo (CHAVARRIA & SANTOS, 2013), além de causar efeitos adversos no
agroecossistema, entre eles o acumulo de metais pesados no solo e nos lencdis freaticos
(MUGANU & PAOLOCCI, 2013).

As doencas bidticas induzem alteracdes perceptiveis no espectro de reflectancia das
plantas, especialmente devido a mudancas no contetdo de clorofila e 4gua, entre outros fatores.
O processo fotossintético e as estruturas celulares dos tecidos, em plantas atacadas por
patdgenos, sofrem mudancas que modificam a interacdo entre vegetacdo e radiacdo
eletromagnética e, consequentemente, a reflectancia de folhas e dosséis (MAHLEIN, 2016).
Em videiras foram relatadas diferencas nas medidas de reflectancia associadas a doencas,
produzindo uma assinatura espectral diferente das medidas na vegetacdo saudavel (NAIDU et
al. 2009, CALCANTE et al., 2012; JUNGES et al., 2018).

Geralmente estudos de comportamento espectral dos alvos sdo realizados através de
métodos experimentais de laboratdrio e campo, que permitem estimar sua reflectancia. O estudo
de mudancas das caracteristicas da reflectancia espectral das plantas vem sendo muito utilizado
para identificagdo da sanidade das plantas (MUTANGA et al., 2017). Doencas em plantas
causaram e podem causar grandes perdas econdmicas, social e ambiental na produgéo agricola,

em todo o mundo.
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Métodos ndo invasivos vém sendo frequentemente desenvolvidos e aplicados para
detectar doencas de plantas, que sdo baseadas em andlises da reflectancia, como por exemplo,
a espectroscopia de fluorescéncia, visiveis/infravermelhos-proximos (VNIR), espectroscopia,
imagem de fluorescéncia e imagem hiperespectral (SANKARAN et al. 2010). Técnicas rapidas,
em tempo real, de baixo custo e ndo destrutivas podem, portanto, ser vantajosas. A deteccao
precoce de doencas de plantas (antes do inicio dos sintomas da doenga) pode possibilitar acdes
preventivas, reduzindo perdas e custos, além de possibilitar beneficios ambientais por meio do
manejo mais adequado de agrotdxicos (MAHLEIN, 2016).

Sensores hiperespectrais possibilitam a obtencdo de dados em uma ampla faixa do
espectro eletromagnético, no entanto, uma desvantagem para o processamento e analise é 0
grande volume de dados coletados. A reducdo de dados é a solucdo para o problema
apresentado. Tais métodos, que se fundamentam na selecdo de caracteristicas sao vantajosos,
pois se baseiam na separabilidade entre classes, evitando redundancia sem a modificacdo dos
dados originais (ETTABAA & SALEM, 2018). indices também s&o Gteis no diagndstico de
doencas de plantas, uma vez que podem melhorar caracteristicas espectrais em posicoes
especificas através de certas transformacdes (por exemplo, subtracdo, divisdo e normalizacéo
dos dados).

Como os sintomas caracteristicos variam dependendo da doenca, diferentes
comprimentos de onda sdo adequados para a deteccdo de diferentes doencas e gravidade da
infeccdo (MUTANGA et al., 2017). Os comprimentos de ondas espectrais investigados como
preditores do estado de saude das plantas, normalmente variam de 400 a 2500 nm, indicando
que os sensores hiperespectrais sao ferramentas, ndo destrutivas, eficientes para deteccéo e
diagndstico de doencas, porém a iniciativa para sele¢do de um nimero menor de comprimentos
de onda é permitir a aplicacdo de sistemas de sensores mais simples e baratos. Para isso, é
importante identificar os comprimentos de onda mais relevantes do conjunto de dados
hiperespectrais.

Nesse trabalho foram realizadas medidas espectroscopicas utilizando um
espectrorradidmetro FieldSpec® 3, que possui sensibilidade espectral entre 350 e 2500 nm, na
andlise de plantas Vitis vinifera cv. Cabernet Sauvignon, sob condi¢des de casa de vegetagdo,
sadias ou infectadas por patogenos causadores do mildio, oidio, pé-preto e doenca de Petri.
Aplicou-se um método de deteccdo, baseado em medidas de reflectancia espectral de folhas de
videira, que produziu um conjunto de valores relacionados a reflectancia, na forma de limiares,

que podem ser utilizados em medigdes gerais realizadas em campo.
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1.1 Objetivo Geral

Desenvolver metodologias para a definicdo de indicadores que permitam a deteccéo
precoce de algumas doencas fungicas ou cromista em plantas de videiras, a partir de tecnologias

néo destrutivas como a espectrorradiometria.

1.1.1 Objetivos Especificos

e Compreender a diferenca de respostas espectrais entre plantas doentes e plantas
saudaveis (testemunhas), a nivel de folha em plantas de Vitis vinifera;

e |dentificar feicOes espectrais adequadas para diferenciar cada uma das doencas
estudadas;

e Estabelecer um conjunto de descritores espectrais que caracterizem cada uma
das doengas estudadas;

e Definir, para cada uma das doencas estudadas, quais sdo as alteragcdes espectrais

mais conspicuas.
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2. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Reflectancia espectral de plantas doentes

Um dos principais propositos do sensoriamento remoto é o de obter informagdes que
ajudem a descrever o comportamento espectral de alvos. O comportamento espectral é dado
pela reacdo da radiacdo a diferentes alvos em relagcdo ao seu iluminante, com influéncia das
suas caracteristicas quimicas e fisicas (NOVO, 2010). Toda matéria (alvo) emite energia e €
considerada uma fonte de radiacdo eletromagnética (REM). A forma mais comum para se
categorizar a REM, ao longo do espectro eletromagnético, € através do comprimento de onda
(SISMANOGLU et al., 2003). A assinatura espectral de um alvo, também conhecida como
caracterizacdo espectral, é a representacdo grafica da reflectancia em faixas de comprimento de
onda bem estreitas e adjacentes, representando de forma detalhada o resultado da interagdo
entre a energia radiante e o objeto de estudo (FONSECA et al., 2003).

Os padrdes de reflectancia de uma planta sdo influenciados pelas caracteristicas da
superficie da folha, arquitetura interna e composi¢do bioquimica. No que diz respeito a uma
folha isolada podemos destacar algumas caracteristicas especificas sobre seu comportamento
com a REM, que pode ser refletida, absorvida ou transmitida, em diferentes quantidades
dependendo da espécie ou até mesmo dentro da prépria espécie. Entende-se que parte dessa
radiacdo eletromagnética é refletida ao entrar em contato com a cuticula, formada por pelos e
camada de cera, que interagem diretamente com a radiacdo solar; parte é absorvida pelas células
fotossintetizantes do parénquima palicadico, parte sofre espalhamento nos espacos
intracelulares do parénquima esponjoso, composto por células ricas em cloroplasto, onde se
encontram os pigmentos fotossintetizantes (clorofilas), por fim, a por¢cdo que néo for retida pela
folha é transmitida para as camadas inferiores, formada por células semelhantes as encontradas
na epiderme superior, mas com presenca de estdmatos. Entretanto, esse comportamento é
variavel, pois cada tipo de radiacdo tem comportamento diferenciado em cada parte da folha
(MOREIRA, 2014; NOVO, 2010; PONZONI & SHIMABUKURO, 2007; CASTRO-ESAU et
al. 2006).

