Revista Brasileira de Geografia Fisica V. 08, nimero especial do IV SMUD (2015) 660-672.

Revista Brasileira de =

IR Geografia Fisica |
%.g Homepage: www.ufpe.br/rbgfe

GEOGRAFTA FISICA

ISSN:1984-2295

Nova abordagem para a fenotipagem de plantas: conceitos, ferramentas e perspectivas

Carlos Antdnio Ferreira de Sousa®, Barbara Andrade Dias Brito da Cunha?, Polyana Kelly Martins®, Hugo Bruno Correa
Molinari', Adilson Kenji Kobayashi', Manoel Teixeira Souza Jinior*

! Pesquisador da Embrapa Agroenergia, Brasilia - DF. Analista da Embrapa Agroenergia, Brasilia-DF. Bolsista de p6s doutorado da Embrapa
Agroenergia, Brasilia-DF; carlos.antonio@embrapa.br, barbara.dias@embrapa.br, polyana.martins@colaborador.embrapa.br,
hugo.molinari@embrapa.br, adilson.kobayashi@embrapa.br, manoel.souza@embrapa.br

Artigo recebido em 09/10/2015 e aceito em 10/12/2015.

RESUMO

As técnicas tradicionais de fenotipagem de plantas usam caracteristicas facilmente mensurdveis, com base em medidas
relacionadas, por exemplo, ao peso e ao tamanho das plantas. Tais medidas podem ser realizadas em qualquer horario,
sem protocolo, preparacdo prévia da amostra ou conhecimentos profundos para a obtencéo e interpretacdo dos dados.
Por isso, sdo as mais usadas na experimentacdo a campo, embora envolvam métodos destrutivos e sejam altamente
demandadoras de tempo, recursos financeiros e mdo-de-obra. Em razdo dos desafios atuais relacionados a
competitividade do mercado de cultivares, a sustentabilidade do agronegécio e as mudancas climéticas globais, os
cientistas de plantas tém buscado agregar modernas técnicas de fenotipagem ao processo de desenvolvimento de novas
cultivares. Tais técnicas devem permitir uma analise ampla, detalhada e precisa da manifestacdo das informagdes
genéticas do individuo e sua interagdo com o meio ambiente, aumentando assim a eficiéncia e eficécia do processo de
selegdo. Consequentemente, as novas técnicas de fenotipagem tém avancado em escala, precisdo, reprodutibilidade e
complexidade em relacdo as técnicas tradicionais, principalmente pelo uso de imagens geradas em plataformas
automatizadas. Tais plataformas sdo constituidas de estacdes para a geracdo de imagens que utilizam diferentes técnicas
espectrosclpicas, para cobrir diferentes regides do espectro eletromagnético. As estacdes mais comuns capturam
imagens digitais RGB, de fluorescéncia da clorofila, UV/VIS, termogréficas e na regido do NIR, as quais possibilitam a
avaliacdo do crescimento das plantas, do aparato fotoquimico, dos teores de pigmentos, da temperatura da copa e de
diferentes metabdlitos encontrado nas plantas.

Palavras-chave: avaliacdo de plantas, espectroscopia, plataformas de fenotipagem, sensores.
New approach for plant phenotyping: concepts, current tools and perspectives

ABSTRACT

Traditional techniques of plant phenotyping use easily measurable traits, based on measures related for instance to plant
weight and size. Such measurements can be made at any time, without protocol, prior sample preparation or deep
knowledge for obtaining and interpreting the data. However, they require field experimentation, financial resources and
manpower, use destructive methods and are time-consuming. Due to the current challenges related to the
competitiveness of the cultivars market, the sustainability of agribusiness and global climate change, plant scientists
have sought more specific and dynamics features, which are used to assist in explaining the responses of plants to the
environment. To evaluate these characteristics, plant phenotyping has advanced in scale, precision, reproducibility and
complexity compared to traditional techniques, especially by using automated platforms images. Such platforms consist
of automated imaging stations that use different techniques to cover different regions of the electromagnetic spectrum.
The most common imaging stations capture digital RGB, chlorophyll fluorescence, UV/VIS, thermographic and NIR
images, which enable the evaluation of plant growth, photochemical apparatus, pigments content, canopy temperature
and several metabolites found in plants.

Keywords: plant evaluation, spectroscopy, phenotyping platforms, sensors.
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Introducéo

O melhoramento genético de plantas
cultivadas visando a tolerancia as condicbes de
estresse abidticos, tais como extremos de
temperatura, de intensidade luminosa e de
disponibilidade de agua no solo, além de baixa
disponibilidade de nutrientes, é fundamental para
garantir a sustentabilidade da producdo agricola
em um cenario de mudancas climaticas globais.
Como se nédo bastasse, Tilman et al. (2011)
estimaram um aumento de 100-110% na demanda
mundial por alimentos entre 2005 e 2050, em
parte devido ao incremento populacional e o
restante devido a melhoria nas condig¢Ges de vida
da populagdo, especialmente nos paises em
desenvolvimento. Para enfrentar tais desafios, 0s
programas de melhoramento genético de plantas
precisam ampliar a base genética de prospeccéo e
acelerar a busca por meios para a mensuracao de
novas caracteristicas fenotipicas. Os gendtipos
com as caracteristicas desejadas tém sido
prospectados a partir da diversidade genética
natural das espécies (Liu et al., 2013) e, também,
gerados por meio da transformagdo genética, em
gue se inserem genes especificos em cultivares-
elite para conferir tolerancia a determinado tipo de
estresse (Huang et al., 2009; Reis et al., 2014).
Independentemente da estratégia adotada para a
obtencdo das cultivares, a complexidade das
novas caracteristicas mensuradas e o elevado
nimero de individuos a ser submetido ao processo
de selegdo dificultam a caracterizacdo da
populacdo em estudo pelas técnicas tradicionais
de fenotipagem, as quais se baseiam, na maioria
dos estudos, no peso e no tamanho das plantas e
de seus 6rgdaos componentes.

