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RESUMO

Analise hiperespectral da degradacéo das folhas de lisianthus de corte

Hastes florais de lisianthus foram submetidas a solu¢bes conservantes de
diferentes concentracbes de sacarose, glicose, distintos fitorménios ou agua destilada
por 12 horas e posteriormente mantidas em agua e germicidas por 12 dias em ambiente
climatizado. Foram coletadas folhas dessas hastes a cada 4 dias para posterior analise
hiperespectral (450 a 2450 nm) e quantificagdo de pigmentos. A fim de analisar o uso
dos espectros para detectar o desempenho das solu¢des conservantes, foi utilizado o
teste de Tukey em cada comprimento de onda entre essas solu¢gdes ou entre os dias de
analise, os quais apresentaram diferencas nas regides do espectro demonstrando a
degradacdo ou manutencéo das folhas de cada solug&o. Outro resultado encontrado foi
a discriminacao de diferentes periodos da pds-colheita a partir dos dados espectrais, 0
gual foi obtido por meio da analise multivariada; porém a mesma analise ndo foi bem-
sucedida na separacdo de solugBes conservantes. Por fim, também foi avaliada a
predicao de pigmentos a partir das curvas espectrais por PLSR (Regressao de Minimos
Quadrados Parciais), sendo que nao foi possivel a determinacdo da clorofila, mas a
razdo CAR/CLF (razdo entre carotenoides e clorofila) apresentou coeficientes de
determinacéo razodveis. Assim, as analises hiperespectrais apresentam potencial na
avaliagdo da degradacéo foliar de hastes florais de lisianthus em diferentes solugbes
pulsing utilizadas na pés-colheita.

Palavras-chave: Curva espectral; Pigmentos; Péds-colheita; Senescéncia



ABSTRACT

Hyperspectral analysis of foliar degradation in lisianthus cut flowers

Floral stems of lisianthus were submitted to conservative solutions of different
concentrations of sucrose, glucose, different phytohormones or distilled water for 12
hours and later maintained in water and germicides for 12 days in an acclimatized
environment. Leaves of these stems were collected every 4 days for later hyperspectral
analysis (450 to 2450 nm) and pigment quantification. In order to analyse the use of the
spectra to detect the preservative solutions performance, the Tukey test was used at
each wavelength between these solutions or between the analysis days, which showed
differences in the regions of the spectrum demonstrating the leaves degradation or
maintenance for each solution. Another achieved result was the discrimination of different
post-harvest periods from the spectral data, which was obtained through multivariate
analysis; but the same analysis was not successful in separating preservative solutions.
Finally, the pigments prediction from spectral curves in PLSR (Partial Least Squares
Regression) was evaluated, and the determination of chlorophyll was not possible, but
the ratio CAR / CLF (ratio of carotenoids to chlorophyll) presented reasonable coefficients
determination. Thus, the hyperspectral analyses have potential in the evaluation of foliar
degradation of lisianthus floral stems in different pulsing solutions used in post-harvest.

Keywords: Spectral curve ; Pigments;. Postharvest; Senescence
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1. INTRODUCAO

A floricultura é uma atividade importante no cenario econdmico mundial. A cadeia
econdmica de flores e plantas ornamentais corresponde a um valor econémico global de 300 bilhdes
de dolares (CHANDLER; SANCHEZ, 2012). No Brasil, apesar de ser considerada relativamente
recente, em relacdo ao cultivo intensivo para a comercializacdo, a floricultura demonstrou um
crescente e significativo faturamento nos Ultimos anos. Em 2016 o faturamento do setor foi de
aproximadamente 6,7 bilhdes de reais, 8,0 % maior do que o do ano anterior (IBRAFLOR, 2017).

Existem no Brasil cerca de oito mil produtores responsaveis pelo cultivo de mais de 350
espécies e trés mil variedades de flores e plantas ornamentais. Adicionalmente, a floricultura emprega
diretamente cerca de 199.100 pessoas, envolvidas principalmente nos processos de producéo,
distribuicdo e comercializacdo. Em relacdo aos ndmeros na producdo, o pais esta entre os 15
maiores paises produtores do setor (IBRAFLOR, 2017).

As flores e plantas ornamentais sdo comumente comercializadas em vasos ou como flores
de corte. Dentre as flores de corte, se destacam os lisianthus (Estoma gradiflorum), que estdo entre
as nove mais vendidas no mundo (FLORAHOLLAND, 2015) e as cinco mais vendidas no Brasil
(IBRAFLOR, 2017).

Nos ultimos 50 anos o mercado de flores mudou drasticamente de uma comercializagdo
local para um contexto global, fazendo com que esse produto seja produzido em varias partes do
mundo para atender principalmente os grandes mercados consumidores da américa do norte, Japao
e unido europeia (REID; JIANG, 2012). Nesse contexto, técnicas de manutencdo das flores,
principalmente as de corte, surgiram ou foram melhoradas para que elas pudessem ser transportadas
por longos trajetos, mantendo a qualidade e certa longevidade para a chegada ao consumidor final.

Dentre as técnicas utilizadas, hd o uso de solugdes conservantes que sdo a base de
acucares e/ou fitorménios, as quais minimizam fendmenos como senescéncia e desidratacdo. A fim
de avaliar o efeito de tais solugdes, técnicas dispendiosas e morosas de laboratério sao aplicadas aos
componentes da haste floral, como é o caso da quantificacédo de clorofila das folhas.

O uso de sensores hiperespectrais para medicdes de reflectancia nas folhas pode ser uma
alternativa na avaliacdo da manutencdo das hastes florais em solu¢des conservantes. As folhas
podem indicar essa manutencdo por meio de sensoriamento remoto, ja que apresentam propriedades
espectrais capazes de indicar sua degradacdo em relacdo a concentracdo de pigmentos,
desidratacdo e ainda mudancgas em sua estrutura interna.

Assim, o objetivo do trabalho é analisar o comportamento espectral durante a degradacao
foliar de hastes florais de lisianthus na pés-colheita, em diferentes solugBes conservantes, e estimar

pigmentos foliares a partir dos dados espectrais.
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2. REVISAO DE LEITURA

2.1. P6s-colheita de flores de corte

2.1.1. A cultura do lisianthus e a conservacado das hastes florais

Eustoma grandiflorum ou E. russelianum é uma planta ornamental da familia Gentianaceae
popularmente conhecida por lisianthus (LUGASSI-BEN-HAMO et al., 2010), nativa das zonas aridas
do sul dos Estados Unidos e do norte do México (GOMEZ-PEREZ et al., 2014). Sua producéo
aumentou dramaticamente, estimulada pelo desenvolvimento, principalmente no Japdo, de
excelentes cultivares com uma ampla gama de cores e formas simples e duplas (USDA, 2016).
Adicionalmente, devido as suas grandes flores e hastes longas o interesse estd aumentando como
uma flor de corte comercial (UDDIN et al., 2004).

A vida de vaso das flores de corte é determinada como o intervalo de tempo durante o qual
seu valor ornamental € mantido (SHIMIZU-YUMOTO, 2018). Estudos de fisiologia e tecnologia pés-
colheita sdo importantes para auxiliar o fornecimento de flores ornamentais com longa vida de vaso
para os consumidores (SHIMIZU-YUMOTO; ICHIMURA, 2010). O composto mais conhecido e mais
importante na inducdo da senescéncia das hastes florais € o fitormonio etileno (SHIMIZU-YUMOTO,
2018).

Uma das técnicas de prolongamento da vida de vaso é o uso de solug6es pulsing, as quais
sdo solugBes conservantes aplicadas por um periodo de 12 e 24 horas (HALEVY; MAYAK, 1981).
Segundo os mesmos autores, esse procedimento € utilizado no pré-transporte ou armazenamento
para pospor a senescéncia pés-colheita por meio da saturacdo dos tecidos com agucares e outros
compostos quimicos. Segundo Asrar (2012) essas solu¢des conservantes também séo geralmente
compostas por germicidas, os quais protegem as hastes contra a obstru¢éo dos tecidos condutores e
bactérias nocivas (ICHIMURA; TAGUCHI; NORIKOSHI, 2006).