A reflectancia espectral das folhas fornecem um vasto recurso de dados para avaliar a
salde das plantas, e tém sido amplamente pesquisadas. Exemplos de alteragdes na reflectancia
de plantas doentes sdo descritos em: Naidu et al. (2009) que relataram as diferencas nas medidas
de reflectancia foliar para o virus do enrolamento das folhas nos comprimentos de onda 684,

752 e 970 nm em videiras; Delalieux et al. (2007) identificaram que as regides espectrais 1350-
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1750 e 2200-2500 nm foram mais importantes para separar plantas sadias de plantas com
estresse causado por Venturia inaequalis em macieiras logo apds a infecgdo; De acordo com
Graeff et al. (2006) a deteccéo e discriminacéo de oidio em plantas de trigo pode ser realizada
pelo uso dos comprimentos de onda 490, 510, 516, 540, 780 e 1300 nm, apresentando uma
resposta mais sensivel, a faixa 490-780 nm; Delwiche e Kim (2000) avaliaram as caracteristicas
espectrais da doenca de Giberela em trigo de inverno, e descobriram que as reflectancias em
550, 568, 605, 623, 660, 697, 715 e 733 nm sdo os melhores indicadores de presenca de doenca;
e Bravo et al. (2004) que relataram que a reflectancia em 680, 725 e 750 nm poderia ser usada
para detectar a ferrugem amarela no trigo de inverno.

Na classificacdo de imagem hiperespectral, combinacGes especificas de patdgeno-
hospedeiro com base em dados definidos, escolhendo bandas caracteristicas, foram utilizadas
para a deteccdo de niveis de infeccao de Erysiphe necator em cachos da variedade Chardonnay
(KNAUER et al., 2017). Quocientes de fluorescéncia medidos foram correlacionados com
teores de polifendis e a quantidade relativa de DNA fungico, para detectar a infec¢do da
ferrugem marrom do trigo de forma ndo invasiva em um estagio inicial e, possivelmente, antes
do aparecimento de sintomas visiveis (TISCHLER et al., 2018).

O contetdo de clorofila também é um importante indicador usado na avaliacdo da
sanidade das plantas. Na regido do infravermelho a reflectancia é menor, o que pode ser
atribuido a invasdo de hifas nos espagos intercelulares, que tendem a compactar a estrutura
interna das folhas (PONZONI, et al. 2015). Quando as plantas sofrem devido a infec¢do por
patdgeno, o cloroplasto é danificado, levando ao contato da clorofila com a clorofilase no
cloroplasto danificado, degradando-a rapidamente (HAO et al., 2009). Pesquisas relataram que
a infeccdo por patdgenos diminuiria significativamente o contelido de clorofila nas plantas
(KHAN et al., 2016; HAO et al., 2009). Essas mudancas épticas descritas nas pesquisas

apresentam o potencial do uso de sinais Opticos para detectar a presenca de doengas em culturas.

2.2 Sensor Remoto Hiperespectral

O comportamento espectral de um alvo é explicado graficamente em faixas de
comprimentos de onda expressando sua radiancia e também os fatores que podem afetar a sua
trajetéria como, por exemplo, componentes atmosféricos, que diferem considerando a escala
espacial, espectral e o sensor utilizado. O grafico impresso pelo espectrorradidmetro fornece a

reflectancia de um alvo em func¢do do comprimento de onda, de todo o espectro em que opera.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378429013003997#bib0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378429013003997#bib0080
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A calibracdo do sensor é fundamental para a coleta de dados, Pacheco (2001) descreveu
a calibragdo como um ajuste do sistema que impede a obtencao de respostas incoerentes sendo
essencial para a padronizacao e processamento dos dados. As medidas radiométricas feitas com
0 auxilio do acessorio Probe leaf clip, o equivalente a uma esfera integradora, que torna o
equipamento um sensor ativo, com fonte de luz prépria, em contato direto com o alvo, excluindo
a interferéncia da variacdo de angulo solar, angulo de coleta, inferéncia de outros alvos e
atmosfera (ASD, 2012). Trata-se de um método totalmente controlado, em que se tem sempre
uma iluminacdo com incidéncia ortogonal e mesma intensidade para todas as amostras,
eliminando interferéncias do ambiente e permitindo resultados precisos e significativos
(QUITERIO et al., 2007).

Medic¢bes espectrais usando espectrorradiémetro produzem uma grande quantidade de
dados espectrais que requerem pré-processamento. No pré-processamento espectral, a reducédo
de volumes de dados hiperespectrais de alta dimensionalidade é uma aplicagdo importante e
eficiente para o gerenciamento dos dados, mas também é um desafio decidir um ndmero
apropriado de dados, exigindo extensas analises (ETTABAA & SALEM, 2018; BULANON et
al. 2013). Uma riqueza de informacbes pode ser obtida por sensoriamento remoto
hiperespectral, mas, ao mesmo tempo, a informagdo redundante aumenta relativamente
motivando a busca por menos comprimentos de onda. Para 0os comprimentos de onda mais
relevantes do conjunto de dados hiperespectrais, indices como, por exemplo, subtracéo, diviséo
e normalizacdo de dados podem ser Uteis, uma vez que melhoram as caracteristicas espectrais
em posicdes especificas através de certas transformacdes.

Dados hiperespectrais sdo basicamente de natureza multivariada. A analise multivariada
conduz a reducdo de dados sem sacrificar informacgdes. Segundo Arruda (2016), as técnicas de
analise multivariadas sdo Uteis no reconhecimento e na descoberta de novos padrdes de dados
em grandes volumes de observacgdes, mais conhecidas como Andlise de Dados Exploratdria
(ADE). Dentre as técnicas de agrupamento de variaveis as mais citadas estdo Analise de
Componentes Principais (ACP) e Anélise Discriminante (AD).

A andlise de componentes principais € um método multivariado que elimina a
redundancia da amostra de dados, transformando um grande ndmero de variaveis
correlacionadas em um ndmero menor de varidveis ndo correlacionadas, chamada de
componentes principais (CP) (ZHAO et al. 2011). A ACP foi recentemente utilizada para a
deteccdo das doengas fungicas (ferrugem amarela e giberela) em trigo e cevada, em diferentes
estagios de crescimento (WHETTON et al. 2018). Lu et al. (2018) utilizaram ACP para avaliar
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57 indices de vegetacdo espectral, os resultados revelaram seis CPs, selecionados para
classificacdo e deteccdo de doencas foliares.

A analise discriminante é aplicavel em situacdes nas quais a amostra total pode ser
dividida em grupos baseados em uma variavel dependente ndo métrica que caracteriza diversas
classes conhecidas. Os objetivos primarios da andlise discriminante maltipla sdo entender
diferengas de grupos e prever a probabilidade de que uma entidade (individuo ou objeto)
pertencerd a uma classe ou grupo em particular com base em diversas variaveis independentes
métricas (HAIR, 2009).

2.3 Doencas fungicas da videira

A vitivinicultura brasileira nasceu com a chegada dos colonizadores portugueses no
século XVI, somente no século XX, principalmente no Rio Grande do Sul, se tornou viavel a
disseminacdo do cultivo de castas europeias, devido ao advento dos fungicidas sintéticos
(PROTAS et al., 2006). Atualmente as regides vitivinicolas do estado do Rio Grande do Sul
sdo as grandes produtoras dos vinhos finos no Brasil, concentrando na Serra Galcha a maior
parte dos vinhedos e vinicolas, com condic¢des favoraveis ao cultivo de cultivares Vitis vinifera.
Nas regides viticolas do sul do Brasil, periodos de altas temperaturas e umidade sdo frequentes
durante a estacdo vegetativa, e surtos de doencas fungicas sdo comuns em vinhedos
desprotegidos (TONIETTO et al., 2012).