Apesar da facilidade e simplicidade do
procedimento de mensuracdo, as técnicas
tradicionais sdo demandadoras de tempo, recursos
financeiros e mao-de-obra. Além disso, ndo
conseguem discriminar caracteristicas fenotipicas
complexas, oriundas de modificagbes genéticas
sutis (Matsuda et al., 2012). A maioria dos
pesquisadores concorda que um dos grandes
desafios dos programas de melhoramento genético
de plantas atualmente reside na fenotipagem dos
individuos em estudo, que precisa avancar em
escala, preciséo, reprodutibilidade e exploracdo de
novas caracteristicas, em relagdo as técnicas
tradicionais. Consequentemente, tém-se lancado
mao cada vez mais de métodos modernos de
andlise de plantas, em uma abordagem
denominada fenotipagem de plantas em larga-
escala e de alta precisdo, que pode ser realizada
tanto em condicfes controladas quanto no campo.
E, no entanto, em condigdes controladas que esse
conjunto de técnicas oferece o progresso inicial

mais rapido na exploracdo de novas caracteristicas
que possibilitam a identificacdo de gendtipos mais
tolerantes. Em vérios trabalhos, os genotipos
selecionados em condi¢gdes controladas tém
apresentado desempenho similar em condigdes de
campo (Reynolds et al., 1998; Fracheboud et
al.,1999; Sadok et al., 2007; Sirault et al., 2009;
Munns et al., 2010).

Esta revisdo tem como objetivo apresentar
0s conceitos e as ferramentas disponiveis para
auxiliar agueles interessados nas novas técnicas e
solugbes empregadas na fenotipagem de plantas,
em diferentes escalas, com as mais diferentes
finalidades.

Desenvolvimento

Os conceitos de fenotipagem de plantas aplicados
ao melhoramento genético vegetal

A fenotipagem de plantas tem como base
o tripé formado pelo genétipo, o ambiente e o
fendtipo. O gendtipo € entendido como a
constituicdo genética de uma célula, de um
organismo, ou de um individuo, podendo se
referir, também, a apenas uma caracteristica
especifica em estudo (Sadras et al.,, 2013). O
fenotipo, por sua vez, é o conjunto de
caracteristicas do individuo, tais como estrutura,
forma, composicdo, tamanho e cor, distinguiveis
por inspecdo direta ou somente por métodos
refinados de andlise (Walter et al., 2015). Da
mesma forma que ocorre com o0 geno6tipo, muitas
vezes ao se referir ao fendtipo, o cientista de
plantas pode estar se referindo a um conjunto ou a
apenas uma caracteristica em particular, sendo o
seu objeto de andlise. Derivada da palavra
fendtipo, a fenotipagem é o ato de determinar 0s
valores qualitativos ou quantitativos das
caracteristicas em estudo e relaciond-las ao
desempenho de um gendtipo em determinado
ambiente (Dhondt et al., 2013).

A moderna disciplina aplicada a
fenotipagem em larga-escala, conhecida como
fendmica, deriva do termo ‘“fenoma”. Pela
evidente analogia com o termo ‘“genoma”, o
fenoma se refere ao conjunto de todos os
fendtipos possiveis de um determinado genétipo
(Houle et al, 2010; Dhondt et al., 2013).
Consequentemente, a fenbmica pode ser
considerada como a disciplina que estuda o
fenoma visando a hipotética caracterizacdo
completa do conjunto de fendtipos de um genoma,
em analogia ao sequenciamento do genoma inteiro
(Dhont et al., 2013). Aplicada as plantas, na
pratica, a fenbmica tem como proposito o estudo
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do crescimento, do desempenho e da composicao
dos gendtipos (Furbank e Tester, 2011). Ao longo
da dltima década, os termos fenotipagem de
plantas e fendmica tém sido associados a analises
Opticas ndo destrutivas de caracteristicas vegetais,
principalmente com o uso de imagens (Walter et
al.,, 2015). Para isso, tém sido desenvolvidos
poderosos ‘“hardwares” e “softwares”, os quais
possibilitam a avaliagdo em larga-escala de
diversos pardmetros ao nivel das moléculas, das
organelas, das células e do individuo como um
todo (Dhondt et al., 2013). Uma vez que a amostra
ndo é destruida no processo de medicdo, as
caracteristicas de interesse podem ser monitoradas
ao longo do tempo. Devido a rapidez e a
facilidade com que as imagens sdo capturadas, a
fendmica de plantas permite a geracdo de grande
guantidade de dados em um espaco de tempo
relativamente menor do que seria possivel com a
utilizacdo de métodos convencionais.

Véarios autores tém proposto que a
fenotipagem em larga-escala seja considerada um
complemento natural ao sequenciamento do
genoma como uma rota para a obtencdo de
rapidos avangos em biologia. A partir dai, o
conceito do mapa genoétipo-fenétipo (G-P),
associado a interagdes genotipo-ambiente (GEI),
tem sido explorado em vérios estudos visando a
tolerancia de plantas a estresses abidticos
(Messina et al., 2011). H& um problema,
entretanto, com essa abordagem. EXxiste um
consenso entre os cientistas de plantas de que a
gendmica avangou enormemente em precisdo e
velocidade nos ultimos anos, mas as técnicas de
fenotipagem ndo foram desenvolvidas no mesmo
ritmo, tornando-se um gargalo ao melhoramento
genético e a biotecnologia (Furbank e Tester,
2011; Sadras et al., 2013). Portanto, ha um forte
argumento para que as técnicas de fenotipagem de
plantas sejam aperfeicoadas para permitir que a
fendmica funcione em uma velocidade compativel
com a genbmica e a interligacdo entre ambas
possa ser usada para acelerar a busca de
caracteristicas de interesse em plantas (Araus e
Cairns, 2014). Na pratica, isso tem sido possivel
por meio da utilizagdo de estruturas denominadas
plataformas de fenotipagem de plantas.

