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Resumen

Durante miles de anos el grano de arroz ha desempenado un gran papel como sustento bésico.
Actualmente, es considerado uno de los granos mas importantes dentro de la alimentacion del 70 %
de la poblacién global, lo cual demanda que el incremento en la produccién se triplique en los pro-
ximos 50 anos. En este sentido, se han desarrollado numerosos proyectos, plataformas, instalaciones
e invernaderos, en los cuales el arroz se mejora genéticamente para mejorar la produccién. El mejo-
ramiento de los granos de arroz es llamado fitomejoramiento y se realiza comunmente a través de la
biologia molecular, en la cual se evaliian los rasgos observables de variedades de arroz, después de
realizar modificaciones genéticas, con el fin de preveer en los cultivos un mayor rendimiento, pro-
ductividad y sostenibilidad ante los estreses bidticos y abiéticos, las adversidades del calentamiento
global y el cambio climético.

El presente trabajo de grado contempla el disefio de un sistema de captura de datos morfoldgicos
(fenotipos estructurales) de la planta de arroz Oryza Sativa L, por medio del analisis de imégenes,
durante diferentes etapas de su crecimiento. Se disené este sistema porque actualmente construir y
mantener un laboratorio de fenotipado de alto rendimiento (HTP) conlleva un alto costo monetario,
al que muchas instalaciones, instituciones o proyectos a pequena escala no tienen la capacidad de
acceder. También para mejorar los métodos convencionales o manuales que son aplicados hoy en
dia, ya que recopilar informaciéon de la estructura de diferentes plantas requiere tiempo, mano de
obra, dedicacién y paciencia, que a largo plazo pueden afectar las mediciones debido a la percepcion
y subjetividad. Finalmente, algunos datos obtenidos sirven de entrada a otro trabajo de grado que
busca modelar computacionalmente el crecimiento de la planta de arroz.

Para evaluar la efectividad del sistema de anélisis de imégenes se comparé con el método tradicional
o manual, a través de fenotipos estructurales como: la altura de la planta, longitud del tallo, ntimero
de hojas, elongaciéon de las hojas, angulos de inclinacién y curvatura de las hojas. Los resultados
obtenidos permitieron concluir que el sistema es preciso, puesto que se obtuvo coeficientes de de-
terminacion (R) de 0.9943 para la altura de la planta, 0.995 para la longitud del tallo y 0.9869
para la elongacion de las hojas. Sin embargo, componentes como longitud de las hojas en etapa de
envejecimiento foliar, 4ngulo y curvatura de las hojas variaron ampliamente. Los datos obtenidos
presentan error relativo promedio de 5.0 % para la altura de la planta, 3.0 % para la longitud del
tallo, 14 % para la elongacion, 10 % para el angulo y 11 % para la curvatura de las hojas.

Los fenotipos estructurales se integraron a fenotipos temporales con los cuales se obtuvo tasas de
crecimiento de la variedad de arroz F60 desde 2.96 mm/dia hasta 6.40 mm/dfa. También se obtuvo
tasa de crecimiento del tallo y tasa de elongacién de las hojas.

Palabras Clave: Fitomejoramiento, morfologfa, arroz, Oryza Sativa L, fenotipado de alto ren-
dimiento, sistema de captura, procesamiento de imagenes.



Abstract

For thousands of years, rice grain has played a major role as a staple food. Today, it is considered
one of the most important grains in the diet of 70 % of the global population, which demands a
three-fold increase in production over the next 50 years. In this sense, numerous projects, platforms,
facilities and greenhouses have been developed in which rice is genetically improved to increase pro-
duction. The improvement of rice grains is called plant breeding and is commonly done through
molecular biology, in which the observable traits of rice varieties are evaluated after genetic modi-
fications, to provide crops with higher yields, productivity and sustainability in the face of biotic
and abiotic stresses, the adversities of global warming and climate change.

This work contemplates the design of a system to capture morphological data (structural phe-
notypes) of the rice plant (Oryza Sativa L), by means of image analysis, during different growth
phases. This system was designed because currently building and maintaining a high throughput
phenotyping (HTP) laboratory involves a high monetary cost, which many facilities, institutions or
small-scale projects do not have the capacity to access. Also, to improve the conventional or manual
methods that are applied today, because collecting structures data from different plants requires
time, work, dedication and patience, which can be affect measurements obtained due to perception
and subjectivity. Finally, some of the data obtained serve as input to another work that seeks to
computationally model rice plant growth.

To evaluate the effectiveness of the image analysis system, it was compared with the traditional or
manual method, through structural phenotypes such as plant height, stem length, number of leaves,
leaf elongation, inclination angles and leaf curvature. The results obtained allowed concluding that
the system is accurate, since the coefficients of determination (R) of 0.9943 for plant height, 0.995
for stem length and 0.9869 for leaf elongation were obtained. However, components such as leaf
length at leaf aging stage, leaf angle and leaf curvature varied widely. The data obtained showed an
average relative error of 5.0 % for plant height, 3.0 % for stem length, 14 % for elongation, 10 % for
angle and 11 % for curvature.

The structural phenotypes were integrated to temporal phenotypes with which growth rates of the
rice variety F60 were obtained from 2.96 mm/day to 6.40 mm/day. Stem growth rate and leaf elon-
gation rate were also obtained.

Key words: Plant breeding, morphology, rice, Oryza Sativa L, high throughput plant phenoty-
ping, capture system, image processing.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Se prevé que el crecimiento de la poblacion mundial se duplicard durante los primeros 45 afios
del siglo XXI. Como consecuencia, la produccion de alimento tendré que triplicarse, obligando a un
incremento en la productividad agricola. Ademas de la imperativa necesidad por lograr seguridad
alimentaria, los estreses biéticos y abiéticos han alterado la sostenibilidad productiva de los cultivos,
en algunos casos de manera critica, por ejemplo: variaciones climéticas que afectan la sobrevivencia
de algunos cultivos, como el cacao; el contenido de metales en suelos que afectan el desarrollo normal
de cualquier cultivo y comprometen su uso para consumo humano; o las emisiones no deseadas de
gases invernadero en cultivos esenciales, como el arroz. En este contexto, el desarrollo y la sosteni-
bilidad de nuevas variedades es necesario para mejorar la productividad agricola. Para ello, conocer
el genotipo y fenotipo de la planta, el suelo y el medio ambiente es un primer paso fundamental|l,

pag 16].

El fenotipado de plantas ha sido de interés para toda la humanidad, y se ha llevado a cabo desde
hace mas de diez mil anos, cuando los primeros agricultores seleccionaban las semillas con caracte-
risticas deseables para el siguiente cultivo. En ese momento, el fenotipado era la tinica opcién para
mejorar el cultivo, ya que el genotipo de las plantas ha empezado a estudiarse hace relativamente
poco tiempo. Sin embargo, el fenotipado de las plantas sigue siendo un paso importante para la
mejora de variedades vegetales y la sostenibilidad de los cultivos |2].

Actualmente, la fenotipificacion de los rasgos morfologicos y fisiologicos de las plantas es una de
las tareas més laboriosas en el fitomejoramiento y, por lo tanto, el fenotipado de plantas de alto
rendimiento automatizado (High Throughput Phenotyping) facilita la medicién de dichos rasgos de
forma no destructiva. Existen diversos métodos para el fenotipado de plantas, como el anélisis de
imagenes en 2D, la reconstruccién 3D, en imégenes desde multiples vistas y en imagenes volumé-
tricas de alta resolucion [3]. En 2011, Hartmann et al. realizaron un trabajo titulado "HTPheno:
An image analysis pipeline for high-throughput plant phenotyping", el cual emplea el método de
analisis de imagenes 2D para distinguir entre fenotipos estructurales y temporales de dos plantas
de cebada (Barke y Morex) bajo condiciones de buen riego y sometidas a estrés abiotico [4]. Por
otra parte, en 2016, Choudhury et al. realizaron un trabajo titulado: Automated Vegetative Stage
Phenotyping Analysis of Maize Plants using Visible Light Images [5], en el cual se introdujo un con-
junto de fenotipos estructurales y temporales para evaluar distintos genotipos de plantas de maiz y
compararar con diferentes fenotipos encontrados, como la longitud de las hojas, longitud del tallo
y altura de la planta en diferentes etapas de su crecimiento [6].
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Existen diversos software gratuitos que permiten el fenotipado de plantas [7] , como: HTPheno [4],
PlantCV (8|, EasyLeafArea [9], entre otros . También, existen diferentes instalaciones para HTP,
por ejemplo: las instalaciones de Agrobios Plant Scanalyzer (APS) en Italia, The Plant Accelerator-
Australian Plant Phenomics Facility o The Scanalyzer de Lemnatec en la Universidad de Nebraska-
Lincoln-USA | entre muchas otras. Sin embargo, los principales factores limitantes para el fenotipado
de alto rendimiento (HTP) con condiciones controladas, son el acceso a una instalacion de iméagenes
o los costos para establecer una. Por lo tanto, dichas instalaciones se establecen con el objetivo de
proporcionar el fenotipado como servicio y cuando se prevé un alto rendimiento y uso continuo de la
instalacion. Por ello, una instalacién de fenotipado de bajo costo podria ser una alternativa viable
cuando (1) el acceso a una instalacion de alto rendimiento no esta disponible, o (2) el fenotipado es
ocasionalmente para proyectos a pequena escala [6].

En este trabajo se logré la implementacion de un sistema de bajo costo que permite obtener datos
morfologicos (fenotipos estructurales y temporales) de la planta de arroz en diferentes etapas de su
crecimiento a través del analisis de imagenes y con ayuda del software gratuito PlantCV. Las varia-
bles o rasgos morfologicos cuantitativos medidos fueron fenotipos estructurales, como longitud del
tallo, altura de la planta, nimero, longitud, 4ngulo y curvatura de las hojas. Para ello fue necesario
(i) establecer los requerimientos, necesidades y especificaciones del sistema, (ii) seleccionar dispositi-
vos de bajo costo adecuados para la captura de imégenes, (iii) especificar bajo que condiciones estos
dispositivos funcionan correctamente, (iv) establecer la etapa de crecimiento de la planta adecuada
para la captura de iméagenes, (v) extraer datos morfologicos de la planta a partir del analisis de las
imégenes capturadas. Finalmente, (vi) evaluar la efectividad del sistema comparando con métodos
de fenotipado tradicionales o manulaes.

Contribuciones: Actualmente, una plataforma o instalaciéon de fenotipado de alto rendimiento
(HTP) sigue teniendo muchas limitaciones, como lo es la accesibilidad. Por eso, el sistema propues-
to puede ser una alternativa portatil para realizar procesos de fenotipado a pequena escala o para
las instituciones o programas con recursos limitados.

Por otra parte, dado que uno de los objetivos de OMICAS es el desarrollo de una plataforma de
fenotipado fija que permita medir variables del suelo-planta-atmosfera, este trabajo podria ayudar
a corroborar investigaciones genotipicas reflejadas en el fenotipo estructural y de la arquitectura de
la plantas de arroz y cana de azicar. Finalmente, cabe mencionar que los datos obtenidos en este
trabajo sirvieron de entrada a un trabajo de grado paralelo a este titulado "Sistema de modelado
para la reconstrucciéon 3D del crecimiento de la variedad de arroz oryza sativa L", realizado por los
estudiantes de ingenieria electréonica Brayan Ricardo Jurado Getial y Juan Diego Palacios Delgado.



CAPITULO 2

MARCO DE REFERENCIA

2.1. Marco Teoérico

El procesamiento digital de senales (PDS) es un método célebre hoy en dia pues es usado en
diversas areas del conocimiento como la ingenierfa, la astronomia, la agronomia, las ciencias de la
salud, la biologia, entre otras. Lo que hace que el PDS sea tan importante, es que es un conjunto de
técnicas y procesos para descubrir informacién contenida ya sea en una senal, una imagen e inclusive
un video, ver Figura 2.1. Cuando se desea obtener informacién a partir de una o varias series de
imégenes, es comtn usar el Procesamiento Digital de Imagenes (PDI) donde preferiblemente el
computador es la herramienta principal [10].

Entrada Salida
Sensor Actuador
Procesador
CAD |=———p digital de = =———s CDA =—s
sefiales
Sefial Sefial
analégica Sefial S.Eﬁal analdgica
digital digital

Figura 2.1: Diagrama de bloques de un sistema de procesamiento digital de senales (PDS), en el
cual existen tres etapas principales; La conversion senal analogica a digital (CAD), el procesamiento
digital de senal y la concersion de la senal procesada a una senal analogica (CDA).

El PDI ha experimentado un favorable cambio a través del tiempo desde su inicio en Jet Pro-
pultion Laboratory en 1964, hasta hoy en dia. Debido al crecimiento en el poder del computo, las
grandes capacidades de almacenamiento y los novedosos sistemas de captura e impresion, se ha lo-
grado el desarrollo de esta area [11]. El PDI es aplicado en un ambiente digital, lo que significa que
es importante que la imagen se encuentre en el mismo entorno. Para que una imagen o fotografia
pueda ser llevada del mundo real al mundo digital, se requiere una serie de procedimientos. Ver
Figura 2.2



14 Capitulo 2. MARCO DE REFERENCIA

Microlentes que Filtros que Sensores Convertidor
enfocan los rayos . separan la luz ’ fotoeléctricos » Aﬂéloglw -
de luz enR,G,B (CCD o CMOS) Digital

A
D
C

J

Imagen digital procesada

Procesamiento de

imagen (PDI)

Figura 2.2: Diagrama de la obtencion y el procesamiento digital de imagenes (PDI). Modificado de:
https://bryanmed.github.io/ImagenDigital /

La fotografia digital es un avance tecnolégico desarrollado por la NASA y por el ejército de los
EE.UU. En 1969 los laboratorios Bell inventaron el sensor CCD (Dispositivo de carga acoplada),
y lo que inicialmente iba a ser un dispositivo de almacenamiento de memoria se convirtié6 en un
dispositivo que capta la intensidad de luz en las camaras digitales [12, pag 337]. Los sensores de
imégenes mas utilizados en la actualidad se basan en el CCD, el cual detecta y captura la informaciéon
que contiene la imagen, gracias a los millones de componentes sensibles a la luz que lo conforman,
ver Figura 2.2. Se trata de un arreglo matricial capaz de convertir la luz en sefiales eléctricas, siendo
cada unos de esos elementos conocidos como pixeles.

2.2. Imagenes digitales

La imagen digital se constituye principalmente de pixeles, en los que, con una cordinaciéon perfec-
ta entre estos, se es posible capturar una aproximacion de una escena de la vida real. La informacion
que poseé un pixel es de color y brillo, y ésta se representa nimericamente |13, pag 255|. Dado que
los computadores operan bajo un sistema binario denominado bit (1 y 0), es posible asignar un bit
a un color, en este caso, 1 representa negro y 0 blanco. Ademas, si se expande la cantidad de bits se
puede obtener una mayor tonalidad de estos, como gris oscuro, gris claro, entre otros ( ver Figura
2.3 ). Esto ha permitido conseguir imagenes digitales en escalas de grises entre 0 y 255 bits [13, pag
256.
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Figura 2.3: Comparacion entre una imagen en formato (RGB) y una imagen a escala de grises.
Fuente: https://www.manuelportillo.com /blanco-negro-digital /

Una imagen a color utiliza el mismo principio que una imagen en escalas de grises, solo que utiliza
més bits para representar los colores rojo, azul y verde. A esto se le conoce como RGB y permite
trabajar con 16,7 millones de colores. Las imagenes RGB han sido muy importantes en las ultimas
décadas, gracias a la gran cantidad de informacién que se puede recopilar y que el ojo humano no es
capaz de percibir. Por ejemplo, comunmente se utiliza la vista para la medicién de ciertas variables
de interés, una labor que por lo general suele ser tediosa al momento de aplicarla. Esto es debido
a la inconformidad de estar midiendo parametro por parametro para llegar a un resultado general,
ademas de estar expuesto a errores por una posible mala medicién del operario. Estos problemas se
pueden evitar si se usa una camaré para obtener las imaganes de lo que se desea medir y se aplica
una serie de técnicas contempladas en el PDI, para obtener una buena aproximaciéon de aquella
variable, ver Figura 2.3.