As doencas fungicas tém uma alta taxa de incidéncia em regides viticolas com ou sob
certas condi¢des ambientais, das quais a alta umidade € um componente importante na
epidemiologia das doencas de plantas (MAGALHAES, 2015). Durante os ultimos anos,
principalmente devido aos efeitos das mudancas climéticas, observam-se o aumento de
condicBes ambientais favoraveis, para o desenvolvimento dos patdgenos causadores de doengas
na videira, provocando a diminuicdo consideravel de areas tradicionais do cultivo. Ao mesmo
tempo, o amplo uso de certos tipos de agroquimicos para controlar as doencas da videira
acarreta 0 acimulo de metais pesados no solo e nos lencois freaticos, além de afetar a microflora
e microfauna do solo (MUGANU & PAOLOCCI, 2013; KOMAREK et al., 2010). Geralmente,
0 uso intensivo de fungicidas nas videiras é atualmente motivo de preocupacéo publica, devido
a presenca de residuos na agua, nos produtos vitivinicolas utilizados para consumo humano
(JACOBSON et al., 2005), alem dos efeitos negativos sobre a saude do aplicador e meio

ambiente.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412009002116?via%3Dihub#bib95
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Os residuos de agroquimicos podem afetar negativamente o processo de vinificagéo,
pois apresenta acdo antagonista as leveduras, organismos responsaveis pelo processo
fermentativo (CHAVARRIA & SANTOS, 2013). Em geral, infec¢bes fangicas diminuem o
rendimento e a qualidade das bagas e do vinho, através da reducdo da vitalidade da planta ou
pela infec¢do direta nas bagas. Segundo Sénego et al. (2005), as doengas fungicas constituem-
se num dos principais entraves para a producdo qualitativa e quantitativa de uva onde as
condicdes climaticas sdo favoraveis ao desenvolvimento das doencas, podendo comprometer
até 30% do custo de producdo da uva com os tratamentos fitossanitarios. A taxa de incidéncia
e importancia de determinadas doencas flngicas nas videiras varia frequentemente de ano para
ano, dependendo da variedade de uvas, da regido, das praticas agricolas e das condicGes
meteorologicas (FREIRE et al., 2017; JACKSON, 2016).

Existe uma série de doencas causadas por fungos, virus, bactérias, nematoides e
fitoplasmas que prejudicam a videira; entretanto, as doengas fungicas constituem o principal
problema na maioria das regides produtoras de uva do Brasil (NACHTIGAL & MIGLIORINI,
2009). Segundo Carvalho (2012), em sucessivas safras tem-se verificado o aumento da
resisténcia de fungos em relacdo aos tratamentos quimicos, o que pode determinar incremento
no numero de pulverizacdes e de principios ativos utilizados. Em diversas regides do Brasil, 0s
produtores usualmente realizam pulverizagdes semanais (método por calendario) com a
intencdo de garantir a producdo, mas muitas vezes, sem a real necessidade de aplicagdo de
fungicidas (CHAVARRIA & SANTOS, 2013).

O conhecimento da biologia do patégeno e das condi¢bes climaticas favoraveis ao
desenvolvimento das epidemias, bem como a identificacdo correta do agente causal da doenca,
auxiliam no estabelecimento de um programa de controle racional de doencas, tornando os
tratamentos mais eficientes e reduzindo os custos de producdo e os riscos de contaminacdo do
ambiente (GARRIDO & SONEGO, 2004).

Plasmopara viticola (Berk & Curt) Berl & de Toni, agente causal do mildio da videira
é considerada o patogeno mais importante da videira no Brasil, principalmente nas regides com
alta umidade relativa. Ataca todas as regifes vegetativas da planta e se ndo controlada
adequadamente acarreta perdas que podem chegar a 100%. Uncinula necator (Schw.) Burr. é

XA

causador do oidio da videira, doenca importante em anos de “La Nifia”, periodos de veranicos,
ou regides com estacdo seca durante o ano. Afeta folhas, ramos e bagas. Dactylonectria
macrodidyma (Halleen, Schroers & Crous) P. Chaverri & C. Salgado ocasiona o pé-preto da
videira, infecta as raizes e coloniza os vasos condutores culminando no declinio e morte da

planta. Phaeoacremonium sp. W. Gams, Crous et M. J. Wingf é um dos patégenos responsaveis
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pela doenca de Petri da videira. Infecta os vasos condutores e também esté envolvida no declinio
e morte de plantas.

Considerando as perdas ecologicas, os limites impostos do uso de fungicidas para o
consumo da uva in natura ou processada e a grande pressao do mercado consumidor por vinhos
de qualidade, sem residuos de agroquimicos, que possam expressar as caracteristicas do seu
terroir, pesquisadores e produtores de todas as regides viticolas do mundo tém buscado
alternativas para o controle dos principais agentes patogénicos da videira (MUGANU &
PAOLOCCI, 2013). Diversos métodos foram desenvolvidos para detectar doencas de plantas,
que sdo baseadas em analises morfoldgicas das estruturas reprodutivas e analises utilizando
marcadores moleculares (SANKARAN et al., 2010).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Producéo do inéculo

Isolados de Dactylonectria macrodidyma (Pé-preto), Phaeoacremonium sp. (Doenca de
Petri), da colegdo de fungos filamentosos do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Uva e
Vinho (SisGen n® A99F2F2) foram repicados para meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar),
incubadas a temperatura 24 °C e fotoperiodo de 12 horas, por 20 dias. A seguir, as col6nias
foram raspadas e os esporos coletados. A suspensdo de indculo foi calibrada para 10°
esporos/ml utilizando um hemocitdometro. A inoculagdo de D. macrodidyma e
Phaeoacremonium sp. foi realizada pela imersdo das raizes cortadas das plantas na suspensdo
de indculo, durante 15 minutos. As plantas testemunhas também tiveram as raizes cortadas,
porém permaneceram imersas em agua destilado-esterilizada. Os patdégenos causadores do pé-
preto e da doenca de Petri tiveram um Unico lote de plantas testemunha, denominadas “T. raiz”,
visto que a inoculag&o destes é realizada via ferimentos nas raizes. As plantas foram plantadas
e incubadas durante 13 dias, quando foram avaliadas espectralmente.

O in6culo de P. viticola (Mildio) foi obtido coletando-se folhas infectadas com o
patégeno em um vinhedo Cabernet Sauvignon, da vinicola Miolo. As folhas foram mantidas
em camara Umida por 48 horas. Ap0s este periodo as mesmas foram lavadas em um becker para
a coleta dos esporangios. A suspensdo do indculo foi ajustada para 10° esporangios/ml. Para a
inoculacdo da P. viticola, dez plantas da cultivar Cabernet Sauvignon foram pulverizadas com
a suspensdo de indculo sobre as folhas. A seguir as plantas inoculadas e as testemunhas,
composta por dez plantas, uma em cada vaso, foram incubadas a 24 °C e umidade relativa acima
de 92%, fotoperiodo de 12 horas durante oito dias, quando foram entdo retiradas da camara de
incubacdo e mantidas na bancada da casa-de-vegetacdo até a avaliacdo espectral.

Ja o inoculo de U. necator (Oidio) ocorreu naturalmente sobre as folhas das plantas de
Cabernet Sauvignon mantidas na casa-de-vegetacdo, devido ao ambiente de baixa umidade
relativa. As plantas testemunhas desse Gltimo ensaio foram pulverizadas com fungicida do
grupo triazol, para evitar a infeccdo das folhas pelo patdgeno. As plantas apresentando sintomas
de oidio foram mantidas sobre a bancada da casa de vegetacéo até a avaliacéo.