As plataformas de fenotipagem de plantas

As técnicas utilizadas atualmente em
fendmica de plantas abrangem diversas areas da
ciéncia, incluindo a espectroscopia, com a geracao
de imagens espectroscopicas captadas na regido
da radiacdo visivel (400-700 nm), do
infravermelho proximo (800-2500 nm) e, também,
do infravermelho longo (8-15 um) do espectro

eletromagnético (Berger et al., 2010; Matsuda et
al., 2012; Li et al., 2014; Humplik et al., 2015;
Walter et al., 2015). As estruturas fixas ou
moveis, desenvolvidas com base em sensores de
imagem visando a fenotipagem de plantas, tém
sido denominadas genericamente de plataformas
de fenotipagem. Essa denominacao faz alusdo aos
satélites, também, denominados plataformas, nos
quais se embarcam sensores que geram imagens
utilizadas no monitoramento de variaveis
terrestres.

Em geral, as plataformas de fenotipagem
estdo atreladas a programas de melhoramento
genético de plantas, especialmente aqueles
direcionados para a prospecgdo, descoberta e
validacdo de genes ou, ainda, para a selecdo de
gendtipos tolerantes a estresses bidticos e
abidticos. Tais estruturas funcionam muito bem
para plantas-modelo, como Arabidopsis, ou
plantas cultivadas em estagios iniciais de
crescimento, em que ndo ocorre sobreposicdo das
folhas ou das raizes (Furbank e Tester, 2011;
Hartmann et al., 2011). Mesmo com Varias
restricdes no que diz respeito a forma e ao porte
das plantas, as plataformas automatizadas de
fenotipagem de plantas estdo espalhadas por
paises da Europa, como Franga, Alemanha,
Bélgica, Inglaterra, da Oceania (Golzarian et al.,
2011), além dos Estados Unidos (Araus e Cairns,
2014). Elas tém sido utilizadas por instituicdes
publicas de pesquisa agricola e, principalmente,
por grandes companhias que atuam fortemente na
busca de caracteristicas de plantas, as quais
apresentem importdncia comercial para o0
agronegécio. Apenas a titulo de exemplo, a
Austrélia realizou ha alguns anos o maior
investimento publico mundial em estruturas
dedicadas a fenotipagem de plantas, ao construir
duas plataformas, o The Plant Accelerator e o
High Resolution Plant Phenomics Centre,
vinculados a Universidade de Adelaide e ao
Commonwealth Scientific and Industrial Research
Organisation (CSIRO), respectivamente. Outras
instituicbes de pesquisa, principalmente na
Europa, criaram estruturas similares, como o
Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant
Research (IPK) na Alemanha, o Institute of
Biological, Environmental and Rural Sciences
(IBERS) no Reino Unido, e o PHENOPSIS, no
Institut National de la Recherche Agronomigue
(INRA), Franca. No setor privado, as principais
empresas multinacionais, consideradas gigantes
do agronegbcio, como Bayer CropScience,
Monsanto, Dow Agro, Pioneer Dupont e
Syngenta, entre outras, trabalham com a
abordagem de “fenomica de plantas”. Porém, o
exemplo internacionalmente mais conhecido e,
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provavelmente, o mais bem sucedido em termos
de resultados praticos é o da CropDesign, uma
Empresa adquirida pela BASF, que desenvolveu a
plataforma de fenotipagem de plantas denominada
TraitMill™, dedicada a cultura do arroz
(Hartmann et al., 2011). Em uma iniciativa para
congregar as experiéncias em fenotipagem de
plantas, principalmente  em  plataformas
financiadas com recursos governamentais, foi
criada recentemente a Rede Internacional de
Fenotipagem de Plantas (IPPN, na sigla em inglés,
www.plantphenomics.com). Na América do Sul,
pesquisadores argentinos desenvolveram uma
plataforma de fenotipagem de plantas adaptada a
realidade local (Pereyra-lrujo et al., 2012). O
Brasil também dispde de algumas acdes iniciais
na area de fenotipagem de plantas por imagem,
especialmente no &mbito da Embrapa.

As plataformas de fenotipagem de plantas
incorporaram 0S avangos recentes na area de
computagdo, robdtica, sistemas para captura,
processamento e analise de imagens, ampliando o
campo da biologia vegetal, pelo trabalho
multidisciplinar de equipes, que incluem bidlogos,
fisicos, matematicos, geneticistas, bioquimicos,
fisiologistas e melhoristas de plantas (Furbank e
Tester, 2011). As plataformas nas quais as plantas
se encontram fixas nas bancadas e as cameras se
movem acima delas sdo mais flexiveis, no sentido
de permitir a avaliacdo de plantas de diferentes
espécies  concomitantemente em  varios
experimentos  separados. As  plataformas
totalmente automatizadas tém a comodidade

possibilitada pela automatizacdo, mas restringe o
trabalho a apenas uma espécie, normalmente de
pequeno porte ou planta jovem, durante um ciclo
de medidas.

Atualmente, o desenvolvimento de
plataformas de fenotipagem é dominado por
algumas poucas empresas que detém os registros e
comercializam mddulos de imagens e “softwares”
de automacdo. Entre as principais criticas
referentes a essas plataformas de fenotipagem
estdo o alto custo de implantacdo, a qual requer
uma infraestrutura apropriada; a dependéncia do
fabricante para ajuste, calibracdo, validagdo e
manutencdo; restricdo ao porte méaximo das
plantas que podem ser avaliadas. Além disso, a
inclusdo ou retirada de uma estacido de medigéo e
qualquer alteracdo no “software” e, consequente,
na forma de obtengdo dos dados, necessariamente
requer a participacdo do fabricante. Em geral, a
maioria das plataformas de fenotipagem
comercializadas possuem cinco cabines ou
estacbes de medicdo de plantas em areas
especificas do espectro eletromagnético, em que
sdo utilizadas as mais variadas técnicas e
propriedades espectroscopicas, as quais estdo
resumidas na Tabela 1. Na sequéncia, sdo
apresentados comentarios e resultados de estudos
envolvendo cada uma dessas técnicas.

Tabela 1. Tipos de imagens mais comuns
aplicadas a fenotipagem de plantas, equipamentos
utilizados e caracteristicas avaliadas.

Tipo de Equipamento
imagem utilizado

Caracteristica fenotipica obtida

Camera digital/

1. Imagem x

s padréo de cores
digital RGB
2. Imagem de

fluorescénciada Fluorébmetro
clorofila (720-740 nm)

3. Imagem na
regido visivel e
infravermelho

Cémera multi ou
hiperespectral
(400-1100 nm) etc...).

