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Identificacao de variedades genéticas
de laranja doce por meio de imagens
de fluorescéncia

Fabiola Manhas Verbi Pereira’
Débora Marcondes Bastos Pereira Milori?

Resumo

A producao de laranja doce apresenta algumas questdes relacionadas a
identificacdo de suas variedades, inclusive na fase de muda, a qual é dificil ser
efetuada por simples inspecao visual ou ainda por técnicas analiticas. Este é um
ponto importante considerando que o cultivo da laranja é realizado em éareas
extensas. Além disso, o plantio de mudas de variedade diferente daquela
planejada, pode acarretar varios problemas graves, tanto no manejo aplicado ao
pomar, como na qualidade e caracteristicas esperadas do fruto pds-colheita. A
utilizacao de métodos genéticos, como exemplo, os marcadores moleculares
para identificar variedades de laranja doce ainda é considerada ineficaz, morosa
e de custo elevado. Neste contexto, foram estudados perfis de variacado de cor a
partir de emissoes de fluorescéncia excitada com dois sistemas de imagem
distintos. Estes dados mostraram a propriedade de caracterizar algumas
variedades comerciais de laranja doce. O potencial futuro deste método analitico
é investigar a assinatura especifica de cada variedade de citrus.

Termos para indexacdo: imagem de fluorescéncia, quimiometria, variedades
genéticas, laranja doce, citrus, producdo de mudas

'Quimica, Dr., Pés-doutoranda em Quimica, fmverbi@uol.com.br
2Fisica, Dr., Pesquisadora, Embrapa Instrumentacdo Agropecuéria, C.P. 741, CEP 13560-970, S&o Carlos/SP,
debora@cnpdia.embrapa.br



Identification of genetic varieties of
sweet orange using fluorescence
imaging

Fabiola Manhas Verbi Pereira
Débora Marcondes Bastos Pereira Milori

Abstract

The production of sweet orange has some points related to identification of
varieties, including the seedling stage that is difficult using visual inspection or
even, analytical techniques. This fact is important considering that the culture of
orange needs large areas for growing of plantations. In addition, the plantation
of different variety from the initial intends can cause some serious problems, as
much handling applied to orchard as the quality and the characteristics of the
fruits after harvest. The using of genetic methods, as example, molecular
markers for identification of varieties of sweet orange is considered inefficient,
lengthy and high cost. In this study, the color variation profiles from excited
fluorescence emissions were investigated with two different systems of
fluorescence imaging. These data showed the property to characterize some
representative commercial varieties of sweet orange. The future potential of this
analytical method is to investigate the specific signature of each Citrus plant
variety.

Index terms: fluorescence imaging, chemometrics, genetic varieties, sweet
orange, citrus, production of seedlings



Identificacdo de variedades genéticas de laranja doce por meio de imagens
de fluorescéncia

Introducao

Desde o inicio da década de 90, o Brasil tem se projetado como maior produtor
mundial de laranja, com participacdo em 80% do comércio internacional de suco
de laranja. A safra produzida entre 2007 e 2008, considerando produtos
manufaturados, gerou aproximadamente US$ 2 bilhdes em exportacées (SERIE
INFORMACOES ESTATISTICAS DA AGRICULTURA, 2008).

Esta posicao atual se deve principalmente ao avanco tecnolégico da cadeia
produtiva citricola, onde pode ser citada a enxertia que visa ampliar as
variedades genéticas de citrus e assim, obter plantas com caracteristicas
especificas, tais como maior resisténcia a pragas, doencas, variacdes de clima,
solo, precocidade na producéo e a uniformidade dos pomares. A enxertia
consiste em um procedimento relativamente simples, sendo efetuada a juncéao
de parte de uma planta (um ramo de uma variedade especifica) em outra planta
de variedade diferente. A copa (parte superior) entdo, serd de uma variedade
diferente daquela do porta-enxerto (parte inferior, caule e raizes).

No estado de Sao Paulo, dentre as variedades mais cultivadas 8%
correspondem a Hamlin, 28% a Péra-rio, 30% a Valéncia, 24% a Natal e as
outras estdo incluidas nos 10% restantes (LEVANTAMENTO SISTEMATICO DA
PRODUCAO AGRICOLA, 2008).