2.2.1. Caracteristicas de las imagenes digitales

Las imaganes digitalizadas pueden ser modificadas en varios aspectos, esto se debe a la capacidad
de computo que permite modificar incluso valores (pixeles) de la propia imagen, con el fin de obtener
una imagen lo mas real posible. Algunas de esas caracteristicas son.

= Resolucidén: La resolucion es la capacidad de distinguir los detalles de la imagen. Para ex-
presar la resolucion se utilizan los puntos por pulgada (dpi) o los pixeles por pulgada (ppi).
Un buen indicador de la resolucion es la frecuencia de muestreo, por lo que un aumento en la
frecuencia de muestreo ayuda a aumentar la resolucion |14, Pag 1]. Ver Figura 2.4.
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300 DPI 72 DPI

Figura 2.4: Comparacion de una imagen con diferente resolucion, entre mas dpi posea una imégen
mayor sera su calidad. Modificado de: http://www.300dpi.pl/2014/10/co-to-jest-300dpi.html

= Dimension de pixel: Son las medidas horizontales y verticales de una imagen expresadas en
pixeles. Las dimensiones de pixel se pueden determinar multiplicando tanto el ancho como la
altura por el dpi. Una cdmara digital también tendra dimensiones de pixel, expresadas como
la cantidad de pixeles en forma horizontal y en forma vertical que definen su resolucion [15].
Ver Figura 2.5.

720p 1080p

Figura 2.5: Las iméiganes pueden tener diversas dimensiones dependiendo del dispositivo que la
ha capturado. Actualmente, existen dimensiones desde los 144p hasta los 7680p (8k). Fuente:
https://www.imymac.com /es/mac-tips/resolution-comparison.html

= Profundidad de bit: La profundidad de bits especifica la cantidad de informaciéon de color
que esta disponible para cada pixel de una imagen. Mas bits de informacién por pixel generan
mayor disponibilidad de colores y una representacion de color més precisa en una imagen, lo
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que afecta al tamano de la misma. En pocas palabras, el tamano de archivo de una imagen
aumenta con la profundidad de bits, ya que se almacena més informaciéon de color por pixel
en una imagen con una profundidad de bits superior [16]. Ver Figura 2.6.

g

10 bit 8 bit 4 bit' =1 b)(

*

Figura 2.6: Los colores para representar la imagen tendran una mayor variedad entre mas bits tenga

un pixel. De derecha a izquierda los bits aumentan por lo que los colores se aproximan a la escena
real. Fuente: https://hardzone.es/2018,/04/22 /profundidad- de - color - pantallas /

= Rango Dinamico: El rango dinamico es la relacién entre la cantidad de luz de la parte mas

iluminada de la escena y la cantidad de luz minima detectable de la parte mas oscura (con
detalle) de dicha escena. El rango dindmico se puede expresar como una relacion lineal, por
ejemplo un rango de 1000:1 indicaria que la parte més luminosa es 1.000 veces mas brillante
que la méas oscura en la que todavia se distingue detalle [17]|. Ver Figura 2.7.

Tamano de Archivo: Se calcula multiplicando altura x ancho de un documento a ser esca-
neado, por la profundidad de bits y el dpi. Como la imagen se representa en bytes, tendremos
que dividir la cifra anterior por 8, ya que cada byte esta formado por 8 bits [14, Pag 6].

Compresion: La compresion de una fotografia es la reduccion de los datos digitales que
no resultan necesarios e importantes. Esta compresiéon permite almacenar mayor numero de
imAagenes al conseguir que los archivos resultantes no ocupen mucho espacio. La compresion
puede ser con pérdida (Lossy) o sin perdida (LossLess). Algunos métodos de codificacion con
perdida son: Codificacién predictiva con pérdidas y Codificaciéon de la transformada. Entre los
métodos sin perdida se encuentra: codificacion de longitud variable (Codificacion Huffman y
otros), codificacion en planos de bits: descomposicion y RLE, fundamentos de LZW y CCYTT
[18].
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Active D-Lighting on

Figura 2.7: La imagen izquierda posee un rango dinamico mas estrecho y una cantidad limitada de
tonos representados. La imagen derecha posee un rango dindmico mas extenso y una mayor cantidad
de tonos representados. Fuente: https://fotografiaprincipiantes .wordpress.com/2016/03/16/rango-
dinamico/

2.2.2. Tipos de imagenes digitales

Debido a las caracteristicas que poseen las imagenes se pueden clasificar en diferentes tipos,
dependiendo de su formato, contenido y funcion.

= Iméagenes vectoriales: Una imagen vectorial es una imagen digital formada por objetos
geométricos dependientes como poligonos, cuadrados y segmentos . Se construyen a partir de
vectores, que son objetos definidos por una serie de puntos que pueden modificarse para dar
una u otra forma a la imagen final [19]. Ver Figura 2.8.

L
N

Figura 2.8: Imagen vectorizada de una planta. Nétese que este tipo de imagenes carecen de realismo
fotografico . Fuente: https://es.pngtree. com/free-png-vectors/planta
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Imagenes en mapa de bits: El concepto de mapa de bits se emplea para designar a aquella
imagen que justamente se presenta en mapa de bits, que consiste en una estructura de forma
rectangular formada por pixeles o puntos de color, y que puede visualizarse en un monitor, en
un papel, o en cualquier otro dispositivo que permita la representacion de imégenes [20]. Ver
Figura 2.9.

Figura 2.9: Imagen en mapa de bits, al ampliar la imagen se pueden ver los pixeles que la
conforman y se pierde la nitidez de la imagen, a esto se le conoce como pixelizaciéon. Fuente:
https://personales.unican.es/alvareze /multimedia/master /Imagen /moodle-02.htm

2.3.

Una imagen en formato de bits puede tener diferentes formatos de guardado pues depende
del uso que se le necesite dar. Entre los formatos més conocidos se encuentra; BMP: formato
usado comunmente para guardar imagenes en Windows. GIF': formato para conseguir archivos
muy pequeiios junto con animaciones, sin embargo solo admite 256 colores por lo que no es
adecuado para iméagenes fotograficas, pero si es muy apropiado para logotipos, dibujos, etc.
JPEG: formato mas utilizado para guardar imégenes, ademés lo admiten la mayor parte de
los dispositivos de captura. PNG: este formato intenta sustituir a GIF pero sin animaciones,
ademés admite muchos més colores y transparencias. PSD: Es el formato por defecto del editor
de imagenes Adobe Photoshop y por tanto es un formato adecuado para editar imégenes con
este programa y otros compatibles [21, Pag 1|]. RAW: Contiene todos los pixeles de la imagen
captada, tal y como se han tomado. Es el formato que ofrece la mayor calidad fotogréafica y
suele ser admitido por camaras de gama media y alta|21, Pag 1]. TIFF: Formato utilizado
para el escaneado, edicion e impresion de imégenes fotograficas. [21, Pag 1]

Procesamiento digital de imagenes

El procesamiento digital de imagenes (PDI) tiene como objetivo principal aplicar ciertas técnicas

a las imagenes para mejorar su calidad o bien, facilitar el reconocimiento de determinados patrones

(btsqueda de informacion). Resulta evidente la necesidad del estudio de los métodos empleados a

la hora de procesar imégenes, ya sea para perfeccionar las imégenes obteniendo mejores niveles de
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calidad, o bien para optimizar la exploracion de muestras en ellas (como podria ser la busqueda de
informacion en fotografias satelitales)[22, Pag 1].
Algunas de las aplicaciones mas importantes en las dltimas décadas del PDI son:

= Medicina nuclear

= Mediciones astronémicas

= Inspeccién industrial y control de calidad
= Litografia

= Lasers y radares

= [méagenes biologicas

= Iméagenes policiales de seguridad

= Exploracién Geologica

Dada a la diversidad de las aplicaciones del PDI se hara énfasis en las imagenes biolégicas y las
capacidades que estas poseen. Por lo tanto, se pueden considerar tres tipos:

Procesos de nivel bajo: En esta parte se utiliza algunas operaciones para reducir el ruido,
mejorar el constraste y enfocar la imagen por medio de filtros |23, Pag 2|. Ver Figura 2.10. Algunos
programas que permiten realizar estas funciones son: Adobe Photoshop, Pixelmator, PhotoScape,
Ribbet, PhotoPlus6, Adobe Illustrator, entre otras.

Figura 2.10: Ejemplo del efecto de los filtros en los 7 colores del arcoiris. SF: sin filtro, A:
filtro amarillo, N: filtro anaranjado, R: filtro rojo, V: filtro verde, Z: filtro azul. Fuente :
https://www.iluminancia.com/filtros-de-colores-fotografias-blanco-y-negro/
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Por otra parte, para el analisis de imégenes es muy comiin usar transformacion del espacio RGB
al espacio HSV y LAB, siendo esto considerado un proceso de nivel bajo.

HSYV es una Representacién tridimensional del color basado en los componentes de tinte, matiz
o tonalidad (hue, en inglés), saturacion (saturation) y brillo o valor (value). Fue definido en 1978 por
Alvy Ray Smith y a diferencia del modelo RGB ampliamente usado en los monitores o televisores, si
bien las coordenadas de aquel son euclideanas; el color HSV sigue una representaciéon més parecida
a las coordenadas cilindricas. Ademés, es una representacion mas cercana a la forma en que los
humanos perciben los colores y sus propiedades, pues se agrupan las tonalidades de color, lo cual
es distinto al caso RGB donde los colores no estan necesariamente tan agrupados [24]. Ver Figura
2.11.

—_—

Figura 2.11: Espacio de color sobre las componentes de color: tinte, saturaciéon y brillo.

LAB se basa en la percepciéon humana del color. Los valores numéricos de Lab describen todos
los colores que ve una persona con una capacidad de vision normal [25]. Las siglas LAB se refieren
al espacio de color tridimensional, en donde L o 1* es luminosidad de negro a blanco, A o a* va
de rojo a verde y B o b* va de azul a amarillo. El proposito es producir un espacio de color que
sea mas "perceptivamente lineal"que otros espacios de color. Perceptivamente lineal significa que
un cambio de la misma cantidad en un valor de color debe producir un cambio casi de la misma
importancia visual. Lo anterior puede mejorar la reproduccién de tonos cuando se almacenan colores
en valores de precision limitada. Ambos espacios Lab estan relacionados con el punto-blanco de los
datos XYZ desde donde fueron convertidos. Los valores Lab no definen colores absolutos a no ser
que se especifique el punto-blanco|26|. Ver Figura 2.12.

L*

Figura 2.12: Espacio de color CIE Lab. Luminosidad (L) que varia entre 0 y 100. A (eje verde-rojo)
y el componente B (eje azul-amarillo) pueden estar comprendidos entre +127 y —128.

Procesos de nivel medio: En esta seccién se utilizan procesos como segmentacion y clasifi-
cacion de objetos individuales, con el fin de identificar objetos y contornos |23, Pag 2|. Ver Figura
2.13. Para lograr este tipo de procesamiento se utilizan lenguajes de programaciéon que permitan
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trabajar con imagenes como: Python, Matlab, Java, C,C++, Leaf Area Meter, entre otros.

a) b) c)

Figura 2.13: Identificacion del contorno de las hojas y el tallo de una planta. La figura a) es una
imagen en RGB, la figura b) utiliza el procesamiento basado en ROI, el cual permite dar el tono
verde al objeto principal, y la figura c¢) utiliza la deteccién de bordes para marcar tnicamente la
silueta de la planta. Fuente: https://plantcv.readthedocs.io/en/stable/vis-tutorial /

Procesos de nivel alto: La tltima seccién implica obtener algtn significado después de la
deteccion de objetos [23, Pag 2|. Ver Figura 2.14.

b)

3“'%

Figura 2.14: Segmentacion de la imagen por medio de algoritmos de PDI. La figura a) es una foto
de la planta antes de su procesamiento y la figura b) clasifica las hojas de acuerdo a su cantidad.
Fuente: https://plantcv.readthedocs.io/en/stable/ morphology-tutorial/

Otro proceso de nivel alto importante para analizar imagenes es la esqueletizacion.
La esqueletizacién pretende obtener de la imagen un patrén continuo que contenga la menor
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cantidad de datos posibles, pero que siga conteniendo adn un rastro del objeto original. Para ello
existen algoritmos que operan de manera general eliminando los pixeles bajo reglas pre definidas,
y deteniéndose cuando no haya mas cambios que hacer. Hay que tener en cuenta que el tiempo de
procesamiento es alto en muchas ocasiones, pero ello generalmente depende del tipo de algoritmo y
del tamano de la foto. Obtener un esqueleto es un proceso iterativo y puede que demande mucho
tiempo de procesamiento, ya que generalmente todos los algoritmos requieren muchos recorridos por
toda la imagen. Existen a su vez algoritmos que provienen de estructuras matemaéticas complejas y
otros de calculos logicos [27].

2.4. Dispositivos de adquisiciéon o captura de imagenes digitales

Son muchos los dispositivos existentes para realizar la adquisiciéon o captura de imégenes digi-
tales, entre estos estan: Los scanner, cAmaras digitales, tarjetas de adquisicién de video, tabletas de
dibujo con lapiz 6ptico, entre otros [28]. A lo largo del tiempo y hasta la actualidad, estos dispositivos
han ido mejorando sus caracteristicas fisicas, principalmente de los sensores y lentes incorporados.
Por lo que ha permitido también mejorar las caracteristicas de las imagenes digitales (como las vistas
en la seccion 2.2.1 Caracteristicas de las imagenes digitales) que estos dispositivos son capaces
de adquirir. Algunos de estos dispositivos de adquisicion de iméagenes digitales son fabricados por
distintas marcas como; Canon, Sony, Samsung, entre otras. Por otra parte, con la evolucién de los
teléfonos moviles se ha mejorado también las camaras que estos dispositivos incorporan. Algunos
dispositivos actuales que permiten adquirir o capturar imégenes digitales de alta calidad se muestra
en la Figura 2.15.

Figura 2.15: Algunos de los dispositivos de adquisicién o captura de iméagenes digitales.

2.5. La planta de arroz Oryza Sativa L.

40.000 tipos de arroz existen en todo el mundo, por lo que no es casualidad que el arroz forme
parte de la tradicidén gastronémica de muchos paises y que algunas de sus recetas mas famosas
estén realizadas con él, sobre todo en la cultura mediterranea y la cultura asiatica [29]. Como dato
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curioso, el arroz es el recurso vital de Asia. Mas del 90 por ciento de la cosecha total de arroz de
todo el mundo (casi 520 millones de toneladas hoy en dia) se produce en Asia, y proporciona a los
3100 millones de habitantes de la regién méas de una tercera parte de su consumo total de calorias.
Como la poblacién asidtica estd aumentando en torno a 56 millones anuales de personas, se prevé
que la demanda interna de arroz llegue a 770 millones de toneladas para el afio 2025 y hara falta
producir casi el doble de arroz que hoy, con menos tierras, agua, mano de obra e insumos quimicos
para abastecer la demanda global [30].