Altura da planta; niamero de folhas; angulo de inser¢do das
folhas; area foliar individual e total, taxa de crescimento
(&rea, massa ou altura); acumulo de biomassa.

Aparato de captura e utilizacdo da luz; destino da luz
absorvida (fotoquimica, fluorescéncia e geragao de calor)

Clorofila a; clorofila b; carotenoides; antocianinas; proporcéo
entre os pigmentos; indices derivados (NDVI, PRI, SIPI,

proximo
Temperatura da folha ou da copa e pardmetros derivados
Cémera (CTD e CWSI); estado hidrico da planta; grau de estresse
4. Imagem - N . Lo
A termografica (8- hidrico; condutancia estomatica, abertura estomatica; taxa de
térmica D
14 um) transpiracao.
5. Imagens na Cameramultiou  Agua; aclcares sollveis e poliméricos; compostos organicos
regido do hiperespectral nitrogenados; proteinas e aminoacidos; biomassa; lipideos;

infravermelho (0,7-100 pm)

vitaminas; nutrientes minerais.
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Estacdo para a geracdo de imagens digitais

Trata-se de uma estacdo dedicada a
captura de imagens das raizes (lyer-Pascuzzi et
al., 2010) mas, principalmente, da parte aérea das
plantas (Golzarian et al., 2011) para determinar as
caracteristicas relacionadas a arquitetura e ao
tamanho dos 6Orgdos vegetais. As imagens mais
utilizadas para esta finalidade sdo obtidas a partir
de cameras digitais que operam no padrdo de
cores RGB (Red: Green: Blue). Além delas,
podem ser usadas imagens capturadas no
infravermelho proximo e na faixa especifica de
fluorescéncia da  clorofila, esta  dltima
especificamente para a parte aérea (Klukas et al.,
2014). A obtengdo das caracteristicas de interesse
em todos esses tipos de imagem pode ser
prejudicada devido a sobreposicdo das estruturas
componentes dos  o6rgdos das  plantas.
Consequentemente, a técnica funciona muito bem
para plantas jovens ou de pequeno porte, nas quais
ndo haja sobreposi¢do nas raizes e partes aéreas.

O estudo do sistema radicular € uma das
tarefas mais complexas visto que o 6rgao é
subterraneo e, normalmente, adere firmemente ao
seu substrato. Consequentemente, as técnicas
tradicionais de escavagdo destroem a topologia
radicular. Em anos recentes, foram desenvolvidos
estudos para avaliacdo ndo destrutiva do sistema
radicular por meio de imagens com 0 uso de
diferentes técnicas (lyer-Pascuzzi et al., 2010;
Metzner et al., 2015). lyer-Pascuzzi et al. (2010),
por exemplo, desenvolveram um sistema para a
reconstrucdo tridimensional de raizes de plantas
de arroz no qual a captura das imagens foi
automatizada, utilizando-se um “software” para o
controle de cémeras digitais. Depois de
processadas, extrairam-se 16 caracteristicas
secundarias das  imagens tridimensionais
reconstituidas, as quais determinam a arquitetura
do sistema radicular em arroz. Utilizando um
“software” dedicado, os autores estabeleceram um
“ranking” da importancia das caracteristicas
avaliadas. Com base nesse “ranking”, eles
concluiram que entre as caracteristicas
secundarias mais importantes para a arquitetura
das raizes em 12 gen6tipos de arroz estdo a
profundidade e o raio radicular médio. Metzner et
al. (2015) desenvolveram uma metodologia para a
reconstrucdo tridimensional de raizes de feijdo
comum (Phaseolus vulgaris) a partir de imagens
de ressondncia magnética e  tomografia
computadorizada. Apesar de esse estudo inicial ter
um carater mais qualitativo e de validacdo, o que
deve ser destacado neste trabalho é que as plantas
foram cultivadas em uma mistura de areia grossa e
solo, 0 que abre uma perspectiva para estudos de
raizes em condi¢cBes naturais utilizando tais

técnicas. Ambos os estudos citados aqui podem
ser Uteis para identificar genes responsaveis pela
arquitetura do sistema radicular, tornando-se um
ponto de partida para 0 melhoramento genético de
plantas, tendo como base as raizes.

As imagens capturadas na parte aérea,
depois de processadas, permitem a estimativa da
altura, da largura, do numero de folhas, do angulo
de insercdo das folhas, da area foliar individual e
da éarea projetada da parte aérea das plantas.
Adicionalmente, com base nas variaveis
anteriores, é possivel, também, a estimativa da
massa da parte aérea das plantas e a determinacédo
do acumulo de biomassa para cada estagio de
crescimento em  centenas de  plantas
simultaneamente, algo que ndo seria possivel
usando o tradicional método destrutivo. Uma vez
gue essas imagens sdo obtidas nas mesmas plantas
a intervalos de tempo regulares no decorrer do
periodo de cultivo, elas podem ser usadas para
avaliar a taxa de crescimento de plantas expresso
em 4area, massa ou altura, 0 que permite a
obtencdo de varios parametros fenotipicos
relacionados ao crescimento, a producdo e a
tolerancia aos estresses (Golzarian et al., 2011).
Considerando que a taxa de crescimento é uma
caracteristica fenotipica ligada ao genotipo,
facilmente mensuravel, transmissivel e altamente
sensivel as condi¢cbes ambientais (Tardieu e
Tuberosa, 2010), tal abordagem tem sido utilizada
em larga-escala para a caracterizagdo de gendtipos
tanto para plantas-modelo (Granier et al., 2006)
como para plantas cultivadas, entre as quais estdo
milho (Sadok et al., 2007), arroz (lyer-Pascuzzi et
al., 2010), cevada (Golzarian et al., 2011,
Hartmann et al, 2011) e trigo (Golzarian et al.,
2011).