O delineamento experimental foi de blocos casualisados com 10 repeti¢cbes. Onde 0s
tratamentos foram: a) plantas inoculadas com P. viticola; b) plantas inoculadas com U. necator;
c) testemunha sem inoculacdo de P. viticola; d) testemunha sem infeccdo por U. necator; e)

plantas inoculadas com D. macrodidyma; f) plantas infectadas com Phaeoacremonium sp.; e Q)
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testemunhas para patdgenos radiculares. Um total de setenta plantas estavam disponiveis para
medicdes.

Os procedimentos descritos acima foram realizados para uma primeira analise realizada
em 2017. Isso foi repetido com novas plantas para uma segunda analise em 2018, com a

diferenca de que para o mildio tinhamos apenas cinco plantas como testemunhas.

3.2 Procedimentos observacionais

Na avaliagéo espectral das plantas utilizou-se o espectrorradiometro Field Spec® 3 ASD
— (sigla em inglés de Analytical Spectral Devices), cedido pelo Programa de Pds-graduacéo em
Sensoriamento Remoto e Meteorologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, o
equipamento opera entre os comprimentos de onda 350 a 2500 nm em faixas de trés a cinco
angstroms (ASD, 2012). As medidas foram feitas com o acessorio ProbeLeaf Clip, que torna o
equipamento um sensor ativo, pois emite luz prdpria que incide diretamente na folha eliminando
qualquer interferéncia do ambiente (Figura 1). A calibracéo foi realizada por meio de placa

interna do tipo Spectralon®.

Figura 1. Avaliacdo espectral com o espectrorradidmetro Field Spec® 3 ASD em folhas de
videiras utilizando o acessorio ProbelLeaf Clip.

Foram realizadas medidas espectrais em trés folhas por planta, sempre na face adaxial
evitando as nervuras principais. O equipamento foi programado para realizar quatro leituras
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consecutivas em cada folha. Como forma de calibracéo, primeiramente realizou-se a otimizagéo
do sensor e coletada a referéncia branca, monitorando a possivel presenca de ruidos ao longo
do espectro, depois a cada trés plantas (vasos) tornou-se a otimizar o sensor e coletar a
referéncia branca; foram efetuadas as medidas de reflectancia in vivo, inicialmente no lote de
plantas testemunhas e posterior no lote de plantas com a doenga em desenvolvimento. As
medidas das plantas de oidio e suas testemunhas foram realizadas em duas fases, quando a
doenca estava em estagio inicial (Oidio 1.) e seis dias depois quando a doenga estava em estagio
avancado (Oidio F.), as demais doencas foram avaliadas espectralmente no desenvolvimento
inicial das doengas. Na Figura 2 € apresentada uma ilustracdo da aquisicdo dos dados

espectrais.

. & 3 S
Figura 2. llustracdo dos experimentos onde cada lote de plantas foi formado por dez vasos

devidamente identificados por numero e codigo de doenca (A), em cada vaso houve o
enraizamento de uma planta (B), foram efetuadas as leituras de trés folhas localizadas
preferencialmente na parte central da planta e previamente marcadas (C), em cada folha

efetuaram-se quatro leituras adquiridas sempre na face adaxial evitando o sistema vascular (D).

Para as medidas com o clorofildmetro o procedimento adotado foi semelhante. Para cada
planta foi tomada uma medida de clorofila nas mesmas folhas marcadas para a coleta dos dados
espectrais. O teor relativo de clorofila foi obtido no mildio, pé-preto e doenca de Petri, usando
um clorofilbmetro modelo SPAD-502 marca Minolta (Figura 3), disponibilizado pelo
Departamento de Plantas de Lavoura da Faculdade de Agronomia/UFRGS; este equipamento
calcula os valores referentes ao teor de clorofila total da folha, € um aparelho portéatil que mede,
a transmitancia de luz através da folha, no comprimento de onda com pico em 650 nm, regido
de alta absorbancia pelas moléculas de clorofila, e com pico em 940 nm, na qual a absorbancia
pela folha é baixa (MINOLTA, 1989).
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O teor relativo de clorofila para o oidio, foi adquirido usando o clorofildmetro modelo
clorofiLOG CFL1030 da marca Falker, disponibilizado pelo Laborat6rio de Solos e Nutricéo
de Plantas da Embrapa Uva e Vinho, que gera os valores referente a clorofila A e clorofila B.
Sdo utilizados fotodiodos emissores em trés comprimentos de onda: dois emitem dentro da
banda do vermelho, préximos aos picos de cada tipo de clorofila 635 e 660 nm e um outro no
infravermelho préximo 880 nm (FALKER, 2008).

Os clorofildometros sdo sensores ativos que propiciam a medicdo rapida e facil sem
causar danos as folhas. Necessitam de calibragdo sempre que forem ligados, realizada com o
fechamento da cabeca de medic¢do por alguns instantes até o equipamento emitir um aviso
sonoro de que esta calibrado; as medicdes sdo realizadas da mesma forma com o fechamento
da cabeca de medicdo sobre a folha, a visualizacdo do valor referente ao teor de clorofila é

instantaneo, mostrado no visor.

Figura 3. Obtencdo do valor relativo de clorofila em folha de videira utilizando o
clorofildometro modelo SPAD-502.

3.3 Reducéo de dados espectrais

O banco de dados contém em cada linha uma medida, estas sdo radiométricas (2.150
valores de reflectancia), para a manipulacéo desses dados a preparacao de espectros para analise
estatistica e espectral passou por alguns estagios preliminares. A regido espectral do
ultravioleta, de 350 a 400 nm néo foi utilizada nas analises em funcéo dos ruidos verificados.

Para cada folha, uma média dos quatro espectros foi calculada, e para cada planta foi
produzida uma média para as trés folhas. Todos os espectros foram normalizados. Esta operacao

foi realizada para garantir que todos os espectros tenham a mesma area, fazendo assim
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operacdes entre diferentes espectros diretos. Dado R; como a reflectancia no comprimento de
onda A, e X sendo a &rea ou integral de um espectro, um espectro normalizado tera para cada A

um novo valor R;, através da operacdo dada na Eq. 1:

Ry

R}\ =
2:g=1R400 + R401 + -t RZOSO

1)

Esta operacdo foi realizada para garantir que todos 0s espectros tivessem a mesma area,
simplificando as operagOes entre diferentes espectros. Deve-se notar que a normalizagéo,
apresentada na Eq.1, ndo altera a forma de um espectro, transformando apenas a sua escala.
Portanto, essa operacdo modifica somente a escala vertical. O banco de dados final tinha 90 e
65 espectros de plantas na casa-de-vegetagdo na primeira coleta em 2017 e na segunda coleta
em 2018, respectivamente.

3.4 Deteccao de alteracdes espectrais

A alteracéo espectral nas plantas, e no caso, as videiras, podem ser sutis e métodos
apropriados para detectar essas alteracGes devem ser utilizados. A sutileza de alteracGes
espectrais por doencgas em vegetacdo, e a consequente dificuldade para a sua deteccdo, tem sido
relatado, por exemplo, por Ettabaa & Salem (2018) e Delalieux et al. (2007). No entanto, a
deteccdo de tais caracteristicas sutis é possivel quando os espectros analisados tém uma alta
relacdo sinal-ruido (SNR, sigla em inglés de Signal-to-Noise Ratio). E possivel estimar a
qualidade das aquisicdes de reflectancia através de uma avaliacdo do SNR; O resultado foi que
os valores tipicos de SNR foram 5900 em A = 850 nm e 7500 em A = 1800 nm, indicando
medicdes de alta qualidade (SCHROEDER, 1999). Essa percepcao permitiu realizar operacoes
envolvendo espectros de folhas de testemunhas e folhas sintomaticas, dada pela razdo entre 0s
espectros.