A questao principal é que a identificacdo das mudas no estagio vegetativo inicial
é dificil, devido a variacdes genéticas muito ténues (SPIEGEL-ROY e
GOLDSCHMIDT, 1996) que alteram algumas caracteristicas da planta e que nao
sdo perceptiveis por inspecao visual.

Os métodos existentes para a certificacdo de variedades de plantas sado
geralmente, efetuados por analise de perfis de expressao genética. Todavia,
marcadores moleculares ainda sado considerados ineficazes no caso das
variedades de citrus (ANCILLO et al., 2007).

Neste estudo foi avaliado um estudo de caso para imagens de fluorescéncia
geradas a partir de folhas de citrus (LIAKOPOULOS et al., 2001) procedentes de
quatro variedades genéticas distintas utilizando a quimiometria para a avaliacado
das referidas imagens. A quimiometria envolve uma combinacdo de ferramentas
estatisticas-matematicas direcionadas para a andlise multivariada de dados
quimicos (WOLD et al., 1987; GELADI, 2003). Dentre este tipo de dado podem
ser incluidas imagens geradas por técnicas analiticas (GELADI et al., 2004).

A excitacdo da fluorescéncia é efetuada por meio da absorcéo de fétons e
geralmente, ocorre em comprimentos de onda maiores que os da radiacédo de
excitacdo. O tempo médio de duracao do estado excitado da fluorescéncia é
menor do que 10° s. As respostas analiticas para este fendmeno 6ptico estdo
na forma de espectros de excitacao e de emissdo e também pode ser obtidas
imagens (VALEUR, 2002).
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A imagem proveniente da excitacao de fluorescéncia em uma matriz de
amostras vegetais pode apresentar mudancas em suas nuances de cores frente
a alteracdes das propriedades quimicas e fisicas (BUSCHMANN et al., 2000).

Para estudar estas variagdes nas cores, considerando suas diferentes escalas,
foram utilizados histogramas de cores, denominado também de colorgramas. Os
histogramas de cores sédo definidos como graficos de distribuicao de freqiéncia
das cores, onde o eixo da abscissa (x) representa as varidveis, como exemplo
vermelho (R, red), verde (G, green), azul (B, blue), matiz (H, Hue), saturacao (S,
saturation), valor (V, value), luminosidade, e as cores relativas do vermelho,
verde e azul dentre outras escalas de cores, e o da ordenada (y) caracteriza as
contagens. Os histogramas de cores podem ser calculados a partir de qualquer
imagem e nao requerem pré-processamento ou tratamento desta (GONZALEZ e
WOODS, 2008). Os célculos de cada escala de cor sdo baseados em equacdes
descritas por Antonelli et al. (2004).

A potencialidade de informacdo procedente dos histogramas de cores obtidos
para imagens de fluorescéncia esta sendo investigada pelo Grupo de Otica e
Lasers da EMBRAPA Instrumentacao Agropecudria para, dentre outros estudos,
possibilitar a diferenciacao de algumas variedades genéticas de citrus. Dentre as
principais variedades de laranja doce (Citrus sinensis [L.] osbeck), as mais
exploradas para enxertia na producao citricola sao: Natal, Valéncia, Hamlin e
Péra.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi apresentar uma proposta de
método analitico para o reconhecimento das variedades genéticas de laranja
doce supracitadas utilizando dois sistemas distintos de técnicas de imagens de
fluorescéncia (HIRUMA, 2005), sendo que as referidas imagens foram avaliadas
por meio de histogramas de cores e a ferramenta quimiométrica, PCA (Principal
Component Analysis).

2 Materiais e Métodos
2.1 Amostras

Um total de 48 folhas de 4 variedades de mudas de laranja doce, 'Natal’,
'Valéncia', '"Hamlin' e 'Péra’ foi coletado e fornecido pela Grupo Fischer -
Divisdo Citrosuco da cidade de Matao, estado de Sao Paulo; onde cada
variedade foi representada por 12 folhas. Cada uma das 4 variedades citadas foi
desenvolvida em porta-enxerto de outra variedade, a de limao-cravo. A eficacia
do procedimento de enxertia foi avaliada visualmente por técnicos da mesma
empresa cedente das folhas.