Nas plataformas de fenotipagem de
plantas adquiridas “prontas para uso” de algumas
companhias, o “software” para a captura e
processamento das imagens é protegido por
patente, o que restringe a sua utilizacdo e
praticamente inviabiliza qualquer alteracdo por
parte do usuario. Normalmente, esses “softwares”
possuem algoritmos internos que ndo podem ser
modificados facilmente, exceto para um limitado
nimero de  parametros, com  resultados
frequentemente insatisfatérios para espécies de
plantas diferentes daquelas para as quais eles
foram padronizados (Hartmann et al., 2011;
Klukas et al. 2014). Entretanto, existem softwares
livres para a obtencdo de dados similares que
podem ser modificados e utilizados sem
restricbes, em sistemas automatizados ou
manuais. Hartmann et al. (2011), por exemplo,
demonstraram a aplicacdo de um software livre
para a avaliacdo do crescimento de dois cultivares
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de cevada submetidos a irrigagdo plena ou ao
déficit hidrico.

Estacdo para a geracdo de imagens por
fluorescéncia

Nesta revisdo, sera dada énfase aos
resultados obtidos com a técnica de fluorescéncia
da clorofila em condi¢Ges controladas, uma vez
gue a sua utilizacdo em condicfes de campo ainda
se encontra em processo de desenvolvimento e
validacdo. Entretanto, teoricamente, é possivel a
geracdo da imagem de fluorescéncia emitida por
qualquer molécula que absorva luz, em qualquer
regido do espectro eletromagnético, com a
utilizacgdo de equipamento adequado. Essa
abordagem possibilitou, por exemplo, a deteccao
precoce da infeccdo causada pelo virus do
mosaico a plantas de tabaco, antes do
aparecimento de sintomas visuais (Chaerle et al.,
2007a,b). Através da geracdo de imagens
multiespectrais de fluorescéncia, 0s autores
identificaram a regido da folha afetada e,
inclusive, o composto acumulado em resposta a
infeccdo viral. Outra aplicacdo da técnica de
fluorescéncia esta na utilizacdo de proteinas que
emitem fluorescéncia em regides especificas do
espectro, como GFP (proteina que emite
fluorescéncia na regido verde do espectro) e RFP
(proteina que emite fluorescéncia na regido
vermelha do espectro, comercializada como
DsRed), usadas como proteinas-repérteres para
rastrear a expressao génica (Chalfie et al., 1994;
Stewart et al., 2005; Stephan et al., 2011) ou a
infeccdo simbiodtica de bactérias fixadoras de
nitrogénio em plantas (Gage, 2002).

A maioria dos trabalhos busca determinar
a fluorescéncia emitida pelas clorofilas. A
premissa béasica de se trabalhar com fluorescéncia
de clorofila e ndo de outras moléculas ou
pigmentos como forma de avaliar plantas é que
todos os tipos de estresses, em Ultima analise,
interferem no processo fotossintético, onde as
clorofilas desempenham o papel fundamental. A
técnica de fluorescéncia da clorofila (método do
pulso de saturagdo) permite determinar o destino
da energia luminosa absorvida pelas plantas entre
as trés vias possiveis, ou seja, fluorescéncia,
fotoquimica e geracdo de calor (Baker, 2008),
aléem de possibilitar o calculo de diversos
parametros que podem ser usados para avaliar
caracteristicas especificas, como o funcionamento
da antena utilizada para a captura da energia
luminosa, o centro de reacdo do fotossistema Il
(PSII), a fixacdo de carbono (Genty et al., 1989) e
o rendimento quantico do transporte de elétrons
no PSIl (Oberhuber e Edwards, 1993).
Consequentemente, essa técnica tem sido utilizada

para a avaliacdo das plantas sob os mais diferentes
tipos de estresses abidticos — que vdo desde a
escassez (Bacso et al., 2008; Massacci et al.,
2008; Jansen et al., 2009) ao excesso de agua,
extremos de temperatura (Fracheboud et al., 1999;
Zhu et al.,, 2008) e intensidade de radiacdo
luminosa (Vasilikiotis e Melis, 1994), escassez
ou excesso de nutrientes (Langsdorff et al., 2000;
Lichtenthaler et al., 2005) ao efeito de herbicidas
(Kim et al., 2001, Barbagallo et al., 2003;
Lichtenthaler et al., 2005) — e bidticos, incluindo
infeccOes causadas por fungos e virus (Chaerle et
al., 2004; Cséfalvay et al., 2009).

Outros exemplos de aplicagdo da técnica
de fluorescéncia da clorofila incluem a transicéo
espago-temporal da condi¢do de uma folha-dreno
para fonte de assimilados (Meng et al., 2001), a
avaliagdo pos-colheita de frutos (Nedbal et al.,
2000), hortalicas (DeEll e Toivonen, 2003) e
flores (Joyce e Shorter, 2000), a medi¢do da
concentracdo de clorofila e da é&rea foliar
(Barbagallo et al., 2003) em plantas. Os mais
modernos equipamentos fabricados
especificamente para captar imagens de
fluorescéncia da clorofila pelo método do pulso de
saturacdo, denominados genericamente de
fluordmetros, conseguem mapear uma area de
aproximadamente 10 cm x 13 c¢cm, o que limita a
sua utilizacdo para a avaliagdo de uma planta
inteira, se a area foliar da planta for superior ao
limite do equipamento. Outras limitagdes da
técnica para a sua utilizacdo em larga-escala para
plantas cultivadas é o fato de que se mede uma
planta por vez e, para ter validade, as medicoes
devem ser realizadas em folhas na posicao
horizontal. Além disso, para efeito de
comparagdo, todas as medidas devem ser
realizadas com as folhas mantidas a uma mesma
distancia do detector. Por causa dessas limitacGes
e pelo fato de que os principais parametros de
fluorescéncia da clorofila sdo obtidos em plantas
aclimatadas ao escuro por, pelo menos 15
minutos, o termo avaliacdo em larga-escala usado
nas plataformas automatizadas pode ser apenas
retorico, conforme deixaram transparecer Berger
et al. (2010), os quais fazem parte de um grupo de
pesquisadores australianos que trabalham com
plataformas automatizadas de fenotipagem de
plantas.