Todos los arroces son la semilla de una misma planta, la Oryza Sativa. Sin embargo, no todos
los tipos de arroz tienen los mismos usos en cocina. Las distintas variedades necesitan una mayor o
menor coccion segin su cantidad de almidén o su forma y como o déonde queramos cocinarlos [29].
Durante miles de afios ha sido el sustento principal para los hogares del mundo. Hoy por hoy se
considera que es el grano més importante dentro de la alimentacion del 70 % de la poblacion global.
El arroz contiene vitaminas, hierro, tiamina, riboflavina, calcio y acido nicotinico. Provee el 14 %
de la dieta energética y el 12% de la dieta proteinica de la poblacion [31].

Segin los ultimos estudios del Dane y Fedearroz cada colombiano consume, en promedio al
ano 40 kilos de arroz blanco, es decir que Colombia consume cerca de 120 mil toneladas de arroz
mensuales [31]. Ver Tabla 2.16.

Area sembrada, cosechada y produccion - Total Macional - |l semestre (2019-2020)
Il semesre 2019 B Il semestre 2020
&00.000 3 758 936 2.500.000
=00.000 1576520 2000.000
. 333an
400.000 -
351838 1.500.000

200.000

2019493 1.000.000
200,000 186.703

. Area sembrada [ha) Area cosechada {ha) Produccion (&} :

Fuente: DAME - Fedearrox

Figura 2.16: En el primer semestre de 2020 la estimaciéon del area sembrada en arroz mecanizado
fue 394.421 hectéareas. Esto corresponde a 41.571 hectareas més que el area sembrada en el primer
semestre de 2019 (352.850 hectéreas), indicando una variacion positiva de 11,8 %.
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2.5.1. Etapas o estadios de crecimiento de la planta de arroz

Las etapas o estadios de crecimiento de la planta de arroz estan estandarizados segtin la escala
extendida BBCH, la cual es un sistema para una codificacién uniforme de identificacion fenologica
de estadios de crecimiento para todas las especies de plantas mono - y dicotiledéneas. El codigo
decimal, se divide principalmente entre los estadios de crecimiento principales y secundarios [32].
La escala extendida BBCH es la base para todas las especies, elaborandose escalas individuales
a partir de ella. La escala general puede ser aplicada en aquellas especies para las cuales no existe
una escala individual [32]. El ciclo completo de desarrollo de las plantas se subdivide en diez fases
principales de desarrollo claramente distinguibles. Estos estadios principales de crecimiento, son
descritos usando nimeros del 0 al 9 en orden ascendente. Ver Tabla 2.1.

Segiin la especie de la planta pueden producirse cambios en el proceso de desarrollo, o también
puede suceder que determinados estadios no tengan lugar. Los estadios principales de crecimiento
no necesariamente ocurren siempre en la estricta secuencia explicada por el orden ascendente de los
nimeros, y pueden, ocasionalmente, también desarrollarse en forma paralela. Esto se debe princi-
palmente al medio en que se desarrolla la planta, pues sin las condiciones ambientales, nutrientes y
agua necesaria, la planta no podra culminar con su ciclo completo, resultando en hojas incompletas,
tallo inclinado y el marchitado a temprana edad |32].

Estadio Descripcion

0 Germinacidén, brotacién, desarrollo de la yema

1 Desarrollo de las hojas (brote o tallo principal)

2 Formacion de brotes laterales / macollamiento (ahijamiento)

3 Crecimiento longitudinal del tallo o crecimiento en roseta, desarrollo

de brotes (retofios)/ encafiado (tallo principal)

4 Desarrollo de las partes vegetativas cosechables de la planta o de
érganos vegetativos de propagacién / embuchamiento

5 Emergencia de la inflorescencia (tallo principal) / espigamiento

6 Floracidn (tallo principal)

7 Desarrollo del fruto

8 Coloracién o maduracion de frutos y semillas

9 Senescencia, comienzo de la dormancia

Tabla 2.1: Estadios principales de crecimiento. Fuente: http://www.gartneriraadgivningen. dk/upl/
website/bbch-skala/scaleBBCH.pdf
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Figura 2.17: Ilustraciones de los estadios principales de crecimiento de la planta de arroz. Fuente:
http://www.gartneriraadgivningen.dk/upl/website/bbch-skala/scaleBBCH.pdf

En la Figura 2.17 se puede observar en detalle las etapas o estadios de la planta de arroz segin
la codificacion BBCH. Los niimeros debajo de cada dibujo representa el estadio. Estadio 09 Ger-
minacion: Una hoja imperfecta (enrollada) emerge en la punta del coleoptilo. Estadios 10,11,12,13
Desarrollo de hojas: Hoja imperfecta desenrollada, visible la punta de la primera hoja,1 hoja desple-
gada, 2 hojas desplegadas y 3 hojas desplegadas respectivamente. Estadio 21 ahijamiento: Comienza
el ahijamiento: es detectable el primer hijo. Fstadios 32,34,39 Encanado: Formaciéon de la panicu-
la, alargamiento de los entrenudos y hoja bandera desenrrollada. Estadio 45 Embuchamiento: La
hoja bandera se aproxima a los 10 cm de longitud. Estadio 59 Sdlida de la panicula: Panicula
completamente desarrollada. Estadio 61 Comienzo de la floracion.
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2.6. Fenotipado de plantas basado en imagenes

El fenotipado de plantas basado en imégenes de alto rendimiento (HTP) facilita el calculo de
fenotipos al analizar una gran cantidad de plantas en un intervalo de tiempo corto con precision,
anulando la necesidad de trabajo humano fisico que consume mucho tiempo [33]. El proceso gene-
ralmente no es destructivo, lo que permite que los mismos rasgos se cuantifiquen repetidamente en
miltiples momentos y escalas durante el ciclo de vida de una planta. Es un campo de investigacion
interdisciplinario que involucra la informatica, la biologia, la teledeteccién, la estadistica y la geno6-
mica en el esfuerzo por vincular los fenotipos complejos de las plantas con la expresiéon genética a fin
de abordar los problemas actuales y emergentes en la agricultura relacionados con la seguridad ali-
mentaria futura bajo la disminucién de los recursos naturales y variabilidad de cambio climéatico|34].

Las plantas no son organismos estéticos sino vivos con una complejidad en constante aumento en
forma, arquitectura y apariencia. Muchas plantas alteran la posicion de las hojas (es decir, filotaxia)
en respuesta a las seniales de luz percibidas a través del fotocromo para optimizar la interceptacion
de la luz [35|. Ademéas de la variacion en la filotaxia, el crecimiento de hojas individuales conduce
a auto-oclusiones y cruces de hojas a lo largo del tiempo, lo que plantea desafios para el analisis de
fenotipado de plantas basado en imagenes. Otros desafios incluyen la variaciéon en la iluminacion, el
fondo desordenado y el cambio en los niveles de zoom en las caAmaras que a menudo se usan para
ajustar el crecimiento de las plantas [34].

Los enfoques basados en visiéon por computador de tltima generaciéon se centran principalmente
en los aspectos estructurales y morfologicos de una planta para calcular fenotipos 2D y 3D. Sin
embargo, la cuantificacién de los procesos fisiologicos en los componentes de la planta, es decir,
hojas, segmentos de tallo, flores y frutos, pueden mostrar un comportamiento diferencial en funciéon
del estrés ambiental y dar como resultado una actividad fotosintética o contenido de carbohidratos
a nivel de hoja diferente en una planta [34].

En la Figura 2.18 se puede observar una taxonomia de fenotipos vegetales basado en imégenes
planteada por Choudhury, Samal, y Awada, en un estudio titulado Leveraging Image Analysis
for High-Throughput Plant Phenotyping [34]. Esta taxonomia esta organizada para clasificar los
fenotipos en; fenotipos estructurales, fenotipos fisilégicos y fenotipos temporales. Dentro de esta
taxonomia, los fenotipos estructurales y fisiol6gicos estdn basados en métodos holisticos y por com-
ponentes, es decir, considerar a la planta como un solo objeto (holistico) 6 considerar a la planta por
componentes, como el tallo, las hojas, los frutos y obtener datos cuantitativos sobre estos compo-
nentes a partir de la diversidad de métodos existentes basados en imagenes. Finalmente, el dltimo
componente de esta taxonomia son los fenotipos temporales, los cuales se clasifican en: basados por
trayectoria (por ejemplo, la estimacion de la tasa de crecimiento de la planta o tasa de elongacion
de las hojas a lo largo del tiempo) y basados en eventos (por ejemplo, el momento de emergencia
de una nueva hoja, la detecciéon automatizada de la germinaciéon 6 la detecciéon de emergencia de
frutas y flores).
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Figura 2.18: Una taxonomia de fenotipos vegetales basado en imégenes; fenotipos estrucutrales,
fenotipos fisiolégicos y fenotipos temporales. Modificado de: https://www.frontiersin.org / articles
/10.3389 / fpls.2019.00508 / full

2.7. Trabajos Relacionados

Algunos trabajos relacionados con el fenotipado de plantas se basan en diversos métodos, como
el analisis de imagenes 2D, la reconstrucciéon 3D, en iméagenes desde multiples vistas y en imégenes
volumétricas de alta resolucion [3].

En 2011, un estudio realizado por Hartmann et al. hacen uso de un software libre llamado HTP-
heno, para la obtencién de variables fenotipicas de 312 plantas de cebada. El método empleado hace
uso del analisis de imégenes digitales 2D, en el cual se capturan iméagenes digitales en luz visible
desde dos perspectivas (vista lateral a la planta y vista superior), para finalmente obtener datos
como la altura de brote, ancho de brote y area de brote proyectada en las plantas de cebada en el
trasncurso de mas de 25 dias (segtn la taxonomia de fenotipos vegetales presentada en la Figura
2.18, estos datos obtenidos se clasifican en fenotipos estructurales holisticos y fenotipos temporales).
Los rasgos fenotipicos obtenidos les permiten distinguir entre dos tipos de cebada (Barke y Morex)
en condiciones de buen riego y sometidas a estrés abiotico (estrés por sequia) [4]. Por otra parte, el
sistema fisico alli propuesto sirve de guia para realizar instalaciones de fenotipado a pequena escala.
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De manera similar, en 2018, Armoniené et al. emplean el método de anélisis de imagenes 2D,
mediante softwares gratuitos como; HTPheno, PlantCV, y EasyLeafArea. El objetivo fue detectar
y analizar el vigor temprano en cinco clases de trigo; Stigg, Kranich, Nelson, Nimbus y Target.
Este trabajo también propone la creacion de un sistema fisico de fenotipado de bajo costo, que sea
asequible y portatil para imagenes de bajo rendimiento [6].

Por otra parte, Choudhury et al. en 2016 plantearon un conjunto de nuevos fenotipos holisticos,
por componentes, basados en trayectoria y basados en eventos calculados a partir de secuencias de
imagenes de vista lateral 2D de plantas de maiz para demostrar las variaciones temporales de estos
fenotipos regulados por genotipos|5]. El método acepta la secuencia de imagenes de la planta como
entrada y produce un informe de estado de la hoja que contiene la informacién fenotipica, es decir,
el tiempo de emergencia, el nimero total de hojas presentes en cualquier momento, el ntimero total
de hojas emergidas, el dia en que una hoja en particular dejé de crecer o se perdié, y la longitud y
la tasa de crecimiento relativa de hojas individuales. De manera similar, Choudhury et al. en 2017
[36], plantean un fenotipado basado en trayectoria para estimar el angulo del tallo de una planta de
maiz a lo largo del tiempo.

En 2009 en la International Journal of Remote Sensing fue publicado un estudio realizado por
Wang et al. en el que presentaron un método basado en imégenes para medir las caracteristicas
de las hojas del maiz para evitar las limitaciones mencionadas anteriormente. En aquella época los
métodos existentes, como el uso de instrumentos caros y / o operaciones de campo que requieren
mucho tiempo y trabajo, han llevado a los cientificos a investigar métodos avanzados para la obten-
cion de datos morfolégicos de plantas. Con la aplicacion de técnicas fotogramétricas, se reconstruye
un modelo de maiz tridimensional a partir de imagenes capturadas, y se miden areas y direcciones
precisas de las hojas en base al modelo 3D. La precisiéon del método propuesto se evaliia comparando
los resultados del modelo 3D con el medido con cinta en el campo. Los resultados experimentales
muestran que el método propuesto es factible y efectivo con buenas aproximaciones a los valores de
la vida real, ademas que el método propuesto puede ahorrar tiempo y trabajo [37].

En 2015 en la revista cientifica sensors fue publicado un método por Rose et al. En ese entonces,
acceder a la geometria 3D de una planta se volvio de gran importancia para fenotipado. El escaneo
laser en primer plano es un método establecido para adquirir formas de plantas en 3D en tiempo
real con alto detalle, pero es estacionaria y tiene un alto costo de inversion. La reconstruccién 3D
a partir de iméagenes utilizando estructura de movimiento (SfM) y Multi-view Stereo (MVS) es un
método flexible y rentable, pero requiere un posterior procesamiento. El objetivo de este estudio es
evaluar la precision de medicién potencial de un método fotogramétrico basado en SfM y MVS para
la tarea de planta a nivel de 6érgano fenotipado. Para esto, los datos de referencia son proporcionados
por un escaner laser de primer plano de alta precisiéon. Usando ambos métodos, se reconstruyeron
nubes de puntos de varias plantas de tomate en seis dias. Los parametros de area foliar, altura del
tallo principal y casco convexo de la planta completa se extrajeron de las nubes de puntos 3D y se
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compararon con los datos de referencia en cuanto a precision y correlacion. Estos parametros fueron
elegidos con respecto a las demandas de escenarios de fenotipado actuales. El estudio muestra que
el enfoque fotogramétrico es altamente adecuado para el escenario de monitoreo presentado, produ-
ciendo altas correlaciones con las referencias de mediciones de otros métodos [38].

En los trabajos porpuestos por Hartmann et al [4], y Armoniené et al [6], se plantea dos esquemas
para realizar instalaciones de fenotipado a pequena escala. En la Figura 2.19 y la Figura 2.20 se
ilustra ambos esquemas respectivamente.

Light source above

Camera with

. Light source side
camera tripod

¥

Plant on a table
in front of a
unicolour wall

Figura 2.19: Posible sistema manual de adquisicion de imégenes. Fuente: https:// bmcbioinformatics
. biomedcentral.com / articles / 10.1186 / 1471 -2105-12-148Fig3

Figura 2.20: Laboratorio de fenotipado de bajo costo LCP. Fuente: https://www . hindawi.com/
journals/ bmri/2018/5713158/



CAPITULO 3

METODOS Y MATERIALES

3.1. Meétodo tradicional: regla y transportador

Este método ha sido y sigue siendo usado muy comunmente para el fenotipado de plantas,

principalmente para la obtencion de datos fenotipicos estructurales. Los métodos tradicionales de
fenotipado de cultivos son intensivos en mano de obra, consumen mucho tiempo, son subjetivos vy,
con frecuencia, destructivos para las plantas [39].
En este trabajo se emple6 el método tradicional para validar el sistema propuesto con analisis de
iméagenes. Esto se debe a que es un camino confiable a pesar del trabajo que representa, ya que
clasificar, distinguir, y en ocasiones, medir hoja por hoja, no es una tarea facil de realizar. Se utiliza
una regla o cinta métro para medir variables como: Altura de la planta, tallo y la longitud de la
hojas. Ver Figura 3.1.

