Espectroscopia NIR como Técnica Exploratoria Rapida para Deteccion de Amarillamiento
en Hojas de Crisantemo (Dendranthema grandiflora var. Zembla)

NIR Spectroscopy as Quick Exploratory Technique for Detection of Chrysanthemum
Leaf Yellowing (Dendranthema grandiflora var. Zembla)
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Resumen. El diagndstico seguro de enfermedades en las
plantas depende de técnicas costosas, que requieren de tiempo
y entrenamiento especializado. Esta investigacion evalué el uso
de espectroscopia infrarroja cercana NIR (por sus siglas en ingles
near-infrared) para la deteccion rdpida del “amarillamiento de
hojas de crisantemo”, una enfermedad de etiologia incierta que
genera pérdidas econémicas importantes. En este experimento
se tomaron espectros infrarrojos en hojas con niveles de
amarillamiento diferentes segtin la clasificacion empleada por
los agricultores (asintomdticas, sintomas intermedios y hojas
deformadas con sintomas avanzados). Mediante un andlisis de
componentes principales y con los valores de los espectros de esas
muestras, se desarrollé un modelo de clasificacion de hojas. Ese
modelo aplicado en espectros de hojas tomados al azar separé
adecuadamente el grupo de espectros NIR de hojas asintomdticas
de un grupo indiferenciado de espectros obtenidos de hojas con
sintomas intermedios o avanzados. Los resultados sugieren que
para esta enfermedad es posible desarrollar un modelo de deteccion
en muestras problema. Para ello, se requerird incorporar al modelo
un mayor nimero de muestras en rangos de enfermedad bien
definidos. Estos resultados permiten vislumbrar las posibilidades
del uso de esta técnica no destructiva, para deteccion temprana
de los sintomas del amarillamiento foliar en crisantemo y como
herramienta para el disefio de estrategias oportunas y efectivas de
manejo de esta y otras enfermedades en las plantas.

Palabras clave: Diagnéstico rapido de enfermedades,
espectroscopia NIR, frenching, plantas ornamentales.

Abstract. The safe diagnostic of plant diseases depends on
expensive techniques which require time and specialized training.
This study evaluated the use of near-infrared spectroscopy (NIR)
for the rapid detection of ‘chrysanthemum leaf yellowing”, a
disease of unknown etiology causing important economic losses
in Antioquia’s chrysanthemum main producing areas. Spectral
NIR data from intact leaves showing different levels of yellowing
(healthy leaves, slightly deformed leaves or highly deformed leaves
with advanced yellowing), used in conjunction with multivariate
statistical analysis of NIR spectra, were used to build a descriptive
model for chrysanthemum leaf yellowing classification. The
descriptive model indicated the presence of two groups of NIR
spectra belonging to asymptomatic or symptomatic leaves, with
no further differentiation of NIR spectra from leaves showing mild
or severe yellowing symptoms. Not without the drawbacks of a low
number of NIR spectra, these results suggests that it is possible to
develop a fast, accurate and nondestructive, spectroscopic based
system to detect this disease on blind plant samples. Improvements
to the sensitivity of this model in detecting multiple stages of
this disease will depend on obtaining and adding new NIR leaf
spectra obtained from clearly defined ratings of the disease. Due
to its sensitivity and wide application, NIR spectroscopy appear
to be a core technique to further develop new systems for the
early detection of chrysanthemum leaf yellowing and other plant
diseases. This in turn may result in the design of opportune and
timely systems for plant disease control.

Key words: Diagnostic of plant diseases, NIR spectroscopy,
frenching, ornamental plants.

El “amarillamiento del crisantemo” describe una
enfermedad de naturaleza incierta que generalmente
se diagnostica por una reduccién severa del
crecimiento, amarillamiento y deformacién de
hojas en algunas variedades. Esta enfermedad
genera pérdidas econdmicas importantes en
cultivos del Oriente Antioquefio. Informacién
recogida localmente indicé que el problema es
mas severo en algunas variedades de crisantemos

sembradas repetidamente en el mismo suelo, pero
las plantas pueden recuperarse al trasplantarlas a
suelo sembrado previamente con otras variedades
que parecen ser resistentes. Una sintomatologia
parecida se relaciond anteriormente con la presencia
de grupos especificos de bacterias rizosféricas
(Woltz, 1978) y con la absorcion de isbmeros de
aminoacidos téxicos a las plantas (Woltz y Jackson,
1961).
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Para conocer mejor las causas, y elaborar planes
de manejo de esta enfermedad, es necesario usar
herramientas suficientemente rapidas y sensibles que
permitan relacionar niveles de la enfermedad con otras
caracteristicas de plantas o sustratos.