Em anos recentes, a técnica de
fluorescéncia da clorofila como forma de
avaliagdo de plantas tem evoluido a partir da sua
utilizacdo em condi¢bes controladas para o uso
em condicBes de campo, induzida pelo sol (Damm
et al., 2014). Essa nova abordagem, apesar de
ainda incipiente, possibilita 0 uso da técnica de
fluorescéncia da clorofila em larga-escala. No
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entanto, dificulta a sua interpretacdo e restringe a
andlise dos principais processos competitivos que
utilizam a luz, especificamente a fotoquimica e a
geracdo de calor.

Estacdo para a geracdo de imagens na faixa do
espectro visivel

Na faixa espectral visivel (400-700 nm),
ha vérios modelos de cameras multi e
hiperespectrais disponiveis no mercado, as quais
estdo sendo utilizadas para a captura de imagens
da parte aérea das plantas em plataformas de
fenotipagem. O principio do uso dessa tecnologia
para a fenotipagem de plantas baseia-se no fato de
gue todas as moléculas de pigmentos que
absorvem radiacdo na faixa visivel do espectro
sdo passiveis de ter os seus teores estimados pelo
método ndo destrutivo de sensoriamento remoto
(Matsuda et al., 2012). Apesar de representar uma
pequena fracdo da diversidade de metabolitos
presentes em uma folha vegetal, 0s pigmentos tém
importancia fundamental na captura da luz na
faixa visivel do espectro. As moléculas cujas
concentracdes tém sido o alvo principal em
plantas incluem o0s pigmentos que estdo
localizados nos cloroplastos e diretamente ligados
a fotossintese, como as clorofilas e os
carotenoides (carotenos e xantofilas), ou a
protecdo do aparato fotoquimico, como as
antocianinas, localizadas no vactolo. A
determinagdo dos teores de clorofilas tem sido
utilizada para avaliar o “status” de nutrientes nas
plantas e, juntamente com 0s carotenoides, para
monitorar a fenologia foliar e avaliar os efeitos
provocados por diferentes tipos de estresses,
enquanto as xantofilas servem para avaliar a
eficiéncia fotossintética (Pefiuelas e Filella, 1998).
As antocianinas, as quais normalmente se
acumulam em folhas de plantas em resposta aos
mais variados tipos de estresses, previnem a
fotoinibicdo do aparato fotoquimico através da
absorcéo do excesso de radiacdo (Merzlyak et al.,
2008). Em programas de melhoramento, os teores
de clorofila, associados ao carater sempre-verde
(“stay-green”) e ao atraso na senescéncia foliar,
tém sido positivamente correlacionados a um
estado hidrico mais favoravel e,
consequentemente, ao rendimento das culturas
(Tuberosa, 2012).

Tomando-se por base a reflectincia na
regido do espectro eletromagnético em que o0s
pigmentos vegetais absorvem mais fortemente a
radiacdo, foram desenvolvidos varios indices com
0 objetivo de monitorar a biomassa, a fenologia,
as condigcdes fisiologicas das plantas e a
deficiéncia  de  nutrientes,  especialmente
nitrogénio. O mais conhecido e utilizado deles é,

provavelmente, o indice de vegetacdo por
diferenca normalizada (NDVI — Normalized
Difference Vegetation Index), calculado através
da seguinte equacdo: NDVI = (NIR - R)/NIR +
R), onde R e NIR sdo os valores de refletdncia nas
faixas do vermelho e do infravermelho do
espectro eletromagnético, respectivamente. Os
valores dessa relacdo podem variar de -1 a +1
(Jensen, 2007). Quanto maior essa relagdo, maior
a presenca de clorofila e, teoricamente, maior a
atividade fotossintética. A proporcdo entre
carotenoides e clorofila “a” pode ser estimada
pelo SIPI (“structure-independent pigment index”)
através da equacdo: SIPI = (Rggo-Russ)/(Reoo-Reso),
onde Ryss, Rego € Rgoo representam a reflectancia a
445, 680 e 800 nm, respectivamente. Esse indice
pode ser usado tanto para monitoramento da
fenologia foliar quanto para a avaliagdo de folhas
submetidas a estresses abi6ticos. Outro parametro
derivado dos teores de pigmentos componentes da
antena que capta a radiagdo luminosa € o indice de
reflectancia fotoguimica (PRI, na sigla em inglés),
formulado como segue: PRI = (Rs3:—Rs70)/(Rsait
Rs7g), onde Rsy; e Rsyo sdo o0s valores de
reflectancia a 531 e 570 nm, respectivamente. A
variagdo na reflectancia a 531 nm deve-se
basicamente ao ciclo das xantofilas, enquanto que
a reflectancia a 570 nm é usada apenas como
referéncia para corrigir possiveis distorcdes no
espalhamento da luz provocada pela estrutura
foliar. O PRI pode ser explorado como um
indicador da eficiéncia do uso da radiagdo
fotossintética (absorcédo liquida de CO,/densidade
de fluxo de fétons fotossintéticos) em plantas
cultivadas a pleno sol, pois se correlaciona com a
absorcao liquida de CO, (Gammon et al., 1997).
Quanto menor o PRI significa que mais energia
luminosa estd sendo desviada para a de-
epoxidacdo de violoxantina a anteraxantina e
zeaxantina. Se, por um lado, tal processo de
dissipacdo de energia ajuda a proteger o aparato
fotoquimico, por outro lado diminui a eficiéncia
fotossintética.

Estacdo para a geragdo de imagens termogréficas
Os sistemas que geram imagens térmicas

na regido  infravermelha do  espectro
eletromagnético geralmente operam nas faixas de
comprimento de ondade 3a5 pumou 7 a 13 pm.
Ambas as faixas apresentam vantagens e
desvantagens. Na primeira, as imagens sao
melhores, mas as cdmeras funcionam apenas com
o0 “software” aberto e, devido a proximidade com
o0 visivel, hd uma maior interferéncia da radiacéo
refletida. Na segunda, a intensidade da radiacéo é
maior, a interferéncia da radiacdo refletida é
menor e as cameras podem funcionar com o
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“software” aberto ou fechado, o que as torna
portateis e mais praticas. Em ambas as faixas, a
radiacdo emitida pelo objeto em andlise é
capturada e transformada automaticamente em
temperatura, a partir da equacdo de Stefan-
Boltzmann (Jackson, 1986).