Sistema de imagem de fluorescéncia induzida por radiacado ultravioleta

Para obtencao das imagens de fluorescéncia induzida por luz ultravioleta foi
utilizado uma camera digital (AxioCamMRc5, Zeiss, Gottingen/Alemanha); 5 M
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Pixels de resolucdo acoplada a um estereomicroscépio (Lumar.v12, Zeiss,
Gottingen/Alemanha). A excitacdo da fluorescéncia foi promovida com o auxilio
de uma lampada a vapor de mercurio, onde foi selecionado somente o
comprimento de onda da radiacao ultravioleta. O tempo de exposicao utilizado
foi de 545 ms, com um aumento de 30 x.

Sistema de imagem de fluorescéncia induzida por laser no comprimento de onda
de 473 nm

O sistema de fluorescéncia induzida por laser foi composto de uma camera
digital (DSC-F828, Sony, Tékio/Japao) com resolucao de 8 M pixels e laser de
diodo com excitacdo em 473 nm (DPSSL-473-50, Roithner LaserTechnik,
Vienna/Austria), na poténcia de 6 mW. O aumento maximo foi de 3,6 x. O
comprimento de onda de excitacdo da fluorescéncia foi o de 473 nm, localizado
na faixa do azul (regido do visivel) do espectro eletromagnético.

Tratamento dos dados

Durante os experimentos, para cada folha foi obtida uma imagem de
fluorescéncia, perfazendo um total de 48 para cada técnica. Os histogramas
destas foram gerados utilizando o programa MatLab 2007R (The MathWorks
Inc., Natick/Estados Unidos).

Na anélise de PCA foi gerada uma matriz para cada sistema composta de 48 x
2560, ou seja, 48 linhas representadas pelas amostras e 2560 colunas
representadas pelas varidveis correspondentes as escalas de cores. As classes
das amostras para a analise exploratéria foram as 4 variedades de citrus,
'Natal', 'Valéncia', '"Hamlin' e 'Péra’.

3 Resultados e Discussao
Avaliacées preliminares

Um dos primeiros desafios deste estudo foi definir o tamanho mais apropriado
das imagens para a constituicdo do conjunto de dados. As caracteristicas
desejaveis para cada imagem seriam uma boa representatividade e
uniformidade. O tamanho do arquivo era outra preocupacao ja que seriam
geradas muitas imagens e isto poderia ser um fator limitante nas avaliacoes
quimiométricas. Com este intuito, foi selecionada uma area da imagem original
mantendo-se 0 mesmo tamanho para todas. Outro parametro foi o tempo de
exposicao para excitar a fluorescéncia, ja que a folha apresenta auto-
fluorescéncia (KARABOURNIOTIS et al., 2001).

Para melhorar o foco das imagens obtidas com o estereomicroscoépio foi
utilizado um porta-amostra como pode ser visualizado na Figura 1-a. Neste caso
a folha foi mantida plana. O nimero de imagens por folha também foi avaliado,
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onde a regiao central da folha foi dividida em 4 regides como mostra a Figura 1-
b. Para o outro sistema de imagens nao foi necesséria a utilizacdo de porta-
amostra.

Fig. 1. (a) Folha colocada em porta-amostra para obtencao das imagens no
estereomicroscopio e (b) Regides de andlise da folha.

As avaliacOes preliminares dos histogramas de cores foram efetuadas com a
ferramenta quimiométrica PCA. O intuito era avaliar quais as varidveis
apresentavam importancia para a discriminacdo das amostras e principalmente
se havia alguma diferenca entre as variedades genéticas com a utilizacao das
escalas de cores. Na Figura 2 pode ser verificado como um histograma de cores
(ou colorgrama) pode ser representado em duas dimensdes.

