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Resumen

Para investigar la efectividad de un nuevo método basado en el analisis de
imagenes a color y el medidor de clorofila Minolta SPAD-502 para el
diagnostico de deficiencias de nitrégeno en plantulas de tomate, se establecid
un experimento de campo. En este estudio se establecieron cinco niveles de
fertilizacién con nitrégeno, para inducir las deficiencias de éste en plantulas de
tomate. Treinta y cinco dias después de la siembra el nitrogeno total fue
evaluado por analisis de laboratorio, el indice de clorofila fue determinado
usando el medidor de clorofila SPAD,- 502 las imagenes a color fueron
tomadas con una camara digital y procesadas en MATLAB para determinar el
promedio del color rojo, verde y azul. Las relaciones entre las variables fueron
analizadas por regresion lineal y por analisis de ANOVA (P<0.01). Los
resultados muestran que el andlisis de imagen a color tiene mejor correlacién
con el estado de nitrdgeno en la planta que el SPAD-502. Del andlisis de
imagenes a color los colores rojo y azul fueron los que mas exacto predijeron el
estado de nitrégeno en las plantas con una R? por encima de 0.80. El anélisis
de imagen a color provee una manera rapida y precisa la estimacion de
nitrégeno y puede contribuir a la deteccion temprana de deficiencias de
nitrégeno en plantulas de tomate. El SPAD-502 tuvo menor confiabilidad para
estimar el estado de nitrdgeno en plantulas de tomate.

Palabras clave: (Analisis de imagen a color (RGB), medidor de clorofila,
deficiencia de nitrégeno).



Abstract

In order to investigate the effectiveness of a new method based on color image
analysis and the Minolta SPAD-502 chlorophyll meter for the diagnosis of
nitrogen deficiencies of tomato seedlings, a field experiment was conducted. In
this study five levels of nitrogen fertilization were established so as to induce
nitrogen deficiencies in tomato seedlings. Thirty-five days after sowing total
nitrogen was evaluated by laboratory analysis. The chlorophyll index was
determined using a SPAD-502 chlorophyll meter. Also color images were taken
with a digital camera; the color images were processed in MATLAB in order to
determine the averages of the red color, green color and the blue color. The
relationships between variables were analyzed by linear regressions and a one
way ANOVA analysis (P<0.01). Results showed that color image analysis
correlated better with the status of plant nitrogen than the SPAD. From the color
image analysis, the red and blue colors were the more accurate predictors of
nitrogen status on plants with R? above 0.80 Color image analysis provides an
accurate and quick way for nitrogen estimation and can contribute for early
detection of nitrogen deficiency in tomato seedlings. The SPAD method had
smaller dependability to estimate the nitrogen status on tomato seedlings.

Key words :(Color image analysis (RGB), chlorophyll meter, nitrogen
deficiency).



Dedicatorias

A dios por darme la oportunidad de llegar hasta este momento tan importante
de mi vida.

A mi familia por la confianza y el apoyo bridado durante esta estancia en la
Universidad Autonoma de Querétaro

A todos mis compafieros Alejandro Martinez , Reynaldo, J. Guadalupe, A la M.
en C. Fabiola, Oscar Alatorre por el apoyo incondicional que siempre me
brindaron.



Agradecimientos

A la Universidad Autdnoma de Querétaro, al CONACYT por el apoyo que me
brindaron en mis estudios de formacién profesional.

A todos los sinodales gue me apoyaron con sus valiosas aportaciones en esta
investigacion “Gracias”.

Al Dr. Gilberto Herrera Ruiz por la oportunidad, apoyo y confianza brindado en
la colaboracion de este gran grupo de trabajo. “Gracias”.



indice general

Descripcion de latesis.........ccoveviiii i,
I. INTRODUCCION ......ovvviiiiiaineeeiee e
Objetivos e hipOtesiS........c.covve i

Il. REVISION DE BIBLIOGRAFIA ... .o e e,
ANtECEUENTES. ... e
Bases tedricas de las imagenes digitales............
Aspectos fisiolégicos de las plantas  .............

Factores que afectan la fisiologia de las plantas.............cc.ocoovveiie e,

Fundamentos del color.............cocoviiiii e en .
Eltonodel color........oovviiiii i
Modelos de color ...
TipoS de IMAJENES ....ceiviiiiiiiii e
Procesamiento y andlisis digital de imagenes ....

Camara digital..........cooiiiii e
Técnicas de procesamiento de imagenes digitales.............................

Imagenes y nutricion vegetal.....................c....e.

La NUEMCION Vegetal..... ... e e e

Descripcién de sintomas nutrimentales .............

La solucion nutritiva (SN) ....cooiiiiii e,

Comportamiento espectral de la vegetacidon con respecto a plagas y
enfermedades.............oooviii i

Técnicas para la determinacion de nitrégeno......

lll. MATERIALES Y METODOS...............ceeees

Localizacion y ubicacién geogréfica del sitio experimental .....................

Material biol6gico, contenedores y SuUStratd  .......covevvvevieviiiieiiiiiineannns

Manejo de la siembra, germinacioén y emergencia

32
37
39
40
40
42



SOIUCION NUEFITIVAL .. oo e e e e e e e e e e e e et ae e e
DISEA0 EXPEIMENTA. ... .ottt e e e e e e e e e
Procedimiento para la composicion de los tratamientos experimentales..
Manejo del eXPeriMENTO.......c.oit it e e e e e e
Variables @ eValuar ..........ooiii i
RESULTADOS Y DISCUSION. ...ttt et e e e aen e e
CONCLUSIONES ..o e e e e e e e e e
Sugerencias y reCoOmMeNdacCiONeS. .. .......ouuitie e e ne e e eennenenanes
BIB IO G RA A o e
ANEX O S ... e e e
RECONOCIMIBNTO. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e aaes
Articulo publicado ...

Vi



indice de figuras

Figura 1. Produccion de jitomate en MEXICO..........ccvvvieieiiiiiiiiinneanns
Figura 2. Espectro electromagnétiCo ...........cccoiviiieiii et ee e
Figura 3. Tetraedro de color RGB. ..o,
Figura 4. Imagen ANalOQICa ........ccouiniriie e e e e e e e e
Figura 5. Discretizacion de una imagen ............ocoeieiieiiiiiniiiiaeiinieeaennn
Figura 5. Diferentes dosisde Nen maiz .............cocooiiiiiiiiiiii i,
Figura 7. Comportamiento espectral patron de la vegetacion verde y sana
Figura 8. Curvas caracteristicas de la vegetacion sana y dafiada ..........
Figura 9. Centro de investigacion (Google Earth, 2009) ................ceneee.
Figura 10. Invernadero de 56 M2
Figura 11. Semilla de jitomate variedad Loreto ..............ccoeevviiininnnns
Figura 12. Sustrato para germinar ..........c.uve e veeie v e e e eenaenns
Figura 13. Plantulas a 10S 8 (ddS) .......cceoeiiuiii i
Figura 14. Conductivimetro marca WaterProof ................ccooooviiiii e,
Figura 15. Riego por aspersion después de aplicada la solucién nutritiva.
Figura 16. Chlorophyll meter toma de lectura (IC)...........cooviiiiiiiiininen.
Figura 17. Toma de iMagen........c.ocuuieii it e et
Figura 18. Concentracién de NT en plantulas de jitomate a los 32 (dds)....

Figura 19. Correlacion entre el IC y la concentracion de N en las plantulas
(0 L= 11 0] 0 0 = =
Figura 20. (a y b) Correlacién entre el CR y la concentracion de N en las
plantulas de Jitomate ...t
Figura 20 (c y d) Correlacion entre el CV y la concentracién de N en las
plantulas de JItoMate ..........coevii i
Figure 20. (e y f) correlacién entre el CA y la concentracion de N en las
plantulas de JItoMate .........coeiii i

vii

55

59
60
61



indice de cuadros

Cuadro 1. Esquema del arreglo experimental ................oociiiiiiiinninn, 44
Cuadro 2. Composicién quimica me/L de las soluciones nutritivas.............. 45
Cantidad 3. De fertilizante a pesar para cada uno de los tratamientos......... 45
Cuadro 4. Cdédigo de las funciones usadas para el tratamiento de la

=0 = o 52
Cuadro 5. Comparacion de medias de la concentracion de nitrégeno en

12S NOJAS (N ..ottt et et e e et e e e e e e e e e e e ——————- 54

viii



Descripcién de la tesis

La estructura de esta tesis considera un resumen de manera concreta de lo
que se realizé en esta investigacion mencionando los resultados alcanzados en
base a los objetivos planteados y su traduccion al inglés (abstract),
posteriormente se organizO en cuatro capitulos como a continuacién se

mencionan.

Capitulo 1. Introduccién, plasmando la relevancia de la investigacion desde el
punto de vista de la importancia econémica de las funciones del nitrégeno
como elemento primario en la nutricibn mineral, haciendo énfasis en la
necesidad de aportar técnicas para realizar diagnésticos nutrimentales
oportunos y finalmente se menciona el aporte de esta investigacion. En este
mismo apartado se plasma una justificacion en donde se fundamenta el porqué
de realizar este trabajo. Al final se encuentran los objetivos e hipotesis en los

cuales se soporta esta investigacion.

Capitulo 1l. Revision de literatura, organizada de la siguiente manera,
antecedentes, en esta parte se realiz6 una revision de los trabajos mas
actualizados que se han llevado a cabo con respecto al tema que se esta
investigando asi como los aportes que se han realizado a la rama de interés.
Este contempla una revision teorica de las base del procesamiento de
imagenes abarca temas como el espectro electromagnético, aspectos
fisiolégicos de la plantas, factores que afectan la fisiologia de las plantas,
fundamentos de del color, el tono, los modelos de color, tipos de imagenes,
aborda un poco sobre la percepcion visual, procesamiento y analisis de
imagenes digitales, tratamiento de imagenes digitales, formacion y tipos de
imagenes, la camara digital, técnicas de procesamientos de imagenes digitales,
imagenes y nutricion vegetal, la nutricion mineral, comportamiento espectral de
la vegetacion con respecto a plagas y enfermedades, técnicas para la

determinacion del nitrégeno.



Capitulo Ill. Materiales y métodos, contempla los siguientes aspectos:
ubicacién del experimento, caracteristicas del invernadero, material biolégico y
contenedores, manejo de la siembra y germinacion, la elaboracién de la
solucién nutritiva que se aplico, el disefio experimental, procedimiento de la
elaboracion de la solucion nutritiva, manejo del experimento, manejo de de las
muestras, variables a evaluar, indice de clorofila, la adquisicion de las
imagenes, andlisis de imagenes, y la determinacion de nitrégeno en el
laboratorio. Capitulo 1V. Resultados y discusion, en la primera parte se muestra
el andlisis estadistico realizado para la significancia de las variables evaluadas,
enseguida se muestran los resultados obtenidos para la evaluacion de las
muestras en laboratorio, posteriormente la evaluacion de las unidades SPAD,
los resultados obtenidos con las bandas de color RGB y los coeficientes de
correlacion respectivos y en la ultima parte del documento se plasman la
conclusiones, que se obtuvieron de este trabajo. Al final las sugerencias y
recomendaciones del autor con respectos a trabajos futuros en esta linea de
investigacion asi como la bibliografia consultada. Incluyendo un
reconocimiento de participacibn en el primer simposio universitario de
programas PNPC-CONACYT “Hacia una investigaciéon Multidisciplinaria de
calidad” y por dltimo un Articulo publicado en revista indizada (African Journal

Biotecnology).



I. INTRODUCCION

El jitomate es la hortaliza mas difundida en todo el mundo y la de mayor valor
econémico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccion
y comercio, debido al alto consumo creciente de tomate procesado, tal como
salsas, pastas y jugos (Direccidon General Adjunta de Planeacién Estratégica y
Analisis Sectorial, 2009).

A nivel nacional, la produccion de tomate rojo en 2008, segun datos preliminares
fue de 2.3 millones de toneladas, lo que representd un decremento del 4.1%
respecto al ano anterior, y un 11.2% con respecto a 2006. En el periodo
comprendido entre 2002 y 2008, la produccion presenta una Tasa Media Anual de
Crecimiento (TMAC) del 2.6%. Para 2009 se estima un crecimiento de 2.7% en la
produccién, ubicandola en 2.4 millones de toneladas.

Produccion en Mexico

(millones de toneladas)

2.39

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008p/ 2009e/

m==m PRODUCCION - k4~ VARIACION %
Fuente: Elaboracion propia con datos del SIACON y SIAP.

Figura 1.Produccion de jitomate en México.



Si bien existe produccion de tomate rojo en todas las entidades del pais, seis son

las que concentran mas del 69% de la produccion nacional.

1.1 Principales Estados Productores

Sinaloa es el principal productor a nivel nacional, en 2008 se estima que produjo
852.7 mil toneladas, lo que representa el 36.6% de la produccidn nacional. Durante
el periodo 2000-2008 la produccidn presenté una tendencia creciente ubicando asi
la TMAC en 4.5%.