Os acgucares tém a funcdo de ser substrato para a respiragdo (SHIMIZU-YUMOTO;
ICHIMURA, 2010), regular a pressdo osmatica (SHIMIZU-YUMOTO, 2018), diminuir a sensibilidade
ao etileno e retardar o aumento da biossintese desse gas durante a senescéncia (PUN; ICHIMURA,
2003). Porém, a concentracdo 6tima de acUcar é variavel para diferentes flores, principalmente pela
sensibilidade da folhagem (HALEVY; MAYAK, 1981), como é o caso de lisianthus, que pode
apresentar danos nas folhas com a excessiva absor¢cdo de sacarose (SHIMIZU-YUMOTO;
ICHIMURA, 2007).

Alguns fitormdnios também sdo apontados como componentes Uteis nas solugfes pulsing,
para extensdo da vida de vaso de flores de corte, dentre eles tem-se o acido abscisico (ABA), o qual
afeta a supressdo da transpiracdo (ICHIMURA; SHIMIZU-YUMOTO, 2007) por sua atuacao no
controle estomético, promovendo o fechamento dessas estruturas (KRIEDEMANN et al., 1972). Outro
fitorm6nio utilizado é o acido giberélico (GAz), que além de ser um bom conservante, pospds a
degradacéo da clorofila das folhas em astromélia (Alstroemeria pelegrina) (JORDI et al., 1994); e

manteve a turgescéncia das hastes e flores de gérberas, através da reducdo da transpiragao
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(EMONGOR, 2004). O 6-benzilaminopurina (BAP) é um fitorm&nio do tipo citocinina, que estendeu a
vida de vaso da flor dalia (Dahlia pinnata) (SHIMIZU-YUMOTO; ICHIMURA, 2013). Eisinger (1977)
utilizou outra citocinina sintética (cinetina) e observou que essa tende a repor a forma natural desse

horménio e provavelmente atua reduzindo a resposta e producao do etileno.
2.1.2. Degradacao foliar nas hastes florais

A degradacéo foliar € um componente importante na perda da qualidade das culturas
floricolas (REID; JIANG, 2012); podendo até ser limitador, como nas hastes florais de crisantemos
(Chrysanthemum Morifolium) que frequentemente apresentam amarelecimento das folhas antes
mesmo da senescéncia da flor (AZADI et al., 2016). Tal amarelecimento também ¢é estudado na
cultura de lirios (Lilium spp.) (HAN, 2001, 2003; WOOLF et al., 2012), alstroemeria (Alstroemeria
spp.)(VAN DOORN; HIBMA; WIT, 1992; MATAK; HASHEMABIDI; KAVIANI, 2017), tulipas (Tulipa
spp.)(VAN DOORN et al., 2011) e narciso (Narcissus tazetta) (ICHIMURA; GOTO, 2000).

A degradagdo est4d ligada aos pigmentos foliares, os quais s&do representados
principalmente pela clorofila e pelo carotenoide. A clorofila € um pigmento especializado na absor¢éo
de luz para a fotossintese, que se encontra nos cloroplastos dos tecidos vegetais e sdo divididos em
clorofila a e b nas plantas (TAIZ; ZEIGER, 2013). Depois da clorofila, 0 segundo maior grupo de
pigmentos foliares € o carotenoide, o qual é subdividido em carotenos e xantofilas (BLACKBURN,
2007). Eles sdo chamados de pigmentos assessérios, 0s quais coletam quantum de luz e os
transferem para centros de reacdo da fotossintese (BISWAL, 1995). Os carotenoides também
possuem a funcdo de proteger o aparato fotossintético contra danos causados pelo excesso de
energia por meio da dissipagdo dessa (YOUNG, 1991) e estdo correlacionados com a sintese do ABA
(MILBORROW, 2001).

A senescéncia das folhas é um processo natural do ciclo da planta, porém ela também pode
ser desencadeada em condicbes de estresse como na retirada das raizes das flores de corte
(TEIXEIRA DA SILVA, 2003). Esse processo metabdlico é altamente organizado, o qual envolve
mudancas estruturais, bioquimicas e moleculares, levando a degradac¢do gradual da célula e a morte
do 6rgéo ou organismo (RABIZA-SWIDER; SKUTNIK, 2004).

O processo de degradacdo dos cloroplastos € caracterizado pela perda de pigmentos
fotossintetizantes, lipidios e proteinas dos tilacoides e proteinas sollveis do estroma (BISWAL, 1995).
Sendo que, segundo 0 mesmo autor, 0 processo de senescéncia apresenta uma maior perda de
clorofilas quando comparado com os carotenoides, 0s quais apresentam uma relativa estabilidade.
Nas plantas de corte, a degradacédo da clorofila também envolve a falta do fitorménio citocianina
(DHIMAN et al., 2015), o qual é preferencialmente sintetizado nas raizes (STREET; OPIK, 1984), e a
relativa perda de agua pelos estdmatos (REID; JIANG, 2012).

2.2. Sensoriamento remoto da vegetagéo

2.2.1. Propriedades oOpticas da folha
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O sensoriamento remoto refere-se a medi¢cdes sem contato de radiacdo eletromagnética
refletida ou emitida de alvos, como o solo ou material vegetal (MULLA, 2013). O alvo interage com a
radiacdo de forma que essa possa ser parcialmente refletida, absorvida e transmitida (STEFFEN;
MORAES; GAMA, 1996), porém a energia refletida € a mais comumente usada na deteccao por
sensores (MOREIRA, 2007).

Os elementos como solo e vegetacdo sdo amplamente estudados entre os comprimentos
de onda de 350 a 2500 nm através de sensores hiperespectrais ( SIMS; GAMON, 2003; ROSSEL,;
CHEN, 2011) , os quais normalmente apresentam resolu¢do espectral de 10 nm (ASD, 1999). A
resolugdo espectral € a feicdo espectral mais fina que pode ser determinada por um
espectrorradidbmetro (JENSEN, 2009). Essa alta resolucdo espectral dos sensores hiperespectrais
proporciona a identificacdo de fei¢cdes especificas do alvo, compondo sua assinatura espectral. Desse
modo, é gerado um grafico do conjunto de bandas espectrais estreitas e adjacentes que demonstram
a medida da reflectancia espectral do alvo (STEFFEN; MORAES; GAMA, 1996), como a assinatura

espectral foliar exemplificada na Figura 1.

Figmentos Estrutura celular Conte(do de agua
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Figura 1. Curva caracteristica de folha verde sadia, com a delimitagdo das regifes visivel (VIS), infravermelho
proximo (NIR) e infravermelho de ondas curtas (SWIR); e os respectivos componentes. As faixas de absorcéo de
agua, clorofila e carotenoides também estdo demonstradas (adaptado de NOVO, 2010).

A regido do visivel (VIS) da curva espectral compreende os comprimentos de onda entre
350 e 700 nm, onde se encontram as faixas das cores priméarias azul, vermelha e verde. Os
comprimentos de onda dessa faixa espectral sdo intensamente absorvidos pelas plantas (Figura 1)
principalmente pela grupo das clorofilas a e b, as quais apresentam absor¢cdo da energia
eletromagnética no azul (proximo a 428 e 453 nm, respectivamente) e no vermelho (por volta de 661
e 642, respectivamente), como pode ser observado na Figura 2 (LICHTENTHALER; BUSCHMANN,
2001). Os carotenoides também promovem alta absorgdo na regido do azul (entre 425 e 490 nm) e

usualmente apresentam trés picos entre 400 e 500 nm (NOBEL, 2009).
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Absorbancia

Comprimento de onda (nm)

Figura 2. Feicbes de absor¢do da clorofila a (Chl a) e da clorofila b (Chl b). (Adaptado de Lichtenthaler;
Buschmann, (2001)).