2000 -

Luminosidade
Verde
G000 .
Matiz (Hue) Azul
ot i S bty _ Vermelo "elative
Saturacao relaivo

Contagens

4000 H
Verde
relativo
2000 H
0 _‘L_T‘ T T T T 1

0 256 512 768 1024 1280 1536 1792 2048 2304 2560
Cores

Fig. 2. Exemplo de histograma de cores (ou colorgrama) para uma imagem de
fluorescéncia proveniente de folha de citrus.
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Sistema de imagem de fluorescéncia induzida por radiacdo ultravioleta

Para aquisicdo das imagens de fluorescéncia induzida por radiacdo ultravioleta
foi utilizado um estereomicroscépio. Um exemplo de imagem gerada por este

sistema considerando os critérios descritos na secao Avaliacdes preliminares

pode ser verificado na Figura 3.

As dimensdes da imagem sao de 1292 (largura) x 968 (altura) pixels. Para cada
imagem foi selecionada uma regidao de 300 x 300 pixels, com maior
homogeneidade, evitando-se orificios escuros, que podem ser visualizados na
mesma figura.

As 4 regides estudadas nao apresentaram diferencas significativas. Assim,
optou-se para este estudo utilizar apenas uma imagem proveniente de cada
folha, mantendo-se como padrédo a area designada de 1 conforme mostrado na
Figura 1-b.

300 x 300 pixels

1292 x 968 pixels

Fig. 3. Exemplo de imagem de fluorescéncia induzida por radiagao ultravioleta
para a variedade Natal.

A andlise exploratdria dos histogramas de cores provenientes das 4 variedades
mostrou que se todas foram incluidas em um mesmo modelo hd uma
diferenciacao evidente apenas entre 3 grupos das variedades, ou seja, Hamlin
(losangos azuis), Natal (quadrados vermelhos) e Valéncia (cruzes roxas),
alcancando um total de 52% de variancia explicada com as componentes
principais (PC, principal component) 1 e 2 e um total de 77% da variancia
explicada com 4 componentes principais. Os scores para a variedade Péra
(triangulos verdes) nao formam um grupo definido ficando espalhados entre os
grupos das outras variedades como mostra a Figura 4-a.

As variaveis selecionadas partindo dos resultados de anélises exploratérias
anteriores, foram as escalas das cores verde entre 259 e 352, e aquelas da
matiz (hue) entre 1293 e 1393 demonstradas na Figura 4-b. Estas escalas se
configuraram as mais relevantes para os resultados das andlises exploratérias
que serdo mostradas a seguir.
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Fig. 4. Gréficos para (a) scores das 4 variedades na mesma anélise de PCA e (b)
loadings correspondentes utilizando as varidveis das escalas de cores verde e
matiz para o sistema de imagem de fluorescéncia induzida por radiacao
ultravioleta.

Embora, algumas amostras das variedades foram visualizadas em outros grupos,
como exemplos, duas da Hamlin (losdngos azuis) estdo no grupo da Valéncia,
duas da Natal (quadrados vermelhos) se encontram no grupo da Hamlin e duas
da Valéncia (cruzes roxas) ficaram agrupadas com a Natal, pode ser verificada
que prevalece a tendéncia de separagcao em grupos entre as variedades.

A partir destes resultados foram efetuadas andlises exploratérias utilizando as
variaveis selecionadas, verde e matiz, considerando os seguintes pares entre
classes tais como, Natal e Hamlin, Valéncia e Péra, Hamlin e Valéncia, Hamlin e
Péra, Natal e Valéncia e, Natal e Péra englobando todas as combinacdes
possiveis, os graficos podem ser verificados na Figura 5.

Ainda com os gréaficos dos scores da Figura 5 foi verificado que as variedades
Hamlin e Natal nao puderam ser distinguidas utilizando as imagens de
fluorescéncia (Fig. 5-a). Isto j& havia sido verificado quando estas mesmas
variedades foram colocadas no mesmo modelo com as outras 2 variedades (Fig.
4-a).

Os gréficos da Figura 5, designados pelas letras b, d e f evidenciaram que a
variedade Péra foi mais diferenciada em relacao as variedades Hamlin e Natal do

12
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que da Valéncia. Com os graficos 5-b, 5-c e 5-e pode ser verificado que a
variedade Valéncia, entre 75 e 83% das amostras (9-10 scores), se apresenta
melhor separada das outras, Hamlin e Natal, com excecao da Péra. No caso da
Hamlin foi encontrada esta diferenca apenas entre as PC1 e Pc4.
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Fig. 5. Graficos para (a-f) scores das variedades utilizando as varidveis das
escalas de cores verde e matiz para o sistema de imagem de fluorescéncia
induzida por radiacao ultravioleta.