A razdo entre os espectros é o resultado da diviséo do valor de reflectancia de uma planta
sadia pelo valor de reflectancia de uma planta sintomatica. Dado que as alteracdes espectrais,
sdo sutis, o quociente resultante tende a exibir valores quase iguais em todo o dominio de
espectral. No entanto, se existem diferencas presentes nas razbes de espectro derivadas de
diferentes pares de espectros, os comprimentos de onda em que estas diferencas persistem, sdo

regides dos espectros de videira onde os efeitos metabodlicos de uma doenca em uma planta
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levam a alteracdes. Foi aplicado o desvio padréo nos resultados dos quocientes reflectancias

para evidenciar os comprimentos de onda em que ha alteragdes.

3.5 Analise Discriminante

Com os comprimentos de onda selecionados, realizou-se a andlise discriminante
candnica no programa estatistico SPSS pelo método Stepwise, para 0s grupos de plantas com
doencas e também para os grupos de plantas de doencas junto com suas testemunhas. Como 0s
grupos de testemunhas foram desenvolvidos associados a suas respectivas doencas, é possivel
que fisiologicamente e espectralmente os grupos de testemunhas tenham relagdes entre si, por
esse motivo uma das andlises foi realizada sem o conjunto de testemunhas. A partir dessa

analise, maiores precisdes foram obtidas.

3.6 Derivacéo de limiares de plantas doentes

A partir das etapas metodoldgicas anteriormente descritas, surgiu a percep¢do de que as
doencas estudadas apresentam alteracfes espectrais nos comprimentos de onda caracteristicos,
mas com intensidades variadas, uma vez que cada patdgeno se comporta de maneira
caracteristica a cada comprimento de onda. A forma do espectro de uma planta sintomatica é
tipicamente alterada, sendo possivel procurar relagdes entre os valores de reflectancia nesses
comprimentos de onda como descritores de uma doenca especifica. Um conjunto de oito
comprimentos de onda selecionados, a partir da analise da razao espectral foi utilizado nesta
etapa, na qual procurou-se o impacto espectral relativo de cada doenca, expresso pela razao
entre reflectancias nesses oito comprimentos de onda, tomadas dois a dois. 1sso resultou em 28
possiveis razoes.

Como metodo analitico, e considerando que havia para cada doenca, dez plantas
individuais, projetamos curvas gaussianas de 50 pontos expressando a distribuicdo das razdes
de reflectdncia, para os comprimentos de onda considerados. Para cada uma dessas 28
proporc¢oes, foi plotado as curvas para cada doenga, procurando os casos com melhor separacéo
entre as doencas. Selecionando um conjunto de oito proporc¢des, onde as doencas séo separadas

por valores limiares, caracteristicos de cada doenga.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Recorrendo as médias aritméticas dos dados radiometricos, foram gerados os graficos
das curvas espectrais de reflectancia das doengas analisadas. Com a breve analise visual das
curvas é possivel perceber diferencas, ainda que sutis, entre cada doenca e testemunhas (Figura
4, Figura 5, Figura 6 e Figura 7). Observam-se as curvas espectrais das doengas e suas
respectivas testemunhas, referente aos dados da primeira coleta, a regido de 400 - 700 nm
representa a regido em que os pigmentos definem a forma da curva variando com a presenca do
aumento ou redugdo da clorofila (BALTZER & THOMAS, 2005), as folhas infectadas pelos
fungos nessa regido exibiram maior reflectancia do que as suas testemunhas, exceto para a

doenca de Petri, que apresentou uma curva de mesma intensidade que sua testemunha.
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Figura 4. Gréficos de reflectancia de espectros médios normalizados (eixo y) da doenga mildio

e sua respectiva testemunha.
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Figura 5. Gréaficos de reflectancia de espectros médios normalizados (eixo y) das doencas pé-

preto e doenga de Petri e a respectiva testemunha em funcdo dos comprimentos de onda (eixo

X).
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Figura 6. Gréficos de reflectancia de espectros medios normalizados (eixo y) da doenca oidio

I. (estagio inicial) e sua respectiva testemunha em funcdo dos comprimentos de onda (gixo x).
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Figura 7. Gréaficos de reflectancia de espectros médios normalizados (eixo y) da doenca oidio

F. (estégio final) e sua respectiva testemunha em funcdo dos comprimentos de onda (eixo Xx).

As doencas oidio e mildio sdo causadas por patdgenos biotréficos, que durante a fase de
infecgdo, anterior ao aparecimento das “manchas de 6leo”, ndo apresentam sintomas cloroticos
nem reducdo da clorofila. Na regido do visivel, oidio apresentou a menor reflectancia entre as
demais curvas espectrais, tanto Oidio I., quanto Oidio F. Na regido do infravermelho préximo,
regido influenciada pela estrutura celular da planta (SLATON et al., 2001) a partir de 750 nm,
0 oidio em estagio de infeccdo inicial tem maior reflectancia do que na segunda coleta com
oidio em estéagio de infec¢cdo avancado, porém, a partir de 1000 nm as curvas inverteram 0s
valores de reflecténcia e o tratamento Oidio F., passa a ter maior reflectancia entre todas as
doencas e segue esse padréo até o final do espectro, regido influenciada pelo teor de agua nos
tecidos das plantas (MOREIRA, 2014; NOVO, 2010) (Figura 8). Blazquez & Edwards (1986)
observaram que a reflecténcia de folhas de melancia, com sintomas de murcha de Fusarium,
mildio e o virose do mosaico, era maior nos estadios iniciais das doengas, do que nos estadios
avancados, em todos os comprimentos de onda. Por outro lado, Kurschner et al. (1984)
estudando a resposta espectral do oidio em quatro espécies (pepino, alface, trevo vermelho e
carvalho) encontraram que a reflectancia aumentou com a presenga de doenga. Da mesma
forma, estudos conduzidos com o oidio da cevada (Erysiphe graminis f.sp. hordei) mostraram
qgue mudancas na reflectancia ocorreram mais cedo na porc¢ao do espectro (400 — 700 nm) do
que na regido do infravermelho proximo (700 — 1100 nm) (LORENZEN & JENSEN, 1989).
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Figura 8. Grafico de reflectancia de espectros médios normalizados (eixo y) das doencas
mildio, pé-preto, doenca de Petri, oidio I. (estagio inicial) e oidio F. (estagio final) em funcéo

dos comprimentos de onda (eixo x).

Mildio naregido do infravermelho proximo apresenta o maior valor de reflectancia entre
as doengas comecando a reduzir em 850 nm, apresentando maior absor¢do na regido do
infravermelho médio (1400 — 1900 nm). O agente causal tem como efeito a reducdo da
assimilacdo de CO2 com baixo impacto na estrutura do tecido foliar durante a infeccéo inicial,
mas produzindo manchas cloréticas e a producdo de florescéncia branca (esporulagdo) na
superficie abaxial da folha que podem influenciar a interacdo espectral (MAREK, 2016). Os
agentes causais do pé-preto e doenca de Petri sdo patogenos hemibiotréficos que apresentam
diferenciacdo entre os espectros na regido do visivel com maior reflectancia observada na
doenca pé-preto.

A partir do espectro-razdo foram percebidas as variagdes entre 0s comportamentos
espectrais das doencas analisadas, que seguiram 0 mesmo padrdo de resposta espectral, ou seja,
os valores de reflectancia foram similares. A relacdo entre espectros de reflectancia de folhas
de uma planta doente e de uma planta sadia, sdo apresentadas na forma de quociente de
reflectancia na Figura 9. Aplicando o desvio padrdo nos valores obtidos com o0s quocientes as

variagoes espectrais ficam evidentes em determinados comprimentos de onda (Figura 10).
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Figura 9. Espectro-razdo obtido a partir do quociente de reflectancias entre plantas sintomaticas

e suas testemunhas, apresentando as regides espectrais em que as doencas mildio, pé-preto,

doenca de Petri e oidio apresentam diferencas em relacdo a suas plantas saudaveis.