Figura 3.1: Se utiliza una regla o cinta métro para medir: Altura de la planta, longitud del tallo,
longitud de las hojas.

in embargo, medir vari como angulos y curvaturas representan un reto mayor (ver Figur
Sin embargo, med ables 1 t epresent eto 0 Figura
3.2y 3.3) , ya que se necesita un plano de referencia, el cual varia con el tiempo a raiz del crecimiento
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de la planta, por lo que obtener 4ngulos de hojas o curvaturas requieren mayor tiempo y dedicacion.

Figura 3.2: Para medir el angulo de inclinacién de las hojas se utilizé6 un transportador. El plano
de referencia es el tallo y la hoja tiene que estar paralela a este.

Figura 3.3: La curvatura de las hojas es la razon entre la longitud de las hojas (distancia euclidiana)
y la distancia geodésica. La distancia geodésica es la distancia minima que une dos puntos: punto
inicial (donde empieza la hoja) y funto final (donde termina la hoja).
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A pesar de que es un método tedioso y presenta dificultades, es el mejor camino para comparar
el método propuesto en este documento, tanto en dimensiones de longitud, altura del tallo y planta,
curvatura e inclinaciéon de las hojas de la planta de arroz. Para hacer efectiva la comparacion se
recolectaron datos en un periodo de tiempo de cuatro meses, con el objetivo de integrar fenotipos
estructurales con temporales basados en trayectoria. Por esta razon, las mediciones manuales fueron
invasivas para las plantas, pero no destructivas.

La toma de medidas se realizé cada tres dias en una planta, y se realiz6 la medida seis veces
para cada parametro (por ejemplo, se tomo seis medidas de la longitud del tallo, seis medidas de
la altura de la planta, seis medidas de la misma hoja y asi con los demés componentes), finalmente
se promediaron los datos para cada componente y se consignaron los resultados en tablas. Para
las demas plantas, y para validar los resultados més adelante, se realiz6 fenotipado estructural
holistico (altura de la planta), ya que realizar fenotipado estructural por compoenentes para cada
planta consume demasiado tiempo (aproximadamente 12 minutos por cada componente, de forma
subjetiva). Ver Tablas 3.1,3.2, 3.3 y 3.4.

Altura promedio de las plantas de arroz
Dia Planta_1 Planta_2 Planta_3 Planta_4 Planta_5

Altura (cm)

9 6.14 53 5.7 6.5 5.9

18 1017 6.8 72 10 11.2
27 13.7 89 8.7 17 15

36 18.91 121 10.2 224 201
45 21 154 12.2 27.2 28.9
o4 23.72 225 15.3 36.2 30.4
63 28.81 25.7 19 42 1 40.2
T2 34 4 298 229 452 47 4
81 43.11 35.7 26.2 20.4 221
a0 a0 8 393 294 TR 582
99 461 423 32.1 29.2 64.7
108 42 5 4776 353 621 701
117 42 441 39.3 64.8 776

Tabla 3.1: Se analizaron cinco plantas de arroz por el método manual para obtener la altura de cada
una. La toma de este dato se realiz6 cada nueve dias despiies de su germinacion, esto se debe al
gran recurso temporal que conlleva hacer este tipo de seguimientos.
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Longitud promedio de las hojas y tallo de la planta de arroz

Dia Tallo Hoja 1 Hoja 2 Hoja 3 Hoja 4 Hoja 5 Hoja 6
Altura (cm) Longitud (cm)
3 0.5 2 0 0 0 0 0
14 3 0 0 0 0 0
9 3.0 3.1 0 0 0 0 0
12 3.6 3.6 0 0 0 0 0
15 41 4.8 1.5 0 0 0 0
18 4.6 5.6 2.2 0 0 0 0
21 5.1 6.2 4.2 0 0 0 0
30 6.6 8.2 4.7 0 0 0 0
42 7.9 12.4 10.6 1.2 0 0 0
51 8.5 13.7 126 ] 23 0 0
60 11.6 15.6 15.5 10.2 1.4 3.2 0
72 14 17.6 17.2 10.7 204 8.8 9.4
81 16.2 241 19.2 1.3 30.3 12.8 13.2
20 19.2 28.6 20.9 12.7 31.6 17.4 16.7
102 219 18.3 15.2 3.9 229 6.4 194
mm 249 10.3 9.7 0 15.1 3.2 18.5
120 27 0 0 0 10.8 0 13.2

Tabla 3.2: La medicion de variables de longitud fue realizada por medio de una regla o cinta métro
durante un periodo de cuatro meses. Los valores en cero representan el dia en que una hoja en
particular dejé de crecer o se perdié.



3.1. Método tradicional: regla y transportador 35

Angulo promedio de las hojas de la planta de arroz

Dia Hoja 1 Hoja 2 Hoja 3 Hoja 4 Hoja 5 Hoja 6
Angulo (grados)

3 81 0 0 0 0 0
6 88 0 0 0 0 0
9 855 0 0 0 0 0
12 844 0 0 0 0 0
15 86.3 0 0 0 0 0
18 841 66 0 0 0 0
21 82.89 60.2 0 0 0 0
30 78.26 60.7 0 0 0 0
42 75.89 66.9 73 0 0 0
51 755 716 70 89 0 0
60 706 723 654 89 85 0
72 726 707 66.5 87 804 87
81 68.3 69.5 60.8 832 746 86
90 748 675 505 755 70 85
102 62.6 61.6 173 58.6 55 79
111 60.3 545 0 63.4 il 73
120 0 0 0 5272 0 65

Tabla 3.3: La medicién de la variable angulo de inclinaciéon fue realizada por medio de un transpor-
tador tomando como referencia el suelo. Los valores cercanos a 90 significan que las hojas estan casi
paralelas al tallo.
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Curvatura promedio de las hojas de la planta de arroz

Dia Hoja 1 Hoja 2 Hoja 3 Hoja 4 Hoja 5 Hoja 6
Curvatura

3 1.1 0 0 0 0 0
6 1.08 0 0 0 0 0
9 1.1 0 0 0 0 0
12 1.06 0 0 0 0 0
15 1.07 1.01 0 0 0 0
18 1.09 1.05 0 0 0 0
21 1.08 1.34 0 0 0 0
30 1.03 1.27 0 0 0 0
42 1.06 1.31 1.04 0 0 0
51l 1.1 1.31 1.08 1.05 0 0
60 1.06 1.33 1.18 1.08 1.18 0.0
72 1.06 1.19 1.09 1.12 1.09 1.08
81 1.13 1.09 1.23 1.10 1.23 1.05
90 1.12 1.23 1.21 1.15 1.21 1.05
102 1.23 1.16 1.45 1.12 1.45 1.08
111 1.12 1.09 0 1.13 0 1.09
120 0 0 0 1.12 0 1.11

Tabla 3.4: La medicion de la variable curvatura fue realizada por medio de una regla o cinta métro
para encontrar la distancia euclidiana y la distancia geodésica. La curvatura se define como la razén
entre la distancia ecleudiana y la distancia geodésica. Los valores en uno representan que las hojas no
tienen curvatura, es decir, las hojas estdn rectas o se aproximan a una linea recta. Entre mas alejado
esté el valor de la unidad, mayor curvatura posee una hoja. Nota: la curvatura es una magnitud
adimensional.

3.1.0.1. Integracion de fenotipos estructurales a temporales basados por trayectoria

Con los datos de las tablas 3.1,3.2, 3.3 y 3.4, es posible obtener datos fenotipicos temporales
como lo son: Tasa de crecimiento de la planta, tasa de crecimiento del tallo y tasa de elongacién de
las hojas.

En algunos estudios [40], calculan la tasa de crecimiento de la planta, como la diferencia entre la
sumatoria de las longitudes de las plantas final (LPf) e inicial (LPi), dividida entre el namero de dias
(RD), entre mediciones sucesivas ( nueve para la altura de la planta y tres para los componentes).

3.1
LPf - LPi

RD

La Ecuacion 3.1 es reproducible para los demés datos fenotipicos estructurales. De esta manera

TCP = (3.1)
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se logré obtener datos fenotipicos temporales, aplicadas en las mediciones del método tradicional.
Ver Tabla 3.5.

Tasa de crecimiento de las plantas de arroz
Planta_1 Planta 2 Planta 3 Planta 4 Planta 5
cm/dia
0.551 0.429 0.311 0.540 0.663

(@)

Tasa de elongacion del tallo y hojas de la Planta_1

Tallo Hoja 1 Hoja 2 Hoja 3 Hoja 4 Hoja 5 Hoja 6
cm/dia
0.215 0.242 0.440 0.242 0.314 0.769 0.5

(b)

Tabla 3.5: a) Tasas de crecimiento de cinco plantas de arroz. b) Tasas de elongacion de los compo-
nentes de una sola planta.

3.2. Meétodo con procesamiento digital de imagenes

Como se explico en el apartado 3.1 método tradicional es muy tedioso y de mucho tiempo de
trabajo, especialmente si se requiere obtener datos fenotipicos de varias plantas. Por esta razon, en
el sistema propuesto se utiliz6 el analisis de imégenes para el fenotipado de la planta de arroz, con
el fin de simplificar y precisar la toma de datos.

Actualmente ya existen algunos novedosos e ingeniosos métodos basados en imagenes, como
se explico en el apartado 2.7 Trabajos Relacionados, los cuales permiten el fenotipado de alto
rendimiento (HTP) de cultivos. Sin embargo, el acceso a una instalacion de fenotipado de alto rendi-
miento sigue teniendo limitaciones, como lo es la accesibilidad. Por esta razén, el método propuesto
en este trabajo se planteé como una alternativa a las instalaciones de HTP o para instituciones o
proyectos a pequena escala. El sistema propuesto es muy accequible y de facil reproducibilidad.

En el diagrama de bloques de la figura 3.4, se puede ver que el sistema posee tres entradas y
una salida. La imagen capturada es la entrada al sistema, para ello se utilizé6 conocimientos previos
de la literatura para la mejor toma de la planta, de igual manera en el procesamiento para obtener
informacion morfologica de dichas imagenes. Los datos obtenidos son entregados al segundo trabajo
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de grado titulado: Sistema de modelado para la reconstrucciéon 3D del crecimiento de la
variedad de arroz oryza sativa L en formato JSON.

Datos Morfolégicos: Literatura y bases de datos

Fase 1 Fase 2

‘ CAPTURA ‘ m) ‘ PDI ‘ - ‘ MODELADO ‘-‘ VISUAI;EACION ‘

Figura 3.4: Unificaciéon de los trabajos de grado; Fase 1: Sistema de captura de datos morfologi-
cos mediante analisis de iméagenes durante el crecimiento de plantas de arroz, Fase 2: Sistema de
modelado para la reconstruccién 3D del crecimiento de la variedad de arroz oryza sativa L.

La idea de utilizar imégenes para analizar la planta de arroz se debe a la gran variedad de
programas que existen hoy en dia que permiten analizar y extraer informacién que a simple vista
es dificil de concebir. Estos programas contienen algoritmos y funciones que permiten procesar una
gran variedad de imagenes para el analisis y obtencién de datos a una velocidad muy superior al
método tradicional.

A continuacioén, se presenta el proceso a seguir para la implementacién del sistema y para el funcio-
namiento del método empleado.

3.2.1. Requerimientos, necesidades y especificaciones del sistema
3.2.1.1. Dispositivos de adquisicion de imagenes

Unas de las especificaciones del sistema son los dispositivos de captura y adquisiciéon de imégenes
utilizados. Para ello se investigd y entendié que es una imégen digital y cuales son sus caracteristicas,
como las explicadas en el apartado 2.2.1 Caracteristicas de las imagenes digitales del capitulo
2. Asi mismo, se investigoé dispositivos que permiten la captura de iméagenes digitales, como los
mostrados en la secciéon 2.4 Dispositivos de adquisicién o captura de imagenes digitales del
capitulo 2. Finalmente, se eligieron los dispositivos teniendo en cuenta los recursos ya disponibles y
también valorando dos cosas importantes: (1) el diseno del sistema de captura y, (2) debido a que la
mayoria de datos fenotipicos a capturar son estructurales, que la caAmara permita obtener imégenes
de luz visible.
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Materiales: En la Figura 3.5 a) se puede observar uno de los dispositivos de captura de imagenes
de este trabajo. Una camara web Logitech C930e fue un recurso adquirido prestado de la universidad
y se utiliz6 para automatizar el sistema. También se utiliz6 una camara digital Sony Cyber-shot
DSC-WX50, que fue un dispositivo con el que ya contabamos como camara personal de mano. En
la Figura 3.5 b) se puede observar la camara mencionada junto con algunas de sus caracteristicas
principales y de utilidad para este proyecto.

(a) (b)

Figura 3.5: a) Camara web Logitech C930e. b) Camara digital Sony Cyber-shot DSC-WX50.

Una vez implementado el sistema fisico con las condiciones necesarias (camara estatica con
tripode y correccion de iluminacion) se realiza la captura de imagenes. Para ello, en primera instancia
se calibra la caAmara (ver seccion 3.2.1.6 Calibraciéon de la camara ) y se ajustan los parametros.
Dentro de estos ajustes se realiza, inicialmente, el balance de blancos personalizado, con el cual se
realizara la captura de todas las imégenes. Se ajustan también parametros como la sensibilidad ISO
(100, 200, 400, 800, 1600, 3200, 6400, 12800, Auto), la cual depende de la hora del dia en el cual se
captura imégenes, en la mayoria de capturas se utiliza 100 o 400 ISO, y debido a que este modelo
no permite configurar el tiempo de exposicion de las imagenes capturadas, se ajusta la correccion
de exposicion a la luz (+- 2EV (1/3EV step)), la cual fue de +0,3EV para todas las imagenes.
Finalmente se capturan imagenes con parametros fijos de apertura f/2.6, distancia focal de 25 mm
y profundidad de bit de 24. Una vez configurada la cAmara se procede a ejecutar el programa en la
computador, se empieza a rotar la plataforma giratoria si se requiere (dependiendo de la cantidad
de hojas que tenga la planta) y capturar las imagenes.

3.2.1.2. Capturar planta de arroz desde mailtiples vistas

En un principio se adquirian imagenes de la planta con una sola fotografia de vista lateral. Sin
embargo, en el desarrollo del algoritmo de anélisis de imagenes, se logré observar que existian hojas
de la planta de arroz que no se veian en vista lateral y si desde otra perspectiva. Esto se debe
a la filotaxia, la auto-oclusion y el cruce de hojas en la planta, mencionadas en el apartado 2.6
Fenotipado de plantas basado en iméagenes. Es por eso que surgié la necesidad de adquirir
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imégenes digitales de la planta de arroz desde multiples vistas, es decir a diferentes d4ngulos, y por
ello se planted el 3.2.2 Diseno del sistema de captura de imagenes, que se explicard méas
adelante. La toma de imagenes de una sola planta deberan aumentar entre mayor sea el ntimero de
hojas que posea. Por ejemplo, con plantas de menos de cinco hojas, es necesario capturar imagenes
cada 30 grados durante una vuelta completa, es decir, 360 grados, dando un total de 12 imégenes
digitales a procesar.