Baja California como segundo estado productor de tomate rojo, entre el afio 2002 y
2008 registr6 una TMAC de (-) 0.9%. Al cierre de 2008, se estima que la
produccion total fue de 206.2 mil toneladas, 5.0% superior a la produccién

registrada en 2007.

Michoacan en 2008 se estima que produjo 175.7 mil toneladas, lo que representa
una caida del (-) 21.9% respecto al afio anterior. La TMAC en el periodo 2002-2009
se ubico en (-) 5.5% reflejo de una tendencia a la baja en la produccion.

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO, por sus siglas en inglés) México es el principal exportador de
tomate rojo fresco en el mundo. En el periodo 2002-2006, la TMAC de las
exportaciones se ubico en 5.0%. La produccion mundial de tomate rojo en 2007 fue
de 126.2 millones de toneladas, respecto a 2006 presenta un decremento de (-)
0.6%. En el periodo 2002-2007 la TMAC de las exportaciones se ubicé en 2.0%

(Direccidn General Adjunta de Planeacion Estratégica y Analisis Sectorial, 2009).

La competencia en el mercado del fruto fresco del tomate, hace que los sistemas
de comercializacion planteen la obtencién de una nueva gama de productos que
permita llegar a un segmento de mercado definido, donde el tomate en racimo se
presenta como una nueva forma de comercializar este producto con una expansion

creciente, ademas del tomate cherry, conocido también como tomate cereza o



enano, el cual es una hortaliza exética que se caracteriza por su fruto redondo, piel
fina, color rojo al madurar y sabor intenso, muy apreciado en los mercados
internacionales, siendo sus principales importadores el Reino Unido, Alemania,
Estados Unidos, Francia y Canada. Este tipo de tomate se esta convirtiendo en una
hortaliza de consumo cotidiano que va ganando espacio en los lineales de las
grandes superficies, y no solo en las extranjeras, pues su introduccién en nuestro
pais se esta produciendo a un ritmo acelerado. (Yasmin, 2009). Como se observa
en la (Figura 1) existe una variaciéon importante en la produccion de jitomate a
través del tiempo esto nos lleva a no ser consistentes en la produccion produciendo
volumenes de jitomate que no suplen la demanda nacional y de exportacion. Es
necesario disefiar métodos de diagnosticos nutrimentales que sean aplicables a la
agricultura de precision haciendo operaciones culturales mas eficientes, reduciendo
el impacto ambiental, y mejorando los rendimientos y calidad de las cosechas. Esto
se puede lograr mediante el diagnostico nutrimental de la planta diagnosticando
principalmente los estados de nitrdgeno (N) este elemento tiene una mayor
influencia en los niveles de productividad (Badr y El-Yazied, 2007). EI manejo
eficiente de N en la produccién de tomate puede ser obtenido usando evaluaciones
apropiadas del estado nutrimental de las plantas a través de diferentes métodos,
como el contenido de clorofila o el analisis foliar Villagran y Navoa (2002).
Recientemente, la fotografia digital ha sido usada para detectar el nivel de
fertilizacion de N (Jia et al., 2004).

Villagran y Navoa (2002) mencionan que el monitoreo mediante el procesamiento
digital de imagenes no so6lo se puede aplicar a la clorofila, también es factible
determinar niveles de nitrégeno, antocianinas, tenor hidrico del suelo, entre otros,
mediante la reflectancia de las diferentes bandas del espectro electromagnético
(entre ellas, azul, verde, rojo e infrarrojas) informacion que puede asociarse a la
variable de estudio en este caso concentracién de nitrégeno total en plantas. La
principal ventaja de este sistema en comparacion con los analisis quimicos de
laboratorio, radica en que entregan la distribucion espacial de la variable en
estudio, factor que puede resultar clave en la toma de decisiones en agricultura de

precision, por otra parte el tiempo que se demoran los analisis de laboratorio (entre



una y dos semanas) y el manejo eficiente de muestras, en cambio las imagenes
con una adecuada y precisa estandarizacidon permitiran obtener respuestas
oportunas. Esta tecnologia aportara la reduccion del impacto negativo al
medioambiente que tienen las practicas agricolas, en especial el uso de pesticidas

y fertilizantes.

El objetivo de esta investigacién fue determinar las deficiencias de nitrégeno en
plantulas de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) utilizando dos métodos
indirectos: analisis de imagenes digitales a color basado en el espacio de los
colores rojo, verde y azul (del inglés Red, Green y Blue, RGB) y el contenido de

clorofila en las hojas.



1.2 Objetivos
Objetivo principal

e Desarrollar un método indirecto basado en analisis de imagenes digitales para
determinar la concentracion de nitrégeno en plantulas de jitomate producidas

bajo invernadero.
Objetivos secundarios

e Calibrar el software que calcula las bandas de color rojo, verde y azul (RGB) en
hojas de tomate utilizando los atributos proporcionados por el laboratorio para

la estandarizar el método.

e Correlacionar los tonos de las bandas de color RGB con el contenido de
nitrogeno determinado por el laboratorio para determinar el grado de precision

del método.
1.3 Hipétesis
Hipdtesis principal

e Es factible determinar la concentracion de nitrégeno en plantulas de jitomate
con un método indirecto basados en analisis de imagenes utilizando el modelo
RGB.

Hipotesis secundarias

e La concentracién de nitrégeno en plantulas de jitomate esta asociada con la

banda de color verde de las hojas analizadas por las imagenes digitales.

e Una imagen digital contiene suficiente informacion para determinar de manera

indirecta la concentracion de nitrogeno en plantulas de jitomate.



ll. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Antecedentes

Histéricamente, la primera vez que se hizo uso de las técnicas de imagenes
digitales fue en los afos veinte, en la transmisidon de imagenes de fotografias
periodisticas a través de cable submarino entre Londres y New York (Gonzalez y
Wood, 1992). Tal acontecimiento supuso que el tiempo entre emision y recepcion

de las imagenes pasase de una semana por barco a tres horas por cable.

En los ultimos 20 afios se han usado imagenes satelitales y fotografias aéreas para
diversas aplicaciones (Nelsson, 1995) entre ellas, por ejemplo, se han empleado
para estimar los niveles de biomasa de diferentes cultivos (Quarmby et al., 1993);
para evaluar el manejo y crecimiento de maiz (Zea mays L.); incidencia de
enfermedades (Andersson, 1993); evaluar la fotosintesis y eficiencias estomaticas
(Myneni y Ganapol, 1992); monitorear la evapotranspiracion y la biomasa (Rosema,
1993).

El analisis de imagenes ha sido utilizado para evaluar dafos en las plantas
provocados por factores de estrés. Tucker y Christensen (1997) desarrollaron un
programa de computacidn para detectar y caracterizar las lesiones de las hojas de

cebada y girasol afectadas por dos enfermedades foliares.

En las plantas de nochebuena se usaron imagenes digitales en el estudio de la
relacion entre area de suelo cubierta por el cultivo con la biomasa y area de hojas y
bracteas asi como la pigmentacién de bracteas durante su desarrollo (Pérez,
2005). Verificacion de indices del color de la vegetacién para la automatizacion de
aplicaciones de imagenes en plantas de soya (Glycine max L. Merrill), amaranto
(Amarathus retroflexus), girasol (Helianthus pumilus) y abutilon (Abutilon
theophrasti Medicus) (Meyer y Camargo, 2008), cobertura de dosel de soya y la

intercepciodn de luz en las mediciones usando imagenes digitales (Larry, 2000).



Con las imagenes digitales se logré observar la prospeccién de la enfermedad
"tristeza de los citricos" que afecta a limoneros (Citrus limén L. Burm.) y calibrar un
método de prospeccion de la enfermedad, en huertos de limonero del Valle de
Mallarauco, Chile, se tomaron muestras de sectores con plantas de limonero con
sintomas de ataques de virus y otras sanas, y se tomaron fotografias aéreas a
color. La simple inspeccién visual de una imagen de un huerto permitié establecer
areas enfermas con tristeza y discriminarlas de las areas con plantas sanas. Se
pudo ver que las reflectancias en las tres bandas, azul, verde y roja, fueron

mayores en plantas enfermas que en sanas (Navoa y Herrera, 2002).

Kawashima y Nakatani (1998) presentaron un meétodo para determinar el contenido
de clorofila en las plantas usando una cdmara de video y una computadora

personal.

Recientemente, la fotografia digital ha sido usada para detectar el nivel de
fertilizacion de N (Jia et al., 2004). Estos autores emplearon fotografias aéreas para
estimar el nivel de fertilizacion de N en un campo de trigo. Ellos encontraron una
correlacion positiva entre el analisis de la imagen y la concentracion de N en el
campo. Wiwart et al. (2009) analizaron los cambios en el color de tres especies de
plantas diferentes que se sometieron a deficiencias de nitrégeno, fosforo, potasio y
magnesio. Esto se hizo llevando a cabo analisis de imagenes digitales usando el
modelo de matiz de Saturacion, Intensidad (HSI) para el procesamiento de
imagenes a color. Ellos encontraron que entre la distancia Euclideana entre los
colores de las hojas a los nudos sucesivos lo hace posible determinar con precision
las respuestas de las especies analizadas para las deficiencias de los cuatro

macronutrientes basicos mencionados.

Villagran y Navoa (2002) establecieron un ensayo de maiz en el que aplicaron
cuatro tratamientos de urea 0, 100, 200 y 400 Kg de nitrégeno por hectarea los
ensayos fueron fotografiados desde una altura de 18 metros usando dos camaras
profesionales de 35 mm con dispositivos en colores. Evaluaron mediciones de
clorofila con el SPAD 502, encontraron que es posible diferenciar los efectos de las

distintas dosis de nitrégeno, existiendo un alto grado de correlaciéon entre el color



verde de las hojas y la disposicion de los tratamientos, la medicidén de la clorofila
con el SPAD 502 y el anadlisis del porcentaje de nitrdgeno en maiz estan
correlacionadas.

2.2 Bases teodricas de las imagenes digitales
El espectro electromagnético

Conjunto de ondas electromagnéticas que se propagan de manera ondulatorias y
con velocidad constante, que es la de la luz, aproximadamente de 300.000 km/s.
Las ondas electromagnéticas se dividen en luz visible, infrarroja, ultravioleta, rayos
X, rayos gama, radiofrecuencia y microondas. Cada onda se diferencia en la
frecuencia (numero de vibraciones en la unidad de tiempo) y la longitud (distancia
entre dos ondas sucesivas). Frecuencia y longitud de onda son inversamente
proporcionales, por esto su producto siempre es constante e igual a la velocidad de
la luz. Cada funcion de onda lleva asociada una energia, por lo tanto a mayor

frecuencia mayor es la energia transportada (Figura 2).
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2.3 Aspectos fisioldgicos de las plantas

Los cloroplastos contienen 70% del nitrégeno de la hoja por lo que la clorofila es la
principal responsable de las propiedades de reflectancia y trasmitancia de la
radiacidn del espectro visible y tiene estrecha correlacion con la concentracion de
nitrégeno del follaje de las plantas en un rango de 550 nm a 660 nm (Curran,
2001).

Las formas de reflectancia en el espectro visible por las hojas cambian entre la
maxima reflectancia cercana a 550 nm y la minima cercana a 660 nm, cuando
existen cambios de concentracion de la clorofila; esos cambios de forma del
espectro visible se usan para identificar clorosis asociada a deficiencias de
nitrégeno (Carter y Spiering, 2002). La interaccion de la radiacion solar con las
moléculas foliares de las plantas controlan las reflectancias del espectro visible y
del infrarrojo (IR). Los componentes bioquimicos (pigmentos, proteinas,
carbohidratos aceites, agua), morfologia de la hoja (mesoéfilo) y arquitectura de la
planta, influyen en la tendencia de las plantas para absorber, transmitir y reflejar la
radiacion solar de distintas longitudes de onda corta de 280 nm a 2800 nm (Curran
et al., 2001).

La clorofila, es el principal pigmento fotosintético en las plantas, controla la
absorbancia de la luz visible porque la transicion de los electrones en sus
moléculas ocurre en 430, 460, 640 y 660 nm; por tanto, la clorofila es un
absorbente efectivo del espectro azul (400 — 500 nm) y del rojo (600 — 700 nm)
(Curran, 1989).



2.4 Factores que afectan la fisiologia de las plantas
La luz solar

La energia que emplean las plantas para sintetizar productos inorganicos y
convertirlos en alimentos, provienen de la luz solar. La luz al incidir sobre las hojas
y activar las funciones de los cloroplastos, desencadena una serie de reacciones
de gran complejidad, en las cuales a partir del bidoxido de carbono y el agua, se
forman diversos tipos de azucares que son la resultante de este proceso y
componente de las partes comestibles de las especies vegetales. Rojas (1997),
sefiala que bajo condiciones de buena humedad en el suelo y disponibilidad de
nutrientes, el factor que limita la produccién de los cultivos es la intensidad
luminosa, debido a su interferencia principalmente en altas densidades de
poblacién, esto ocasiona que el gradiente de luz entre el apice y la base de la

planta decline progresivamente.