A faixa espectral entre 700 e 1300 nm é denominada infravermelho préximo (NIR), e é
caracterizada por ser uma regido na qual as folhas apresentam alta reflectancia da radiacé@o
eletromagnética incidente. A interacédo das folhas com a radiagdo no infravermelho préximo acontece
no mesdfilo foliar, onde a radiagdo € espalhada, uma vez que sofre multiplas reflexdes e refracbes
por causa das diferencas de indice de refracdo entre o ar (1,0) e as paredes celulésicas hidratadas
(1,4) (KNIPLING, 1970). Assim, variacdes da estrutura interna da folha causam alteragbes na
reflectancia na faixa de 750 a 1300 nm (GAUSMAN; ALLEN; CARDENAS, 1969)

Entre 680 e 750 nm, ha uma regido chamada de red edge, onde ocorre a maior inclinagao
no espectro da vegetagdo, a qual acontece pela transicdo da baixa reflectancia na regido vermelho e
a alta reflectancia no NIR (FILELLA; PENUELAS, 1994). Essa regido apresenta correla¢cdes com a
concentracdo de clorofila e carotenoides (GITELSON; KEYDAN; MERZLYAK, 2006; ASNER;
MARTIN, 2008) .

Entre os comprimentos de onda de 1300 a 2500 nm h& a delimitag&o do infravermelho de
ondas curtas (SWIR), onde a folha possui resposta espectral com reflectancia bastante variavel, o
gue estd principalmente associado as caracteristicas de absor¢cdo da agua e outros componentes
(PENUELAS; FILELLA, 1998). Esta regido apresenta bandas de absorcao de adgua bastante definidas
com comprimentos de onda por volta de 1450, 1940 e 2500nm (CARTER, 1993).

A degradacédo foliar promove mudancgas na assinatura espectral desse alvo em todas as
regibes descritas anteriormente. A deterioracdo da clorofila, induzida pela senescéncia, promove um
aumento de reflectancia entre 550 e 740 nm, enquanto que na faixa de 400 a 500 nm ela pode
permanecer baixa, devido a retencdo de carotenoides, ou apresentar um aumento progressivo da
refletAncia (MERZLYAK et al., 1999). A diminuicdo da concentracdo de clorofila também implica no
deslocamento do red edge em direcdo aos menores comprimentos de onda (FILELLA; PENUELAS,
1994)

De acordo com Sinclair; Hoffer; Schreiber (1971), a reflectancia no NIR aumenta ao longo
da senescéncia foliar, por causa do aumento do espaco intercelular da folha. J& a desidratacao foliar

gue ocorre na senescéncia promove aumento da reflectancia no SWIR, pois a propriedade radiativa
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da agua promove a absorcao de radiacdo, assim quando a agua é perdida de uma folha, a absorcéo
diminui e a refletancia tende a aumentar nessa faixa espectral (CARTER, 1991).

O uso de sensores hiperespectrais foi realizado no monitoramento da degradacao, ao longo
dos dias de prateleira, de folhas de espinafre minimamente processadas (DIEZMA et al., 2013) e ao
decorrer da maturacdo de morangos (ZHANG et al., 2016). Tais estudos também apresentaram a
distincdo de estagios de maturagcdo/degradacao pos-colheita desses alimentos, por analise

multivariada aplicada as respostas espectrais.

2.2.2. Predic&o de pigmentos foliares pela espectroscopia

Normalmente a quantificacdo de pigmentos na pds-colheita de flores de corte € feita em
laboratério com a extragdo quimica e uso de espectrofotometro (VAN DOORN; HIBMA; WIT, 1992;
EMONGOR; MUTUI; HUTCHINSON, 2000; MATAK; HASHEMABIDI; KAVIANI, 2017) ou por sensor
SPAD (Konica Minolta) (KAZEMI; ARAN; ZAMANI, 2011; HATAMZADEH; REZVANYPOUR;
HASSANPOUR ASIL, 2012) , o qual quantifica clorofila em unidades relativas que requerem
calibracdo empirica (RAYMOND HUNT; DAUGHTRY, 2014). Em estudos pos-colheita de frutos, a
predicdo de pigmentos sensores hiperespectrais também foram empregados na quantificacdo de
pigmentos, como a antocianina do pericarpo de lichias durante 5 dias de armazenamento (YANG et
al., 2015), e a clorofila do péssego durante 4 dias p6s-colheita (SUN et al., 2017).

Como as propriedades Opticas das folhas sdo diretamente impactadas pela composi¢cdo dos
pigmentos (FERET et al., 2017), a medic&o da reflectancia foliar € uma solugéo n&o-destrutiva para
guantificacdo e analise desses pigmentos (KIRA; LINKER; GITELSON, 2015). Essa alternativa tem
importancia para aplicagdes praticas de parametros biofisicos que possam ser aplicados com
dinamica temporal e variagao espacial, ja que as técnicas de laboratério apresentam restricdo a tais
aplicagbes por demandarem muito tempo e méo-de-obra, o que também as tornam dispendiosas
(BLACKBURN, 2007).

Uma das abordagens utilizadas pelo sensoriamento remoto para a predicdo de
concentragcdes dos pigmentos é o data-driven, o qual inclui modelos estatisticos univariados,
derivados de indices espectrais, e modelos estatisticos multivariados (FERET et al., 2017). Dentre os
modelos multivariados, ha aqueles que utilizam uma abordagem de métodos de regressdo nao-
paramétricos que utilizam uma fase de aprendizagem do modelo com os dados de treinamento e
incluem coeficientes de ajuste para minimizar o erro da estimativa das variaveis extraidas, com a
vantagem de poder usar todo o espectro de informacédo (VERRELST et al., 2015). Ainda segundo os
mesmos autores, os modelos de regressdo ndo-paramétricos do tipo linear apresentam alta
performance e facilidade; e dentre eles se encontra a técnica de regressdo de minimos quadrados
parciais (PLSR), a qual é amplamente empregada para determinacéo de parametros bioquimicos da
vegetacdo, como na predicdo de clorofila (DARVISHZADEH et al., 2008; CARVALHO et al., 2013;
FEILHAUER; ASNER; MARTIN, 2015).

A estimativa do contetido de carotenoides foliares a partir da reflectancia € muito mais dificil

do que a estimativa da clorofila, devido a sobreposicéo entre os picos de absorcdo de clorofila e
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carotenoides e a maior concentracdo de clorofila do que carotenoides na maioria das folhas (SIMS;
GAMON, 2002). Assim, a estimativa da proporcéo de carotenoides em relacédo a clorofila (CAR/CLF)
mostrou-se como uma alternativa bem-sucedida por meio dos indices PSRI (Plant Senescence
Reflectance Index) (MERZLYAK et al., 1999) e PRI (Photochemical Reflectance Index) (GITELSON;
GAMON; SOLOVCHENKO, 2017). O CAR/CLF ¢ utilizado em estudos de degradacéo foliar, ja que

essa razdo aumenta com a senescéncia e o estresse (SIMS; GAMON, 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

As analises do efeito dos tratamentos e do tempo na resposta espectral e da predicdo de
pigmentos foram realizadas segundo as etapas descritas no fluxograma apresentado na Figura 3.

Todo o delineamento experimental foi idealizado e faz parte do doutorado de Calaboni (2019).

Experimentos
1,2 e3

Aplicacdo de
solugcdes pulsing

| Coleta das folhas

Leitura espectral |
]
- Quantificacdo de |
I pigmentos .
[l /\ I
I Analise univariada e Regressao multipla I
. discriminante (predicdo de pigmentos)

Dados obtidos nessa Dissertacao

Figura 3. Etapas das andlises feitas no estudo, sendo que as duas primeiras etapas foram realizadas em
parceria com o experimento de doutorado de Calaboni (2019).

