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Deteccion de estrés en planta forestal mediante espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS)
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Resumen

La espectroscopia de infrarrojo cercano o NIRS es un método 6ptico de diagnéstico no invasivo que
utiliza la absorcion o reflexion de determinadas longitudes de onda producida por los enlaces
guimicos C-H, O-H y N-H de los compuestos que se encuentran en los tejidos. Esta técnica se ha
aplicado con éxito en el ambito agricola para detectar estrés en planta, y por su rapidez y naturaleza
no destructiva se evallUa aqui su potencial en Castanea sativa, Quercus subery Q. ilex. Se evaluaron
los espectros obtenidos en hoja de (i) ocho clones de castano con distinta susceptibilidad a
Phytophthora cinnamomi (Pc), (ii) brinzales de alcornoque sometidos individual y simultdneamente a
estrés térmico y estrés hidrico, (iii) brinzales de alcornoque sometidos individual y simultaneamente
a estrés térmico y a Pc, y (iv) brinzales de encina sometidos a Pc frente a planta control. Tras la
transformacion de los espectros y el analisis de componentes principales, se han desarrollado
modelos discriminantes cuadraticos que permiten caracterizar el tipo de estrés al que esta sometida
la planta a partir de la captura del espectro en hoja, con un nivel de eficiencia > 86%.
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1. Introduccién

La espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS; Near Infrared Reflectance Spectrometry) es
una técnica espectroscopica vibracional basada en la region espectral del infrarrojo cercano (770-
2500 nm) ampliamente utilizada en el ambito agricola y forestal para la evaluacién de aspectos
cualitativos y cuantitativos de la planta. Actualmente constituye un método de diagnéstico rapido,
preciso, sensible, no invasivo y en tiempo real que puede identificar compuestos quimicos como
consecuencia de las vibraciones moleculares de los enlaces C-H, O-H y N-H de los compuestos,
proporcionando también informacién sobre dispersion causada por heterogeneidades
microestructurales (WANG et al., 2021). En el ambito forestal, las aplicaciones de la técnica NIRS
incluyen la identificacion de especies forestales, regiones de procedencia o la prediccion de
propiedades fisicas y quimicas de hojas y madera, pero también la deteccién de estrés abidtico o
bitico en planta (ABDULRIDHA et al., 2016; WANG et al., 2021). La técnica NIRS permite detectar
estrés hidrico en citricos, olivo, Quercus spp. y angiospermas (STIMSON et al., 2005; JOHNSON et
al., 2013; COTROZZI et al.,, 2017; RADDI et al., 2021) asi como enfermedades flungicas (MOHD
HILMI TAN et al., 2021) o causadas por oomicetos del género Phytophthora (NEWBY et al., 2019) en
planta forestal.

La encina (Quercus ilex), el alcornoque (Q. suber) y el castano (Castanea sativa), tres de los
arboles mas representativos de la cuenca Mediterranea, soportan un estrés fisiolégico creciente
como consecuencia de las tendencias del cambio climatico (aumento de las temperaturas medias,
mayor irregularidad de las precipitaciones y ocurrencia mas frecuente de eventos extremos como
olas de calor y sequias) y la introduccién de organismos exéticos invasores como el oomiceto

LGP

FORESTAL



2/7

Phytophthora cinnamomi Rands. (Pc), un agente de podredumbre radicular que constituye el
principal factor biético involucrado en la ‘seca’ de encinas y alcornoques y que en castano produce
la enfermedad de la ‘tinta’. El desarrollo de métodos de diagnostico temprano de estrés abidtico e
infeccion por Pc y para la identificacion de genotipos tolerantes al estrés en estas especies
supondria una herramienta Gtil para apoyar la correcta toma de decisiones en plantaciones y
viveros, el monitoreo ambiental de los bosques o la mejora genética de las especies. Sin embargo, el
uso de técnicas opticas de diagndstico de estrés abidtico y enfermedades en estas especies es alin
limitado.

En C. sativa, el NIRS se ha aplicado con éxito para la detecciéon de danos por hongos en
castanas (MOSCETTI et al., 2014), o para la caracterizacion de las propiedades fisicas de la madera
(MANCINI et al., 2019). En Q. ilex, el NIRS se ha usado con éxito para la deteccién de estrés hidrico
en plantulas (RADDI et al., 2021) mientras que en Q. suber la espectroscopia de infrarrojo medio
(MIRS) se ha usado para caracterizar la respuesta de las raices a la infeccion por Pc (HARDOIM et
al., 2016).