Dentro de las caracteristicas mas importantes de la luz se encuentran: su
intensidad, duracion y calidad. Las plantas reaccionan de diferente manera a cada

componente (Bohinski, 1978).
Irradiacion

La irradiacion, se refiere al flujo de energia incidente por unidad de superficie. La
irradiacion es el término radiométrico correcto para lo que comunmente

denominamos intensidad de luz (Rojas, 1997).

La irradiacion puede variar a lo largo de la superficie terrestre por diversas causas
entre las que destacan: nubosidad, latitud, altitud, etc. Las necesidades de luz de
las plantas son diferentes para llevar a cabo sus funciones algunas requieren de
cantidades muy altas, mientras que otras soélo requieren cantidades muy bajas
(Bohinski, 1978).
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Duracion

Salisbury y Ross (1994), definieron el fotoperiodo como la longitud del tiempo que
la luz del sol brilla sobre las plantas en el dia, y que tiende a cambiar con la
estacion del afo, la altitud y la latitud. El efecto sobre las plantas es basicamente a
través de la duracién de la obscuridad y su accién sobre el desarrollo de las plantas
por medio de la fotosintesis y respiracion. Los periodos largos de luz favorece la
fotosintesis y reduce el consumo de energia por la respiracidén nocturna, de ahi que
la mayor parte de la actividad fotosintética se orienta al maximo desarrollo en

longitudes de dia largo (Rojas, 1997).
Calidad

La luz fluorescente, tiene un rango de emisién a longitudes de onda corta, entre
400 y 700 nm, siendo su maxima emision alrededor de los 600 nm; lo cual indica
que esta en el espectro del color rojo. Del 80 al 90% del flujo foténico fotosintético
(FFF) lo absorbe una hoja representativa del dosel. El resto (en su mayor parte
longitudes de onda del verde y rojo lejano), se transmiten a las hojas inferiores o al

suelo o se refleja a sus alrededores (Salisbury y Ross, 1994).

2.5 Fundamentos del color

El color que aprecian nuestros sentidos es fruto de la reflectividad selectiva de los
objetos a distintas longitudes de onda. Aquellas superficies con altas reflectividad
en longitudes de onda cortas, y bajas en el resto, aparecen con color azul, mientras
ofrecen un tinte rojo si absorben las longitudes cortas y reflejan las largas nuestros
ojos solo perciben las longitudes de onda comprendidas entre 0.4 y 0.7
micrometros separando la energia recibida en tres componentes de acuerdo a la
sensibilidad espectral de nuestras células sensoras. Esos tres componentes son
los denominados colores primarios: azul, verde y rojo a partir de los cuales se

puede construir cualquier otro color del arco iris (Chuvieco, 1990).
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Resulta conocido que la luz solar que atraviesa un prisma de cristal se
descompone en los siete colores basicos del espectro visible, los colores que las
personas perciben en un objeto estan determinados por la naturaleza de la luz
reflejada por el objeto. Un cuerpo que refleja la luz de todas las longitudes de onda
se muestra como blanco al observador. Sin embargo, un cuerpo que favorece la
reflectancia en un rango limitado de longitud de onda en el aspecto visible exhibe
un determinado color. Por ejemplo los objetos verdes reflejan la luz con longitudes
de onda en el rango de 500 a 570 nm y absorben gran cantidad de energia en otras
longitudes de onda; la caracterizacion de la luz es vital para la ciencia del color.
Después del punto de vista del ojo humano, todos los colores son vistos como
combinaciones variables de los tres colores primarios: rojo (R), verde (G), azul (B).
Con el fin de llevar a cabo su estandarizacion, la CIE (Comission Internationale de
I'Eclairage) asigno en 1931 los siguientes valores de longitudes de onda a los
colores primarios: azul = 435,8 nm, verde = 546,1 nm, rojo = 700 nm. Los colores
primarios pueden mezclarse para producir los colores secundarios de la luz:
magenta (rojo y azul), cyan (verde y azul) y amarillo (rojo y verde). La mezcla de los
tres colores primarios o secundarios en proporciones iguales produce color blanco
(Pajares et al., 2003).

Pajares et al. (2003), mencionan que las caracteristicas utilizadas generalmente
para distinguir un color de otro son brillo, matiz y saturacion, el brillo incorpora la
nocion cromatica de intensidad, el matiz es un atributo asociado con la longitud de
onda dominante en la mezcla de longitudes de onda de la luz; viene a ser como el
color percibido por el observador, cuando se dice de un objeto es rojo, naranja o
amarillo, realmente se esta especificando su matiz, la saturacién se refiere a la
pureza relativa o a la cantidad de luz blanca mezclada con un matiz; el grado de
saturacion es inversamente proporcional a la cantidad de luz blanca afadida. El
matiz y la saturaciéon cuando se toman conjuntamente se denominan cromaticidad.
Y por lo tanto un color se puede caracterizar por su brillo y cromaticidad. Las
cantidades de rojo, verde y azul requeridas para formar un color particular se
denominan triestimulos, denominados X, Y y Z, respectivamente. Un color se pude

especificar por sus coeficientes tricromaticos, definidos como:
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X+y+2 X+y+2 X+Y+12

Donde x+y+z=1

2.6 El tono del color

Hace referencia a la intensidad de energia recibida por el sensor para una
determinada banda del espectro. En un producto fotografico, los pixeles con tonos
oscuros indican aquellas areas sobre las cuales el sensor detecté una sefal baja,
mientras las zonas claras son testigos de altos valores de radiacion. En otras
palabras, el tono se relaciona directamente con el comportamiento espectral de las
distintas cubiertas, para la banda particular del espectro sobre la que se trabaje. En
consecuencia, el tono caracteristico de una cubierta vegetal varia con la banda del
espectro considerada. Una superficie ocupada por vegetacion vigorosa ofrece
tonos oscuros en las bandas visibles del espectro especialmente en el azul y rojo
como consecuencia de la alta absorcion de los pigmentos de la hoja en esas
longitudes de onda. Por el contrario, aparece en tonos claros si la imagen
corresponde al infrarrojo cercano, por cuanto en esa region del espectro, la hoja
ofrece una elevada reflectibilidad. En contraste para interpretar los tonos que ofrece
la imagen se ha de tener presente el comportamiento espectral de las distintas

cubiertas de interés (Chuvieco, 1990).

El uso del color en el procesamiento de imagenes esta motivado por dos factores.
En primer lugar, en analisis de imagenes, el color es un potente descriptor que a
menudo simplifica la identificacidon y extraccion de objetos de una escena, en
segundo lugar, el ojo humano puede distinguir una amplia gama de colores

comparado con los niveles de gris.
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En el procesamiento de imagenes, su procesamiento en color se divide en dos
areas fundamentales: color propiamente dicho y pseudocolor. En la primera
categoria se procesan las imagenes obtenidas con un sensor de color. Estas
imagenes constan basicamente de tres bandas, rojo, verde y azul. En la segunda
las imagenes monocromas, esto es imagenes de grises, son coloreadas por
asignacion de un color a un determinado nivel de intensidad de gris. El resultado en

este caso es una imagen con las tres bandas mencionadas anteriormente.

2.7 Modelos de color

El propdsito de un modelo de color es facilitar la especificacion de los colores de
alguna forma estandar. En esencia, un modelo de color es una especificacion de un
sistema de coordenadas 3-D y un subespacio dentro de dicho sistema donde cada

color se representa por un punto.

Muchos modelos de color en uso hoy en dia estan orientados, bien hacia el
hardware (monitores en color e impresoras), o bien hacia aplicaciones donde la
manipulacion del color es un objetivo (creacion de graficos en color para
animacion). Los modelos mas comunes orientados al hardware usados en la
practica son el RGB (Rojo, Verde y Azul), para monitores en color y una amplia
gama de videocamaras; el CMY (Cyan, mangenta, amarillo), para impresoras en
color y el YIQ, para television en color. En el modelo YIQ la coordenada Y
corresponde a la reflectancia o intensidad, | y Q son dos componentes cromatidas
que se denominan infase y cuadratura, respectivamente. En procesamiento de
imagenes se utilizan RGB, YIQ, HSV (matiz, saturacién y valor), HSI (matiz,
saturacion, intensidad). Aunque aqui se utiliza | tanto en YIQ como en HSI, para
ajustarnos a la literatura existente, hay que tener en cuenta que significan cosas
diferentes en los dos modelos. Aunque el modelo CMY se usa para impresion, mas
que para el tratamiento de imagenes, también se considera aqui para proporcionar

una vision de conjunto sobre modelos de color (Pajares et al., 2003).
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2.8 Modelo de color RGB

En el modelo RGB cada color aparece en sus componentes espectrales primarios
rojo, verde y azul. Este modelo estd basado en el sistema de coordenadas
cartesianas. El subespacio de color de interés esta en el tetraedro (Figura 2). En el
cual los valores RGB estan en tres vértices cyan, magenta, amarillo se situan en
otros tres vértices, el negro corresponde al origen y el blanco se situa en el vértice
mas alejado del origen. En este modelo la escala de grises se extiende desde el
negro al blanco y a lo largo de la diagonal que une a esos dos puntos, y los colores
son puntos dentro del tetraedro, definidos por vectores desde el origen. Por
conveniencia, se asume que todos los vectores han sido normalizados, de modo
que el tetraedro de la (Figura 3) es el tetraedro unitario, es decir, todos los valores
de RGB estan en el rango (0,1). Las imagenes en este modelo se forman por la
combinacion en diferentes proporciones de cada uno de los colores primarios RGB.
Esto es lo que ocurre en los fotosensores de los monitores o videocamaras, de
acuerdo a la (Figura 2), el blanco representa un valor de 1; el negro, 0; el gris claro,

0.86 y el gris oscuro, 0.57 (Pajares et al., 2003).
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Figura 3. Tetraedro de color RGB. Los puntos a lo largo de la diagonal principal

tienen valores de gris, desde el negro en el origen al punto (1,1,1).

Dependiendo del tipo de sensor que ha generado la imagen, esos valores de

intensidad en cada banda deben escalarse apropiadamente para obtener los

valores reales proporcionados por dicho sensor. Si el sensor presenta los niveles

de intensidad de cada pixel con n bits ese rango de valores se escala de la

siguiente manera: (0,1)*(2n-1), que en el caso de 8 bits resulta ser (0,255) (Pajares

et al., 2003).
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2.9 Tipos de imagenes
Imagenes digitales

Son el principal ingrediente de lo que se le conoce como vision por computador y
se representan por algun tipo de codificacion normalmente en una matriz de dos

dimensiones, una escena del entorno (Pajares et al., 2003).

Imagenes de intensidad: Miden la cantidad de luz que incide en un dispositivo
fotosensible, un ejemplo tipico de este tipo de imagenes es una fotografia (Pajares,
et al., 2003).

Imagenes de alcance: Estiman directamente la estructura en tres dimensiones de la
escena, un ejemplo tipico es la imagen que obtiene el oftalmélogo sobre el grado
de rugosidad de la cérnea de un paciente o las imagenes de radar (Pajares et al.,
2003).

Las imagenes de alcance, también suelen denominarse imagenes de profundidad,
mapas de profundidad, xyz, o perfiles de superficie, tienen su fundamento en los
sensores de alcance Opticos, que a su vez utilizan algun fendmeno fisico para
adquirir la imagen. A modo de ejemplo podemos citar el radar, el sonar, el

interferometro de Moiré, el laser, etc. (Pajares et al., 2003).

La filosofia de las imagenes es diferente en cualquier caso, tras su captura
tendremos una matriz de valores en dos dimensiones (2D), es decir, una imagen
digital (Pajares et al., 2003).

Las imagenes que basicamente utilizaremos son imagenes de intensidad y los
valores de la matriz 2D representan niveles de intensidad; a veces diremos niveles
de gris; el significado es el mismo en ambos casos. En una imagen de alcance los
valores de la matriz serian distancias y, en el caso de una imagen térmica serian
valores de temperatura, las técnicas de tratamiento para las imagenes
mencionadas son basicamente las mismas aunque su interpretacion pueda ser
diferente (Pajares et al., 2003).

17



Imagenes blanco / negro y a color

La imagen que ha de ser tratada por el computador se presenta digitalizada
especialmente en forma de matriz con una resolucion de MxN elementos. Cada
elemento de la matriz o pixel tendra un valor asignado que se corresponde con el
nivel de luminosidad del punto correspondiente en la escena captada; dicho valor
es el resultado de la cuantificacion de la intensidad o nivel de gris. Los términos

intensidad y nivel de gris se suelen usar indistintamente (Pajares et al., 2003).

Si la imagen es en blanco y negro (B/N), se almacena un valor por cada pixel. Este
valor es el nivel de intensidad o nivel de gris comentado anteriormente. Se suele
usar un rango de valores para su representacion, que generalmente es de 0 a 2 n-

1. Uno de los valores mas utilizados de n es 8; esto significa que el rango de 24

valores para este caso varia de 0 a 255. En este caso el 0 representa el cero
absoluto y el 255, el blanco absoluto. Esto indica que podemos tener una
resolucion o precision en los grises posibles de 256. El hecho de utilizar 256 niveles
es porque con 8 bits del computador se pueden codificar 256 valores distintos
desde la combinacion 00000000, que representa el nivel cero hasta la combinacion

11111111, que representa el nivel 255 (Pajares et al., 2003).