3.1. Caracterizacao experimental

Foi utilizada a espécie Eustoma Grandiflorum var. Flare Deep Rose, a qual foi cultivada em
ambiente protegido em area comercial no municipio de Holambra-SP. O clima da regido é do tipo
subtropical umido (Cwa), segundo a classificacdo de Koéppen-Geiger, com verdo quente, iumido e
inverno seco, com temperatura média inferior a 18°C no més mais frio e superior a 22°C no més mais
quente (KOTTEK et al., 2006).

Foram desenvolvidos trés experimentos entre os meses de julho de 2017 e setembro de
2017. Cada experimento foi realizado no decorrer de 12 dias, sendo que a cada quatro dias (4, 8 e 12

dias apo6s o corte) foram coletadas folhas para as andlises (Figura 4).
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12 coleta 12 coleta
Inicio do 12 Fim do 2°
. A o
experimento experimento @ 1° experimento

22 experimento
12 coleta 42 coleta — . e
@ 32 experimento

Figura 4. Cronograma das quatro coletas de folhas de cada um dos 3 experimentos.

3.2. Preparacdao das hastes florais e soluc¢des pulsing

As hastes florais de lisianthus utilizadas foram selecionadas no momento em que
apresentaram no minimo duas flores abertas. No dia seguinte ap6s a colheita, as hastes florais foram
transportadas para o laboratério de fisiologia e bioquimica pds-colheita da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de S&o Paulo (ESALQ/USP) em Piracicaba-SP. As
plantas foram padronizadas com 50 cm de comprimento e tiveram suas folhas retiradas, quando
estas se localizavam na faixa de 15 cm da extremidade inferior da haste. As hastes florais foram
acondicionadas em camaras de ambiente controlado com temperatura de 20 °C, umidade relativa de
90 % e com fotoperiodo de 12 horas.

O dia da chegada das hastes florais foi definido como o primeiro dia de coleta de dados de
cada experimento, quando foram tomadas 12 hastes florais aleatoriamente, as quais caracterizaram o
estado inicial das hastes florais antes da aplicagdo das solu¢des conservantes. As demais hastes
florais foram aplicadas, por 12 horas, solu¢gbes pulsing de acordo com os tratamentos apresentados
na tabela 1, sendo elas: solu¢cdes de sacarose, glicose, acido giberélico (GA3), acido abiscisico

(ABA), 6-benzilaminopurina (BAP), ou 4gua destilada.

Tabela 1. Tratamentos aplicados em cada um dos experimentos, quais sejam: BAP (6-benzilaminopurina), GA3
(4cido giberélico) e ABA (acido abiscisico).

Experimento
Tratamento

1. Glicose 2. Sacarose 3. Hormonios

1 Controle (dgua destilada) Controle (dgua destilada)  Controle (agua destilada)
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Solucgéo 20 g/L de

2 Solucéo 45 g/L de glicose Solucéo 70 uM de BAP
sacarose
. ] Solugéo 30 g/L de ~
3 Solucéo 90 g/L de glicose Solucdo 5 pM de GA;
sacarose
Solucao 180 g/L de Solucao 40 g/L de
4 ) Solucédo 15 uM de ABA
glicose sacarose

ApOs a aplicacdo das solugbes pulsing, as hastes florais permaneceram em recipientes
contendo solugdes de agua destilada e germicida Startcolor® a base de dicloroisocianurato de soédio
(0,2%), as quais foram substituidas a cada quatro dias. Em cada dia de coleta de folhas, utilizaram-se
recipientes com trés hastes florais Unicas para compor cada parcela (Figura 5), totalizando 12 hastes

florais em cada tratamento.

Figura 5. Recipientes separados em tratamentos e repeticdes em um dos dias de analise.

Os experimentos foram desenvolvidos no delineamento inteiramente casualizados, em
esquema fatorial 4 x 3, sendo quatro diferentes solu¢des conservantes (Tabela 1) e trés datas de
avaliacéo (4, 8 e 12 dias apos aplicagdo de solugdo). A coleta do primeiro dia foi feita de forma Unica
somente para a caracterizacdo do lote utilizado, e em cada um dos demais dias analisou-se 4

repeticdes, como apresentado na Figura 6.
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Dial
(12 coleta)

Trat1 Trat 2 Trat 3 Trat 4

Dia 4
(22 coleta) R4
R3
R2
Dia 8 Ra|
(32 coleta) R2 o Trat 4
R3
Dia 12 R2 o Trat3
(42 coleta)
R4
R2 Trat 2

Trat 1

Figura 6. llustragcdo de cada dia de coleta de dados Unicos em cada tratamento com suas respectivas parcelas.

3.3. Coleta de folhas

Foram coletadas trés folhas da regido do terco médio de cada uma das hastes florais de
cada parcela (Figura 7A), as quais foram acondicionadas em sacos plasticos identificados (Figura 7B)
para que fossem transportadas ao laboratério de espectroscopia do departamento de solos
(ESALQ/USP), em uma caixa térmica refrigerada (Figura 7C), a fim de manter a turgidez das folhas.
As folhas coletadas em cada dia de andlise apresentaram diferenca visual em relagdo a umidade,
como demonstrado na Figura 8 uma folha no primeiro dia de analise (Figura 8A) e no Ultimo dia
(Figura 8B).

Figura 7. Coleta da folha nas hastes florais (A), acondicionamento das folhas em sacos plasticos identificados
(B), e transporte dos sacos plasticos em caixa térmica com gelo (C).
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Figura 8. Exemplos de folhas coletadas no primeiro dia de andlise (A) e no ultimo dia de andlise (B).

3.4. Obtencéao de leituras espectrais

Para obtencdo dos dados hiperespectrais foi utilizado o espectrorradibmetro FieldSpec3
(ASD — Analytical Spectral Devices Inc., Boulder, CO, USA) (Figura 9A), com o0 uso de um
computador com o software RS® da mesma empresa. O espectrorradidmetro coleta dados no
espectro compreendido entre os comprimentos de onda de 350 a 2500 nm, abrangendo assim as
regides do visivel, infravermelho proximo e faixa do infravermelho de ondas curtas, com resolucéo
espectral de 3 nm na faixa de 350-1000 nm e de 10 nm entre 1000 e 2500 nm (ASD, 1999).

Figura 9. Aparelho FieldSpec3 com o computador e o leaf clip (A); aquisicdo de dados da parte adaxial foliar por
meio do leaf clip, em detalhe (B).

As leituras de cada lamina foliar foram realizadas com auxilio do acessério leaf clip (ASD —
Analytical Spectral Devices Inc., Boulder, CO, USA) a direita e a esquerda da nervura central da
folha, obtendo-se sempre a leitura da parte adaxial foliar (em detalhe na Figura 9B). Esse acessério
promove o isolamento da folha com fontes de energia externas para que o sensor faca leituras
apenas com a luz de mesma intensidade promovida pelo leaf clip, e, adicionalmente, garante que a
coleta de dados seja feita com um mesmo angulo entre do sensor com o alvo, assegurando a

qualidade e padronizacdo dos dados. A cada 10 minutos de leituras de folhas foi feita uma otimizacéo
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e calibracdo do sensor a partir da placa spectralon (Labsphere Inc., North Sutton, NH, USA) ja
acoplada no leaf clip.

As curvas espectrais foram adquiridas em termos de reflectancia utilizando o software
ViewSpec Pro (ASD — Analytical Spectral Devices Inc., Boulder, CO, USA) e exportadas para o
software Microsoft Excel. Foi realizado um pré-tratamento dos dados espectrais com a exclusédo de
respostas provocadas por ruidos nas extremidades das curvas espectrais, resultando assim em uma
curva espectral de 450 a 2450 nm. Além disso, foi feita uma remogédo de outliers por meio da analise

de componentes principais (PCA) (MILLMIER et al., 2000) feita no software Unscrambler (versdo 9.7).