2. Objetivos

El objetivo de este trabajo fue evaluar los espectros en hoja de (i) ocho clones de castano con
distintas tolerancias a Pc, (ii) brinzales de alcornoque sometidos individual y simultdneamente a
estrés térmico y estrés hidrico, (iii) brinzales de alcornoque sometidos individual y simultdneamente
a estrés térmico y a Pc, y (iv) brinzales de encina sometidos a Pc frente a planta control, y
correlacionar los espectros obtenidos con la tolerancia a Pc de los clones de castano y con el tipo de
estrés aplicado en Q. ilexy Q. suber.

3. Metodologia

MATERIAL VEGETAL. Para el ensayo con castano se utilizaron plantas micropropagadas in vitro
de entre una y dos savias de los clones de castano ‘111-1’, ‘2671’, ‘7521’, ‘Valle Matamoros I’
(resistentes a Pc), ‘Valle Matamoros II’, ‘90044’ (susceptibilidad intermedia), ‘Cs12’ y ‘Paterna del
Rio 18’ (susceptibles) plantadas en macetas de 1 L. Las plantas fueron adquiridas en el vivero del
grupo TRAGSA-SEPI ubicado en Maceda (Ourense) y trasladadas al invernadero del Centro
Universitario de Plasencia en enero de 2021. Para los ensayos con alcornoque y encina se utilizaron
plantulas de dos savias de Q. suber procedentes de tres poblaciones (Extremadura, Portugal y
Marruecos) y plantulas de una savia de Q. ilex procedentes de Extremadura, respectivamente. Las
bellotas fueron sembradas por la UEx en enero de 2020 y 2021, respectivamente, en bandejas de
48 alveolos de 300 mL de volumen. El substrato utilizado en todos los casos fue una mezcla (9:1)
de turba rubia Sphagnum (Kekkila® Professional) y vermiculita (Projar®, grado 2). Se anadié abono
NUTRICOTE (15+9+10 T270) de liberacion lenta a una dosis aproximada de 4 g/L, y todo el material
vegetal fue regado a capacidad de campo al menos una vez por semana.

DISENO EXPERIMENTAL Y APLICACION DE LOS TRATAMIENTOS DE ESTRES. Los ensayos se
realizaron en el invernadero del Centro Universitario de Plasencia entre abril y mayo de 2021. Para
el primer ensayo, 10-12 plantas de cada clon de castano se dispusieron el 1 de abril en un diseno
completamente aleatorizado y se mantuvieron bajo condiciones hidricas 6ptimas hasta la medicion
de espectros. En el segundo ensayo, 4 bandejas forestales con brinzales de Q. suber fueron
sometidas a los tratamientos ‘control’ (C), ‘estrés hidrico’ (WS), ‘estrés térmico’ (T) y estrés térmico
combinado con estrés hidrico (T+WS), midiéndose el espectro NIR siete dias después del inicio de
los tratamientos (n=30 por tratamiento). En el tercer ensayo 4 bandejas forestales conteniendo
brinzales de Q. suber fueron sometidas a los tratamientos ‘control’ (C), ‘estrés térmico’ (T),
‘inoculacion con Pc’ (Pc) y estrés térmico combinado con Pc (T+Pc), midiéndose el espectro NIR en
hoja siete dias después del fin del tratamiento T (n=30 por tratamiento). Para el cuarto ensayo, 4
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bandejas forestales con brinzales de Q. ilex fueron asignados a los tratamientos ‘control’ (C),
‘inoculacion con Pc’ (Pc), tratamiento con fosfito potasico (un inductor de resistencia frente a Pc) y
tratamiento con fosfito (Fi) seguido de inoculacién con Pc (Fi+Pc), midiéndose el espectro NIR cuatro
dias después de la inoculacion (n=30 por tratamiento). Los tratamientos de estrés hidrico se
aplicaron manteniendo el contenido volumétrico de agua del suelo por debajo del 4 % de acuerdo a
las mediciones realizadas con un medidor de humedad (Field Scout™ TDR Soil Moisture Meter,
Spectrum Technologies, Inc.) mientras que para la aplicacion del tratamiento T los brinzales se
introdujeron en un horno especialmente disefnado para estresar planta, donde cada dia fueron
sometidas a temperaturas de 42 °C. El indéculo de Pc se preparé siguiendo el protocolo de JUNG et
al., (1996) usando la cepa virulenta ‘MYCO18'’ y los brinzales fueron inoculados con Pc en raiz tras lo
cual las bandejas fueron inundadas 48 h para promover la infeccion.