En el caso de imagenes en color, los elementos de la matriz vienen dados por tres
valores, que representan cada uno de los componentes basicos del color en
cuestion estos componentes son el Rojo (R), Verde (G), y Azul (B), el conocido
cédigo RGB en este caso el conjunto de valores (0,0,0) es el negro absoluto; el
(255,255,255), el blanco absoluto; el (255,0,0), el rojo puro; el (0,255,0), el verde
puro y el (0,0,255), el azul puro. Como es ldgico, la combinacién de distintos
valores proporciona otros colores, por ejemplo el (255, 255,51) es un tono amarillo,
o el (204, 153,102) es un tono marrén. El numero de colores posibles resulta ser
2553. Debido a lo anterior, se dira que una imagen en color posee tres bandas
espectrales: rojo, verde y azul; cada una de ellas es una matriz de numeros 2D con

valores en el rango 0 a 255 para imagenes de 8 bits (Pajares et al., 2003).

18



Percepcion visual

Hasta nuestros dias, ninguna otra teoria computacional sobre la visibn humana ha
influenciado tan decisivamente el desarrollo de las técnicas del analisis digital de
imagenes, como la dada por Marr. Como consecuencia de los muchos trabajos
desarrollados a partir de las teorias de Marr y sus colaboradores, se ha iniciado un
nuevo campo de especialidad denominado Vision Computacional, el cual trata de
explicar los mecanismos de calculo de la vision humana usando procedimientos y
métodos de las teorias matematicas de procesamiento de informacion. De lo
anteriormente mencionado, se deduce que si bien el estudio de los mecanismos de
la vision humana han tenido larga tradicion en la historia de la ciencia, no ha sido
hasta la apariciéon de los computadores digitales el que estos mecanismos hayan

podido ser estudiados de una forma mas profunda y continuada (Mesa et al., 2009).

2.10 Procesamiento y analisis digital de imagenes

A diferencia del estudio de los mecanismos de la vision humana, el procesamiento
y analisis de imagenes digitales nace en el momento en que se dispone de
recursos tecnoldgicos para captar y manipular grandes cantidades de informacion
espacial en forma de matrices de valores. Esta distincion ubica al procesamiento y
analisis de imagenes digitales como una tecnologia asociada a las ciencias de la
computacion y por tanto se le puede considerar como una proyeccion del término

Vision Artificial dentro del ambito de la Inteligencia Artificial (Mesa et al., 2009).

Histéricamente, la primera vez que se hizo uso de las técnicas de imagenes
digitales fue en los afos veinte, en la transmisién de imagenes de fotografias
periodisticas a través de cable submarino entre Londres y New York. (Gonzalez y
Wood, 1992). Tal acontecimiento supuso que el tiempo entre emision y recepcion

de las imagenes pasase de una semana por barco a tres horas por cable.

Algunos problemas iniciales para la mejora de la calidad de la imagen estaban

relacionados con la seleccion del método de impresion y la distribucion de los

19



niveles de gris. Los primeros sistemas, afnos veinte, eran capaces de codificar cinco
niveles de gris distintos. En 1929 ya se utilizaban quince. Obviamente estabamos
en lo que podria considerarse el comienzo de la formacion, captacion, muestreo,
cuantificacion, codificacion y visualizacion de imagenes. Podria decirse que el
procesamiento de imagenes como tal comienza en los afos 1950-1960 debido a la
combinacion de dos hechos, por una parte la aparicion de las computadoras
digitales y por otra los programas espaciales, fundamentalmente de los Estados
Unidos. Como combinacion de estos hechos aparecen las imagenes como matrices
de valores listas para ser procesadas por el computador. El objetivo inicial era muy
concreto: mejorar la calidad visual de dichas imagenes. Para mejorar la calidad
visual, un objetivo claro era la eliminacion del ruido en las imagenes captadas y/o
transmitidas. Este objetivo se aborda inicialmente con la utilizacion de filtros de
medias, filtrado en el domino de las frecuencias y, con posterioridad, filtrado no
lineal. Obviamente la eliminacion del ruido es un problema tipico de procesamiento
de imagenes que ha ido evolucionando tanto en la aplicacion a otros muchos
campos, como en la monetizacion del propio ruido en funcion del dispositivo
utilizado. Aunque tanto la eliminacién de ruido como la restauracion pueden
entenderse como técnicas de mejora, la literatura en procesamiento de imagenes
suele incluir dentro de este epigrafe las técnicas de procesamiento del histograma
y de filtrado, en el dominio espacial y en el de las frecuencias (excluyendo o
incluyendo eliminacion de ruido) junto con su extension a imagenes en color
(Gonzalez y Woods, 1992).

Tratamiento digital de imagenes

El tratamiento digital de imagenes contempla el procesamiento y el analisis de
imagenes. El procesamiento esta referido a la realizaciéon de transformaciones y a
la restauracion y mejoramiento de las imagenes. El analisis consiste en la
extraccion de propiedades y caracteristicas de las imagenes, asi como la

clasificacion, identificacion y reconocimiento de patrones (De la Rosa, 2007).
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Formacion y tipos de imagenes

Desde un punto de vista fisico, una imagen puede considerarse como un objeto
plano cuya intensidad luminosa y color puede variar de un punto a otro. Si se trata
de imagenes monocromas (blanco y negro), se pueden representar como una
funcién continua f(x, y) donde (x, y) son sus coordenadas y el valor de f es
proporcional a la intensidad luminosa (nivel de gris) en ese punto.

Las imagenes son representaciones de objetos los cuales son sensados a través
de su energia radiante, por ejemplo, la luz. Por tanto, por definicién la formacién de
una imagen requiere de una fuente de radiacion, un objeto y un sistema de
formacion. Las fuentes de formacién pueden ser de varios tipos (fuente de luz
blanca, sistemas con laser, tubos de rayos X, fuentes térmicas y también fuentes
de ondas acusticas) (De la Rosa, 2007). Existen diferentes tipos de sistemas de
formacion de imagen:

* Biologicos (sistema de visidon en humanos y animales),

» Fotoquimicos (camaras fotograficas) y

* Fotoelectronicos (camaras de TV).

Imagen analdgica

Una imagen analdgica es una, representacion o reproduccion de un objeto o una
cosa, puede ser un cuadro o lamina, un mapa, una fotografia, un grabado o dibujo
e inclusive un texto, refiérase a la (Figura 4).

Imagen digital

Para obtener una imagen que pueda ser tratada por el ordenador es preciso
someter a la funcién f(x, y) a un proceso de discretizacion tanto en las coordenadas
como en la intensidad, a este proceso se le denomina digitalizacion, refiérase a la
(Figura 5) (De la Rosa, 2007).
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Figura 5. Discretizacién de una imagen



La salida de este proceso pueden ser, 0 bien un unico valor (escala de grises) o
bien un vector con tres valores por poligono (RGB) que se corresponden con la
intensidad de color rojo (R), verde (G) y azul (B). La escala de colores también
tiene un rango discreto (por ejemplo, de 8 bits = 256 valores). Las imagenes en
escala de grises con s6lo dos colores: blanco y negro (0 y 1, respectivamente), se

llaman imagenes binarias (De la Rosa, 2007).

Una imagen digital puede considerarse como una matriz cuyos indices de fila y
columna identifican un punto de la imagen y el valor del correspondiente elemento
de la matriz indica el nivel de gris de ese punto. Los elementos de una distribucion
digital de este tipo se denominan elementos de la imagen o mas comunmente
pixels o pels, que son abreviaturas de su denominacion inglesa “picture elements”.

Las imagenes digitales se pueden dividir en cuatro tipos:

* Monocromaticas, son imagines blanco y negro y también imagenes en escala de

gris.

» Colormapped (paleteada), cada pixel esta representado por un numero llamado

indice que se toma para el color real del pixel desde una tabla llamada paleta.

 Truecolor. Estas imagenes son las de mas alta calidad y las de mayor ocupacién
de memoria, cada pixel contiene la informacion de color completa, usualmente
expresada como la intensidad de la componente de color rojo, verde o azul (RGB),
(De la Rosa, 2007).

2.11 Camara digital

Una camara produce imagenes planas de un mundo fisico percibido como
tridimensional. Antes de la invencion de la fotografia existia ya un gran interés en
representar este mundo 3D en imagenes planas 2D, como es el caso de la pintura.
Los griegos llegaron a conocer muchas de las propiedades geométricas de la

proyeccion. Como es el caso de Thales de Mileto (640 AC - 548 AC) que con sus
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conocimientos de la Geometria pudo predecir un eclipse solar y también pudo
medir la altura de una piramide a partir de su sombra proyectada. Sin embargo, los
griegos pensaban que la vision era activa, es decir que los ojos emitian particulas
al mundo 3D en vez de considerar a los ojos como dispositivos pasivos receptores
de luz (Mery, 2002).

Para que una imagen analdgica (ya sea en blanco y negro, en escala de grises o a
color) que haya sido capturada mediante una camara, un microscopio, un
telescopio o cualquier otro tipo de instrumento 6ptico pueda ser manipulada usando
un ordenador, primero debe convertirse a un formato adecuado. Este formato es la
imagen digital correspondiente. Este proceso de transformacion de una imagen
analdgica a otra discreta se denomina digitalizacion, y consta de dos partes: un
muestreo, que consiste en la subdivisién de la imagen analdgica (normalmente en
poligonos regulares); y una cuantificacion, en la que a cada una de las
subdivisiones anteriores se les asocia un determinado valor. Este valor sera unico
en el caso de estar tratando con imagenes representadas mediante una escala de
grises; o bien, sera un vector con tres valores por subdivision si trabajamos con
imagenes a color, que, segun el modelo RGB, se corresponderan con la intensidad
del color rojo (R), verde (G) y azul (B). Cada uno de estos poligonos de color
constante, generados tras el proceso de digitalizacion, y que componen la imagen

discreta es lo que conocemos como pixel (Arandiga, 2004).

2.12 Técnicas de procesamiento de imagenes digitales.

Histograma

El histograma es una representacion global de los tonos de la imagen. Este permite
distinguir con datos cuantitativos entre una imagen luminosa, obscura, con mucho o
poco contraste. El histograma es en realidad una grafica de barras de tonos contra
numero de ocurrencia de estos (De la Rosa, 2007).
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2.13 Imagenes y nutricion vegetal

Para establecer distintos niveles de clorofila en hojas de maiz se aplicaron cuatro
tratamientos de urea 0, 100, 200, y 400 kg de N ha™ (Figura 6).

m:.
3

&

-

Figura 6. Diferentes dosis de N en maiz. Fuente: (Villagran y Navoa, 2002).

En el cuadrante 1 y 2 de la (Figura 6). Corresponden a dos de las cuatro
repeticiones del ensayo, a simple vista es posible diferenciar los efectos de las
distintas dosis de nitrégeno, existiendo un alto grado de correlacion entre el color
verde de las hojas y la disposicion de los tratamientos. Las plantas con mayor
desarrollo con una coloracién verde en la imagen de color y roja en la imagen
infrarroja, corresponden a los tratamientos que recibieron las dosis mas alta de
nutrientes (400 y 200 kg ha™). Del mismo modo las plantas con un desarrollo
menor y una coloracion menos intensa (verdes y rojos mas palidos en las imagenes
respectivas), corresponden a los tratamientos que recibieron las dosis mas bajas
(100 y 0 kg ha) cuadrante 3 y 4 de la (Figura 6). Las diferencias entre los
tratamientos se hacen mas obvias en las imagenes infrarrojas con respecto a las
imagenes de color, lo que explica por las propiedades espectrales de la vegetacion.
Si visualmente un observador no entrenado puede identificar con relativa facilidad

la disposicion de los distintos tratamientos, debe ser factible y de hecho el estudio
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demuestra, que a través del procesamiento digital de imagenes se obtenga no sélo
una lectura cuantitativa del nivel en el cual se encuentra la variable en estudio
(Nitrogeno). Sino que también se establezca la distribucion espacial en el cultivo
(Villagran y Navoa, 2002).