Atualmente, na maioria dos experimentos
em que se avaliam plantas, tém-se utilizado as
cameras térmicas que captam a radiacdo emitida
entre 8-14 um (Jones et al., 2002; Sirault et al.,
2009; Jiménez-Bello et al., 2011). Uma vez que a
imagem térmica representa a radiacdo térmica
emitida pelo objeto em andlise, a qual é
superposta pela radiacdo térmica refletida por
fontes préximas, a captura de imagens térmicas
em experimentos no campo se constituia em um
problema. Atualmente, em virtude dos recentes
avancos obtidos no desenvolvimento de
“softwares” para a captura, geragdo ¢
processamento de imagens, a utilizacdo de
cameras termograficas pode ser considerada uma
alternativa viavel para a medigdo em larga-escala
da temperatura da copa em experimentos em
laboratério e no campo com eficiéncia similar
(Jimenez-Bello et al., 2011), desde que se adotem
os devidos cuidados durante a medi¢do. Munns et
al. (2010) relacionaram alguns cuidados que
devem ser observados, entre eles: a) separacéo das
folhas da planta de interesse de interferentes que
aparecem na imagem (como, por exemplo, caule,
solo e céu aberto); b) variacdo espacial da
temperatura ao longo da copa resultante da
variacdo na condutancia estomatica individual das
folhas e na radiacdo absorvida, dependendo da
folha, da orientag&o solar e do sombreamento; c) a
variagdo temporal da temperatura resultante da
mudanca na intensidade de luz que atinge a folha
(sombreamento temporario por nuvens, por
exemplo) e da rdpida variacdo na velocidade do
vento e da condutancia da camada limitrofe.

As imagens térmicas tém sido usadas com
frequéncia na pesquisa cientifica como sensores
para 0 monitoramento do estado hidrico de plantas
em sistemas automatizados de irrigacdo (Wang et
al., 2010; Jiménez-Bello et al., 2011; Thomson et
al., 2012) e, também, para a selecdo de plantas
tolerantes ao estresse salino (Sirault et al., 2009) e
ao déficit hidrico (Munns et al., 2010). Contudo,
pode ser usada, associada a outras técnicas, para
auxiliar na deteccdo precoce de infecgOes
causadas por microorganismos em plantas
(Chaerle et al., 2004). O uso da diferenca de
temperatura da copa das plantas como forma de
avaliacdo dos estresses pressupde que o sistema
disponha de um padréo de temperatura da copa de
uma planta ndo estressada (Walter et al., 2015).
Todas essas aplicacGes tém como principio 0s

mecanismos de abertura e fechamento
estomaticos, a primeira linha de defesa das plantas
contra a perda de agua, que regulam a temperatura
foliar. Consequentemente, as imagens
termogréficas das folhas se correlacionam ao
estado hidrico da planta, ao grau de abertura
estomatica e a taxa de transpiracdo (Jones et al.,
2002). As imagens termograficas, portanto,
podem auxiliar na definicdo dos gendtipos mais
tolerantes e dos mais susceptiveis aos diferentes
tipos de estresses em programas de melhoramento
vegetal (Berger et al., 2010).

Usando a abordagem acima, Sirault et al.
(2009) demonstraram ser possivel selecionar
gendtipos de trigo tolerantes ao estresse osmético,
utilizando imagens termograficas em
experimentos no campo. A técnica foi validada
pela comparacdo da selecdo para tolerdncia
realizada no mesmo experimento, com base no
método tradicional de acumulo de biomassa. Ha
um parametro derivado das diferengas de
temperatura entre o ar circundante e a copa das
plantas (Tar — Tcopa), denominado queda da
temperatura da copa (CTD, na sigla em inglés), o
gual tem sido relacionado com o rendimento de
grdos em trigo (Reynolds et al., 1998). A CTD
apresenta valores positivos e relativamente altos
em plantas cultivadas com pleno suprimento de
agua em comparacao com aquelas submetidas ao
déficit hidrico. Por isso, tem servido como critério
de selecdo para tolerdncia a seca ou a altas
temperaturas, em programas de melhoramento de
trigo (Rosyara et al., 2008).

Existe uma grande quantidade de marcas e
modelos de cameras termograficas no mercado,
desde aquelas para uso genérico e, portanto, sem
muita precisdo, até aquelas para uso em estudos
gue requerem precisdo centesimal na escala
Celsius, que custam mais caro. Para o tipo de
avaliagdo que normalmente se faz em plantas, ou
seja, a correlagcdo da temperatura com o estado
hidrico das folhas, as varia¢fes centesimais nao
sdo significativas. Mesmo porque, tendo as folhas
como objeto de analise, pequenas mudancas
morfo-anatdbmicas e, consequentemente, na
emissividade  provocam  alteracBes  dessa
magnitude na temperatura, sem qualquer mudanca
na abertura estomatica ou na transpiracdo. Tanto
que em estudos de avaliagdo da conduténcia
estomatica em videira (Jones et al., 2002) e do
estado hidrico de caqui (Jiménez-Bello et al.,
2011) e soja (Thomson et al.,, 2012) foram
utilizadas cdmeras muito simples e de baixo custo.
Cameras com caracteristicas similares podem ser
usadas para a discriminacdo de gendtipos de
plantas com base nas diferencas de temperatura da
copa, desde que o detector tenha capacidade de
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gerar imagens em tempo real, ou seja, a uma taxa
de frequéncia de 60 Hz.