Materiales: En la Figura 3.6 a) , se puede observar la base giratoria con la cual se trabajo.
Esta hace parte de un sistema de escaneo llamado Ciclop 3D y fue facilitada por la Universidad.
Esta base estd hecha en plastico sélido. Por otra parte, en la Figura 3.6 b), se puede observar un
motor paso a paso Nema 17, necesario para la rotacion de la plataforma giratoria.

(a)

Figura 3.6: a) Base giratoria del sistema Ciclop 3D. b) Motor Nema 17.

Algunas caracteristicas del motor Nema 17 importantes para nuestro trabajo son:
= Longitud del eje: 25 mm

» Pasos por vuelta: 200 (1,8°/paso)

= Corriente: 1.2 Amperios por bobinado

= Tension: 4 V

» Torque: 3.2 kg/cm (44 oz-in)

Para el control del motor paso a paso se hizo uso del driver industrial TB6600 y un Artuino Mega
2560. Estos materiales también fueron facilitados por la universidad. El driver TB6600 permite
realizar diferentes configuraciones de micropasos en el motor y se puede operar para distintos tipos
de motores paso a paso, debido a que se puede variar la corriente desde 0.5 A hasta 4 A. En la
Figura 3.7 se puede observar el driver conectado a Arduino y al motor paso a paso instalado ya en
la plataforma giratoria.
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Figura 3.7: Base giratoria del sistema Ciclop 3D.

Gracias a estos dispositivos y un programa realizado en Arduino, el sistema logra rotar automé-
ticamente la plataforma los grados necesarios. Cabe mencionar que hay que alimentar el arduino a
5V, y el motor paso a paso mediante un conversor a 12V.

3.2.1.3. Meétodo no invasivo

Un requerimiento importante es que el sistema debe permitir obtener datos morfoldgicos de la
planta de arroz sin necesidad de manipularla e invadirla. Este requerimiento se puede llevar acabo
gracias a que se esta empleando el método de procesamiento digital de imagenes. Ademés, como
se explicd en el apartado anterior, el sistema rota automaticamente, por lo que no es necesario
manipular manualmente el macetero con la planta y rotarla cuando sea necesario, como se hizo por
ejemplo en uno de los estudios investigados, mencionados en la secciéon 2.7 Trabajos Relacionados
del capitulo 2.

3.2.1.4. El arroz y etapas trabajadas

Se seleccionaron y clasificaron los estadios mas importantes para este trabajo, dado que el
sistema no es capaz de analizar la planta de arroz en todas sus etapas o estadios. Esto se debe a
la complejidad en la morfologia y fisiologia de la planta de arroz. A continuacion, se presentan los
estadios o etapas trabajadas segin la codificacion BBCH de los estadios fenolégicos de desarrollo
del arroz (Oryza sativa L) presentado en la seccion 2.5.1 Etapas o estadios de crecimiento de
la planta de arroz:

= BEstadio 0: Germinaciéon

» Estadio principal 1. Desarrollo de las hojas (tallo principal)

» Estadio principal 2. Premacollamiento: formacion de brotes laterales (ahijamiento)
» Estadio principal 3. Encanado ( crecimiento longitudinal de las hojas y tallo )

La semilla de arroz (Oryza Sativa L) con la cual se trabajo es especificamente la variedad F60 R2, la
cual fue adquirida por CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical). En principio se utilizo



42 Capitulo 3. METODOS Y MATERIALES

una cantidad de ocho maceteros para sembrar cinco semillas en cada uno. Sin embargo, no todas
crecieron adecuadamente debido a las condiciones ambientales, ya que no se cultivaron en ambiente
de laboratorio dada la situacién de la pandemia en el ano 2020. El sistema puede analizar la planta 9
dias despues de su germinacién, debido a que las plantas se cultivaron en casa y fue este periodo de
tiempo en el cual se empezaron a observar los primeros rasgos morfoloégicos notables a simple vista
e identificadas por el programa. En la Figura 3.9 se pueden observar las etapas que se consideraron
en este trabajo.

Antes de plantar la semilla en el macetero se realiza un proceso de pre-siembra. En la Figura 3.8 se
explica mas detalladamente el proceso de presiembra.

a) b) c)

Figura 3.8: a) Semilla de arroz F60 R2, b) Semilla germinada, ¢) Coleoptilo de la semilla, d) Empieza
la fase vegetativa: primera hoja.

La Figura 3.8 a) se trata de la fase o proceso de presiembra, en la que se deja la semilla de
arroz en agua por 24 horas. Esta técnica se investigoé para cultivar arroz en casa, como en este caso.
Una vez se observe que empieza el proceso de germinacion, Figura 3.8 b), se siembra la semilla
en la tierra, se riega con agua para mantenerla humeda y que la planta empiece a absorber los
nutrientes de la tierra. Para este caso, en cuatro dias se logré observar el coleoptilo, Figura 3.8 c),
de la mayoria de las plantas cultivadas. Finalmente, nueve dias después de sembrarla, Figura 3.8 d),
se pueden observar los primeros rasgos morfolégicos de la planta. Es decir, el sistema puede analizar
la planta de arroz nueve dias después de sembrarla, o cuando alcance una altura aproximada de

cinco centimetros.
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Figura 3.9: Etapas de la planta de arroz con las cuales se trabajo: a) etapa de siembra, b) estadio 0
o etapa de germinacion, c¢) estadio principal 1, d) estadio principal 2 o etapa de plantula, e) estadio
principal 3 o etapa de premacollamiento.

La Figura 3.9 a) muestra la etapa o fase de siembra, en la cual la semilla de la variedad F60 ya

se ha plantado en la tierra. La Figura 3.9 b) muestra la etapa de germinacion o estadio 0, a seis
dias después de ser sembrada. La Figura 3.9 ¢) muestra la etapa o estadio principal 1: desarrollo
de las hojas y tallo, a nueve dias después de sembrarla. En la Figura 3.9 d), se muestra la etapa
de plantula o estadio principal 2, a 30 dias depués de ser sembrada. Finalmente, la Figura 3.9 e),
muestra la etapa de premacollamiento o estadio principal 3: encanado, crecimiento longitudinal del
tallo y hojas, a 50 dfas de ser sembrada.
Cabe mencionar que en ninguna de las etapas la tierra fue estimulada con algiin herbicida, abonada
o fertilizada para acelerar su crecimiento, simplemente se le suministré agua en diferentes cantidades
en sus distintas etapas (estadio 0: aproximadamente 100 ml/dia, estadio 1: aproximadamente 150
ml/dia, estadio 2: aproximadamente 200 ml/dia, estadio 3: aproximadamente 300 ml/dia).

3.2.1.5. Ambiente e iluminacién

El ambiente adecuado para la germinacién de semillas de arroz debe contar con variables mi-
nimas de temperatura, humedad y luminosidad, por lo que en un principio se plane6 trabajarlo en
la universidad en condiciones de laboratorio. Sin embargo, debido a la situaciéon generada por la
pandemia, el sistema se desarrollo en casa (ciudad de Cali), por lo que no cuenta con condiciones
optimas de temperatura, humedad y luz, lo que también implicé analizar solo las etapas descritas
anteriormente.

Por otra parte, un requerimiento para que el sistema de procesamiento trabaje correctamente es
una buena iluminacién en las imagenes. Debido a que el método empleado hace uso del anélisis
de imagenes digitales, estas deben ser adquiridas en las condiciones mas favorables de luz. Por tal
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motivo fue necesario la implementacién de luz artificial, lo cual ayudé a eliminar sombras e irregula-
ridades para hacer que el fondo de segundo plano de la imagen esté uniformemente iluminado. Para
ello se implemento tres softbox caseros ubicados estratégicamente para la iluminacién del fondo e
iluminacién de la planta. En la Figura 3.10 se puede observar el modélo de los softbox creados.

Figura 3.10: softbox casero.

Estos softbox caseros fueron hechos con cartén paja, dando una ventana de iluminacion de 30.0
cm2. Dentro del softbox se recubrié con papel aluminio para que la luz generada por un bombillo
led de 15W se difracte en todas las direcciones y genere mayor iluminaciéon. Para que la luz no llegue
directamente al fondo (tela blanca de estudio fotografico de 1 m) se utiliz6 un difusor (papel seda)
para suavizarla. El sistema fisico completo se puede observar en la secciéon 3.2.3 Implementacion
del sistema fisico, junto con algunas de sus caracteristicas.

3.2.1.6. Calibracién de la camara

Este es un requerimiento importante del sistema debido a que se estd empleando el método de
analisis de imégenes.

Calibraciéon de camara: El proceso de calibraciéon de la cAmara permite la obtencion de datos
3D apartir de imagenes 2D de la escena. Para llevar a cabo este proceso se empled el método de
Zhang, el cual permite estimar los parametros intrinsecos de la cidmara a través de una serie de
patrones, que para este caso, fueron patrones generados en tableros de ajedrez.

Lo que se requiere es poder eliminar, o al menos, disminuir la distorsién generada en las imégenes.
Esta distorsion puede ser radial o tangencial. La distorsién radial hace que las lineas rectas parezcan
curvas y aumenta cuanto mas lejos estdn los puntos del centro de la imagen. La distorsiéon radial se
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puede representar en la Ecuacion 3.2.

Tgistoreed = T(1 + kir? + kort + kgr[')
y(1 + kg2 4 kor? + kgr®)

Ydistorted (32)

De manera similar, la distorsién tangencial se produce porque la lente de toma de imagenes no esta
alineada perfectamente en paralelo al plano de imagen. Por lo tanto, es posible que algunas areas
de la imagen parezcan méas cercanas de lo esperado. La cantidad de distorsién tangencial se puede
representar en la Ecuaciéon 3.3.

Tdistorted = T + [2012Y + Po (r? + 227)]
Ydistorted = Y + [P1(7* + 20%) + 2py 2y (3.3)

En resumen, los coeficientes que se deben de encontrar son los mostrados en la férmula 3.4

Distortion coef ficients = (ky ky p1 Dy ki) (3.4)

Ademas, se necesitan conocer los parametros intrinsecos de la ciAmara, los cuales son representados
en una matriz como la de la Ecuacion 3.5 . Esta matriz incluye informaciéon como la distancia focal
v los centros 6pticos, los cuales se usan para corregir la distorsiéon generada por un lente de caAmara.
Para aplicaciones estéreo, como es el caso, se necesita primero eliminar la distorsién. Para ello, se
us6 20 fotografias de un tablero de ajedrez tomadas con una tnica cAmara, la que se desee calibrar.
En este caso, se calibré tanto la cAmara web, como la cadmara digital Sony. Empleando OpenCV
y Python se proces6 estas imégenes y se obtuvo los patrones generados con el método de Zhang.
En la Figura 3.11 se puede observar una de las imagenes de entrada, y en la Figura 3.12, se puede
observar el resultado después de ser procesada.

fr 0 e
camera matriz = | 0 f, ¢
0 0 1
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Figura 3.11: Imagen tablero de ajedrez de entrada.

Figura 3.12: Imagen tablero de ajedrez de salida.
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Una vez procesadas las 20 imagenes del tablero de ajedrez se obtiene los puntos de objeto y puntos
de la imagen, necesarios para calibrar la caAmara. Con la funcién calibrateCamera(), se procede
a calibrar la cAmara y se obtiene la matriz intrinseca de la cdmara, los coeficientes de distorsion y
los vectores de rotacién y traslacion. Finalmente, se procede a ajustar una imégen adquirida con la
misma cdmara y a corregir la distorsion mediante la funcion getOptimalNewCameraMatrix()
y undistort(). Para saber que tan buenos son los parametros encontrados, se utilizé la funciéon
projectPoints(), la cual da un valor cuantitativo del error. Entre mas cercano esté a cero este
valor, los pardmetros encontrados son mejores. En la Figura 3.13 y 3.14, se puede ver el error de
proyeccién de los pardametros tanto en la cdmara web, como de la cAmara digital respectivamente.

8 AE1REGT1TAR TR0
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Figura 3.14: Error de proyeccién en la cdmara digital.

Finalmente, en la Figura 3.15 y en la Figura 3.16 se puede observar una imagen de entrada con
distorsiéon y una imégen calibrada sin distorsion.

Figura 3.15: Imégen de la planta de arroz con distorsion (camara digital).
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Figura 3.16: Imagen de la planta de arroz sin distorsion (camara digital).

3.2.1.7. Sistema semiautomatico

El sistema permite realizar capturas autométicas de plantas de arroz si se utiliza la camara
web, ya que ésta, al contar con una conexion USB permite ser controlada y configurada desde
el computador mediante Python y OpenCv. Con la camara digital las capturas son manuales, ya
que este modelo de cdmara no permite ser controlada desde el computador, esto hace al sistema
semiautomatico.

3.2.1.8. Datos morfologicos obtenidos

Dada la situaciéon pandémica que la humanidad afronté durante el ano 2020 (tiempo en el cual
este trabajo se desarrollaba), se alteraron los resultados que en este trabajo se esperaban obtener.
Debido a la cuarentena obligatoria las plantas de arroz no crecieron en ambiente de laboratorio
con las variables idéneas para su crecimiento. Las plantas de arroz usadas en este trabajo crecieron
en casa, con las condiciones a nuestro alcance. Algunas de las plantas llegaron incluso a la etapa
de formacién de la panicula, pero particularmente estas plantas no desarrollaron macollos, es decir,
crecié unicamente el tallo y las hojas. Es por eso también que, como se especifico en la seccion 3.2.1.4
El arroz y etapas trabajadas, solo se trabajo hasta el estadio principal 3 o premacollamiento.
Para las etapas o estadios 1,2,3 se obtuvieron fenotipos estructurales, tanto holisticos como por
componentes, ver la seccién 2.6 Fenotipado de plantas basado en imagenes. Las variables
obtenidas fueron: altura de la planta, longitud del tallo, nimero de hojas, longitud de las hojas,
angulos de las hojas y forma de la hoja (curvatura). También se busco integrar estos fenotipos
estructurales a fenotipos temporales basados en trayectoria como: tasa de crecimiento de la planta,
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tasa de crecimiento del tallo y tasa de elongacién de las hojas.

Los datos morfologicos obtenidos fueron estructurados en formatos Json y usados en otro tra-
bajo de grado paralelo a éste, titulado Sistema de modelado para la reconstrucciéon 3D del
crecimiento de la variedad de arroz oryza sativa L.