0,20

Desvio Padrio

—— Pé-preto

| hY Lo
T-\“ \\ingazsnlis=%2!"
j=1 g =] L= ")
un s [Ty ]
= . i a % b %E
Comprimenio de onda
Doenga de Petri ——Qidio I —Qidio F.

Figura 10. Desvio padrdo derivado dos quocientes reflectancias entre plantas sintomaticas e
suas testemunhas, apresentando os comprimentos de onda 443, 496, 516, 573, 695, 1420, 1900

e 2435 nm destacados.
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Na Figura 9 e Figura 10 -foram observados que certos comprimentos de onda séo
indicadores dos efeitos da doenca. Os comprimentos de onda escolhidos a partir da metodologia
proposta apresentaram bons resultados na classificacdo, separando os tipos de doencas. Os
quocientes entre espectros de reflectancias indicam a maior diferenca espectral na regido do
visivel para as doencas analisadas, em que se destacam os comprimentos de onda 443, 496,
516, 573 e 695 nm que sdo comprimentos semelhantes aos encontrados por Graeff et al. (2006)
na deteccdo de oidio em trigo. Na regido do infravermelho médio, os comprimentos de onda
1420, 1900 e 2435 nm em que a maior diferenciacdo espectral foi para as doencas oidio e doenca
de Petri. Pode-se dizer também que o mildio apresentou a menor diferenciacdo espectral em
relacdo a sua testemunha, ao longo de todo o espectro, levando em consideracdo a avaliacdo no
estdgio de infeccdo inicial. Todas as doencas apresentam alteracdes espectrais nesses
comprimentos de onda, mas com intensidades variadas, pois cada patdgeno se comporta de
maneira caracteristica a cada comprimento de onda (MUTANGA et al., 2017).

Na Tabela 1 apresentamos o resultado da analise discriminante para 0s cinco grupos
sintomaticos, com uma precisdo geral de 94,3%. Alguma confusdo apareceu entre as doencas
que afetam as raizes. Na Tabela 2, apresentamos os resultados da analise envolvendo todos 0s
oito grupos, com uma preciséo de 85,7%. A partir destas informacdes, vemos que 0s grupos de
testemunhas ndo apenas estdo separados, mas também revelam uma associacdo com seus
respectivos grupos sintomaticos, apresentando confusdo entre as classes mildio e doenca de
Petri, a classe da testemunha de mildio com o mildio, pé-preto confundiu com doenca de Petri
e a sua testemunha T.raiz. Ja a classe da testemunha T.raiz confundiu com a classe de mildio.
A classe oidio inicial confundiu com a classe oidio final e a sua testemunha. Resultado similares
foram obtidos por Knauer et al. (2017) utilizando a analise de discriminante linear, para dados
de reflectancia de cachos de uvas, cv. Chardonnay, infectadas ou ndo com oidio. Foi obtida uma

acuracidade de 87% na classificagcdo dos cachos infectados, sadios e severamente doentes.
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Tabela 1. Matriz de confuséo (%) resultante da classificacdo dos valores de reflectancia foliar
a partir dos comprimentos de onda selecionados para separacdao entre as doengas flngicas

(excluidas as testemunhas).

Doencas D. de Petri Mildio Oidio 1. Oidio F. Pé-preto )y
D. de Petri 85,7 0 0 0 14,3 100
Mildio 0 100,0 0 0 0 100
Oidio | 0 0 100,0 0 0 100
Oidio F. 0 0 0 100,0 0 100
Pé-preto 14,3 0 0 0 85,7 100

Tabela 2. Matriz de confuséo (%) resultante da classificacdo dos valores de reflectancia foliar
a partir dos comprimentos de onda selecionados para separacdao entre as doengas flngicas

analisadas incluindo suas testemunhas (T.).

, L. T. . T.
. Pé- D. de T. Oidio - Oidio .

Doencas  Mildio Mildio preto  Petri Raiz I IO'd'O F. E'dlo z
Mildio 85,7 0 0 14,3 0 0 0 0 0 100
T. Mildio 14,3 85,7 0 0 0 0 0 0 0 100
Pé-preto 0 0 71,4 14,3 14,3 0 0 0 0 100
D. d.e 0 0 0 100,0 0 0 0 0 0 100
Petri
T. Raiz 0 0 0 0 85,7 14,3 0 0 0 100
Oidio I. 0 0 0 0 0 100 0 0 0 100
T. Oidio I. 0 0 0 0 0 0 85,7 0 14,3 100
QOidio F. 0 0 0 0 0 14,3 0 85,7 0 100
l‘ Oidio 0 0 0 0 0 0 28,6 0 714 100

Dadas duas ou mais doencas, as alteracdes metabdlicas induzidas na planta por cada
doenca sédo caracteristicas, 0 que leva a alteracdes espectrais que possuem magnitudes tipicas
de cada doenca. A percepgdo € que um espectro de uma planta infectada e ou sintomética, com

relagdo a um espectro de uma planta testemunha, apresenta ndo somente alteragcdes espectrais
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em determinados comprimentos de onda, mas também as magnitudes dessas alteragdes sao
caracteristicas de cada doenca.

As relagdes entre a reflectancia que foram marcadores da acdo de um certo patdégeno
mostraram melhores desempenhos para as relacdes entre os comprimentos de onda 443/496,
443/573, 443/695, 443/1900, 496/573, 496/695, 516/1900 e 1900/2435 nm, apresentando uma
melhor separacdo entre as doengas, mesmo que em certas relacbes de comprimento de onda
haja uma sobreposicao das curvas de duas doencgas. Para visualizar como essas propor¢des sao
distribuidas, as curvas gaussianas para as doencas estudadas apresentam as diferenciacdes

espectrais (Figura 11).
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Figura 11. Curvas gaussianas projetadas, expressando a distribuicdo das razdes de reflectancia
para as oito razdes (443/496, 443/573, 443/695, 443/1900, 496/573, 496/695, 516/1900 e
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1900/2435 nm) que apresentaram melhor desempenho entre as demais, possibilitando observar
como cada doenca apresenta sua alteracéo espectral caracteristica.

A Tabela 3 apresenta os valores dessas propor¢es mostradas anteriormente em curvas
gaussianas; por exemplo: para a razdo 496/573 nm de medidas do pé preto, temos o valor médio
de 0,40 com um desvio padrdo de 0,02. Isso significa que os efeitos da doenca do pé-preto na
planta levam a tais alteracGes espectrais entre 496 e 573 nm, que fazem a proporcdo de
reflectancias nesses comprimentos de onda para assumir valores em torno de 0,40. As dez
medidas de folhas sintomaéticas (pé-preto) produziram proporcées em torno desse valor. Outras
doencas, para esta mesma razéo (496/573 nm) podem apresentar diferentes valores de razéo de
reflectancia.

Tabela 3. Valores médios e desvios padroes das razdes 443/496, 443/573, 443/695, 443/1900,
496/573, 496/695, 516/1900 e 1900/2435 nm, que apresentam as proporcdes de reflectancia
para as doencas mildio, pé-preto, doenca de Petri e oidio.