La espectroscopiainfrarroja cercana o espectroscopia NIR
(por sus siglas en ingles near-infrared), permite obtener
patrones bioquimicos en hojas de plantas para detectar
enfermedades biodticas o abidticas en forma rapida y
temprana; es decir, cuando aun no se observan a simple
vista sintomas de ellas (Liew et al., 2008). Esta técnica
cuantifica la interaccién de la materia con un haz de luz
incidente, donde una porciéon de fotones es reflejada
(reflectancia) y el resto es absorbida (absorbancia).
Dependiendo de la longitud de onda de la luz incidente,
la absorbancia o reflectancia de la luz se relaciona con
el nimero & concentracién de moléculas absorbentes
presentes en la muestra (Blanco y Villarroya, 2002). En
materiales quimicamente heterogéneos, como un tejido
vegetal, los espectros obtenidos en la regién NIR 800 a
2.500 nm, son combinaciones de bandas de absorcion
sobrepuestas o muy cercanas. Mediante algoritmos
y modelos estadisticos apropiados, la informacion
espectral puede relacionarse con la composicién fisico-
quimica o bioquimica de la muestra (Liew et al., 2008).

El sistema NIR puede implementarse para su uso en
forma cualitativa o cuantitativa, ejemplo de ello es
el estudio realizado por Cozzolino (2002) con 400
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muestras de alimentos para animales, donde se
encontraron coeficientes de determinacién mayores a
0,8 para la relacion entre varias propiedades medidas
por métodos estandar y los valores para esas mismas
propiedades obtenidos espectroscopicamente. Aunque
en ese estudio se utilizé un rango de longitud de onda
que cubre el visible e infrarrojo cercano (400 — 2.500
nm), se demuestra las posibilidades de esta técnica.

En esta investigacidn se evalu6 el uso de espectroscopia
NIR (1.000 a 2.500 nm) en modo de reflectancia,
para diferenciar hojas de plantas afectadas por
amarillamiento de crisantemo. Los resultados sugieren
que esta técnica podria aplicarse para detectar en
forma rapida, temprana y no destructiva esta y otras
enfermedades de plantas de crisantemo. Esto permitiria
disenar estrategias de manejo oportunas y efectivas.

MATERIALES Y METODOS

De la seccién de plantas madres de un cultivo comercial
ubicado en el Oriente Antioquefio (Antioquia,
Colombia), se obtuvieron tres conjuntos de muestras,
cadaunodeelloscompuesto por 20 hojas de crisantemo
(Dendranthema grandiflora var. Zembla), 60 hojas
en total, que presentaban uno de los tres niveles de
amarillamiento definidos por el agricultor al suministrar
las hojas (asintomaticas, sintomas intermedios y hojas
deformadas con sintomas avanzados), como lo ilustra
la Figura 1.

Figura 1. Apariencia de las hojas de crisantemo (Dendranthema grandiflora var. Zembla) Hojas asintomaticas
(A); hojas con sintomas intermedios (B) y hojas con sintomas avanzados de amarillamiento (C). Arriba, hojas

tomadas de los apices; abajo, hojas basales.
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Para los analisis espectroscopicos de las 60 hojas, las
mediciones de reflectancia se obtuvieron ubicando
el haz de cada hoja directamente sobre la ventana
de lectura de un espectroscopio FT-NIR BUCHI®
NIRFlex 500, disponible en el Laboratorio de Suelos
de la Universidad Nacional de Colombia, Sede
Medellin. Para cada hoja, se obtuvo un espectro en
un rango de longitudes de onda entre 1.000 a 2.500
nm (1.501 datos). Luego, el espectro de cada muestra
se transform6 mediante técnicas numéricas estandar
para este tipo de analisis (segunda derivada, aplicando
el filtro de Savitzky — Golay en una ventana de nueve
puntos y el método SNV [Standard Normal Variate]).
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Para conocer la capacidad discriminante del sistema
quimiométrico del espectroscopio (software NIRCal V.
5.4.), se estimé un modelo descriptivo (PCA — Cluster)
a partir de 40 espectros de hojas seleccionados al azar
por el sistema quimiométrico, teniendo en cuenta las
categorias sintomaticas descritas en la Figura 1.