2.14 La nutricion vegetal

El adecuado crecimiento de las plantulas desarrolladas en las cavidades de los
contenedores requiere de la aplicacion continua de nutrimentos, mediante una
solucion nutritiva, debido a que en los sustratos, que se encuentran no satisfacen la
demanda nutrimental en la forma y magnitud en que las plantulas lo requieren
(Magdaleno et al., 2006). Esta demanda se hace mas evidente con la aparicion de
las primeras hojas verdaderas (Ericsson, 1995). El nitrégeno (N) y fésforo (P) son
los nutrimentos mas demandados por las plantulas al aparecer en las primeras
hojas (Bar-Tal et al.,, 1990). En un programa nutrimental para la produccion de
plantulas se debe incluir la seleccion de fertilizantes, la concentracion ionica y el pH

de la solucion, asi como la relacion entre los nutrimentos (Preciado et al., 2007).
El nitrogeno y las plantas

Entre los diecisiete elementos esenciales para el crecimiento y desarrollo de las
plantas el N es considerado el mas importante, por ser el que se encuentra en
mayor proporcion, 1 a 3% con respecto a su materia seca, dependiendo de la
especie, de la etapa fenoldgica, del érgano, etc. Las funciones del N son de tipo
estructural y osmotico. Las primeras son especificas y se relacionan con la sintesis
de moléculas esenciales para el crecimiento, como acidos nucleicos, aminoacidos,
proteinas, clorofilas y alcaloides. La funcion osmatica esta asociada al efecto del
ion nitrato y a otras formas reducidas del N, en la reduccién del potencial hidrico
(W) de la vacuola, dentro del proceso de osmoregulacion. Considerando que el
agua es el principal factor limitante del desarrollo de las plantas y que es la unica
sustancia capaz de integrar el crecimiento y la actividad metabdlica a nivel celular,

la funcion del N como agente osmotico, que permite retener al agua en las
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vacuolas, ha sido considerada tanto o mas importante que su funcién nutrimental
(Mcintyre, 1997).

2.15 Descripcion de sintomas nutrimentales

Los sintomas foliares han sido clasificados en cinco tipos a) clorosis intervenal, b)
necrosis en los margenes de las hojas, c) inhibiciébn de nuevos crecimientos los
cuales pueden terminar en la muerte de brotes axilares o terminales y hojas, d)
acumulacion de antocianinas los cuales resultan de un color rojo intenso, e) color
verde normal o un verde opaco, los sintomas de deficiencias pueden ser bastante
especificos de acuerdo al nutriente, especialmente si el diagndstico es hecho en el

desarrollo de los sintomas (Barker y Pilbeam, 2007).

Generalmente los sintomas de deficiencias pueden expresarse en una gran
cantidad de especies, existen muchas referencias disponibles con descripciones
con claves que permiten identificar la deficiencia de nutrientes. Por mencionar un
ejemplo, la deficiencia de nitrégeno atraviesa a las plantas como clorosis debajo de
todas las hojas de la planta cuando la deficiencia esta avanzada puede provocar la

muerte y caida de la hoja (Barker y Pilbeam, 2007).

El fosforo: forma parte de los compuestos organicos importantes como azucares
fosforilados adenosintrifosfato (ATP), acidos nucleicos, ciertas coenzimas y en los

fosfolipidos de las membranas celulares (Rodriguez, 2001).

La deficiencia de fosforo retarda el crecimiento y produce coloracién morada en el
follaje de algunas plantas debido a que acumula gran cantidad de azucares en los
tejidos, lo que ocasiona un notable aumento de los pigmentos morados llamados

antocianinas (Gardner et al ., 1990).

El potasio: no forma parte estructural de compuestos celulares pero actua como
activador de enzimas; por ejemplo, esta involucrado en la sintesis de almidon,

activando la enzima almidodn-sintetasa. Mejora la incorporacion de los aminoacidos
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en proteinas e interviene en el mecanismo de apertura y cierre de estomas
(Rodriguez, 2001).

Las deficiencias severas causan pequefas manchas necroticas entre las
nervaduras y quemazon de los bordes y apices de las hojas viejas de muchas
especies, también se ha demostrado que las deficiencias de potasio producen
ademas caida prematura de hojas y frutas y malformaciones de éstos segun el
cultivo (Gardner et al., 1990).

Todos los nutrimentos son requeridos desde la etapa de plantula, pero el nitrégeno
es el que mas limita su desarrollo (Bar-Tal et al., 1990). EI manejo adecuado de la
nutricion y la composicion quimica de la solucidn nutritiva son factores importantes

en la produccion de plantulas vigorosas y aptas para el trasplante (Orea, 2003).

2.16 La solucion nutritiva (SN)

La SN consiste en agua con oxigeno y los nutrimentos esenciales en forma ionica.
Algunos compuestos organicos como los quelatos de fierro forman parte de la SN
(Steiner, 1968). Para que la SN tenga disponibles los nutrimentos que contiene,
debe ser una solucidon verdadera, todos los iones se deben encontrar disueltos. La
pérdida por precipitacion de una o varias formas i6nicas de los nutrimentos puede
ocasionar su deficiencia en la planta. Ademas, de este problema se genera un

desbalance en la relacion mutua entre los iones (Steiner, 1961).

En hidroponia, las necesidades nutrimentales que tienen las plantas son
satisfechas con los nutrimentos que se suministran en la SN. La cantidad de
nutrimentos que requieren las plantas depende de la especie, la variedad, la etapa

fenoldgica y las condiciones ambientales (Adams, 1994).

Entre otros factores, la solucion nutritiva (SN) es parte fundamental en la
hidroponia; de la SN depende la magnitud y calidad de la produccién. Los aspectos
mas importantes de la SN son: la relacion mutua entre los aniones y los cationes, la

concentracion de nutrimentos expresada con la conductividad eléctrica (CE), el pH,
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la relacion NO3™ : NH," y la temperatura. La relacion mutua entre los aniones y entre
los cationes debe corresponder a la que demandan las plantas, estas relaciones
deben ser modificadas en las etapas fenologicas de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) (Lara, 1999).

Relacion Mutua entre los Aniones

El concepto de relacion mutua entre iones fue empleado por Steiner (1961). Se
basa en que la SN debe estar balanceada en sus macronutrimentos: NO3', H,PO, -
y SO4 %, para el caso de los aniones. El balance consiste no sélo en la cantidad
absoluta de cada uno de ellos, sino, ademas, en la relacién cuantitativa que se

establece entre los cationes por una parte y los aniones por la otra.

Steiner (1968) senald, respecto a la concentracién de un ion, que el problema mas
importante es la relacion que tiene respecto a los otros dos iones de su misma
carga eléctrica; una inadecuada relacién entre los iones puede disminuir el

rendimiento.

Los nutrimentos que demandan las plantas en la relacidbn mutua entre aniones y
entre cationes, dependen de la etapa fenolégica. Con base en lo reportado por
Resh (1991), Valenzuela et al. (1993) y Gertsson (1995), el paso de una etapa
fenologica a otra se caracteriza por cambios en la actividad bioquimica y en la
reestructuracion del metabolismo primario. Estas fluctuaciones influyen en toda la

planta y en la composicion quimica de sus érganos en cada etapa.

Los macronutrimentos que contiene la SN en forma de cationes son K*, Ca," y
Mg.", algunas de las soluciones incluyen al NH;*. De manera similar a lo explicado
para los aniones, la relacibn mutua entre los cationes contenidos en la planta es
dinamica en su ontogenia. El K* disminuye en forma proporcional a la que se
incrementa el Ca,’, el Mg," sufre pocos cambios (Steiner, 1973). La demanda v,
por lo tanto, la absorcidn de los macronutrimentos no son lineales durante el

desarrollo de la planta, esto trae como consecuencia que también deba
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sincronizarse la relacion mutua entre los iones en la SN. De no hacerlo asi, se
pueden generar desbalances nutrimentales, como por ejemplo el antagonismo
entre K' y Cay’ (De Kreij et al., 1992). Para elegir la SN apropiada en cada caso,
deben tomarse en cuenta las condiciones del ambiente. Debido a la relacion
existente entre la absorcion de Ca," y de agua por parte de la planta, la interaccion
de los factores ambientales y la relacion mutua entre los cationes tienen gran
influencia en la nutricion de las plantas. En tomate, al aumentar la presion de vapor
en la atmésfera, disminuye el flujo de transpiracion y, por ende, la absorcion de
Cay’, siademas la SN tiene una relacién Cay™: (K™ + Mg,>" + NH4 *) baja (menor que
40:60) es muy probable que se manifiesten algunos problemas fisioldgicos
derivados de un desbalance nutrimental, como es el caso de la pudricién apical
(Adams y Ho, 1993).

Conductividad Eléctrica (CE) de la Solucion Nutritiva

Existe una relacion directa entre la concentracién de nutrimentos y la CE de la SN.
Al aumentar la CE, la planta debe destinar mayor energia para absorber agua y
nutrimentos (Asher y Edwards, 1983; Ehret y Ho, 1986). Este desgaste de energia
puede ser en detrimento de energia metabdlica. El conjunto de estos fendmenos

puede ser reflejado en una disminucion del desarrollo de la planta.

La CE de la SN influye en la composicion quimica de las plantas, al aumentar la CE
aumenta la concentracién de K* en las plantas a expensas principalmente de Cay".
También se incrementa la concentracion de P y en menor medida la de NOs
ambos a costa de SO,4. Este comportamiento se presenta independientemente de

la etapa de desarrollo (Steiner, 1973).

En la medida que la SN aumenta su CE, disminuye la capacidad de la planta para
absorber agua (Ehret y Ho, 1986; Adams, 1994) y nutrimentos (Steiner, 1973). Pero
una SN con CE menor que la que requieren las plantas (menor que 2 dS m'1),
puede inducir deficiencias nutrimentales. Al aumentar la CE de la SN a mas de 6
dS m”', ademas de inducir una deficiencia hidrica, aumenta la relacion K. (K" +

Cay® + Mg2" + NH;"), ocasionando desbalances nutrimentales. No todos los
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nutrimentos son afectados en igual medida. Los que se mueven por flujo de masas,
como el Cay" y en menor medida el Mg, se absorben en menor cantidad, de esta

manera se puede inducir deficiencia de Ca," (Ehret y Ho, 1986).

La CE apropiada para la produccién de tomate esta estrechamente relacionada con
las condiciones ambientales (humedad relativa, temperatura y luz). Steiner (1973) y
Resh (1991) observaron que las plantas toleran una mayor CE en invierno que en
verano. La respuesta que presentan las plantas a la CE es diferente, existen
variedades de tomate adaptadas para ser nutridas con soluciones de CE elevada,
lo cual permite su explotacidbn con aguas salinas, no aptas para ser usadas en
campo (Satti et al., 1994). Graves y Hurd (1983) y Satti et al. (1996) reportaron que
al aumentar la CE de la SN se obtiene, a costa de un menor rendimiento, un
incremento en la calidad de los frutos: firmeza, contenido de sdlidos solubles y

acidez titulable.

pH de la solucién nutritiva

El pH de la SN es una propiedad inherente de la composicion mineral (De Reijck y
Schrevens, 1998). El pH optimo de la SN es entre 5.5 y 6.0, de esta manera se

logra:

Regular el contenido de HCOj3". En forma natural el agua contiene HCOg', este ion
se transforma a CO3 ? cuando el pH es mayor que 8.3, 6 a H,CO3 cuando el pH es
menor que 3.8, este acido en la solucion se encuentra en equilibrio quimico con el
bioxido de carbono de la atmésfera (H,CO3 <+ CO, + H20). A pH mayor que 8.3 el
Cay" y el Mg:" se precipitan facilmente en forma de carbonatos. Una concentracion
de HCOs mayor que 10 mol m™ puede ser tdxica para las plantas (Ayers y
Westcot, 1987). La forma de disminuir el contenido de este ion es neutralizandolo

con un acido fuerte, por ejemplo: H,SO4 6 HNOgy
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La relacion NOs; ™~ : NH,; * afecta la calidad y la produccion de frutos, la asimilacion
del NH; * depende de la luminosidad; el N-NH, * debe ser menor que 20 %

respecto al N total (Lara, 1999).

El control de la temperatura de la SN es un factor que adquiere importancia
secundaria en los lugares de clima templado. En las zonas o temporadas frias, es
conveniente tener un sistema de calefaccidn para la SN. Es necesario evitar
temperaturas menores que 15 °C para prevenir la reduccion de la absorcion de
nutrimentos (Moorby y Graves, 1980). Lo ideal es mantenerla lo mas cercana
posible a 22 °C. (Lara, 1999).

2.17 Comportamiento espectral de la vegetacién con respecto a plagas y

enfermedades

La radiacion solar reflejada ha sido la forma de energia mas estudiada en
teledeteccion de la vegetacidn, mientras que la region del espectro
electromagnético correspondiente al infrarrojo termal y a las microondas pueden

ser también utilizadas.

La radiacion electromagnética al tener contacto con el blanco, puede ser absorbida,
transmitida y reflejada. En el caso especifico de la vegetacion, la interaccion con la
radiacion ocurre distintamente para cada longitud de onda del espectro. La (Figura
7) presenta una curva patron de la respuesta espectral de una hoja vegetal, donde
se observa un pico de absorcion en la region del azul (450 nm) y otro en la region
del rojo (650 nm), ambos debidos a la presencia de pigmentos en el interior del
cloroplasto, tales como: clorofila, xantofila, carotenos y otros. La absorcién de la
energia solar que ocurre en estas longitudes de onda depende principalmente de la

concentracion de la clorofila (Hoffer, 1982).
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Figura 7. Comportamiento espectral patrén de la vegetacion verde y sana
Redibujada (Castafio y Quintanilla, 1999).