Sistema de imagem de fluorescéncia induzida por laser no comprimento de onda
de 473 nm

O sistema de imagem de fluorescéncia induzida por laser no comprimento de
onda de 473 nm se encontra instalado no Laboratério de 6tica e lasers,
localizado na Embrapa Instrumentacdo Agropecuéria. Os componentes € a
disposicdo dos mesmos podem ser visualizados na Figura 6.
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Fig. 6: Sistema de fluorescéncia induzida por laser, A, = 473 nm.

As diferencas sobre o sistema de imagens apresentado anteriormente é que a
folha foi fixada em um anteparo metalico com o auxilio de fita adesiva, ndao
havendo necessidade de porta-amostra e a radiacdo de excitacdo da
fluorescéncia é efetuada com um laser somente em um comprimento de onda (
A= 473 nm) na regido do azul, faixa do espectro visivel.

Os resultados das analises de PCA mostraram também, que a maioria dos
scores da variedade Natal ficou separada das demais variedades. Esta
informacao pode ser verificada com o auxilio da Figura 7-a. O gréafico da Figura
7-b mostra que as varidveis de maior informacao eram aquelas da escala de
cores da matiz (hue) entre 1280 e 1311, conseqiientemente estas foram
utilizadas para as investigacOes posteriores.

As anélises exploratdrias também foram efetuadas em pares, para ser avaliada a
potencialidade de informacao destes dados, utilizando a selegcdo de varidveis da
escala matiz. Todos os graficos dos scores referentes a estas andlises foram
representados na Figura 8. Ainda nesta mesma figura, os resultados foram
ordenados entre as seguintes variedades: Natal e Hamlin (Fig. 8-a), Valéncia e
Péra (Fig. 8-b), Hamlin e Valéncia (Fig. 8-c), Hamlin e Péra (Fig. 8-d), Natal e
Valéncia (Fig. 8-e) e, por ultimo Natal e Péra (Fig. 8-f).

Os grupos que apresentaram alguma propensao para formar grupos distintos
foram as variedades Natal e Valéncia e Natal e Péra representadas nos gréaficos
das Figuras 8-e e 8-f, respectivamente.

Estes dados levam ao fato de que este sistema conseguiu distinguir mais
nitidamente as amostras de Péra daquelas da Natal, 83% das amostras (10
scores) em comparacao ao sistema de imagem de fluorescéncia induzida por
radiacdo ultravioleta.

14
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Fig. 7. Gréaficos para (a) scores das 4 variedades na mesma analise de PCA e (b)
loadings correspondentes das varidveis da escala de cor matiz para o sistema de
imagem de fluorescéncia induzida por laser, A = 473 nm.
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Fig. 8. Gréaficos para (a-f) scores das variedades utilizando as varidveis da escala de
cor matiz para o sistema de imagem de fluorescéncia induzida por laser, A = 473 m.
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Conclusodes

Com o método analitico proposto foi vidvel efetuar avaliagcdes das variedades de
citrus com um menor nimero de etapas, custo reduzido frente aos métodos
existentes e ainda, ndo é consumido qualquer reagente quimico para a aquisicao
das imagens. Os dois sistemas de imagem sao complementares e podem se
configurar como uma alternativa aos métodos ja existentes. As conclusdes
adicionais do método foram listadas a seguir:

(i) Contribuicdo de um método empregando uma técnica ja consolidada para a
diferenciacao das variedades genéticas de laranja doce;

(ii) Desenvolvimento de um novo padrdo de andlise;

(iii) Utilizacao de método nao-destrutivo, que, em muitos casos, pode minimizar
efetivamente o tempo e 0s custos necessdrios para a anélise;

(iv) Desenvolvimento de um método ausente de subjetividade e com maior
detalhamento do que a inspecao visual.

A vantagem principal da utilizacdo de imagens de fluorescéncia é que estas
podem ser consideradas como uma impressao digital de cada variedade
genética. Os resultados obtidos foram preliminares, porém, a viabilidade da
certificacdo de mudas se apresenta como um dos potenciais de aplicacao.
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