TOMA DE DATOS NIRS. El espectro NIRS se midié en el invernadero del Centro Universitario de
Plasencia a lo largo de tres dias consecutivos (5-7 de mayo de 2021) entre las 10:00 h y 13:00 h de
la manana bajo condiciones naturales de luz y temperatura. Se realizaron dos mediciones (réplicas
técnicas) en una Unica hoja por planta usando la tercera o cuarta hoja completamente desarrollada
y sin sintomas de estrés contando desde el apice del tallo, y el promedio de ambas mediciones se
considerd representativo de cada hoja. Se empled un sistema portatil MicroNIR OnSite que permite
realizar medidas de reflectancia difusa y cubre un rango espectral de 950 a 1650 nm (10526-6060
cm-1) con una alta resoluciéon del espectro cada 6,19 nm.

ANALISIS DE DATOS ESPECTRALES. Inicialmente se efectué un anélisis visual de los espectros
para detectar posibles errores en las mediciones, consistente en eliminar aquellos espectros en
crudo con firmas espectrales claramente diferentes al resto. A continuacién, se aplicaron una serie
de pretratamientos matematicos sobre los espectros con el objetivo de reducir los efectos del ruido
de fondo y la informacion redundante sobre el rendimiento de la calibracién. Cada pretratamiento es
incapaz de cumplir todos los objetivos a la vez, con lo que la seleccion del pretratamiento mas
apropiado es un proceso empirico que depende de los resultados obtenidos tras la calibracion de la
variable objetivo. Los pretratamientos evaluados fueron los siguientes: ‘estandar normal variable’
(SNV), ‘detrend’, ‘primera derivada del espectro en crudo’ (SG1), ‘segunda derivada del espectro en
crudo’ (SG2), ‘primera derivada del espectro SNV’ (SNVSG1) y ‘segunda derivada del espectro SNV’
(SNVSG2). SNV reduce los efectos del ruido del tamano de particula al escalar cada espectro para
tener una desviacion estandar de 1.0. Detrend reduce la curvatura de cada espectro y se aplica
conjuntamente con el tratamiento SNV. La primera derivada reduce el desplazamiento de la linea
base en todas las longitudes de onda y estandariza las tasas de absorcion de la linea base, lo que
hace que los picos y valles espectrales sean mas comparables. La segunda derivada convierte los
picos maximos locales en picos minimos por debajo de la linea base, que se aplana. El método
utilizado para obtener las derivadas ha sido el de Savitzky Golay (SAVITZKY & GOLAY, 1964)
empleando un tamano de ventana de cinco puntos para el suavizado del espectro.

Se elaboraron modelos clasificatorios descriptivos (no predictivos) para distinguir entre clones
de castaino resistentes y susceptibles a Pc y entre distintos tipos de estrés en Q. subery Q. ilex. Para
ello se realizaron analisis de componentes principales (PCA) seguidos de analisis discriminantes
cuadraticos (QDA) sobre los espectros NIR. El QDA es un método que se utiliza para clasificar una
variable de respuesta en dos o mas clases, cuando tiene un conjunto de variables predictoras. Se
considera el equivalente no lineal del analisis discriminante lineal. Permite predecir la probabilidad
de pertenecer a una clase (o categoria) determinada en funcion de varias variables predictoras en
este caso continuas. Para la seleccion del nimero 6ptimo de componentes principales del modelo
discriminante se tomaron aquellas cuyos valores propios fuesen mayores a la unidad.

-
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4. Resultados

Mediante el espectro NIR de la hoja fue posible distinguir entre clones de castano resistentes
a Pc y clones susceptibles. La transformacion del espectro que dio lugar a un mayor poder
clasificatorio en el modelo fue la transformaciéon SNV seguido de SG1. Usando 10 componentes
principales, el analisis PCA seguido de QDA para esta transformacion del espectro permitié clasificar
correctamente los clones de acuerdo a su resistencia a Pc en un 94,3% de los casos (Tabla 1).

Tabla 1. Consenso entre la clase de susceptibilidad real de cada clon de castano y la clase predicha por el modelo
(susceptible, intermedio y resistente) en base al espectro NIR de la hoja.

Clase predicha (susceptibilidad)

Susceptible | Intermedio | Resistente
§ Susceptible 16 1 0
o Intermedio 0 11 1
[72)
g Resistente 0] 1 23

Mediante el espectro NIR de la hoja también fue posible distinguir entre brinzales de Q. suber
no estresados y estresados por T, WS y T+WS (Tabla 2). La transformacién del espectro que dio
lugar a un mayor poder clasificatorio en el modelo fue la transformacion SNV seguido de SG2, con
un acierto del 91% en la clasificacion de los casos usando 11 componentes principales (Tabla 2).

Tabla 2. Consenso entre la clase real de estrés y el tipo de estrés predicho por el modelo en brinzales de Q. suber
sometidos a los tratamientos control (C), estrés térmico (T), estrés hidrico (WS) y estrés hidrico combinado con estrés
térmico (WS+T) en base al espectro NIR medido en hoja.