En la regién denominada infrarrojo cercano (700 a 1300 nm), la vegetacion verde y
sana se caracteriza por la alta reflectancia (45 a 50%), causada por la difusion
resultante de los indices de refraccion del liquido intracelular y de los espacios
intercelulares del mesdfilo (Gausman, 1984). El mismo autor, después de investigar
las causas biofisicas de la reflectancia foliar, ha concluido que al incidir la radiacién
en una capa de hojas se refleja un 50% y transmite el restante. Si esa porcion
transmitida se encuentra con otra capa de hojas, el proceso anterior se repetira, y

asi sucesivamente.

Knipling et al. (1980), afirman que en la regién del infrarrojo cercano ocurren
variaciones en la cantidad de la energia reflejada por las plantas cuando esta esta
sujeta al ataque de plagas o enfermedades, al estrés por falta de agua o a la

senescencia, y que los factores predominantes de estas variaciones son:
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disminucién del indice de area foliar, alteracion de la estructura y morfologia de las

hojas.

Swain y Davis, (1988) evidencian que cuando se comparan la reflectancia de una
hoja con la de una capa de hojas, en esta ultima se puede ampliar en un 85% la
reflectancia de una unica hoja, para la region del infrarrojo cercano. Estos hechos
se explican por la reflectancia aditiva, esto es, la radiacion electromagnética
transmitida a través de la primera hoja, situada en la parte superior de la capa de
hojas, hacia la segunda, es parcialmente reflejada por ésta de vuelta hacia la

primera, y asi sucesivamente, hasta la ultima hoja de la capa.

En el lugar donde la cobertura vegetal esta sufriendo estrés debido al ataque de
plagas, o enfermedades los cambios en la estructura foliar y color dan un indicativo
para detectar las areas mas afectadas. Los cambios en la reflectancia como
sintomas de enfermedades en plantas son mas patentes en la porcion del espectro
correspondiente al infrarrojo cercano, como ilustra la Figura 6. Por esta razon, el
uso de imagenes infrarrojas para la deteccion de enfermedades en la vegetacidon

cada vez han sido mas empleadas (Barret y Curtis, 1982).

La gran mayoria de los trabajos de deteccion de plagas y enfermedades, esta
centrada en la aplicacion de técnicas de teledetecciéon aérea, o sea, a los procesos

metodoldgicos que utilizan fotografias aéreas.

En la Figura 8, se comprueba que en la regidon del infrarrojo cercano la reflectancia
esta bastante alterada, incluso en el inicio del ataque de la enfermedad, por el
contrario, no ocurre con la misma expresion en la region del visible. Esta aplicacion
permite una deteccion mas temprana de los dano, pues el ataque de enfermedades
puede ser detectado incluso antes de que la planta presente sintomas visuales de
decoloracion. En ese sentido, las técnicas de teledeteccion pueden auxiliar en la
eficiencia del control fitosanitario, pues se puede llevar a cabo el tratamiento

adecuado con antelacion.
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Figura 8. Curvas caracteristicas de la vegetacion sana y dafiada. Redibujada
(Castarnio y Quintanilla, 1999).
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El tejido del mesdfilo foliar, por sus caracteristicas estructurales, constituye un buen
reflector para la energia radiante, incluyendo las longitudes de onda

correspondiente al infrarrojo cercano. Esta energia pasa por el parénquima en

empaladiza, cuya caracteristica principal es la de poseer cloroplastos que absorben
el azul y el rojo, reflejando el verde en la porcion visible del espectro. Si por
determinada razon las relaciones normales entre los tejidos son alteradas y la
planta empieza a perder el vigor, el mesdfilo entra en colapso, y como resultado,
ocurre una disminucion de la reflectancia de las hojas en el infrarrojo cercano
(Castafo y Quintanilla, 1999).

Como ejemplo de aplicacion de estos principios podemos mencionar el siguiente:

Con el objetivo de evaluar el uso del analisis de imagenes en la prospeccién de la
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enfermedad "tristeza de los citricos" que afectan a limoneros (Citrus limon (L).)
Burm.) y calibrar un método de prospeccion de la enfermedad, en huertos de
limonero del Valle de Mallarauco, Chile, se tomaron muestras de sectores con
plantas de limonero con sintomas de ataques de virus y otras sanas, y se tomaron
fotografias aéreas en color. Se realizé el test de ELISA para detectar el virus en las
plantas, y analisis de las firmas espectrales de los sectores muestreados. La simple
inspeccion visual de una imagen de un huerto permitié establecer areas enfermas
con tristeza y discriminarlas de las areas con plantas sanas. Se pudo ver que las
reflectancias en las tres bandas, azul, verde y roja, fueron mayores en plantas
enfermas que en sanas. Por otra parte, la discriminacion entre sectores de plantas
enfermas fue mejor en la banda roja. Se obtuvo un coeficiente de correlacion de
0.63 significativo, entre sectores de plantas con diverso numero de plantas
enfermas y las reflectancias de la banda roja. Al correlacionar el numero de plantas
enfermas con las areas bajo las curvas de reflectancias se obtuvo un coeficiente de
correlaciéon levemente superior, 0.64, significativo al 95%. Ello implica que la
técnica no s6lo permite diferenciar arboles enfermos de sanos, sino también da una
idea del porcentaje de arboles enfermos en cada sector del huerto. La
discriminacion entre sectores de plantas enfermas es mejor en la banda roja. Se
obtuvo un coeficiente de correlacion de 0.63, significativo, entre sectores de plantas
con diversos numeros de plantas enfermas y las reflectancias de la banda roja. Una
herramienta mas fina es establecer los patrones espectrales de los sectores
enfermos y sanos. Para ello se ubic6 en las fotos los sectores que fueron
muestreados para virus, y en esos mismos sitios, llamados sitios de entrenamiento,
se generaron los espectros de refleccion de la luz. Por otra parte, no cabe duda
que estos patrones pueden mejorarse mucho agregando imagenes de la banda

infrarroja, y haciendo correcciones de las imagenes (Navoa y Herrera, 2002).
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2.18 Técnicas para la determinacion de nitrogeno

La técnica mas ampliamente usada para la determinacion cuantitativa de nitrégeno
total es la de Kjeldahl (Bremmer y Mulvaney, 1982), la cual fue desarrollada en el
siglo pasado y, debido al firme principio quimico en el que se fundamenta,
practicamente no ha sido modificada. No obstante, tiene el inconveniente de
requerir equipo especializado y, cuando se tiene un gran numero de muestras para
analizar, el gasto de reactivos es excesivo, o que ocasiona que el costo de la
determinacién sea alto. Otro de los inconvenientes es el tiempo invertido desde la

toma de la muestra hasta su preparacion y analisis (Rodriguez, 1998).

La determinacion de clorofila en tejidos vegetales (por extraccién con acetona al
80% o con N, dimetilformamida, es un método utilizado para estimar el estado
nutrimental del cultivo en lo que se refiere al nitrdgeno, magnesio y fierro
principalmente y conlleva los mismos inconvenientes de tiempo y costo que la
técnica de Kjeldahl (Rodriguez, 1998).

Recientemente se ha reportado que la cantidad de clorofila y de nitrégeno total
determinados por los métodos tradicionales en leguminosas, gramineas, frutales y
hortalizas presenta una alta correlacion con las unidades SPAD medidas con el
detector de clorofila Minolta SPAD-501 (Reeves et al., 1993).

Turner y Jund (1991), con un modelo reciente del detector de clorofila SPAD-502,
demostraron que la “unidad SPAD” es un valor proporcional al contenido de
nitrdgeno en la planta de arroz. Dichos autores analizaron in situ y en corto tiempo,
cientos de muestras sin destruirlas lo que les permiti6 establecer de forma
inmediata el estado nutrimental del cultivo en estudio. Posteriormente, el equipo
SPAD-502 fue calibrado para el cultivo de maiz (Krugh et al., 1994), trigo (Follet et
al., 1992; Fox et al., 1994), con el fin de detectar posibles deficiencias de nitrégeno.
Los valores SPAD se basan en el principio de que parte de la luz que llega a la hoja
es absorbida por la clorofila y el resto que se refleja entra en contacto con la celda

detectora del SPAD-502 y es convertida en una sefal eléctrica. La cantidad de luz

37



captada por la celda es inversamente proporcional a la cantidad de luz utilizada por
la clorofila, la sefal es procesada, y la absorbancia es cuantificada en valores
dimensionales que van de 0 a 199, por lo que las unidades SPAD seran siempre

las mismas de acuerdo con el tono verde de las hojas (Krugh et al., 1994).

El contenido de clorofila y la absorcion de nitrogeno se han correlacionado con las
unidades SPAD en diversas condiciones ambientales como la intensidad luminosa,
temperatura, humedad relativa, plagas, densidad de poblacion, fuente de nitroégeno,
etc. (Hiderman et al., 1992).
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[ll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion y ubicacion geografica del sitio experimental

El campo experimental estd ubicado en el Campus Amazcala de la Facultad de
Ingenieria de la Universidad Autonoma de Querétaro. El poblado de Amazcala
pertenece al municipio del Marqués, Qro. El cual se localiza en el sector Suroeste
del estado, entre los 20° 31’ y 20° 58’ de latitud Norte. Su longitud se encuentra
entre los 100° 09’ y los 100° 24’ del Oeste a 1850 msnm. Colinda al Oeste con el
municipio de Querétaro, al Norte con el estado de Guanajuato, al este con el
municipio de Colén y al sur con los municipios de Huimilpan y Pedro Escobedo
(Figura 9). La temperatura media oscila entre los 18 y los 24°C, con un clima

predominante subtropical, templado semi seco (INEGI, 2005).

2074220 55" N, 100°15!42.997 0

Figura 9. Centro de investigacion (Google Earth, 2009).
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3.2 Caracteristicas del invernadero

La investigacion se realizd en un invernadero tipo gotico cubierto de plastico de 600
galgas de espesor, de un area de 56 m2 (7 m x 8 m), con solo ventilacién natural
de (24 m?) en la techumbre se coloco una malla sombra del 50% para protegerla de
las altas temperaturas obteniendo en promedio 800 watts m? (Figura 10). El

fotoperiodo fue de 12 horas.

Figura 10. Invernadero de 56 m?

3.3 Material biolégico, contenedores y sustrato

Se utiliz6 semilla de jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) del tipo Saladet
variedad Loreto de la compafia Seminis siendo un hibrido de crecimiento
determinado, de excelente vigor y cobertura con buena uniformidad de planta, de
madurez intermedia, frutos de color rojo intenso (alto contenido de Licopeno), peso
promedio de 110 a 130 g, de forma ovalada, muy firme (alto porcentaje de sdlidos

solubles) de paredes gruesas y excelente vida de anaquel (Figura 11).
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Figura 11. Semilla de jitomate variedad Loreto.

El tipo de contenedor utilizado para germinar fue de poliestyreno, con 200 (10 x 20)
cavidades conicas invertidas. El volumen de cada celda fue de 25 mL, la altura de
los contenedores fue de 7 cm y dimensiones de 36 cm de ancho por 62 cm de
largo. Los sustratos utilizados fueron comerciales, una turba y una vermiculita, con

las siguientes caracteristicas
Turba comercial: con 1.23 de N total y 250 mg de N-NO3 kg™

Vermiculita: es una arcilla, o lo que es lo mismo, es un mineral 0 una roca
compuesta esencialmente por filosilicatos hidratados, exfoliada es pasada por un
horno a 700/800 °C de temperatura durante 1 minuto, aumentando asi hasta 20/30
veces su volumen inicial. Contiene: SiO; 38 - 46%, Al,O3 10 - 17 %, MgO 12 - 35%,
Fex036-17 %, KO 1-6 %, CaO 1-2 %, P,Os <0.,5 % (Figura 12).
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Figura 12. Sustrato para germinar.

3.4 Manejo de la siembra, germinacion y emergencia

El proceso de siembra inicia con la desinfeccién de las charolas de 200 cavidades
con una dilucién de Ecocitro, el cual es un extracto natural (desinfectante) de
semillas de toronja, a una concentracién de 8 mL L™ de agua, la semilla se
mantuvo en agua a temperatura ambiente por una hora para acelerar la imbibicion,
mientras se humedecia el sustrato “peat moos” a capacidad de campo, para luego
llenar las charolas hasta tres cuartas partes de cada cavidad con el sustrato
mencionado, se colocd una semilla por cavidad a una profundidad de 1/2 cm y el
resto del volumen se cubrié con vermiculita, se proporcioné un riego abundante
s6lo con agua natural, las charolas fueron estibadas y cubiertas con un plastico
negro para estimular el proceso de germinacién, siendo colocadas en una camara
de germinacion a una temperatura promedio de 25 °C y humedad relativa de 70%
donde permanecieron, hasta que emergieron las primeras plantulas proceso que

inicio a los cuatro dias después de la siembra (dds). Posteriormente se extendieron
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en el invernadero de crecimiento (Figura 13). El establecimiento del experimento
fue el 15 de septiembre del 2009.