3.5. Quantificacdo de pigmentos

Apés a realizacdo das leituras espectrais, as folhas coletadas de cada unidade experimental
foram envolvidas por papel aluminio (Figura 10A) para posterior congelamento em nitrogénio liquido
(Figura 10B) e manutencdo em freezer a -20 °C. Em seguida, as amostras foram liofilizadas no
liofilizador Liotop modelo L108 e maceradas em cadinho. Seguindo metodologia de Hiscox e
Israelstam (1979) modificada, foram colocados em tubo de ensaio 3,0 mg de amostra foliar liofilizada
juntamente com 5 mL do solvente dimetilsulféxido (DMSO), e foram armazenados por 48 horas em
ambiente sem luz, para a extragéo de clorofila. Apés esses procedimentos, essa solugéo foi coletada
(Figura 10C) e transferida para cubetas a fim de realizar as leituras no espectrofotdbmetro Biochron
modelo libra S22 (Figura 10D). As clorofilas a e b foram analisadas a 665 nm e 649 nm,
respectivamente, e os carotenoides em 433 nm. As quantificac6es dos pigmentos foram realizadas
segundo Wellburn (1994), por meio das equacgbes 1, 2, 3, 4 e 5, e a razdo de carotenoides e clorofila

total foi obtida por meio da equagéo 6.
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Figura 10. Folhas de cada unidade experimental envolvidas por papel aluminio devidamente identificado (A),
folhas sendo congelado em nitrogénio liquido (B), extrato de clorofila das folhas sendo coletado depois de 48

horas em ambiente sem luz (C), extrato de clorofila em cubeta de vidro sendo colocado no espectrofotdmetro.

Ca = 12,19 X A665 - 3,45 X A649

Cp = 21,99 X Agyo — 5,32 X Ages

CAR = {(1000 X Agzz) — (2,14 X C,) — (70,16 X Cb)}

220

CLF =C, +C,

(C, 0u C; ou CAR ou CLF) x (V%/n) /
F= (1,1 x 1000)

CAR _ Fear
/CLF -

Feur

Em que,

C, = clorofila a,

(Equacéo 1)

(Equacéo 2)

(Equacéo 3)

(Equacéo 4)

(Equacéo 5)

(Equacéo 6)
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Cy, = clorofila b,

CAR = carotenoides,

Agss = Absorbancia aos 665 nm,

Aga9 = Absorbancia aos 649 nm,

Au33 = Absorbancia aos 433 nm,

CLF = clordfila total,

F = valor final dos pigmentos em (mg/g),
Vs = Volume do solvente DMSO (mL),

m = massa da amostra (g),

CAR/CLF = Razéo de carotenoides por clorofila total.

3.6. Andlises estatisticas

Os dados foram analisados por meio da analise de variancia (ANOVA) para cada um dos
comprimentos de onda do espectro estudado, como realizado por Carvalho et al. (2013), em fungéo
dos dias de analise e dos tratamentos em cada experimento. Quando significativos a 1% no teste de
F, os dados espectrais foram analisados pelo teste de médias Tukey, a 1%.

Para o estudo da separacdo dos grupos em funcéo das solucdes conservantes ou dos dias
de andlise, foi realizada uma andlise discriminante linear (LDA) . Essa analise obtém combinac¢fes
lineares das varidveis independentes dos grupos ja definidos anteriormente, a fim de obter a maior
discriminacdo, a qual é alcangada por meio da maximizacdo da relagdo entre a distancia entre os
grupos e a distancia dentro do grupo (GARRIDO-NOVELL et al., 2012). Para avaliar o potencial de
separacdo dos grupos obtido pela LDA, os centroides dos grupos foram obtidos e uma ANOVA
seguida do teste de Tukey a 5% foi aplicada a tais valores (BARROS, 2016), sendo que o0s centroides
séo valores médios dos scores discriminantes (DIAS et al., 2014). Tais analises estatisticas foram

realizadas no ambiente R (versado 3.4.3).

3.6.1. Predicao de pigmentos

Os dados espectrais e bioquimicos obtidos do experimento 1, 2 e 3, como demonstrados no
item 4.1.4, foram utilizados na predi¢éo da clorofila e da razdo CAR/CLF. Essa quantifica¢éo foi feita
por meio do PLSR no software Unscrambler (versdo 9.7), com validacdo cruzada leave-one-out
(LOOCV). O método LOOCYV é baseado no uso de uma Unica observacéo na validacdo do modelo,
enquanto as demais sdo usadas como dados de treinamento, e esse processo se repete usando
cada um das observacdes como conjunto de validacdo (NEVALAINEN et al., 2014).

O método PLSR ¢é usado para encontrar os hiperplanos de varidncia maxima entre variaveis
previsiveis e observaveis e desenvolve um modelo linear (Y = X3 + €) projetando o vetor de variaveis
previsiveis (Y, que nesse estudo é o CLF ou CAR/CLF) e matriz de variaveis observaveis (X, que

nesse estudo é a reflectancia espectral) para um novo espaco; obtendo assim a matriz de regressao
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coeficientes (B) e a matriz de erro da relacao entre X e Y (¢) (GELADI; KOWALSKI, 1986 apud ZHAI
et al., 2013).

Para avaliar a precisdo da regress&o, utilizou-se o coeficiente de determinaco (R?), o qual
é frequentemente usado na literatura, e a raiz quadrada do erro médio relativo (RRMSE) (Equacao 8),
gue nao é influenciado pela dimensionalidade dos dados e é menos sensivel aos outliers (RICHTER
etal.,, 2012).

n
1 ~
RMSE = |[—X Z(Pi — 01)?2 (Equacéo 7)
n i=1
RRMSE = (RMSE/MO;) x 100 (Equacéo 8)

Em que,

RMSE = raiz quadrada do erro médio
Pi = os valores estimados pelo modelo,
Oi

n = nimero de observag@es utilizadas no modelo,

= os teores de clorofila obtidos em laboratério,

Moi = Média dos teores de clorofila obtidos em laboratorio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito dos tratamentos na curva espectral

4.1.1. Analise descritiva

As respostas espectrais de cada tratamento nos trés dias de analises estéo apresentadas
nas Figuras 11, 12 e 13, dos experimentos 1, 2 e 3, respectivamente. Além disso, também é
demonstrado o teste estatistico de Tukey a 1% de probabilidade para cada comprimento de onda,
sendo que cada ponto demonstra que os tratamentos em questéo diferiram estatisticamente.

Como mencionado anteriormente, 0 aumento da reflectancia na regido visivel sugere menor
concentracdo de pigmentos (MERZLYAK et al., 1999), o deslocamento do red edge em dire¢do aos
menores comprimentos de onda expressa menor teor de clorofila (FILELLA; PENUELAS, 1994), no
IVP o aumento da reflectancia indica maior senescéncia da estrutura foliar (SINCLAIR; HOFFER;
SCHREIBER, 1971) e no SWIR representa menor turgescéncia foliar (CARTER, 1991). Assim,
espera-se analisar solu¢cdes conservantes que apresentaram maior ou menor conservacao foliar a
partir da reflectancia.

No primeiro experimento (Figura 11), o quarto dia apresentou uma maior diferenciacdo ao
longo da curva, a qual foi apresentada principalmente ao longo da regido do IVP e parte do SWIR. No
8° dia os tratamentos foram similares, e ja no 12° dia eles se diferenciaram principalmente nas
regides do azul, vermelho e IVP.

No 4° dia do primeiro experimento (Figura 11A), a solucdo de 90 g/L foi a que apresentou a
maior reflectAncia em toda a curva espectral. Assim, pode-se inferir que a aplicacdo desta solugéo
implicou em pior conservacéo foliar no dia analisado. No entanto, o tratamento que se mostrou com
valores de reflectancia significativamente menores, foi o tratamento de 180 g/L de glicose, seguido do
tratamento controle, indicando portanto que elas foram as solugbes que demonstraram folhas mais
conservadas inicialmente.