Clase Predicha
Control T Ws Ws+T
Control 16 0 0 0
2 T 1 18 0 0
© 0O
o= Ws 0 2 18 0
Ws+T 3 0 0 12

En los brinzales de Q. suber sometidos a estrés térmico, Pc y a ambos estreses combinados,
la transformaciéon del espectro que dio lugar al modelo con el mayor poder discriminante fue la
segunda derivada del espectro SNV. El andlisis mediante PCA seguido de QDA para esta
transformacion usando 13 componentes principales permitié clasificar correctamente los brinzales
de acuerdo al estrés al que estaban sometidos en un 90.5 % de los casos (Tabla 3).

Tabla 3. Consenso entre la clase real de estrés y el tipo de estrés predicho por el modelo en brinzales de Q. suber
sometidos a los tratamientos control (C), estrés térmico (T), estrés térmico combinado con P. cinnamomi (T+Pc) e
inoculacion con P. cinnamomi (Pc) en base al espectro NIR medido en hoja.

Clase predicha
Control T T+Pc Pc
] Control 24 0 0 0
S T 1 30 3 1
a T+Pc 0 3 19 1
o Pc 0 0 0 23

-
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La segunda derivada del espectro SNV seguida de analisis PCA y QDA permitioé, usando 12
componentes principales, distinguir los brinzales de Q. ilex infectados con Pc de aquellos no
infectados, independientemente de si se aplicd fosfito potasico a la planta infectada, con una
eficacia del modelo en la clasificacion del 86.8 % de los casos (Tabla 4).

Tabla 4. Consenso entre la clase real de estrés y el tipo de estrés predicho por el modelo en brinzales de Q. suber
sometidos a los tratamientos control (C), estrés térmico (T), estrés térmico combinado con P. cinnamomi (T+Pc) e
inoculacion con P. cinnamomi (Pc) en base al espectro NIR medido en hoja.

Clase predicha
Control T T+Pc Pc
] Control 24 0 0 0
s T 1 30 3 1
@ T+Pc 0 3 19 1
o Pc 0] 0 0 23

5. Discusion

El uso de la espectroscopia NIR en castano se ha limitado hasta ahora a la determinaciéon de
rasgos cuantitativos (MANCINELLI et al., 2014; MOSCETTI et al., 2014) o al analisis de la calidad y el
origen de las castanas (HU et al., 2017; NARDECCHIA et al., 2020). Este es el primer estudio en
testar la posibilidad de discriminar entre castanos resistentes y susceptibles a Pc en base a su
espectro NIR. Es necesario realizar mas investigacion en este sentido y validar en nuevo material los
modelos predictivos desarrollados. No obstante, el uso de NIRS puede ser un método eficiente,
rapido y barato para distinguir genotipos resistentes en screenings masivos de resistencia a Pc en
Castanea spp.

La deteccién rapida de estrés hidrico y térmico es, en el actual contexto de cambio climatico,
de capital importancia para la monitorizacion de ecosistemas forestales, plantaciones, y stock de
vivero. La deteccion rapida de estrés hidrico mediante NIRS es posible en otras especies de Quercus
spp. como Q. ilex (RADDI et al., 2021) o Q. agrifolia (HUNT JR. & ROCK, 1989). Sin embargo, este es
el primer estudio mostrando que es posible detectar estrés hidrico, térmico y su combinacion
mediante NIRS en alcornoque.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo para los brinzales de Q. suber sometidos
a estrés térmico, Pc y a ambos estreses combinados estan en linea con otros estudios previos en
Ulmus minor y Q. suber, donde plantas infectadas presentaron un espectro NIR caracteristico y
diferente del de plantas no infectadas, en muestras de tallo y raiz respectivamente (HARDOIM et al.,
2016; MARTIN et al., 2007, 2008). La deteccion directa de estrés en hoja es sin embargo un
método mas conveniente por su rapidez en comparacion con las mediciones en raiz, por lo que
nuevos estudios han de desarrollarse para validar los resultados obtenidos aqui.

6. Conclusiones

El uso de espectroscopia NIR combinada con andlisis quimiométrico permite clasificar
eficientemente clones de castano resistentes y susceptibles a P. cinnamomi, asi como distinguir el
tipo de estrés (térmico, hidrico e infeccion por P. cinnamomi) al que estan sometidos plantulas de Q.
suber y Q. ilex. Este estudio es un primer acercamiento a la deteccion rapida de estrés en estas
especies, siendo necesarios mas estudios para la validacion de los modelos predictivos
desarrollados.
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