3.2.2. Diseno del sistema de captura de imagenes

Antes de empezar a desarrollar el sistema fisico con el cual el sistema permitiria realizar captura
de iméagenes, se realizé una tabla de criterios y soluciones para comparar distintas alternativas y
recursos disponibles para ser usados. Esta tabla se puede encontrar en el apartado de anexos. La
comparacion incluye criterios como; reproducibilidad (capacidad de un ensayo o experimento de ser
reproducido o replicado por otros), disponibilidad (materiales prestados), facilidad (de implementar,
controlar y operar), movilidad (del sistema completo), precio (entre mas econémico tiene mas peso
como criterio) y, finalmente, estabilidad (adquirir imagenes manualmente sin una camara fija altera
los datos obtenidos). En esta tabla, la mejor alternativa era usar el robot UR3 disponible en la
universidad, puesto que con él se podria tomar capturas de imagenes de vista lateral y superior
a la planta, aumentando asi las imagenes a analizar y méas variables fenotipicas (principalmente
holisticas, como el area de brote proyectada en la superficie de la planta o radio ocupacional de
una planta). Sin embargo, debido a la situacién generada por la pandemia, y sin tener acceso a la
universidad y al laboratorio, se optd por la segunda alternativa con mas peso, o la més viable, la
cual es una plataforma giratoria con camara fija.
Para el diseno esquemético del sistema nos ayudamos con herramientas que ofrece windows (paint
3D). Por otra parte, un paso importante fue también guiarnos de la literatura para comprender y
establecer un diseno conceptual, 6ptimo para captura de imagenes y fenotipado de plantas, como
los mostrados en las Figuras 2.19 y 2.20 de la seccién 2.7 Trabajos relacionados, del capitulo 2.
En la Figura 3.17 se puede observar el disefio del sistema de fenotipado de bajo costo.

|

Figura 3.17: Diseno del sistema de fenotipado de bajo costo, realizado en Paint 3D.
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En este disenio conceptual se plantedé un sistema de captura de imagenes automatico, el cual
contaria con un computador (encargado de procesar las imagenes), una base giratoria (controlada
mediante arduino y un controlador de motor paso a paso), y una camara fija (preferiblemente con
tripode para poder variar la altura y la distancia al objeto).

En la Figura 3.18 se puede observar el diagrama de bloques del sistema propuesto.
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> Datos
Morfologicos
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Figura 3.18: Diagrama de bloques del sistema de captura de imégenes.

3.2.3. Implementacion del sistema fisico

Una vez planteado el diseno conceptual del sistema se procedié a adquirir los materiales: motor
paso a paso, arduino mega, controlador tb6600, cAmara web, camara digital, tela blanca para fondo,
iluminacion para fondo (softbox casero). En las Figuras 3.19, 3.20 y 3.21 se puede observar el
resultado del sistema implementado.
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Figura 3.19: Sistema de fenotipado de bajo costo.

Figura 3.20: Sistema de fenotipado de bajo costo.
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Figura 3.21: Sistema de fenotipado de bajo costo.

El sistema fisico observado ocupa una area de aproximadamente 3.0 m2. Cuando se va a realizar
la adquisicion de imagenes de una planta de arroz se ubican estrategicamente dos softbox caseros
de forma lateral para que iluminen el fondo, y el tercer softbox se ubica a 45 grados del objeto a
capturar para que la iluminacién sea lo méas uniforme posible. Por otra parte, hay que senialar que
cuando se realiza una captura, la plataforma giratoria junto a la base se ubican a 0.50 m del fondo
para mejorar la adquisicion de imagenes y hacer que el fondo de una imagen digital adquirida tenga
un blanco més uniforme, ademés hay que procurar que el fondo (tela blanca) no presente arrugas
o irregularidades en su superficie. Aunque como se explicd en el apartado 3.2.1.1 Dispositivos
de adquisiciéon de imagenes, se configuran previamente algunos parametros de las cAmaras para
lograr capturas mas favorables con las que algoritmo de procesamiento de las imégenes va a trabajar.
Funcionamiento del sistema fisico: Finalmente, en la Figura 3.22 se puede observar cual es el
procedimiento a realizar en el sistema fisico antes de procesar las imagenes adquiridas. Primero,
se realiza una correccion de la iluminaciéon de fondo mediante los softbox caseros estrategicamente
ubicados (dos en cada lateral y uno a 45 grados de la plataforma giratoria). Después, se procede a
ubicar el macetero de arroz en la plataforma. Se ubica la camara a cierta distancia y se configuran
los parametros de ésta (ISO, EV, Balance de blancos). Para las primeras capturas de imégenes se
utiliza una regla como referencia y se ubica un cartén milimetrado bajo la base giratoria para ajustar
cualquier cambio de distancia en la caAmara. También se realiza la calibracién de la caAmara aplicando
el método de Zhang y usando OpenCV y Python, como se mencion6 anteriormente. El siguiente paso
es ejecutar el programa en Python desde el computador, para que éste se comunique con Arduino.
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Antes de ello se solicita al usuario cuantos grados desea girar la plataforma (si se requiere). Después
realizara la primera captura de la imagen y empezaré a girar la plataforma, y a tomar capturas de
la planta cada X grados en intervalos de seis segundos por captura. Finalmente se procede a corregir
la distorsién generada por el lente en las imégenes adquiridas y se procesan mediante el algoritmo
de imagenes 3.2.4 Implementaciéon de algoritmos para el procesamiento de imagenes.

Hay que aclarar que, como se menciond en la seccién 3.2.1.7 Sistema semiautomatico, el
sistema fisico es completamente automatico si se utiliza la camara web, la cual es buena pero la
calidad de las imédgenes adquiridas no superan a la camara digital Sony. Por ello, cuando se usa la
camara digital el sistema es semiautomaético ya que la plataforma giratoria esta automatizada pero
las capturas se hacen manualmente con un tripode fijo. Asi que, con este dispositivo el procedimiento
es un poco mas tedioso, sin embargo da mejores resultados en las imagenes adquiridas.

Correccion de luz: Ubicar estrategicamente los softbox

&

Ubicar planta: maceterc con arroz sobre la plataforma

&

Ubicar camara: a una distancia fija del objeto (planta)

%

Configurar parametros de camara, 150, EV, Blancos

&

Calibrar camara: Método de zhang

¢

Corregir la distorsion en las imagenes

&

Capturar planta y girar la plataforma (si es necesario)

<

Procesar las imagenes

Figura 3.22: Funcionamiento del sistema fisico.
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3.2.4. Implementaciéon de algoritmos para el procesamiento de imagenes

El procesamiento de las imagenes se divide en dos partes fundamentales, la primera consiste
en un pre-procesamiento de las imagenes para identificar y separar la planta de arroz de elementos
externos como la macetera y el fondo. La segunda parte consiste en obtener los datos morfologicos de
la planta utilizando diferentes algoritmos. Las iméagenes son procesadas en un computador portatil
con Intel Core i7, de ocho nicleos y memoria RAM de 8 Gb, en el que generalmente, el tiempo de
procesamiento va desde 15 a 20 segundos por imagen y para un conjunto de 13 imagenes el tiempo
requerido es de 3 a 4 minutos.

Para la primera parte del pre-procesamiento se utilizo la libreria PlantCV de Python. PlantCV
se compone de funciones modulares para ser aplicable a una variedad de tipos de plantas y sistemas
de imagenes. Ademaés, admite actualmente el analisis de imagenes en color RGB estandar (también
conocidas como "VIS"), imagenes en escala de grises estandar (p. Ej., Infrarrojo cercano, "NIR"),
imégenes infrarrojas térmicas, imagenes en escala de grises de sistemas de imagenes de fluorescencia
de clorofila ("PSII") e hiperespectrales (NDVI)|[10].

3.2.4.1. Preprocesamiento

LIBRERIAS

import sys, traceback

import matplotlib.pyplot as plt
import cwv2

import os

import json

import numpy as np

from plantcv import plantcv as pcv
from plantcv.plantcv import params
from plantcv.plantcv import outputs
from statistics import mode

from scipy.interpolate import InterpolatedUnivariateSpline
pcv.params.debug = "plot”

debug= 'plot'

$matplotlik inline

from PIL import Image

import math

Figura 3.23: Librerfas utilizadas en Python 3.8; sys es un modulo que proporciona acceso a algunas
variables utilizadas o mantenidas por el intérprete y a funciones que interactiian fuertemente con el
intérprete, matplotlib permité realizar graficos a partir de datos obtenidos y organizados en arreglos,
cv2 es el modulo de OpenCV, json es un modulo el cual estructura los datos, numpy posibilita
crear vectores y matrices multidimensionales, PlantCV es un moédulo que acopla distintas funciones
modulares para analisis de plantas, statistics es una libreria con funciones estadisticas para analizar
datos y math es una librearia para realizar funciones matematicas dentro del programa.
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3.2.4.2. Carga de Imagen

Una vez cargadas todas las librerias a utilizar, se lee la imagen que se va a preprocesar, para ello
se utiliza el comando pcv.readimage() el cual lee la imagen en forma matricial y divide la ruta y
el nombre del archivo de la imagen. Para tener una mejor idea de como se desarrollé el codigo, se
utiliza una imagen de planta de arroz para su ejemplificaciéon, ver Figura 3.24.
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Figura 3.24: Captura RGB de la planta de arroz utilizando el dispositivos de adquisicion (camara
digital Sony cyber-shot DSC-WX50) a 50 cm de distancia.

3.2.4.3. Separacion del fondo

Una vez que se tiene la imagen cargada se procede a eliminar el fondo y los objetos innecesarios,
es decir, se realiza un proceso de segmentacion, para ello se usa una serie de filtros y conversiones
que se explicaran a continuaciéon. La primera conversiéon se trata del espacio RGB a HSV.

La importancia de realizar la conversion a HSV es poder separar el fondo blanco de la planta de
arroz, pues como se explico anteriormente, el formato HSV es sensible a la saturaciéon y luminosidad
del blanco. Para ello se usa el comando rgb2gray hsv y se obtiene la Figura 3.25.
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Figura 3.25: Imagen en HSV escala de grises, el color blanco es reemplazado por un tono negro para
distinguir los objetos con un tono diferente.
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Figura 3.26: Méscara binaria imperfecta sobre la imagen de la planta de arroz en escala de grises
HSV . Util para separar plantas y materiales de fondo.
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Ahora se crea una imagen binaria a partir de una imagen gris basada en los valores de umbral
(HSV). La planta se puede especificar como oscuro o claro y de esa manera separar el fondo blanco.
Para ello se utiliza la funcién pcv.threshold.binary() y se obtiene la Figura 3.26.

Con la imagen binaria de la Figura 3.26 es posible obtener una imagen en formato RGB, pero
sin el fondo como la mostrada en la Figura 3.27 . Se usa la funciéon pcv.apply mask(), para que
la imagen contenga menos colores innecesarios que pueden perturbar su futuro procesamiento.

250

500 A

750 A

1000 -

1250

1500

1750 4.

-

y

0 500 1000

Figura 3.27: Imagen RGB de la planta de arroz sin el fondo. Notese que algunos lugares no fueron
descartados completamente debido a la irregularidad de la luz

3.2.4.4. Separacion de la planta

Para analizar las imagenes adquiridas es necesario realizar un filtro que separe la planta del
macetero y la tierra. Para ello se convierte la imagen RGB a LAB.

Gracias a que el formato LAB es sensible al color verde, es posible filtrar la imagen de la planta
de arroz (ver Figura 3.27) para eliminar lo que no tenga el espectro del color verde. Para ello se usa
el comando pcv.rgb2gray lab() y se obtiene la Figura 3.28.
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Figura 3.28: Imagen LAB de la planta de arroz, ndtese que la planta de arroz tiene un color oscuro
respecto a su entorno
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Figura 3.29: Imagen binaria perfecta de la planta de arroz.
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Por ltimo,se utiliza el comando plantcv.threshold.binary como en la Figura 3.26 para obte-
ner finalmente la imagen binaria de tnicamente la planta de arroz,ver Figura 3.29. Con este tultimo
paso, ya se puede obtener datos morfologicos de las imégenes.

3.2.4.5. Procesamiento para obtener datos morfologicos

Una vez que las imégenes estan listas y limpias de figuras y colores externos a la planta, es
posible empezar por identificar las hojas y el tallo de la planta. Para ello, las funciones del paquete
de morfologia contenidos en PlantCV se pueden utilizar una vez que se ha creado una mascara
binaria. Las funciones de morfologia estdn destinadas a ser un tipo de anélisis de objetos. Estas
funciones pueden potencialmente devolver informacion sobre; la altura de la planta, longitud de la
hoja, el angulo de la hoja y la curvatura de la hoja.[41]

3.2.4.6. Altura de la planta: fenotipo estructural holistico
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Figura 3.30: Imagen RGB con algoritmo ROI para detectar el entorno de la planta.

Para obtener la altura de la planta se utilizaron los algoritmos existentes en PlantCV para
detectar objetos. La planta puede ser analizada como un solo objeto gracias a la creacion de ROI(
Region de interes), con el cual se puede identificar inicamente el contorno de la planta y asi encontrar
su altura. Ver figuta 3.30
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Con la funcién pcv.analyze bound horizontal() se puede obtener la altura de la planta, como
lo indica la figura 3.31.
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Figura 3.31: Planta de arroz en color verde (caracteristico de los objetos) y una linea roja vertical
indicando su altura, dado a que la distanciaa la que se capturd la planta es a 50 cm de la planta,
cada pixel de la planta equvivale a 0.0265cm. para este caso el programa arroja un valor de 37.29
cm.

3.2.4.7. Identificacién de hojas y tallos

Para diferenciar las hojas del tallo, se utilizaron una serie de algoritmos que se explican a con-
tinuacion. Primero se realiza la esqueletizacion de la imagen binaria de la planta de arroz (ver
Figura 3.29).

PlantCV provee una funcién para la esqueletizacién de una imégen sin necesitar mucho proce-
samiento computacional, con el comando plantcv.morphology.skeletonize se obtiene la Figura
3.32.
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Figura 3.32: La esqueletizacion de la imagen de arroz: toma una méscara y la reduce a una repre-
sentacion de 1 pixel de ancho mientras conserva la estructura.
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Figura 3.33: Esqueletizacion de la imagen binaria. Cuando existen segmentos que no corresponden

a la planta se opta por podar los segmentos.
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Figura 3.34: Imagen esqueletizada y segmentada, por cada segmento el programa agrega un color
para identificar mejor los segmentos individuales de la planta.

Ahora es necesario convertir la imagen esqueletizada en piezas separadas, para poder distinguir
entre hojas y tallo. Para ello se usa la funcién plantcv.morphology.prune el cual retorna una
imagen con las puntas de las hojas podadas ( esto se usa cuando existen ramas salientes del tallo
que el programa puede tomar como si fueran hojas cuando en realidad no lo son) ver Figura 3.33.
Tambien dicha funcién arroja una imagen segmentada, como se puede ver en la Figura 3.34.

Con la funcién pcv.morphology.segment sort se puede identificar las hojas y el tallo, ver
figura 3.35. Esta funcién clasifica los segmentos de esqueleto en dos categorias: segmentos primarios
y secundarios. Los segmentos se clasifican como primarios si ambos puntos finales del segmento
coinciden con puntos de ramificaciéon. Los segmentos se clasifican como secundarios si al menos uno
de sus puntos finales coincide con una punta. Mediante este método de clasificacion, en el ejemplo
siguiente, el segmento primario es el tallo y los segmentos secundarios son las hojas. Los segmentos
secundarios se colorean de verde y los segmentos primarios se colorean de fucsia.

Con estas funciones se pueden procesar de manera independiente las hojas y los tallos, para asi
obtener informacién solamente de cada hoja cuando sea necesario y no de toda la planta.
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Figura 3.35: Imagen segmentada de la planta de arroz. El color verde representa las hojas y el color

fucsia representa el tallo.
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Figura 3.36: Imagen segmentada de la planta de arroz. Cada hoja tiene un ID difente para distinguir

cada hoja de la planta.
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Por ultimo, es necesario segmentar las hojas y el tallo. En otras palabras, crear un arreglo de la
posicion de cada pixel de las hojas y lo mismo para el tallo, para asi trabajar directamente sobre
los arreglos y no sobre las imagenes, lo cual mejora el procesamiento. Para lograr esto se usa la
funcién pcv.morphology.segment id, la cual traza imégenes segmentadas con ID de segmento.
La salida de la imagen segmentada se puede utilizar en funciones posteriores para encontrar la
longitud, angulo y curvatura. Ver Figura 3.36.