Figura 13. Plantulas a los 8 (dds).

3.5 Solucién nutritiva

La solucién nutritiva (SN) base para la preparacion de cada uno de los
tratamientos fue la de Steiner (1984), para elaborar la solucion nutritiva se utilizo
agua de lluvia con las siguientes caracteristicas: pH 7.90, conductividad eléctrica
0.03 decisiemens por metro (ds/m ). Ca*= 0.59 mili equivalentes por litro melL,
Mg?*= 0.02 meg/L, Na*= 0.05 me/L, K* = 0.07 me/L, CO; =0.08 meg/L, HCO3
1.63, SO4% 0.14 meg/L, N-NO3= 0.1 partes por millén (ppm).

Las fuentes de nutrimentos emplear son grado reactivo: Nitrato de calcio
(Ca(NOs),,Nitrato de potasio (KNO3), Acido fosférico (HsPO,), Fosfatomonopotasico
(KH2POy4), Sulfato de potasio (K2SO4), Sulfato de magnésio (MgSO,4-7H,0), Nitrato
de magnésio (MgNQ3), Acido bérico (H3BO3), Acido fosférico (HsPOs) al 85%. Los
micronutrientes excepto el boro se a portaron con los seguientes quelatos: Quelato
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de hierro (Fe) al 13% acido etilendiaminotetraacético (EDTA), Quelato de
manganeso (Mn) al 13% (EDTA), Quelato de zinc (Zn) al 14% (EDTA), Quelato de
cobre (Cu) al 14% (EDTA).

3.6 Disefio experimental

Se utilizé un disefio en bloques completos al azar, con cinco tratamientos y seis
repeticiones (30 unidades experimentales), la unidad experimental consistié de una
charola de 100 plantas, tamafo de muestra 10% de cada repeticion. Obteniendo
una poblacién total de 3000 plantas para todo el experimento. La distribucion de los
5 tratamientos con sus 6 repeticiones fue completamente al azar (Cuadro 1). Los
tratamientos evaluados consistio en 5 concentraciones de N-NOg3™ aplicados en la
solucion nutritiva respectiva: 0, 4, 8, 12, 16 me/L” (cuadro 2). La conductividad

eléctrica se mantuvo en 2 dS/m™" en cada uno de los tratamientos.
Cuadro 1. Esquema del arreglo experimental.

Bloque

Unidad experimental 1 charola de 100 plantas.
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Cuadro 2. Composicion quimica me L' de las soluciones nutritivas de los

tratamientos ensayados para determinar el efecto del N- NO3™ en la intensidad del

color verde en plantulas de jitomate.

T NOs*  H,PO, SO, K' Ca®* Mg® Fe* Cu Mn Zn Bo C.E
(Me/L) (mg/L) (dS/m)

1 0.00 25 94 69 84 40 190 0.05 080 0.30 047 2

2 4.00 2.0 99 69 84 40 190 0.05 080 0.30 047 2

3 8.00 1.5 104 6.9 84 40 190 0.05 0.80 0.30 047 2

4 12.00 1 73 69 84 40 190 0.05 080 0.30 047 2

5 16.00 1 3.3 6.9 84 4.0 190 0.05 0.80 0.30 047 2
T=Tratamiento.

Cuadro 3. Cantidad de fertilizante a pesar para cada uno de los tratamientos.

Fuente

Tratamientos /Cantidades de fertilizantes (gr o mL).

Para un volumen de 100 L. de agua.

T1 T2 T3 T4 T5
Acido fosforico (H3PO,) 6.8 ml 6.8 ml 6.8 ml 6.8 ml 6.8 ml
Sulfato de potasio (K2SO,) 470gr 513gr 557gr 287 gr 28.7gr
Sulfato de magnesio 49.2gr 492gr 492gr 492 gr O
(MgSO4 7H20)
Fosfato monopotasico (KH2POj4) 204 gr 1369gr 6.8 gr 0 0
Nitrato de calcio (Ca(NOs3), 0 40 gr 80 gr 84 gr 84 gr
Nitrato de potasio (KNO3) 0 0 0 36.4gr 36.4qr
Nitrato de magnesio (MgNO3) 0 0 0 0 51.2 gr
Hierro (EDTA)13% 14.61gr 14.61gr 14.61gr 14.61gr 14.61gr
Mn (EDTA)13% 6.15gr 6.15gr 6.15 gr 6.15gr 6.15¢r
Cu (EDTA)14% 0.35gr 0.35gr 035 gr 035gr 0.35¢r
Zn (EDTA)14% 214gr 214gr 214 gr 214 gr 214 ¢r
Acido bérico H3BO317.5% 268gr 268gr 268 gr 2.68gr 2.68gr
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3.7 Procedimiento parala composiciéon de los tratamientos experimentales

Para afadir el Ca a los tratamientos que presentaban bajo contenido de nitrégeno,
preparo una solucion 1 Normal (N) de cloruro de calcio (clca) pesando la mitad del
peso molecular = 219 g diluyendo esta cantidad en un litro de agua para preparar
1 litro de solucién de cloruro de calcio, luego se afiadio 4.4 mL de esta solucion por
cada litro de solucién nutritiva de este tratamiento (0 me/L™ de N). El resto de
calcio para completar los 8.4 me/L™", se prepara una solucién 0.01 N de sulfato de
calcio, este reactivo es muy poco soluble en agua, por eso se prepara solo al 0.01
N, pesar 6.8 gramos de CaSO4 (0o 8.6 gramos de CaSO4+2H,0) y diluir para
preparar 10 litros de la solucidon. Porque se van afiadir 400 mL por cada litro de

solucion nutritiva, ya que esta diluida 100 veces.

Para el tratamiento de 4 me/L™" de N, de la solucién 1 N de cloruro de calcio que se
preparo para el tratamiento de 0 me/L™ de N, afiadir 4.4 mL de ella y aplicarlos a
cada litro de solucién nutritiva de este tratamiento (4 me/L™" de N) para aportar los

4.4 me/L"" de calcio que se requieren.

3.8 Preparacion de la solucion nutritiva

Una vez seleccionadas las fuentes de fertilizantes se procedid a pesar en una
bascula digital marca Adventurer Ohaus, con una precision de 0.1 mg, se procedi6
a aforar un contenedor con 100 litros de agua posteriormente se diluyo el acido
fosférico y enseguida los fertilizantes iniciando con el menos soluble (sulfato de
potasio), y asi sucesivamente hasta terminar con el nitrato de calcio. Que por regla
de compatibilidad no se debe de diluir junto con los fosfatos y sulfatos. Se tomo la
lectura del pH (5.5) y conductividad eléctrica (2.0 dS m™) con un conductivimetro
marca WaterProof, que tiene las siguientes caracteristicas pH de 0 .00 a 14 (0.05
pH) Conductividad eléctrica 0.00 a 20 .00 dS m-1. Temperatura 0 a 140 °F (0.5 °F),

a una temperatura de 20 °C. (Figura 14).
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Figura 14. Conductivimetro marca WaterProof.
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3.9 Manejo del experimento

Desde la siembra hasta la formacion de la segunda hoja (12 dds) el riego se
efectud sélo con agua de lluvia, posteriormente se inicié la aplicacion de las
soluciones nutritivas aplicando diariamente un riego de manera puntual a la base
de las planta, en un solo momento a las 10:00 de la manana con un volumen total
de 300 mL por repeticion (Una charola de 100 plantas). Una vez aplicada la
solucion nutritiva se procedio a realizar un riego por aspersion para lavar o retirar
las sales que se quedaron adheridas al follaje esto con el propdsito de evitar alguna
quemadura en el mismo. El volumen aplicado fue de 800 mL por unidad

experimental (Figura 15). Esta etapa dur6 32 dias.

Figura 15. Riego por aspersion después de aplicada la solucion nutritiva
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3.10 Manejo de las muestras

Al final del experimento (32 dds) se recolectaron las muestras de cada uno de los
tratamientos cada muestra constituida de 10 plantas al azar, colocandolas en un
cuarto con iluminacion homogénea para minimizar la variacion con respecto al
medio ambiente y tomar lecturas mas estables, la base de datos se realizé en un

solo momento.
3.11 Variables a evaluar

Al final de la etapa de produccion de plantula (32 dds) se evaluaron las siguientes
variables: indice de clorofila (IC), color de las imagenes color rojo (CR), color verde
(CV), color azul (CA). Contenido de nitrégeno total en el laboratorio (NT). Todas las

variables fueron tomadas de la misma muestra del grupo.

indice de clorofila (IC)

Medido con un chlorophyll meter (Minolta SPAD 502 DL meter; Spectrum
Technologies; Plainfield, Ill, USA). Con una precision de (+- 1 SPAD), (Sainz y
Echeverri., 1998) (Figura 15). Este mide la absorcién en longitudes de onda de 650
y 940 nm para estimar niveles de la clorofila. La medicion se realizé para cada hoja
posteriormente se tomdé un promedio para obtener un solo valor de (IC) por planta.
El sensor de SPAD fue colocado aleatoriamente en el tejido de la hoja (Pinkard et
al., 2006). Con el SPAD, es calculado el contenido de la clorofila basado en la
cantidad de luz transmitida por la hoja en dos longitudes de onda donde la luz
absorbida es diferente. El maximo de la luz absorbida ocurre en regiones de azul y
de rojo, con poca absorcion en la region verde. Por esta razon, las longitudes de
onda usadas para la medicion, son las de rojo y de infrarrojo. La luz emitida por el
SPAD corresponde a la luz roja (650 nandémetro) y a la luz infrarroja (940
nanometro). La luz pasa a través de la hoja y llega el receptor que la convierte en

una sefal eléctrica que se amplifica y digitaliza (Kieffer, 2009) (Figura 16).
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Figura 16. Chlorophyll meter toma de lectura (IC).

Adquisicion de las imagenes a color

Todas las hojas de cada planta se colocaron en un fondo blanco para asegurarse
de que las fotografias tendrian sé6lo dos colores con el mayor contraste. Es
necesario que otros objetos no aparezcan en la fotografia, ya que pueden inducir
un error al ser leidas como parte de las hojas. Para esta investigacion todas las
hojas se colocaron con el has hacia arriba para que la camara tomara la imagen
completa y se distinguiera el color de la hojas sin ningun problema. La camara
utilizada para adquirir las imagenes tiene las siguientes caracteristicas modelo de
SONY cyber-shot DSC-W 120 de 7.2 megapixeles. Se accion6 sin flas. Todas las
imagenes fueron tomadas dentro de una habitacion a oscuras utilizando una fuente
de luz blanca. En este caso, una lampara fluorescente de 100 watts. Todo esto con
el fin de garantizar la misma condicién de luz para todas las imagenes (Figura 17).

La imagen fue almacenada en 24 bit.
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Figura 17. Toma de imagen.

Analisis de imagen

El analisis de imagen fue hecho determinando tres bandas de color (RGB). Para
cada imagen, se generd un archivo en *.txt. El archivo muestra tres columnas de
valores enlistando cada columna para cada banda respectivamente, color rojo
(CR), color verde (CV) y el color azul (CA) a partir de 0 a 255 de cada pixel para
realizar el barrido de la imagen completa. Para cada valor, se determin6 el
promedio de las 60 imagenes por tratamiento teniendo un total de 300 imagenes y
posteriormente se utilizaron para estimar su correlacion con el contenido de N en
hojas de la planta. Este analisis fue realizado usando la caja de herramientas para
el analisis de imagen segun la metodologia de MATLAB V 7.1 que trabaja bajo la

plataforma de Windows.
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Cuadro 4. Presenta el coédigo desarrollado de las funciones usadas para el

tratamiento de la imagen.

Linea del codigo en MATLAB.

1 clear all; % Remove items from the workspace

2 A = imread ('photo.jpg'); % Reads the photo into A

3 RL =70; GL = 70; BL = 70; % Sets the values for image filtering

4 blacks = 0; % Sets the counter "blacks" equal to zero

5 for i=1:2304 % Here initiates the process of filtering

6 for j=1:3072

7 if (A(i, j, 1) >=RL && A(j, j, 2) >= GL && A(i, j, 3) >=BL)

8 A(i,j,1) = 0; A(i,j,2) = 0; A(i,j,3) = 0;

9 blacks = blacks+1;

10 end; end; end; % Ends the process of filtering

11 imshow (A);% Plots the filtered image

12 R = double(A(;, :, 1)); G = double(A(;, :, 2)); B = double(A(;, :, 3));
% Writes the Red, Green and Blue colors into R, G, B arrays

13 Red=0; % Sets "Red" equal to zero

14 for i=1:2304% This cycle sums the Red value from each pixel

15 for j=1:3072

16 Red=Red+R(i,j);

17 end; end;

18 Red = Red/((2304*3072)-blacks); % Gets the average of the Red
value
% The code is repeated from line 13 to line 18 for the Green and
Blue bands

19 Red % Displays the Red average value in MATLAB Command
window

20 Green % Displays the Green average value in MATLAB
Command window

21 Blue % Displays the Blue average value in MATLAB Command
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window

Adelante de cada linea se explica el codigo

3.12 Determinacién de nitrégeno en laboratorio

Las muestras fueron secadas a 72 °C por 48 horas. La determinacion se realizé en
base a la metodologia propuesta por Kjeldahl digestion technique (Bremner, 1986),
estas determinaciones aportaron la base para proporcionar un meétodo estandar

para calibrar el método del SPAD y el método de analisis de imagenes a color.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del nitrogeno aplicado a las plantulas de jitomate sobre las variables

evaluadas.