RESULTADOS

La Figura 2 presenta el promedio de espectros NIR
(1.000 a 2.500 nm) de las hojas de crisantemo en las
categorias de hojas asintomaticas, hojas con sintomas
intermedios y hojas con sintomas avanzados.
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Figura 2. Promedio de los espectros de las muestras de hojas de crisantemo, analizadas en el rango del NIR
(1.000 a 2.500 nm) para las categorias asintomaticas (linea negra), sintomas intermedios (linea gris clara) y

avanzados (linea gris oscura).

La Figura 3A muestra la distribucién de espectros de
hojas de crisantemo asintomaticas o afectadas por
amarillamiento, en un plano cartesiano cuyos ejes son los
componentes principales de mayor significancia estadistica.
En general, se observan dos grupos de espectros. En la
parte superior del plano, se agruparon la mayor cantidad de
espectros de hojas calificadas como asintomaticas (circulos
negros). En la parte inferior del plano, se combinaron en
un segundo grupo los conjuntos de espectros de hojas
clasificadas con sintomas intermedios (tridangulos) o
avanzados (cuadrados), sin que se diferencien claramente
entre ellos. Cada punto en ese plano es una proyeccién de
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los 1.501 valores de reflectancia infrarroja que componen
el espectro de cada hoja analizada. En ese plano de
componentes principales, la semejanza o relaciones
entre espectros de cada hoja estan representadas porla
distancia o posicion de los puntos en el plano (Cuadras,
2007). Los resultados indican que a excepcion de una
muestra, las hojas sin sintomas presentan correlacién
positiva con bandas espectrales correspondientes a las
zonas de 1.124 a 1.392 y de 1.548 a 1.855 nm. Para
las hojas con sintomas intermedios y avanzados las
bandas espectrales corresponden a las zonas de 1.000
a 1.304 nm para los dos grupos de hojas.
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Figura 3. Anélisis de componentes principales (PCA - Cluster) de 40 espectros de infrarrojo cercano obtenidos de
hojas de crisantemo que fueron clasificadas previamente por agricultores en tres categorias de amarillamiento
(A): Sin sintomas (circulos negros), sintomas intermedios (tridngulos) y sintomas avanzados (cuadrados). Cada
punto en el plano representa el espectro infrarrojo de una hoja de crisantemo. En (B), Longitudes de onda que
mejor explican las componentes principales (PC1 y PC2, con valores positivos y alejados de la linea horizontal.

Ver texto en seccion de resultados).

La Figura 3B representa las longitudes de onda
que conforman las componentes principales (PC1l
y PC2) y el peso o importancia relativa de cada una
de estas variables, al momento de establecer el
modelo clasificatorio segun las tres categorias de
amarillamiento, definidas por el agricultor.

DISCUSION

La mayoria de las hojas asintomaticas presentaron
espectros diferentes a los que presentaron las hojas
con sintomas. Esas diferencias al ser detectadas
por espectroscopia infrarroja, sugieren que existen
cambios significativos en la composicion quimica
o bioquimica de estos dos grupos de hojas. Esa
diferenciacion se observa mas claramente a lo largo
del eje vertical en el modelo descriptivo presentado
en la Figura 3 A y es soportada por la contribucion
de bandas espectrales especificas que van de 1.000
a 1.124 nm para las hojas con sintomas intermedios
y avanzados y de 1.548 a 1.855 nm para las hojas
sin sintomas. De acuerdo con Workman y Weyer
(2007), las bandas del primer grupo corresponden a
estiramientos C-H de compuestos aromaticos y las
del segundo grupo corresponden a estiramientos
N-H de grupos aminos, amidicos y estiramientos
C-H de grupos alifaticos. Esta informacidén es
importante porque permitiria dirigir la busqueda
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de los compuestos que explican el desarrollo de
estos sistemas y posteriormente las causas de esta
enfermedad. Aunque este modelo descriptivo es
débil, debido al bajo nimero de muestras empleadas,
estos resultados tienen varias implicaciones para
entender esta y otras enfermedades en crisantemo,
lo que permitiria disefiar estrategias para abordar su
manejo anticipado y racional.