3.2.4.8. Longitud del tallo y de las hojas: fenotipo estructural por componentes

Para encontrar la longitud de las hojas se utiliza el siguiente comando segment path length()
,el cual calcula la distancia geodésica de cada segmento, dicha longitud esta en pixeles, por lo cual
con un escalamiento se puede estimar a cuantos centimetros equivale cada pixel, como lo indica la
Figura 3.37 . La Figura 3.38 contiene las longitudes del tallo de la planta. El programa asigna una
etiqueta a cada hoja empezando desde la Hoja 1 hasta Hoja n, donde n es el nimero de hojas
total. Esta asignacién se hace de acuerdo a la altura que tenga cada hoja, siendo asf la primer hoja
la que menos altura tenga y la tltima hoja la més alta relativa al tallo. Gracias a esto se consigue
que, por ejemplo, en varias imagenes el programa reconozca a que dato morfoloégico pertenece cada
segmento (tallo u hoja) de la planta.
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Figura 3.37: Longitudes de las hojas de la planta de arroz en centimetros, dado a que la distancia
a la que se captur6 la imagen es a 50 cm de la planta, cada pixel de la planta equivale a 0.025cm.
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Figura 3.38: Longitud del tallo de la planta de arroz en centimetros: para esta imagen la longitud
del tallo equivale a la suma de todos los segmentos 13.71 cm de altura.

3.2.4.9. Curvatura de las Hojas: fenotipo estructural por componentes
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Figura 3.39: Curvatura de las hojas de la planta de arroz.
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Para encontrar la curvatura de las hojas se utiliza la imagen segmentada (ver Figura 3.36 ) y el
comando pcv.morphology.segment curvature(), el cual calcula la curvatura de los segmentos
tomando la relaciéon entre la distancia geodésica y longitud de las hojas. Los valores més cercanos
a 1 indican que un segmento es una linea recta, mientras que los valores mas grandes indican que
el segmento tiene mas curvatura. Ver figura 3.39.

3.2.4.10. Angulo de inclinacién horizontal de las hojas: fenotipo estructural por com-
ponentes

Para obtener este parametro se utiliza la imagen segmentada de la Figura 3.36 y la funcién
pcv.morphology.segment angle() calcula los dngulos de los segmentos (en grados) ajustando
una linea de regresion lineal a cada segmento como lo indica la Figura 3.40.
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Figura 3.40: Angulo horizontal de las hojas de la planta de arroz, los valores en negativo significa
que las hojas estéan inclinadas a la izquierda del tallo.

3.2.5. Pruebas de funcionamiento

Con la Figura 3.24 es posible obtener los datos de la Tabla 3.6 despties de realizar su respectivo
procesamiento, pero con una sola imagen no se puede garantizar que los valores son correspondientes



3.2. Método con procesamiento digital de imagenes 67

a los valores reales planta de arroz , debido a la filotaxia, auto-oclusién y cruce de hojas. Por lo
tanto, se utilizan imégenes de la misma planta desde diferentes perspectivas como las mostradas en
la Figura 3.41.

Datos fenotipicos estructurales de la planta

Nﬂrnijr;) L2 Longitud (cm)  Angulo (grados) Curvatura
Hoja_1 12.19 45.56 1.081
Hoja 2 3.18 -87.76 1.027
Hoja 3 16.03 -72.30 1.081
Hoja_4 26.50 84.87 1.033
Hoja_b 29.96 87.42 1.046

Tabla 3.6: Datos de las hojas de la planta de arroz analizada. La longitud esta dada en centimetros,
la curvatura es cercana a la unidad si la hoja se encuentra casi paralela al tallo, entre méas alejado este
valor adimensional de la unidad, mayor curvatura tiene la hoja. El 4ngulo se mide horizontalmente
tomando como referencia una regresion lineal de cada hoja, si el valor es negativo significa que la
hoja esta a la izquierda del tallo.

Las 13 fotos de la figura 3.41 son cargadas al programa en Python para su posterior procesa-

miento, con ello se obtiene los datos de: Altura de la planta, cantidad de hojas, longitud de hojas,
longitud del tallo, inclinacién o angulo y curvatura de las hojas.
Dado que son diferentes perspectivas, algunos datos no seréan correspondientes a los valores reales
de la planta, como por ejemplo, algunas hojas se sobreponen a otras debido a la auto-oclusiéon y
esto tiene como consecuencia que en todas las fotos no se obteniene los mismos datos. En algunas
imagenes, la longitud de la hojas serdn mayores mientras que en otras serdn menores, por ende si
se promedian dichos valores, el resultado que se obtiene no sera el valor real de la planta. Para
corregir este problema se escoge la perspectiva con el mayor valor para la longitud de cada hoja.
Esta imagen tambien otorgara los valores de curvatura y dngulo mas aproximado al de la planta.
Ver Figura 3.43.
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Figura 3.41: Capturas de la planta de arroz a los tres meses después de su germinaciéon utilizando
el sistema de captura cada 30 grados de rotacion.
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Figura 3.42: Altura de la planta de arroz utilizando el sistema de procesamiento (Python y PlantCV).
La altura promedio de la planta dadas las 13 imégenes es de 38.18 cm.
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(b) 30° (c) 60° (d) 90° (e) 120°

(f) 150° (g) 180° (h) 210° (i) 240° (j) 270°

(k) 300° (1) 330° (m) 360°

Figura 3.43: Longitudes de las hojas de la planta de arroz utilizando el sistema de procesamiento
(Python y PlantCV). Algunas imagenes tiene un valor de 0.0 en el extremo superior izquierdo, esto
significa que a la imagen le hace falta una o méas hojas respecto a la cantidad real de la planta.
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Altura de la planta de arroz
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Figura 3.44: Altura de la planta en cm. Para obtener el valor aproximado al medido manualmente,
se utiliza el valor maximo, en este caso 38.18 cm. Esto se debe a que en algunas perspectivas la
altura serd mayor o menor dependiendo de la inclinaciéon de la planta.

La Figura 3.43 contiene todas las longitudes de las cinco hojas que posee la planta a sus tres
meses de germinaciéon. Por cada imagen se tienen tres, cuatro o cinco hojas a analizar. Un método
facil para trabajar con varios datos es atraves de graficas como a), b), c¢), d) y e) de la Figura 3.45.
Las cuales contienen las longitudes de todas las hojas respectivamente. Para obtener el dato apro-
ximado al valor medido manualmente se busca el maximo de cada gréfica, asi, para la primera hoja
el valor maximo equivale a 12.10 cm y el valor de la Gltima hoja es igual a 30.15 cm. Finalmente en
el Capitulo 4 Analisis de resultados se correlaciona los datos obtenidos mediante ambos métodos.

Es posible obtener la curvatura de las hojas de las imagenes de la Figura 3.41 como se indic6 en
la secciéon 3.2.4 Implementacién de algoritmos para el procesamiento de imagenes, para
ello se utiliza el mismo procedimiento que la Figura 3.39 y se obtiene como resultado la Figura 3.46.
Al igual que en las graficas de longitud, el valor que se escoge es el valor maximo de la funcion de
interpolacion, esto se debe a que la curvatura de la hoja es dependiente de las perspectivas, si por
ejemplo una hoja estd paralela a la posicién del lente de la caAmara, se obtiene una curvatura muy
cercana a 1, es decir una hoja erecta. Ver Figura 3.47.

Para obtener el &ngulo de inclinacion de las hojas se usan las 13 imagenes de la Figura 3.41 y se
obtiene la longitud de cada hoja. Con la longitud méxima se obtiene el &ngulo de las hojas, el cual
corresponderia al valor mas aproximado con el medido manualmente.
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Figura 3.45: Graficas de las longitudes de todas las hojas de la planta de arroz. El eje x representa las
muestras en grados y el eje y representa las longitudes medidas para cada hoja en cada imagen. En
algunas gréficas se pueden ver valores en 0, esto significa que esa hoja no es visible en la perspectiva

en la cual se capturé la planta.
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Figura 3.46: Curvatura de las hojas de la planta de arroz utilizando el sistema de procesamiento
(Python y PlantCV).
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Figura 3.47: Graficas de las curvaturas de todas las hojas de la planta de arroz, el valor que se
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escoge es la muentra (grados) donde la hoja tiene su valor maximo de longitud.
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Inclinacion aproximado de la planta analizada

Hoja_1 Hoja_2 Hoja_3 Hoja_4 Hoja_5 Hoja_6
angulo horizontal (grados)
45.79 73.37 71.15 82.78 82.33 8522

Figura 3.48: Angulos horizontales de las hojas de la planta de arroz utilizando el sistema de proce-
samiento (Python y PlantCV).
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3.2.6. Salida de datos

Una vez que son analizadas todas las imagenes de la planta de arroz, se procede a crear un
archivo en formato JSON para guardar los datos y ser compartidos con el trabajo de grado paralelo

a éste. Ver Figura 3.49.

import jsoj
data = {}
data['Desarrocllc hojas'] = []

data["Hojas angulo superior'] = []
data["Hojas_ o_axial'] = []
data['Hojas Largo'] = []

data['Desarrollo hojas'].append({
'Largo_Hoja
'Largo_Heojaz': 10,
'Largo_Hoja3': 21.5,

'Largo

'Ancho Hojas_iniciales': 0.6,

L

'Desviacion NueveHojas': 2

}

data['Tallos Tamanco'].append({

TTamQ': 100,

1

data['Hojas angulo superior'].append({

.append {{
print ('RRREGLO COMPLETO :', data)
with open('data.j=son', 'w') as file:

Json.dunp (data, file, indent=4)

ST

.

.

Figura 3.49: Con este codigo se crea el formato JSON y se guardan los datos de la planta.
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3.2.7. Resumen del método propuesto

Finalmente en las Figuras 3.50 a), 3.50 b) y 3.51 se puede observar todo el procedimiento
mediante el cual opera el sistema de captura de datos morfologicos de la planta de arroz.

Correccidn de luz: Ubicar estrategicamente los softbox Cargadeimdgenes: Subir todas las fotos al programa

V4 V2

" Separacion del fonde: Filtrarlasimagenes para eliminarel
Ubicar planta: maceterc con arroz sobre la plataforma fondo blanco (RGB —HSV)

N\

Separacion de la planta : Filtrar lasimagenes para eliminar
latierray objetos inncesarios (RGB-LAB)

&

Ubicar cdmara: a una distancia fija del objeto (planta)

&

Esqueletizacion : Obtener de laimagenun patron
continuo de la planta

Configurar parametros de camara, |50, EV, Blancos

Podar laimagen : Eliminar figuras salientes del tallo que
no son hojas
Calibrar camara: Método de zhang i 7
Segmentacion : Clasificar todos los segmentosde la
planta entre talloy hojas

&

<

Corregir la distorsion en las imagenes Datos morfoldgicos : Obtener datos de los segmentos
: (longitud, inclinaciony curvatura)
Capturar planta y girar la plataforma (si es necesario) Visualizacidn de datos: Mostrar los valores obtenidos

mediante arreglos o gréficas.

-

Salida de datos: Crear el archivo JSON con los datos dela
planta.

(a) (b)

Procesar las imagenes

Figura 3.50: a) Funcionamiento del sistema fisico. b) Funcionamiento del algoritmo de procesamiento
de imAgenes.

Sistema de captura de datos morfologicos mediante andlisis
deimagenes durante el crecimiento de plantas de arroz

datos

Sistema de modelado
para la reconstruccion

( | 3D del crecimiento de
la variedad de arroz
‘ oryza sativa L

Figura 3.51: Resumen de la metodologia empleada.
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Con algunos de los datos morfologicos de las plantas adquiridos a través del anélisis de imégenes
digitales, el equipo de trabajo encargado de crear una reconstruccion 3D de la planta de arroz logro
modelar la planta en diferentes etapas. Ver Figura 3.52.

Figura 3.52: Modelo 3D computarizado de la planta de arroz Oriza Sativa L.



CAPITULO 4

ANALISIS DE RESULTADOS

El objetivo de este trabajo es la implementacién de un sistema de bajo costo que permita ob-
tener datos morfologicos (fenotipos estructurales y temporales) de la planta de arroz en diferentes
etapas de su crecimiento a través del anélisis de imagenes y con ayuda del software gratuito PlantCV.

El software de codigo abierto PlantCV permite la obtencion de diferentes rasgos fenotipicos de
variedad de genotipos de plantas, a través del analisis de imagenes 2D. En este trabajo se realizo
la obtencion de fenotipos estructurales (holisticos y por componentes) de plantas de arroz, especi-
ficamente la variedad F60. Con los datos obtenidos de los fenotipos estructurales se logrd integrar
fenotipos temporales basados en trayectoria como los siguientes; tasa de crecimiento de la planta,
tasa de crecimiento del tallo y tasa de elongacién de las hojas.

La implementaciéon de algoritmos para anélisis de imagenes mediante la herramienta computacional
PlantCV permite analizar parametros fenotipicos de las plantas en un periodo de tiempo mucho
mas corto que las mediciones hechas manualmente. Por ejemplo, medir cinco plantas en 13 puntos
de tiempo diferentes en vista lateral, para la obtencién de la altura, significa medir parametros a
partir de 65 imagenes. La obtencion de parametros como la altura de la planta requiere al menos 12
minutos de trabajo manual, mientras que obtener tanto la altura como medida de sus otros compo-
nentes requiere al menos una hora y media de trabajo manual. Con anélisis de imégenes, la misma
tarea se puede realizar en menos de tres minutos en un computador de escritorio de bajo rendimiento.

Validacion

Para validar los resultados producidos por el sistema de captura de datos morfologicos mediante
analisis de imégenes, se analizaron cinco plantas de arroz en un periodo de experimento que comenzé
el dia 9 después de la siembra, y finaliz6 el dia 117 después de la siembra. El tiempo entre toma de
datos fue cada 9 dias para obtener un fenotipo estructural holistico (altura de la planta). Mientras
que para una sola planta del experimento se realiz6 fenotipado estructural tanto holistico como por
componentes (altura de la planta, altura del tallo, namero de hojas, longitud de las hojas, dngulo y
curvatura de las hojas), tomando muestras o datos cada 3 dias.

A continuacion se presentan graficas que correlacionan los datos obtenidos mediante el sistema
de captura de iméagenes con los datos obtenidos manualmente. Se utiliz6 en la mayoria de graficas
el coeficiente de determinacion (R) para medir que tan dispersos estén los datos utilizando ambos
métodos y asi poder estimar la precision del método propuesto.
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Altura de cinco plantas de arroz F60
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Figura 4.1: Validacién para el fenotipo altura de la planta: Los colores en el diagrama de
correlacion representan cinco plantas de arroz en 13 puntos de tiempo diferentes después de la
siembra. La linea recta de color negro representa la tendencia de relacion entre los datos y una
regresion lineal. El andlisis de cinco plantas en 13 puntos de tiempo diferentes requiere analizar 65
imagenes, por lo cual se derivaron y estructuraron n = 65 datos a correlacionar.