Ja no 8° dia, os tratamentos apresentaram reflectncias estatisticamente iguais, porém
houve uma diferenciacdo na regiéo azul (450 a 500 nm) entre a solu¢éo pulsing de 180 g/L de glicose
e a controle, como pode ser observado na Figura 11B. Tal diferenca sugere que esse tratamento de
glicose apresentou uma menor concentracdo de pigmentos com a sua alta reflectancia, ja que essa
regido é caracterizada pela absorgéo de clorofila b e carotenoides (LICHTENTHALER; BUSCHMANN,
2001; NOBEL, 2009), tal fato j& pode evidenciar uma pequena degradacdo desses pigmentos no
referido tratamento em comparacdo ao demais.

No dltimo dia de andlise do primeiro experimento, 12° dia (Figura 11C), o tratamento que
apresentou a curva espectral com menor reflectancia foi a solu¢cdo de 45 g/L de glicose, sugerindo
folhas mais conservadas, seguido da solucdo de 180 g/L. Na solucdo controle observou-se pior
conservacdao foliar, uma vez que esse tratamento apresentou reflectancia estatisticamente maior em

toda a curva espectral.
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Figura 11. Resultados do experimento 1 - Glicose. Curvas espectrais dos tratamentos no 4° (A), 8° (B) e 12° (C)
dia de andlise. Tais curvas apresentam as regifes de 600 a 690 nm, 740 a 800 nm e 1620 a 1700 nm em
detalhe. O gréfico abaixo das curvas espectrais representa o teste de Tukey a 1% de significancia entre todos os
tratamentos, analisada dois a dois, nos dias de andlise, sendo que cada ponto representa que o par de
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No segundo experimento (Figura 12), a solugdo controle e as diferentes concentrages de
sacarose foram estatisticamente similares em quase todos os dias de analise, apresentando somente
diferenciacdo em partes do VIS e SWIR no 12° dia.

No 4° de andlise do segundo experimento (Figura 12A), foi observado que todos os
tratamentos apresentaram conservacdo das folhas de forma semelhante, visto que n&o houve
diferenca estatistica entre as reflectancias de nenhuma das solu¢des aplicadas. No 8° dia (Figura
12B) s6 houve diferenga significativa entre o tratamento de 30 g/L e o de 40 g/L na regido do red
edge, onde a curva espectral da solu¢cdo de 40 g/L apresentou um maior deslocamento para o0s
comprimentos de onda maiores, ou seja, mais inclinado para a direita, sugerindo assim que esse
tratamento possa ter maior concentracao de clorofila que a solucéo de 30 g/L de sacarose (FILELLA,
PENUELAS, 1994).

No 12° dia do segundo experimento, as curvas espectrais mostraram (Figura 12C) que o
controle promoveu a pior conservagdo em relagdo a manutencdo de pigmentos e turgescéncia, uma
vez que apresentou reflectancia estatisticamente maior no SWIR que os tratamentos de 20 e 30 g/L
(CARTER, 1991), e no VIS quando comparado com 30 e 40 g/L (MERZLYAK et al., 1999), isso é um
indicativo de uma maior degradacdo da planta nessa solugdo. J& as solucbes de sacarose
proporcionaram conservagdo similar, posto que apresentaram de um modo geral reflectancias
significativamente iguais. Pode-se sugerir que as solu¢des de sacarose podem ser sim melhores para
a conservacao do que a solucéo controle, sendo que a sacarose pode promover balan¢o hidrico da
haste floral, além de desacelerar a degradacao de clorofila (ELHINDI, 2012), o que esta de acordo
com o que foi obtido nas curvas espectrais. A Figura 12C apresentou diferenga entre os tratamentos
de 20 e 40 g/L somente no red edge, visto que a solucdo de 40 g/L apresentou maior inclinacéo para
direita que o tratamento de 20 g/L, indicando maior teor de clorofila (FILELLA; PENUELAS, 1994).

No terceiro experimento (Figura 13) foram utilizados os fitormdnios e a solugédo controle. As
respostas espectrais de cada um dos tratamentos, de forma geral, ndo diferiram estatisticamente em
todos os dias de analise (Figura 13A e 13B). Porém, no 12° dia (Figura 13C) houve diferenca da
solucdo ABA com a BAP e a controle na regido de 1950 nm, em que o ABA apresentou reflectancia
estatisticamente menor, sugerindo uma maior turgescéncia foliar (CARTER, 1991), o que pode ser
explicado pela melhoria de funcionalidade dos estébmatos promovida pelo ABA (WOLTERING;
PAILLART, 2018).
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Figura 12. Resultados do experimento 2 - Sacarose. Curvas espectrais dos tratamentos no 4° (A), 8° (B) e 12°
(C) dia de analise. Tais curvas apresentam as regifes de 600 a 690 nm, 740 a 800 nm e 1620 a 1700 nm em
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4.1.2. Andlise discriminante

Os graficos da analise discriminante de cada dia de andlise dos trés experimentos estédo
apresentados nas Figura 14, 15 e 16; onde cada ponto deste gréafico corresponde a projecao de cada
curva espectral no espaco discriminativo bidimensional abrangido pelos vetores discriminantes
(DIEZMA et al., 2013). Nestas figuras também estdo apresentadas o teste de tukey dos centroides da
primeira e segunda funcao discriminante (LD1 e LD2, nessa ordem), com seus respectivos loadings.
A variacdo dos dados foi explicada pelo LD1 juntamente com LD2 nos dias 4, 8 e 12, em 93,94%,
89,27% e 84,71% no primeiro experimento; 82,91%, 76,14% e 79,07% no segundo experimento; e
74,11%, 83,46% e 82,55% no terceiro experimento.

No experimento 1 (Figura 14), a solugéo de 90 g/L de glicose somente apresentou resposta
espectral significamente diferente no 12° dia de andlise, nas duas equacdes discriminantes. Ja o
tratamento controle foi diferenciado das solucdes de glicose em quase todas as equacdes
discriminantes dos trés dias de analise, exceto no LD2 do 8° dia, demonstrando assim que a resposta
espectral do tratamento controle foi caracteristica. Os tratamentos de 45 e 180 g/L apresentaram
aglomeracao no ultimo dia de analise, j& que os centroides desses tratamentos foram significamente
iguais nas duas equagdes discriminantes.

No experimento 2 (Figura 15), os tratamentos controle e 40 g/L de sacarose foram
discriminados pelo LD1 e LD2 do 8° e 12° dias de analise, sendo que sé foram significamente iguais
no 4° dia. Ja as solu¢des de 20 e 30 g/L apresentaram comportamento oposto, sendo estatiscamente
iguais em quase todas as equacgles discriminantes do 8° e 12° dias, diferenciando totalmente
somente no 4° dia.

No experimento 3 (Figura 16), o tratamento controle foi estatisticamente diferente de todos
os tratamentos em todo o experimento. Os centroides do BAP e do GA; foram significamente iguais
no LD2 de todos os dias de andlise. No LD1 do 4° e 8° dias, os centroides de todos os tratamentos
foram estatisticamente diferentes; e ja no 12° dia, o BAP apresentou similaridade no LD1 e no LD2
com as solucdes ABA e GAg3, respectivamente.

Os loadings de todos os experimentos apresentaram maiores valores nas regides do VIS,
principalmente no azul e vermelho, e na SWIR, principalmente por volta dos comprimentos de onda
1950 e 2450 nm. Este resultado sugere que a diferenciagdo dos dias de analise foi influenciada
principalmente pela concentragdo de pigmentos, jA que as regifes caracteristicas de absor¢cédo de
clorofila e carotenoides séo no vermelho e azul (GITELSON; MERZLYAK, 1994), e pela turgescéncia
foliar, sendo as regiées mais sensiveis a variacao de umidade sdo as bandas de absorcdo de agua
que incluem 1940 e 2500 nm (CARTER, 1991).
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Figura 14. Analise discriminante do primeiro experimento — Glicose. Os graficos da primeira e segunda equacéo
discriminante (LD1 e LD2, respectivamente) com seus loadings e os centroides de cada tratamento para o 4°(A),
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4.2. Efeito do tempo na curva espectral

4.2.1. Andlise descritiva

Na Figura 17 é apresentada a analise de cada tratamento ao longo dos dias apés a
aplicacdo da solucdo, para o primeiro experimento. Foi observado que a solugéo controle apresentou
diminuicdo de pigmentos e de turgescéncia no 12° dia, a partir da maior reflectancia significativa na
regido VIS e SWIR (CARTER, 1991; MERZLYAK et al., 1999) (Figura 17A). A solugéo de 45 g/L de
glicose apresentou uma maior senescéncia da estrutura foliar e menor turgescéncia no 12° dia,
indicado pela reflectancia estatisticamente menor desse dia na regido NIR e maior na SWIR (Figura
17B) (CARTER, 1991; SINCLAIR; HOFFER; SCHREIBER, 1971).