Mildio Pé-preto D. de Petri Oidio
X c X c X c X c
443/496 1,01 0,03 0,97 0,03 1,02 0,04 1,08 0,01
443/573 0,44 0,03 0,39 0,03 0,45 0,06 0,60 0,06
443/695 0,55 0,03 0,47 0,04 0,56 0,06 0,71 0,05
443/1900 0,61 0,03 0,56 0,05 0,52 0,02 0,56 0,05
496/573 0,44 0,02 0,40 0,02 0,44 0,04 0,56 0,05
496/695 0,54 0,02 0,49 0,04 0,55 0,03 0,66 0,04
516/1900 1,04 0,09 1,09 0,16 0,88 0,13 0,75 0,06

1900/2435 0,71 0,01 0,72 0,02 0,73 0,01 0,75 0,01

A andlise desses comprimentos de onda produziu a percepcdo que as alteracBes
espectrais devido a diferentes doencas deixaram suas marcas em quase 0S Mesmos
comprimentos de onda: por exemplo, o mildio e o pé preto alteram um espectro normal nos
mesmos locais. Neste caso, a observacdo de um espectro alterado pode ser util para informar
que a planta carrega uma doenca, mas ndo informa qual doenca esta afetando a videira. A forma
do espectro para uma determinada doenca € Unica, e uma maneira possivel de descrever essa
forma é usar descritores internos a um espectro, ou seja, descritores que sdo proporgdes entre
os valores de reflectancia nos comprimentos de onda caracteristicos. Desta forma, é possivel
obter um conjunto de limiares descritores de cada doenca. Uma analise mais profunda permite
desenvolver, para cada doenca, um conjunto de limiares que descrevem cada doenca.

As tabelas Tabela 4 (primeira coleta de dados) e Tabela 5 (segunda coleta de dados)

indicam quais alteracGes espectrais, medidas a partir da reflectancia direta de uma folha de
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videira, sdo indicadores diretos das doencas estudadas. No entanto, um efeito da variacéo de
um ano para outro, como, por exemplo, o desenvolvimento da planta e fatores ambientais como
umidade, tem um impacto no metabolismo da planta e, portanto, as medidas de reflectancia
sofreram alteracdo, como pode ser visto e comparado pelas diferencas entre os dados da

primeira e da segunda coleta.

Tabela 4. Valores minimos e maximos de reflectancia das razdes 443/496, 443/573, 443/695,
443/1900, 496/573, 496/695, 516/1900 e 1900/2435 nm, para a primeira coleta de dados (2017),

que sdo indicadores diretos das doencas mildio, pé-preto, doenca de Petri e oidio em folhas de

videiras.
Mildio Pé-preto Doenca de Petri Oidio
443/496 0,97 - 1,06 0,90-1,01 0,96 - 1,08 1,06 - 1,10
443/573 0,39-0,47 0,33-0,42 0,38 - 0,56 0,54 -0,72
443/695 0,50 - 0,60 0,40 - 0,53 0,48 - 0,66 0,65-0,82
443/1900 0,57-0,68 0,50 - 0,64 0,49 - 0,57 0,52-0,69
496/573 0,40 - 0,46 0,36 - 0,42 0,40 - 0,51 0,51-0,67
496/695 0,51-0,58 0,40 - 0,54 0,50 - 0,61 0,61-0,76
516/1900 0,93-1,20 0,92-1,37 0,71-1,12 0,67 -0,83
1900/2435 0,69-0,73 0,71-0,76 0,71-0,74 0,73-0,77

Tabela 5. Valores minimos e maximos de reflectancia das razdes 443/496, 443/573, 443/695,
443/1900, 496/573, 496/695, 516/1900 e 1900/2435 nm, para a segunda coleta de dados (2018),

que sdo indicadores diretos das doencas mildio, pé-preto, doenca de Petri e oidio em folhas de

videiras.
Mildio Pé-preto D. de Petri Oidio
443/496 1,06-1,14 0,93-1,02 1,02-1,16 1,08-1,14
443/573 0,55-0,70 0,47 - 0,56 0,55-0,71 0,59-0,74
443/695 0,63-0,76 0,53-0,63 0,64 - 0,84 0,61-0,83
443/1900 0,59 - 0,69 0,49 - 0,59 0,59-0,85 0,54 - 0,75
496/573 0,51-0,62 0,46 - 0,55 0,51-0,61 0,48 - 0,66
496/695 0,59-0,68 0,54 - 0,64 0,61-0,72 0,57-0,74
516/1900 0,77 - 0,99 0,79 - 1,05 0,84-1,25 0,69 - 0,97
1900/2435 0,72-0,77 0,73-0,76 0,71-0,73 0,73-0,77

A Tabela 4 e 5 apresentam para cada relacdo entre comprimentos de onda, o valor
minimo e o valor maximo de reflectancia que foi obtido do conjunto de dados, das dez plantas
analisadas para cada doenca. Na Tabela 4 para a relacdo 443/496 nm o valor de reflectancia
obtido para mildio, no conjunto de dados (dez plantas da primeira coleta) foi de no minimo 0,97
e no maximo 1,06. Na Tabela 5 para a mesma relacdo de comprimentos de onda e mesma

doenca o valor minimo obtido no conjunto de dados foi de 1,06 e o valor maximo 1,14.
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Analisando os dados, do primeiro e segundo ano de observagdes, notou-se que existe
certa relagdo entre as plantas testemunhas e o lote correspondente de videiras sintomaticas. 1sso
decorre do fato de que um grupo, envolvendo uma determinada doenca, teve seu inicio de
infeccdo a partir das mesmas condicGes e para outro grupo, envolvendo outra doenga, as
condicdes iniciais foram diferentes. E é especialmente verdadeiro quando analisados os dados
de duas estagdes diferentes, que neste estudo sdo analises realizadas em diferentes anos. A
solucdo foi que ndo apenas temos que considerar os descritores internos de uma planta
sintomatica para obter um diagnéstico, mas também, uma medida de calibracdo de uma planta
saudavel deve ser associada. Com as diferengas de medidas de uma coleta para outra foi
necessario incorporar nas medidas os dados das plantas testemunhas para cada estagdo como

um dado de calibracdo Tabela 6.

Tabela 6. Valores dos limiares para as doengas mildio, pé-preto, doenca de Petri e oidio,
derivadas da primeira e segunda coleta de dados (2017 e 2018), calibrados pelas medidas de

suas respectivas testemunhas.

Mildio Pé-preto D. de Petri Oidio

2017 2018 2017 2018 2017 2018 2017 2018
443/496 0,98 1,00 0,94 0,86 0,99 0,96 1,05 0,99
443/573 0,94 1,06 0,83 0,81 0,97 1,01 0,92 0,97
443/695 0,92 1,04 0,83 0,82 0,98 1,05 0,91 0,96
443/1900 1,00 0,86 1,02 0,93 0,94 1,20 0,95 1,16
496/573 0,95 1,05 0,88 0,92 0,97 1,04 0,95 0,96
496/695 0,94 1,04 0,88 0,96 0,99 1,08 0,94 0,98

516/1900 1,06 0,74 1,18 1,03 0,95 1,06 1,01 1,09
1900/2435 0,98 1,03 1,00 1,02 1,00 0,99 0,98 1,01