La precision y reproducibilidad de un sistema de anélisis de imagenes son los factores clave para la
evaluacién de un proceso de fenotipado. En el experimento de medicién de la altura de cinco plantas
en 13 puntos de tiempo diferentes, mediante el sistema de captura de imagenes y el método manual,
se obtuvo un coeficiente de determinacion (R) de 0.9943, lo cual indica una buena aproximacion entre
los valores calculados y los medidos manualmente, ademés se obtuvo un error relativo promedio de
5.0 % para la altura de las plantas. Por otra parte, se puede observar en la Figura 4.1 que los datos
se desvian ligeramente por debajo de las mediciones manuales, principalmente cuando la planta es
més alta el error es mas grande.

Es posible también observar en la Figura 4.1 variabilidad de alturas entre las cinco plantas de
la misma variedad de arroz (F60), sin embargo, la Figura 4.2 muestra de una mejor manera la
variabilidad de las alturas, y la tasa de crecimiento aproximada obtenida en cada planta.
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Figura 4.2: Fenotipo temporal basado en trayectoria: tasa de crecimiento de cinco plantas de
arroz F60.
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En la Figura 4.2 se puede observar la variabilidad de alturas de las cinco plantas de arroz F60.
Se obtuvo tasas de crecimiento desde 2.96 mm/dia hasta 6.40 mm/dia, mientras que las tasas de
crecimiento de las mediciones manuales varian desde el 3.11 mm/dia hasta 6.60 mm/dia, lo cual
representa errores relativos promedio desde 3.0 % hasta 5.5 %. A pesar de que se cultivo y trabajo
la variedad F60 en las mismas condiciones ambientales y de riego continuo se obtuvo variabilidad
de alturas significativas, alcanzando incluso diferencias de 30 cm de altura en etapas finales de desa-
rrollo. Para estas gréficas, se han derivado y estructurado manualmente los datos de los resultados
obtenidos mediante el analisis de imagenes.
Para la validacion del fenotipado estructural por componentes capturados por el sistema y los me-
didos manualmente se analizé la planta 1 en un periodo de casi 120 dias, realizando mediciones de
sus componentes cada 3 dias. No se realizé la medicién por componentes de otras plantas debido
al tiempo requerido para hacerlo, dado que analizar la planta 1 con més de cuatro hojas requiere
inspeccién y trabajo manual de casi una hora y media.
En las Figuras 4.3, 4.4, 4.5, 4.6 se puede observar el analisis de los datos recolectados mediante el
método manual y con el sistema de captura en diferentes etapas de crecimiento.
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Figura 4.3: Validaciéon para el fenotipo longitud del tallo: el tiempo del experimento fue desde
el dia 9 (marcado con el color celeste en la grafica) hasta el dia 120 (marcado con el color rojo en la
grafica), cada tres dias (color azul en la grafica). La linea recta de color negro representa la tendencia
de relacion entre los datos y una regresion lineal. Los datos representados en esta grafica (n=37) se
derivaron y estructuraron manualmente de los datos obtenidos del analisis de imagenes.
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Se puede observar en la Figura 4.3 que los datos casi no estan dispersos, por lo que se obtuvo un

coeficiente de determinacion (R) de 0.995 entre el método manual y el implementado, lo cual indica
una alta presicion para la medicion computacional de este parametro fenotipico estructural. Esto
también se debe a que la herramienta PlantCV permite reconocer el tallo més facil que las hojas,
dado que a diferencia de las hojas (que poseen una forma alargada en forma de cinta), el tallo posee
una forma cilindrica.
Por otra parte, los datos recolectados de este fenotipo estructural a lo largo del tiempo se integraron
a un fenotipo temporal basado en trayectoria con una tasa de crecimiento del tallo de 2.13 mm/djia,
mientras que el obtenido de los datos manuales fue del 2.15 mm/dia, dando un error relativo pro-
medio del 1% entre ambos métodos.
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Elongacion foliar
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Figura 4.4: Validacion para el fenotipo longitud de las hojas: a) Longitud de las hojas de la

planta 1 en etapa de elongacion foliar. b) Longitud de las hojas de la planta 1 en etapa de senescencia
foliar (envejecimiento de las hojas).
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En la Figura 4.4 a) y Figura 4.4 b), n = 98 y n = 43 representan el conjunto de datos obteni-
dos por el sistema en etapa de elongacion y senescencia foliar, respectivamente. Para realizar estas
graficas, los datos se derivaron y estructuraron manualmente de los datos obtenidos del analisis de
imagenes.

La Figura 4.4 a) presenta un coeficiente de determinacion (R) de 0.9869 entre el método manual
y el método implementado, mientras que la Figura 4.4 b) presenta un coeficiente de determinacion
(R) de 0.9193. Esto se debe principalmente a que para el sistema es maés facil reconocer el color
verde que el color amarillo o marrén presente en las puntas de las hojas en la etapa de senescencia
foliar, por lo que los datos obtenidos por el sistema cuando las hojas estan envejeciendo son menos
precisos que cuando la hoja esta en proceso de elongacién. El error relativo promedio entre medicio-
nes manuales y las obtenidas por anéalisis de imagenes varian desde 2.7 % hasta el 7.5% en etapa de
elongacion foliar, mientras que en etapa de envejecimiento de las hojas los errores relativos varian
desde el 15 % hasta el 25 %.

Los valores atipicos en este caso representarian a los datos de la Figura 4.4 b), los cuales fueron
causados particularmente por las puntas de las hojas y las partes de las hojas marrones y amarillas
que no pudieron segmentarse como plantas. Cabe mencionar que en las gréaficas se puede observar
algunos datos de los colores representativos de cada hoja mas que otros (por ejemplo hay mas datos
de la hoja 5 que de la hoja 4), lo cual se debe al tiempo de vida que tuvo una hoja en particular.
Finalmente, los datos obtenidos por el sistema de captura mediante analisis de imAgenes también
se integraron a un fenotipo temporal basado en trayectoria, por lo que la tasa de elongacion de las
hojas vari6 desde 2.63 mm/dia hasta 7.13 mm/dia. Para el conjunto de datos de las mediciones
manuales, la tasa de elongacion de hojas vario desde 2.42 mm/dia hasta 7.69 mm/dia. Los errores
relativos promedio para la tasa de elongacion de hojas se encuentran entre 3% y 8 %.

Los datos obtenidos del fenotipo estructural angulo de las hojas mediante el sistema imple-
mentado se dispersan ligeramente de los datos obtenidos manualmente, por lo que se obtuvo un
coeficiente de determinacion (R) de 0.7907. Esto se debe principalmente a que cualquier variacion
minima en perspectiva de las imagenes, altera significativamente los datos obtenidos. Como se ex-
plico en el apartado de métodos y materiales, las hojas deben estar paralelas al lente de la caAmara
para que su medida sea la mas aproximada, por lo que cualquier variacién en la rotacién de la
plataforma dio como resultado angulos més grandes obtenidos por el sistema que los medidos ma-
nualmente. Otro factor que influye a que los datos estén més dispersos se debe a que el experimento
fue invasivo para la planta, por lo que cuando se obtenian las longitudes de las hojas era necesario
estirarlas y esto afecta de cierta forma al 4&ngulo con el cual las hojas quedan después de ser medidas.

El rango de datos obtenidos por el sistema se desvian ligeramente por encima de las medicio-
nes manuales. Estos datos se encuentra principlamente entre 60 y 90 grados. Los errores relativos
promedio para los dngulos de cada hoja varian entre el 7% y 8 %.
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Figura 4.5: Validacion para el fenotipo angulo de las hojas: en este caso n = 141 representa
la integracion de datos de los angulos de las hojas en la etapa de elongacion foliar y en la etapa de
senescencia foliar.
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Para la curvatura de las hojas se tomaron los datos en etapa de elongacion foliar (n = 98),
dado que para la etapa de senesencia foliar el programa no detecta toda la hoja, solo hasta donde
encuentre pixeles verdes segun el rango HSV, por lo que comparlo con las medidas manuales daria
un error casi del 60 %.

En la Figura 4.6 se puede observar que los datos obtenidos mediante el sistema de captura se disper-
san ligeramente de las mediciones manaules, por lo que se obtuvo un coeficiente de determinacién
(R) de 0.8526 para la curvatura de las hojas. Este parametro también es afectado por la perspectiva
de las hojas. Dado que la curvatura depende de la longitud de la hoja (distancia euclidiana) y la
distancia geodésica, es necesario que la hoja esté paralela al lente de la cAmara para que su valor
sea el mas aproximado al real. Si la hoja no se encuentra paralela al lente de la cAmara da como
resultado cambios minimos de perspectiva, lo cual hace que la curvatura cambie considerablemente.



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

En el desarrollo de este trabajo de grado se logr6 la implementacién de un sistema de captura
de imAagenes para la obtencién de datos morfolégicos de plantas de arroz en diferentes etapas de su
crecimiento, mediante la herramienta computacional de analisis de imagenes PlantCV. El sistema
propuesto es portatil, y puede ser una alternativa para realizar procesos de fenotipado a pequena
escala o para las instituciones o programas con recursos limitados, dado que actualmente una pla-
taforma o instalacion de fenotipado de alto rendimiento (HTP) sigue teniendo muchas limitaciones,
como lo es la accesibilidad, o los costos para establecer una.

Para validar los resultados se experiment6 con la variedad de arroz F60, en un periodo de tiempo
de casi cuatro meses. Se logro obtener fenotipos estructurales, tanto holisiticos (altura de la plan-
ta), como por componentes (longitud del tallo, longitud de las hojas, nimero de hojas, angulo y
curvatura de las hojas). El sistema permite opacar la dificultad de contar y medir la longitud de las
hojas gracias a que se rota y captura imagenes de la planta cuando esta presenta mas de 4 hojas,
las cuales generalmente presentan auto-oclusiones.

La precision y reproducibilidad de un sistema de analisis de imégenes son los factores clave para
la evaluaciéon de un proceso de fenotipado. El sistema implementado es de facil reproducibilidad
puesto que los materiales son de bajo costo y muy accequibles. Por otra parte, la precision de los
datos obtenidos mediante el sistema se desviaron ligeramente de los datos obtenidos manualmente.
Se obtuvieron coeficientes de determinacion (R) entre el sistema implementado y las mediciones
manuales de 0.9943 para la altura de las plantas, 0.9869 para la longitud de las hojas en etapa de
elongacion foliar, 0.9193 para las longitudes de las hojas en etapa de senescencia foliar (envejeci-
miento de las hojas), 0,7907 para el dngulo de las hojas y de 0,8526 para la curvatura de las hojas.

Se logré observar que el sistema captura con alta presicion variables como: altura de la planta,
altura del tallo y la longitud de las hojas en etapa de elongacion foliar, gracias a los coeficientes de
determinacién obtenidos y a errores relativos promedios encontrados d: 3.0 % para el tallo, 5.0%
para la altura de la planta y 5.12% para la longitud de las hojas en etapa de elongacion foliar .
Sin embargo, la longitud de las hojas en etapa de senescnecia foliar, el dngulo de las hojas y la
curvatura de las hojas, se dispersaron en mayor magnitud. Para la longitud de las hojas en etapa
de senescencia foliar se logré observar que las puntas de las hojas y las partes de las hojas marrones
y amarillas no pudieron segmentarse como plantas, por lo que los datos obtenidos por el sistema
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fueron mucho més pequenos que los medidos manualmente, presentando errores realtivos promedio
de hasta el 25 %. Para el angulo y curvatura de las hojas se logro obvservar que los datos obtenidos
por el sistema variaron ampliamente de los medidos manualmente debido a la perspectiva en las
iméagenes, obteniendo errores relativos promedio de hasta el 8% y 10 % respectivamente. Las hojas
deben estar paralelas al lente de la cAmara para obtener datos mas aproximados, tanto de longitud,
angulo y curvatura. Cualquier variaciéon en la perspectiva hace que los datos de dngulo y curvatura
varien ampliamente, generando angulos mas rectos y curvaturas més pequenas.

También se logré observar que en las plantas del experimento los dngulos de las hojas son grandes
(entre 60 y 90 grados) y las curvaturas de las hojas cercanas a 1, haciendo que tengan una forma
erecta. Las tasas de crecimiento encontradas en la variedad F60 se encuentran entre 2.96 mm/dia
hasta 6.40 mm/dia, sometidas bajo las mismas condiciones ambientales y riego continuo.

El método propuesto no es invasivo puesto que se adquieren datos fenotipicos de las plantas de
arroz a partir de analisis de imagenes. Para el experimento fue necesario invadir algunas plantas
de arroz para validar los resultados comparados con el método manual, sin embargo, el método
empleado no fue destructivo y si se realiza fenotipado de otras plantas o cerelaes, el sistema no
tendria que ser invasivo puesto que se validd que es eficiente y se obtendrian los datos inicamente
a partir del anéalisis de imégenes.

Cabe mencionar que la variedad de arroz F60 cultivada en casa, no presenté6 macollamiento, lo
cual supondria un reto mayor al analizar las imégenes por componentes, puesto que el tallo y las
hojas no se identificarian facilmente, presentando auto-oclusiones. Sin embargo, el principal fenoti-
po estudiado actualmente en cultivos de arroz (segin el Instituto Internacional de Investigacion del
Arroz) son la altura y nimero de macollos, que determinan la productividad, la tasa de crecimiento,
y el rendimiento de una planta, por lo que se podria obtener con alta presiciéon la altura de la planta
y no supondria dificultad para el sistema contar, al igual que lo hace con las hojas, el ntmero de
macollos.



CAPITULO 6

TRABAJOS FUTUROS

Este trabajo tiene muchas posibilidades para ayudar atin mas en la fenotipicacion de variedad de
plantas y cereales. Por una parte, es una base para poder analizar més especies de plantas y obtener
muchos datos fenotipicos de ellas, los cuales podrian corroborar ciertas investigaciones genotipicas.
Para ello se necesitan estudiar mas etapas del crecimiento de las plantas, desde la semilla hasta la
cosecha. Por otra parte analizar cultivos para obtener datos fenotipicos de varias plantas al mismo
tiempo ayudaria considerablemente a reducir la mano de obra y el tiempo empleado en mediciones
manuales.

Cabe mencionar que este trabajo se ve limitado al uso del computador para realizar el anélisis de
imégenes, por lo que utilizar otros medios técnolégicos como un aplicativo movil, una pagina web o
un programa en la nube podria mejorar atn mas la comodidad y accesibilidad del sistema. Por otra
parte, se podria integrar caAmaras de vista superior para la obtencion de pardmetros como hojas y
macollos, los cuales se podrian correlacionar con los datos de vista lateral para que el método sea
més preciso al analizar plantas méas complejas. Asi mismo, se podria guardar las imégenes adquiridas
en un repositorio, para almacenar datos y realizar graficas automéaticamente de plantas en diferentes
etapas de crecimiento.

Finalmente, el sistema propuesto podria intregrarse a una plataforma de fenotipado de alto rendi-
miento (HTP) automatizado, el cual incluya camaras no solamente de luz visible para la medicion
de fenotipos estructurales sino también camaras fluorescentes, infrarojas e hiperespectrales, para
medicion de variables fisiol6gicas como el contenido de agua en las plantas, la temperatura de la
planta, los niveles de estrés en las hojas o el contenido de carbohidratos en el tallo, en diferentes eta-
pas de crecimiento de las plantas para la obtencién de fenotipos temporales basados en trayectoria
vy basados en eventos.
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