Al desarrollar librerias de espectros infrarrojos de
hojas u otros tejidos de plantas en diferentes estados
sanitarios o nutricionales, es posible detectar esos
estados antes de que se presenten sintomas visibles
al ojo humano (Liew et al, 2008). Por ejemplo,
en analisis posteriores en hojas de crisantemo de
la misma variedad, pero de origen desconocido,
podrian obtenerse espectros e interpolarse en un
modelo clasificatorio mas robusto, para detectar
asi el grado de amarillamiento de hojas. La misma
estrategia de clasificacion espectroscopica de hojas
afectadas diferencialmente por una enfermedad,
podria emplearse también en suelo o cualquier
tipo de sustrato para prevenir la siembra de plantas
sensibles en lugares inapropiados, o para conocer
mejor la relacién de esta enfermedad con otras
condiciones bidticas o abidticas. Adicionalmente, al
confirmar la asociacion entre sintomas en hojas con
bandas espectrales especificas, se podria definir con
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alguna certeza si los sintomas que se presentan en
diferentes lugares se asocian a las mismas condiciones
bioquimicas en las plantas o si los sintomas son
causados por los mismos agentes. Sin embargo, para
lograr el mejor uso de este sistema deben analizarse
un gran nimero de muestras de plantas y sustancias
de referencia. A pesar de sus limitaciones, este estudio
hace un aporte metodoldgico al uso del NIR, como
herramienta diagnostica en sanidad vegetal y para
su implementacion segura, haciéndose necesaria
la participacién del sector floricultor para lograr
desarrollos posteriores. Los beneficios de mejorar esta
herramienta descriptiva podrian entenderse mejor en
el contexto de enfermedades altamente destructivas
y de caracter cuarentenario internacional, como la
roya blanca del crisantemo (De Backer et al., 2011). En
estados iniciales, el patégeno (Puccinia horiana Henn)
puede infectar hojas asintomaticamente antes de
producir estructuras o dafios visibles (De Backer et al.,
2011). Durante ese periodo de latencia es imposible
detectar el patdégeno en forma rapida en el campo,
pero su presencia en la planta debe generar cambios
cualitativos y cuantitativos de los compuestos
detectables por espectroscopia NIR, ya que en esta
técnica analitica la interaccion radiaciéon - tejido
vegetal genera cambios energéticos relacionados
con la vibracién de los enlaces quimicos C-H, N-H,
O-H y S-H (Blanco y Villarroya, 2002). Algunos de
esos enlaces se detectaron aqui y son comunes en
compuestos vegetales cuyo tipo y concentraciones
pueden alterarse por la interaccién con patdgenos.

Esta técnica podria usarse para analisis directos en el
campo, ya que actualmente existen espectroscopios
moviles muy pequefos, que se conectan via USB
a un computador portatil (ver por ejemplo: www.
oceanoptics.com/; www.jdsu.com/), adicional a los
espectroscopios fijos mas robustos como el usado
en este estudio. Es posible que al preparar librerias
de espectros obtenidos de microorganismos vy
plantas afectadas diferencialmente por ellos, puedan
detectarse en forma simple las estructuras mismas del
patdgeno o los compuestos de defensa producidos por
la planta. En esta forma se dispondria de un sistema
de diagndstico rapido, barato, anticipado y objetivo
basado en la deteccion directa del patdgeno, sus
moléculas o los cambios bioquimicos que se producen.
Para nuestro conocimiento, esas condiciones no son
posibles al usar otros métodos de diagndstico.

Finalmente, la  clasificacién  espectroscopica
mejorara al incrementar el nimero de muestras en
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librerias espectrales e incluir otras caracteristicas
cuantitativas de las hojas (Massart et al., 2003), como
concentracion de nutrientes. Esto permitiria superar
el grado de subjetividad asociado con la forma
como se establecen los grupos sintomatoldgicos.
Igualmente, debido a las caracteristicas quimicas y
anatomicas de cada variedad vegetal, es necesario
desarrollar librerias con suficiente numero
de espectros para cada combinacion planta-
enfermedad. Pero esa limitacién se compensa
con la rapidez y bajo costo de los anélisis. Bajo
las condiciones de operacidon de este estudio, se
obtiene un espectro completo de una hoja en menos
de un minuto y a un costo comercial de $5.000 CP
(aproximadamente US$2,7 cada espectro).

CONCLUSIONES

Se desarrollé un modelo preliminar de detecciéon
espectroscopica NIR para el amarillamiento
del crisantemo, a partir de material clasificado
visualmente por los agricultores. La validacion del
modelo y el desarrollo posterior para deteccion
de otras enfermedades dependera del analisis
espectroscoépico de un mayor numero de
enfermedadesy variedades de plantas, en ambientes
biofisicos variables.
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