A anélise da Tabela 6 pode nos dar algumas percep¢des, como as variagdes que 0
espectro de uma planta sintomatica é deformado em relacdo ao espectro de uma planta saudavel.
Comecando com as deformacdes expressas pela proporcao 443/496, vemos que a doenga do
pé-preto leva a uma deformacdo de cerca de 10%. Esta mesma doenca tambem deforma o
espectro para a razdo 443/573, mas em maior escala (até 17%); para esta relacdo, observa-se
também uma deformacdo espectral sistemética para o oidio, mas em menor escala (3 a 5%).
Estas duas doencas também sdo observadas para a razdo 443/695, em escalas de até 20% (pé
preto) e 5 a 8% (oidio). Para o mildio, a razdo 443/1900 poderia ser um indicador util, uma vez
que deformacdes espectrais de até 14% foram observadas. As proporcdes 496/573, 496/695 e
510/1900 séo indicadores Uteis de sintomas do pé preto e do oidio. A razdo 1900/2435 parece

ser, a partir dos dados, menos (til.
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Uma anélise mais aprofundada da Tabela 6 fornece percepcbes adicionais. Em alguns
casos, a deformacéo espectral é grande, mas muda de diregdo de uma estacdo para outra. 1sso
acontece para a doenca de Petri em 443/1900 e também para o oidio na mesma proporc¢édo. O
mesmo é para Petri em 496/695 e para 0 mildio em 516/1900. A metodologia utilizada, portanto,
funcionou melhor para a detecgdo de pé preto e oidio, e em certos casos, pode ser apropriada
para mildio e doenca de Petri, onde uma deformacédo espectral da planta doente é observada,
mesmo se a direcdo de deformacdo mudar de ano para ano.

Por fim os dados de clorofila foram correlacionados pelo método de Pearson, foi
atribuido um R para cada correlagdo. Correlacdo negativa é quando o processo é inverso, ou
seja, quando um valor de uma variavel aumentar o valor da outra varidvel no estudo diminui.
As doencas mildio, doenca de Petri e pé-preto e suas testemunhas, foram analisadas com

clorofildmetro que mede a clorofila total e podem ser visualizadas na Figura 12.

Mildio Testemunha Mildio
1 1
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" . il
\/
0.5 0,5
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Figura 12. Correlacédo de Pearson para os dados de clorofila total em relacéo a reflectancia das
doencas mildio, doenca de Petri, pé-preto e suas respectivas testemunhas nos comprimentos de
onda 443, 496, 516, 573, 695, 1420, 1900, 2435.
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Analisando os gréficos de clorofila total para os comprimentos de onda 443, 496, 516,
573 e 695 podemos observar que de modo geral as doengas em sua maioria registraram
correlagdes negativas inversas, ou seja, quanto menor foi o valor de reflectancia registrado,
maior o valor de clorofila total. J& nos comprimentos de onda 1420, 1900 e 2435 os valores de
clorofila reduziram e por consequéncia os valores de reflectdncia aumentaram. Essa baixa
correlacdo no infravermelho médio se d& pela interagdo da radiacdo com a estrutura morfoldgica
e contetdo de agua da folha. (MENESES et al. 2019).

As testemunhas e doenca de Petri para esses mesmos comprimentos de onda do
infravermelho médio apresentam pouca correlagdo positiva, ou seja, quanto menor for a
reflectdncia, menor serd a clorofila. A doenga pé-preto ndo manteve os mesmos padrdes das
demais doencas, indicando no seu grafico que ha uma maior correlacao direta positiva entre a
reflectancia e clorofila.

A doenga oidio foi analisada com um clorofildmetro que mede a clorofila A, clorofila
B e clorofila total e estdo ilustrados na Figura 13. A doenca oidio apresentou alta correlacdo
positiva entre clorofila e reflectancia nos comprimentos de onda 443 e 496, com valores mais
altos para a clorofila B, e baixa clorofila para os demais comprimentos de onda.

Analisando o gréfico da testemunha nos comprimentos de onda 516, 573 e 695
apresentaram maiores valores de clorofila e baixa reflectancia, ou seja, maior absorcdo da
radiacdo nesses comprimentos de onda para a planta saudavel, em conformidade com o descrito
por MENESES et al. (2019).

Oidio Testemunha Oidio
1 1
0,5 0,5
0 0
0,5 -0,5
1 1
443 496 516 S73 695 1420 1900 2435 443 496 516 573 695 1420 1900 2435
A mmB —e—Total

Figura 13. Correlagéo de Pearson para os dados de clorofila A, clorofila B e clorofila total, em
relacédo a reflectancia de oidio e testemunha nos comprimentos de onda 443, 496, 516, 573, 695,
1420, 1900, 2435.
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5 CONCLUSOES

Os resultados do trabalho indicaram que as infeccbes causadas pelos patogenos
Plasmopara viticola (mildio), Uncinula necator (oidio), Dactylonectria macrodidyma (pé-
preto) e Phaeoacremonium sp. (doenca de Petri) apds a inoculacdo de plantas jovens de
videiras, quando os sintomas ainda se encontram no estagio inicial, apresentaram altera¢des no
comportamento espectral das folhas. O oidio avaliado no estadio de infeccao final da doenca
apresentou uma curva espectral muito préxima daquela do estadio inicial, com diferenca na
regido espectral relativa ao contetido de 4gua da planta, demonstrando que mesmo em estagios
de infeccdo diferentes as curvas espectrais continuaram com o mesmo padréo entre elas,
principalmente na regido do visivel.

O método baseado em medidas de reflectancia espectral de folhas de videira produziu
um conjunto de valores relacionados a reflectancia, na forma de limiares, que podem ser usados
em medicdes gerais realizadas em campo. O método produz dados que podem ser processados
automaticamente para fornecer, um diagnostico sobre o status de saude da planta. Isto pode ser
feito associando ao dispositivo de medicdo um processador capaz de realizar as operacdes
basicas envolvendo os espectros observados. O dispositivo de observacdo em si ndo precisa ter
a capacidade de observar completamente um espectro em alta resolugdo (que seria um
espectrorradiémetro); dado que apenas alguns comprimentos de onda pré-determinados sdo
necessarios, um dispositivo fotossensivel mais simples e menos dispendioso devidamente
ajustadas as doencas a serem detectadas pode ser projetado para realizar as tarefas programadas.

No que diz respeito ao desenvolvimento de dispositivos para observacdo de campo em
tempo real, os resultados sugerem que tais dispositivos devem ter sensibilidade espectral do
visivel ao infravermelho médio, uma vez que utilizamos os valores limiares resultantes da
observagdo de 443 até 1900 nm e 2435 nm. No entanto, & bem conhecido que 0s sensores
sensiveis a esses comprimentos de onda mais longos tendem a ser significativamente mais caros
e dificeis de operar. O uso de sensores menos caros, com sensibilidades limitadas ao visivel e
ao infravermelho préximo, mesmo que reduza um pouco a precisao do método, ainda produziria
resultados uteis.

Observando os gréaficos de clorofila foi constatado diferencas entre os sensores, maiores
correlagdes no vermelho para as doencas, e na regido do azul e verde para as testemunhas.
Quanto maior foi a reflectancia menor a clorofila (total), e vice-versa. Os aparelhos medem de

forma n&o invasiva os comprimentos de onda pela transmitancia da folha. Alta concentracédo de
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pigmentos fotossintetizantes, maior absor¢do, menor reflectancia e maior a transmissao dessa
energia. Os resultados foram coerentes e compativeis com literatura.

Este trabalho explorou o potencial do uso de observacdes espectroscopicas para a
deteccdo de doencas em plantas, e foi totalmente desenvolvido em condi¢bes controladas em
casa de vegetacdo. Em um projeto futuro seréo analisados dados em condi¢des de campo, com
todo um conjunto de condigdes ambientais, ha o interesse de ser analisado mais de um patégeno
na mesma planta, e também, sera estudada as possibilidades de desenvolvimento de um sensor
de baixo custo que opere em faixas especificas para a detec¢do de doengas, a fim de auxiliar os

projetos de monitoramento.
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Primeira coleta de dados (2017)

Segunda coleta de dados (2018)
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