A solucdo de 90 g/L, do primeiro experimento, apresentou aumento da turgescéncia e
menor senescéncia da estrutura foliar no oitavo dia, visto que a reflectancia diminuiu no NIR e SWIR
do quarto para o oitavo dia (CARTER, 1991; SINCLAIR; HOFFER; SCHREIBER, 1971); porém
sugere-se que essa umidade decresceu, juntamente com a concentracdo de pigmentos, no ultimo dia
de andlise, j& que a reflectancia aumentou no VIS e SWIR em rela¢@o ao oitavo dia (Figura 17C)
(CARTER, 1991; MERZLYAK et al.,, 1999). No tratamento de 180 g/L houve a manutengcdo das
concentracdes de pigmentos e turgescéncia, porém a senescéncia da estrutura foliar foi apresentada
a partir do 8° dia, a partir do aumento da reflectancia em relagdo ao quarto dia (Figura
17D)(SINCLAIR; HOFFER; SCHREIBER, 1971). Assim, pode-se inferir que a solu¢cdo de 180 g/L
apresentou melhor manutencéo foliar nesse experimento, sendo que isso pode ter ocorrido pois 0s
acucares fornecem substratos para a respiragdo e promovem a manuten¢cdo de um balanc¢o hidrico
adequado (PUN; ICHIMURA, 2003).

No segundo experimento (Figura 18), a solu¢do controle proporcionou a diminuicdo dos
pigmentos do 4° para o 12° dia de andlise, uma vez que a reflectancia aumentou significativamente
no VIS (MERZLYAK et al., 1999), além da diminui¢cdo da turgescéncia no ultimo dia de analise, posto
que a houve o aumento significativo da reflectancia nesse dia (Figura 18A) (CARTER, 1991). Os
tratamentos 20 e 30 g/L de sacarose promoveram conservagdo das folhas, jA que as respostas
espectrais dos trés dias de andlise foram estatisticamente iguais em cada um dos tratamentos
(Figuras 18B e 18C), porém a solucdo de 30 g/L mostrou alguns indicios de diminuicdo da
turgescéncia do 4° para 0 12° dia de andlise, visto que a reflectAncia aumentou nas regides de 1950 e
2450 nm do SWIR (CARTER, 1991).

Ja o tratamento de 40 g/L, do segundo experimento, manteve as concentracdes dos
pigmentos e a senescéncia estrutural da folha, porém a reflectancia apresentou valores
estatisticamente menores no SWIR do 12° em relacdo ao 4° dia (Figura 18D), sugerindo diminui¢éo
de agua na folha (CARTER, 1991). Assim, a sacarose promoveu turgescéncia e manutengdo de
pigmentos foliares, sendo a solucdo de 20 o melhor tratamento, uma vez que implicou em maior
conservagao foliar, verificado espectralmente. Esse resultado corrobora os demais encontrados na
literatura, nos quais foi constatado que o uso solu¢ces de sacarose promoveram aumento do tempo
pés-colheita nas hastes florais de lisianthus (CHUANG; CHANG, 2013; HUANG; CHEN, 2002).
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Figura 17. Curvas espectrais, ao longo dos dias de analise, dos tratamentos controle (A), 45 g/L de glicose (B) , 90 g/L de glicose (C) e 180 g/L de glicose (D). Tais curvas
apresentam as regifes de 600 a 690 nm, 740 a 800 nm e 1620 a 1700 nm em detalhe. O grafico abaixo das curvas espectrais representa o teste de Tukey a 1% de
significAncia entre o 4° 8° e 12° dia de andlise, testados dois a dois, dos tratamentos; sendo que cada ponto representa que o par de dias de analise se difere
estatisticamente.
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No terceiro experimento (Figura 19), foi observado que a solucdo controle apresentou
diminuicdo de pigmentos e indicios de diminuicdo da umidade foliar no 12° dia de analise, ja que
nesse dia a curva espectral foi significativamente maior nas regides azul e vermelho do VIS e na
regido de 1940 nm do SWIR (Figura 19A) (CARTER, 1991; MERZLYAK et al., 1999). O BAP também
apresentou indicios de diminuicdo de umidade foliar no 12° dia, com aumento significativo da
reflectdncia em 1940 nm (CARTER, 1991); apesar disso, esse fitorménio apresentou valores de
reflectancia estatisticamente menores do 4° para o Ultimo dia de analise, sugerindo menor
senescéncia da estrutura foliar (Figura 19B) (SINCLAIR; HOFFER; SCHREIBER, 1971).

O ABA, no terceiro experimento, proporcionou conservacdo das folhas, apresentando
apenas indicios de menor concentracdo de pigmentos, com uma reflectancia significativamente maior
na regiao vermelho (MERZLYAK et al., 1999), do 12° dia quando comparado ao do 4° dia (Figura
19C). Pode-se inferir que o tratamento GA; foi o melhor tratamento desse experimento, ja que ele
apresentou a maior manutencédo foliar, pois ndo mostrou diferengas significativas entre os dias de
andlise para toda a curva espectral (Figura 19D). O GAs;também apresentou manutencéo de clorofila
nas folhas de Alstroemeria pelegrina L. (VAN DOORN; HIBMA; WIT, 1992) e de Narcissus tazetta var.
chinensis (ICHIMURA; GOTO, 2000), e aumentou o tempo pos-colheita das folhas de corte
Zantedeschia aethiopica (SKUTNIK et al., 2001).
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4.2.2. Andlise discriminante

Na andlise discriminante do experimento 1 (Figura 20), foi observado que os trés dias de
andlise foram separados nos tratamentos controle, 45 e 90 g/L; uma vez que os centroides desses
dias foram estatisticamente diferentes. Ja a solucdo de 180 g/L de glicose néo diferenciou os dias 8 e
12 no LD1.

No segundo experimento (Figura 21), foi demonstrado na andlise discriminante que o
tratamento controle foi tdo eficaz quanto o tratamento de 40 g/L de sacarose na diferenciacdo dos
dias de analise, ja que as duas solu¢des promoveram somente a aglomeracao do 4° e 12° dia no
LD2, e a diferenciagdo dos dias no LD1. No tratamento de 20 g/L de sacarose os dias 4 e 8 foram
significativamente iguais no LD1, mas os trés dias foram separados no LD2. J4 a solucéo de 30 g/L
de sacarose promoveu a diferenciacéo total dos dias de andlise nas duas fun¢des discriminantes.

As analises discriminantes dos dias de andlise do experimento 3 apresentaram semelhanca
entre as solugbes controle, GA; e ABA; as quais aglomeraram os dias 4 e 12 no LD2, e diferiram os
dias no LD1 (Figura 22). J4 o tratamento BAP apresentou a discriminacdo dos trés dias de anélise,
visto que seus centroides foram estatisticamente diferentes tanto no LD1 quanto no LD2.