Estacdo para a geracdo de imagens na regido
infravermelha do espectro

A regido de radiacdo infravermelha do
espectro eletromagnético compreende uma faixa
localizada entre o visivel e micro-ondas, com
comprimentos de onda que variam de 0,7 a 100
pm, embora ndo haja consenso na literatura nem
sobre os limites e muito menos em relacdo as
subdivisOes dessa faixa espectral. Talvez, por isso,
as faixas espectrais nos comprimento de onda
mais longos sejam conhecidas pela sua
frequéncia, como a regido TeraHertz. Essa regido
do espectro tem sido utilizada para a geracdo de
imagens que correspondem a faixa de absorc¢do de
moléculas importantes, com potencial para
aplicagdo em varias areas do conhecimento.
Trabalhando nessa faixa do espectro, Hu e Nuss
(1995) desenvolveram um equipamento capaz,
entre outras aplicacbes, de gerar imagens do
contetdo de agua presentes em folhas de plantas.
As imagens obtidas permitiram visualizar a
distribuicdo espacial do contetdo de é&gua ao
longo da lamina foliar em uma folha fresca e,
nesta mesma folha, 48 h apds ser destacada da
planta. Porém, o desenvolvimento de
equipamentos para geracdo de imagens nesta faixa
do espectro é limitada pelo alto custo e a
dificuldade em se obter uma fonte de luz
adequada.  Alguns  poucos  equipamentos
comerciais existentes com essa tecnologia sao
aplicados atualmente na rea médica.

A faixa do infravermelho préximo, que se
estende de cerca 0,7-3,0 um, é particularmente Util
para a analise ndo invasiva in situ de metabolitos
primarios  associados diretamente com o0
crescimento vegetal por trés razBes, conforme
relacionaram Lenk et al. (2007). Primeiramente,
porque esse tipo de radiacdo nao é absorvido pelos
pigmentos foliares; em segundo lugar, a grande
maioria dos metabdlitos presentes nas folhas das
plantas absorve a radiacdo infravermelha em
faixas especificas e; terceiro, a radiagdo
infravermelha penetra a maiores profundidades no
tecido vegetal, em comparacdo a luz visivel. Esta
ultima, talvez, seja a razdo pela qual essa faixa da
radiacdo eletromagnética tem grande aplicacdo na
avaliacdo de lesdes internas em frutos (LU et al.,
2011) e vegetais (Ariana et al., 2006). H& que se
considerar que ocorre uma queda exponencial na
intensidade da radiacdo com a profundidade do
tecido e o espalhamento limita a técnica a alguns
milimetros de profundidade (Frangioni, 2003).

O desenvolvimento de tecnologias para a
captura de imagens em faixas especificas do

espectro infravermelho tem impulsionado a sua
utilizacdo para a avaliacdo do estado metabdlico e,
consequentemente, do desempenho das plantas
sob as mais variadas condi¢Ges. Assim, tem sido
possivel a determinacdo do contetdo de uma
variedade de compostos do metabolismo celular,
como 0s aglcares solaveis e poliméricos,
compostos organicos nitrogenados, incluindo
proteinas e amino&cidos, biomassa, lipideos, agua,
vitaminas e nutrientes minerais (Pefiuelas e
Fillela, 1998; Montes et al., 2007; Menesatti et al.,
2010; Matsuda et al., 2012; Zhang et al., 2012),
com sensibilidade suficiente para a deteccdo de
diferencas entre gendétipos. Apesar de todo esse
potencial, essa técnica para a avaliacdo de plantas
ainda ndo ¢é utilizada em larga-escala nos
programas de melhoramento genético de plantas,
pelo menos no Brasil.

Praticamente em todos o0s estudos
disponiveis na literatura nos quais foram
utilizadas imagens no infravermelho para a
determinagdo do conteGdo de metabodlitos em
plantas in situ, os equipamentos e, principalmente,
os “softwares” dedicados foram desenvolvidos em
laboratério pelos proprios pesquisadores, a
maioria gerando imagens a partir da reflectancia.
O desenvolvimento de um equipamento desse tipo
é um trabalho que envolve a escolha de fontes de
iluminagdo, lentes, filtros, cdmeras e detectores
apropriados (Frangioni, 2003), requerendo uma
equipe  multidisciplinar com  conhecimento
suficiente para a montagem, ajuste e validagdo do
sistema. Por essa razao, € possivel afirmar que a
dificuldade de se encontrar equipamentos
“prontos para uso” disponiveis no mercado, com
aplicagdes especificas na pesquisa com plantas,
talvez seja o principal gargalo para a
popularizacdo do uso das imagens na regido
infravermelho do espectro. Tais equipamentos
facilitariam enormemente a obtencdo de dados
valiosos por pesquisadores nas areas de biologia e
agronomia.

Conclusdes e perspectivas
Nos ultimos anos, 0s avangos principalmente na
area de espectroscopia por imagem permitiram o
surgimento de novos métodos de fenotipagem de
plantas, os quais sdo mais rapidos e precisos do
gue 0s métodos tradicionais. A vantagem
adicional estd na preservacdo da integridade da
amostra, 0 que permite a avaliagio de uma
determinada caracteristica ao longo do ciclo da
cultura. Em geral, as novas caracteristicas
avaliadas sdo mais especificas e complexas, mas
permitem, também, que se facam inferéncias mais
seguras e confidveis sobre a forma, a estrutura e o
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metabolismo das plantas. A automacdo do
processo de medigdo das caracteristicas avaliadas
tem possibilitado o ganho em escala e a economia
de tempo, recursos e mado-de-obra. Isto tem sido
possivel principalmente em condicdes
controladas, nas estruturas de fenotipagem
dedicadas a prospeccao, descoberta e validacdo de
genes, com o0 uso de plantas-modelo, como
Arabidopsis.

A tecnologia de geracdo de imagens tem evoluido,
também, para a avaliacdo de plantas cultivadas, de
maior porte e complexidade estrutural, em
condicdes de campo. E bem verdade que, apesar
de todos os avancos obtidos nos ultimos anos, a
fenotipagem de plantas em larga escala ainda nédo
conseguiu atender a wuma das principais
expectativas dos melhoristas. Eles demandam a
validacdo de um protocolo minimo, contendo um
conjunto de pardmetros que possam ser medidos
de forma rapida, facil e precoce, e utilizados para
prever, de forma confiavel, o crescimento e a
producdo. Porém, no contexto das mudancas
climaticas globais, em que se prevé a
intensificacdo das condigbes extremas do
ambiente e a escassez de recursos naturais, espera-
se que a fenbmica possa ser largamente
empregada no futuro para a selecdo de gendtipos
tolerantes as mais diferentes condi¢cGes de
estresses bidticos e abioticos.
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