Os loadings de todos os experimentos apresentaram maiores valores nas regiées azul e
vermelho do VIS, e por volta de 1950 e 2450 nm no SWIR. Esse mesmo comportamento também foi
encontrado nos loadings da analise discriminante dos tratamentos em cada dia de andlise,
reforcando, assim, que essa analise promoveu a separacdo dos tratamentos ou dos dias em funcao
dos pigmentos e umidade foliar (CARTER, 1991; MERZLYAK et al, 1999).
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4.3. Predicao de clorofila e CAR/CLF

4.3.1. Clorofila

Dentre os trés experimentos, o maior coeficiente de correlacdo (R?) foi obtido no segundo
experimento com o valor de 0,0518 (Figura 23). O R2 pode ser considerado razoavel quando seu
valor é acima de 0,6 (KALACSKA; LALONDE; MOORE, 2015); e, deste modo, os tratamentos
apresentaram baixa correlagdo. Outros autores utilizaram PLSR com validagdo cruzada e
conseguiram valores maiores como 0,38 (DARVISHZADEH et al., 2008) e 0,62 (CARVALHO et al.,
2013). A regressao geral dos trés experimentos juntos fez com que o R2 diminuisse ainda mais,
chegando ao valor de 0,0082. O RRMSE, dos experimentos 1, 2 e Geral, foi superior a 20%, 0 que
significa que os erros foram maiores que 20% dos valores das concentracdes de clorofila obtidas em
laboratério. Porém, o experimento 3 obteve um bom RRMSE, ja que se enquadra entre 10 a 20%
(RICHTER et al., 2012).

No experimento 1, a regido SWIR contribuiu com maiores valores absolutos de coeficientes
para a predicdo de clorofila, principalmente por volta dos comprimentos de onda 1530, 1860 e 2130
nm (Figura 23A). No experimento 2 os maiores valores de coeficientes foram apresentados nas
regides NIR e SWIR, mais especificamente proximo de 780 a 940 nm, e 1530 nm (Figura 23B). No
experimento 3, os coeficientes de regressao foram todos negativos e acompanharam a magnitude do
fator de reflectancia, apresentando assim os maiores valores na regido NIR (Figura 23C). A regressao
de todos os experimentos foi influenciada principalmente pela regido SWIR, mais especificamente por
volta de 1540 a 1600nm e 2100 a 2200nm (Figura 23D).

Com base nos resultados obtidos, a predi¢cdo do teor de clorofila ndo foi satisfatéria nos
experimentos, j& que as regressdes apresentaram coeficientes de determinagéo irrisérios. Tal fato
pode ter ocorrido, pelo fato dos coeficientes utilizados nas regressfes terem maiores valores nos
comprimentos de onda das regides NIR e SWIR, as quais sdo comumente correlacionadas pela
estrutura interna da folha (SINCLAIR; HOFFER; SCHREIBER, 1971) e teor de agua (CARTER, 1991).
Ao contrario do observado no presente trabalho, outros autores encontraram maiores coeficientes nas
regibes do verde e red edge na predicdo de clorofila (FEILHAUER; ASNER; MARTIN, 2015;
GITELSON; GRITZ; MERZLYAK, 2003).

Provavelmente, a dificuldade na predicao de clorofila pode ter como uma das explicacfes as
diferentes condi¢c6es de umidade das folhas de cada dia de andlise, que foram agrupadas para a
predicdo de cada experimento. Tal consideracdo deve ser pontuada uma vez que a desidratacéo
foliar pode influenciar no aumento da reflectdncia de toda a curva espectral de 400 a 2500 nm
(CARTER, 1991).
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Figura 23. Resultados da predigdo de clorofila por PLSR (regressdo de minimos quadrados parciais) dos
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coeficientes de regresséo. Rz coeficiente de determina¢do, RRMSE: raiz quadrada do erro médio relativo.
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4.3.2. Razdo CAR/CLF

Na predicdo de CAR/CLF os valores de R2 foram superiores (Figura 24), quando
comparados a predicdo de clorofila (Figura 23). Os valores de R2 foram razoaveis (KALACSKA,;
LALONDE; MOORE, 2015), superiores a 0,6, no 3° experimento e no geral. J& no 1° e 2°
experimento, foram obtidos R2? de 0,54 e 0,3, respectivamente, o que demonstra que nesses
experimentos, 30 ou 54% da variacdo dos dados pode ser explicada pela equacédo. Gitelson; Gamon;
Solovchenko (2017) obtiveram coeficiente de determinacéo de 0,73 para folhas de espécies arbéreas
e 0,5 para culturas agricolas, a partir do indice PRI. Ja Merzlyak et al. (1999), conseguiram valores de
R2 de 0,92 e 0,90, para folhas de duas espécies arboreas por meio do indice PSRI. Tais indices
podem ter apresentado maiores valores que 0s encontrados no presente trabalho, pois essas
andlises foram realizadas logo apés a coletada das folhas em campo, e ndo nas condi¢cdes poés-
colheita. Em relacdo aos valores de RRMSE, eles podem ser classificados como excelentes para
todas as regressoes propostas, ja que foram menores que 10% (RICHTER et al., 2012).

Os experimentos 1, 3 e o Geral (Figuras 24A, 24C e 24D) apresentaram altos valores de
coeficientes na regido do verde (por volta de 530, 522 e 524 nm, respectivamente). No experimento 2,
a contribuicdo da regido visivel na equacao da regressdo mdltipla foi na regido do amarelo (entre 560
e 580 nm) (Figura 24B). As regides verde e amarela também séo utilizadas no indice PRI, o qual
possui em sua equacgdo os comprimentos de onda 531 e 570 nm (GAMON; PENUELAS, 1992). A
regido do red edge apresentou influéncia em todas as regressdes multiplas propostas, sendo que os
experimentos 1, 2, 3 e geral apresentaram valores altos de coeficientes em torno dos comprimentos
de onda 707, 708, 685 e 690 nm, respectivamente. Gitelson; Keydan; Merzlyak (2006) e Asner; Martin
(2008) também observaram que as regides do verde e do red edge podem ser utilizadas na predi¢éo
de clorofila e carotenoides.

A regido NIR também influenciou nas regressdes dos experimentos 2 e 3, visto que o
experimento 2 apresentou coeficientes altos de 770 a 900 nm e no experimento 3 a contribuigcdo foi
nas regides de 763 a 780 nm e 980 a 1000 nm. A regido NIR normalmente € influenciada pela
estrutura interna foliar (SINCLAIR; HOFFER; SCHREIBER, 1971), sendo assim, inesperada a
influéncia dessa regido para a predicdo da raz&o de pigmentos. Deste modo, a influéncia de uma
grande faixa de coeficientes no NIR pode ter proporcionado menor valor de coeficiente de
determinacéo e o maior RRMSE no 2° experimento.
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Figura 24. Resultados da predigdo da razao CAR/CLF (carotenoides/clorofila) por PLSR (regressdo de minimos
guadrados parciais) dos experimentos 1, 2 e 3 (A, B e C, respectivamente), e em todos os experimentos juntos
(D), com os devidos coeficientes de regresséo. R2: coeficiente de determinacdo, RRMSE: raiz quadrada do erro

médio relativo.
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5. CONCLUSOES

A partir do presente trabalho, pode-se concluir que:

- 0s espectros de reflectancia mostraram potencial para detectar o desempenho das
solugBes conservantes na degradacao foliar durante a pés-colheita;

- a andlise discriminante ndo definiu bem as diferentes solugbes conservantes em cada
experimento;

- foi possivel discriminar os trés periodos da pos-colheita (4, 8 e 12 dias) por meio da
analise multivariada dos dados espectrais;

- a concentracdo de clorofila ndo pode ser estimada por PLSR, em nenhum dos
experimentos realizados;

- a predicdo da razdo CAR/CLF obteve coeficientes de determinacdo razoaveis, maiores
gue 0,6, e RRMSE excelentes; no experimento com os tratamentos de fitormdnios e no geral, o qual
foi a juncdo dos dados dos trés experimentos realizados;

- no experimento com diferentes concentracdes de glicose e o de sacarose, a predicdo de
CAR/CLF por PLSR apresentou R2 de 0,54 e 0,3, respectivamente; com RRMSE excelente para
ambos.
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