Analisis estadistico

El nitrdgeno aplicado a las plantulas de jitomate tuvo un efecto significativamente

alto sobre las variables evaluadas (P<0.01). Esta situacién es reflejada en la

comparacion de sus valores medios (Cuadro 5).

Cuadro 5. Comparacion de medias (n=6) de la concentracion de nitrdgeno en las

hojas (N), indice de clorofila (IC), radiaciones emitidas de colores: rojo, verde y azul

(CR, CV y CA, respectivamente) en las hojas de plantulas de jitomate, por efecto

de la concentracion de nitrogeno aplicado en la solucién nutritiva (T). Mediciones

realizadas a los 32 (dds).

T N (g/kg) IC CR CcVv CA

T1 17.82a 20.17a 56.54a 60.38a 44.79a
T2 28.49b 35.23b 41.58b 52.38d 20.61b

T3 35.87c 36.16b 39.85¢ 56.85b 16.92¢c

T4 36.69c 37.19b 39.30c 56.88b 15.12d
T5 42.44d 39.21c 35.66d 54.26¢ 12.87e
Los resultados seguidos con la misma letra en cada columna son

estadisticamente iguales (P<0.01).
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Nitrégeno en plantulas

Los resultados muestran que la concentracién de N en las plantulas de jitomate
incrementd proporcionalmente con las dosis de N aplicadas a cada tratamiento, con
excepcion de 12 me L™ (Figura 18). Resultados similares han sido reportados por
Basoccu y Nicola (1995; El Balliu et al. (2007). Estos resultados aportan la base
para que esta variable sea un buen indicador para validar evaluaciones de
mediciones con otros métodos que sean mas faciles, rapidos, econdmicos vy

precisos para tener esta informacion sin destruir los tejidos de la plantula.

40.: } /}
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N en la solucion nutritiva (me/L'1)
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Figura 18. Concentracién de NT en plantulas de jitomate a los 32 (dds) por efecto

de la concentracion de nitrégeno en la solucion nutritiva. (n=32).

Lecturas SPAD

Los resultados indican que el IC es proporcional a la concentraciéon de N en la
solucion nutritiva (Figura 19a). La correlaciéon de la concentracion de N en las
plantulas con el IC obtenidos con un modelo lineal es R? = 0.73 (Figura 18b). Este
resultado significa que es una correlacion estadisticamente aceptable para
determinar el comportamiento del IC por efecto del N aplicado durante su
desarrollo, la alta correlacion positiva obtenida significa que al aumentar la dosis de
N en la solucién, se incrementa la concentracion de N en las plantulas. El analisis
de varianza muestra que el IC no tuvo diferencias significativas para los
tratamientos: dos, tres y cuatro (Cuadro 5), sin embargo, este analisis no es el mas
adecuado cuando se explora una secuencia de tratamientos que corresponden a
una rango continuo, en este caso es mas apropiado un analisis de regresion o de
correlacion (Blanco, 2001), como es el caso del presente experimento en el cual el
rango de la concentracién de N en la solucion nutritiva es de 0 a 16 me L™. Por lo
cual, tienen mayor validez los analisis de regresion con los modelos generados en

las Figuras 19y 20.

Rostami et al. (2008) mencionan que otros factores distintos al N puede influir en el
crecimiento, la clorofila y las relaciones de N, por lo tanto, las interpretaciones de
las lecturas de SPAD reducen su confiabilidad en la medida que otros factores
afectan el contenido de clorofila; en general, encontraron que el medidor SPAD no
es una buena técnica para predecir el estado de N en maiz, a pesar de que
obtuvieron una R? = 0.84 para el modelo lineal. De acuerdo con Sainz y Echeverria
(1998), la clorofila varia no solo con el contenido de nitrégeno en las plantas si no
también con la temperatura, por esta razon los resultados evaluados con el SPAD

no son confiables del
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Figure 19. (a) indice de clorofila (IC) por efecto de la concentracion de N en la

solucion nutritiva, (b) correlacion entre el IC y la concentracion de N en las

plantulas de jitomate a los 32 dds.
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Analisis de imagen

Los resultados muestran que el CR es inverso a la concentracion de N en la
solucion nutritiva (Figura 20a). La determinacion de la concentracién de N en
las plantulas mediante el CR tiene buena prediccién por un modelo lineal con
R? = 0.82 (Figura 20b). Esto también es confirmado por los andlisis estadisticos
en los que el mismo comportamiento se muestra para el contenido de N en las

plantulas de jitomate y el CR.

El CV no tiene relacién definida con la concentracion de N en la solucién
nutritiva (Figura 20c). La prediccion de la condicion de N en las plantulas con
CV no tiene buena prediccién por un modelo lineal con R? = 0.23 (Figura 20d).
Aunque el analisis estadistico muestra el mismo comportamiento para la
concentracion de N en las plantulas, el analisis de correlacion indica que este

color no es adecuado para la determinacion de N en plantulas de jitomate.

Los resultados también muestran que el CA es inversamente proporcional a la
concentracion de N en la solucion nutritiva (Figura 20e). La determinacion de la
condicion de N en las plantulas por medio del CA tiene buena prediccién por un
modelo lineal con R? = 0.80 (Figura 20f). Para el CA el analisis estadistico

tampoco es el mismo comportamiento que el contenido de N en las plantas.

Con base en los analisis de correlacion obtenidos, el CR, y CA son los valores
con una mejor opcion que el SPAD para determinar el nitrégeno total en
plantulas de jitomate, los coeficientes para los analisis de correlacion
respectivos (R%) son CR=0.82, y CA=0.80. Para el CA aunque el coeficiente de
la correlacién fue ligeramente menor que en el caso de CR, el efecto de
aplicacién de nitrégeno fue estadisticamente diferente para cada nivel y con la

misma tendencia (Cuadro 5).

Pagola et al. (2009) propusieron un indice de verdor usando los componentes
de RGB de una imagen a color; calcularon la correlacién entre el indice y las

medidas obtenidas con el SPAD-502. Ellos encontraron una prediccion mejor o
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igual para el indice de verdor que las medidas de SPAD. Por otro lado,
Kawashima y Nakatani (1998) propusieron un indice usando sélo las bandas de
color rojas y azules [(rojo-blue)/(red+blue)] como la funcion mas precisa para
estimar el contenido de la clorofila en las plantas. Estos resultados concuerdan

con los resultados del presente estudio.
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Figure 20. (a) CR por efecto de la solucion nutritiva, b) correlacion entre el CR y
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la concentracion de N en las plantulas de jitomate a los 32 dds.
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Figure 20. (c) CV por efecto de la solucion nutritiva, d) correlacion entre el CV y

la concentracion de N en las plantulas de jitomate a los 32 dds.
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En cada grafica de los coeficientes de correlacion se observa que existe un
agrupamiento de datos de una manera aislada para el tratamiento que no contiene
N, tendencia que se mantiene tanto para el IC como para los CR,CV,CA, indicando
que al aplicar una pequena dosis de N se incrementa el contenido de éste

elemento.

Las similitudes entre el andlisis de imagenes de color y el SPAD, se deben a que
ambos métodos utilizan el mismo principio para determinar la intensidad del color
verde de los tejidos en la hoja. La intensidad del color verde en las plantulas de
tomate depende principalmente del contenido de clorofila, que esta estrechamente

relacionado con el contenido de N (Gandrup et al., 2004).
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CONCLUSIONES

Si es factible determinar la concentracion de nitrégeno en plantulas de jitomate
mediante la aplicacion de un método indirecto basado en el andlisis de imagenes
digitales RGB.

La banda de (CV) no estda asociada de manera confiable para estimar la
concentracion de nitrégeno en plantulas de jitomate ya que se obtuvo una (R? =
0.23). Y estadisticamente es diferente (p<=0.01) con respecto a los atributos

proporcionados por el laboratorio para cada uno de los tratamientos evaluados.

El método SPAD presentd menor correlacion (R? = 0.73) con respecto al CR y CA
(R? de 0.82 y 0.80) esto indica que las bandas rojas y azules son los predictores
mas exactos del contenido de N en plantulas y portan la informacidn mas
importante que describe la identificacién de deficiencias nutrimentales en plantulas

de jitomate.

El analisis de imagen a color (CR y CA) es una forma mas precisa que el método
del SPAD para estimar la concentracién de N y puede contribuir a la deteccion

oportuna y econémica de la deficiencia de N en plantulas de jitomate.
Sugerencias y recomendaciones

Con el analisis de imagenes propongo que se realice la medicion de otros
elementos nutritivos como el fésforo que tiene un impacto directo en la produccion
de plantula de jitomate debido a las caracteristicas de colores purpura que presenta

y se han relacionado de manera directa con la de deficiencia de este elemento.

También es importante mejorar el escenario de toma de imagenes debido a que la
planta a la cual se le toma la imagen debe ser manipulada lo menos posible eso
nos lleva a colocar la camara en el vivero de manera directa y tomar la imagenes
en tiempo real cuidando una condicién de luz estable para todas las imagenes para
esto es necesario hacer un recinto fisico con determinadas caracteristicas de luz, y
una vez tomada la imagen debe ser enviada al software de manera inalambrica

para su correcto procesamiento e interpretacion.
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In order to investigate the effectiveness of a new method based on color image analysis and the Minolta
SPAD-502 chlorophyll meter for the diagnosis of nitrogen deficiencies of tomato seedlings, a field
experiment was conducted. In this study, five levels of nitrogen fertilization were established so as to
induce nitrogen deficiencies in tomato seedlings. Thirty-five days after sowing, total nitrogen was
evaluated by laboratory analysis. The chlorophyll index was determined using a SPAD-502 chlorophyll
meter. Also, color images were taken with a digital camera; the color images were processed in MATLAB
in order to determine the averages of the red color, green color and the blue color. The relationships
between variables were analyzed by linear regressions and a one way analysis of variance (p < 0.01).
Results showed that color image analysis correlated better with the status of plant nitrogen than the
SPAD. From the color image analysis, the red and blue colors were more accurate predictors of nitrogen
status on plants with R above 0.89. Color image analysis provides an accurate and quick way for
nitrogen estimation and can contribute for early detection of nitrogen deficiency in tomato seedlings.

The SPAD method is not a reliable way to estimate the nitrogen status on tomato seedlings.

Key words: Color image analysis (RGB), chlorophyll meter, nitrogen deficiency.

INTRODUCTION

The overall goal of precision agriculture is to make cultural
operations more efficient, reduce environmental impact
while enhancing crop quality and yields. The diagnosis of
symptoms caused by nutrient deficiencies in plants is
important in precision agriculture; this requires accurate

*Corresponding author. E-mail: ricog@uaq.mx,
garciarico@yahoo.com.mx. Tel: (52) (442) 1921200 ext. 6016.
Fax: (52) (442) 1921200 ext. 6015.

Abbreviations: SPAD, Soil plant analysis development; RC,
red color; GC, green color; BC, blue color; EDTA, ethylene
diamine tetra acetic acid, N; nitrogen.

and reliable techniques that permit the identification of
physiological disorders with opportunity. Most of these
physiological disorders affect the composition and
proportion of pigments on leaf tissue (Bacci et al., 1998).
Tomato is an important vegetable crop in which nitrogen
(N) has a major influence on productivity levels (Badr and
El-Yazied, 2007). The objective of N management
consists of supplying enough N to achieve maximum crop
yields (Amanullah, 2010). Efficient N management in
tomato production can be attained by using suitable
evaluations of the plant’s nutritional status. Alternatively,
quick, non-destructive procedures have been proposed to
evaluate tomato N status, correlations between N status
and chlorophyll or polyphenolics content on leaves



(Sexton and Carrol, 2002; Wang et al., 2004; Cartelat et
al., 2005), and leaf greenness determination by the Minolta
SPAD meter (Finnan et al., 1997, Richardson et al., 2002;
Chang and Robison, 2003). Kawashima and Nakatani
(1998) presented a method to determine the chlorophyll
content on plants using a video camera and a computer.
Recently, digital photography has been used for detecting
the level of N fertilization (Jia et al., 2004). These authors
employed aerial photographs in order to estimate the
level of N fertilization in a wheat field. They found a
positive correlation between the image analysis and the
concentration of N in the field. Wiwart et al. (2009)
analyzed changes in the color of three different species of
plants that were subjected to N, phosphorous, potassium
and magnesium deficiencies. This was done by carrying
out digital color image analysis using the Hue, Saturation,
Intensity (HSI) model for color image processing. They
found that the Euclidean distances between the colors of
leaves at successive nodes, makes it possible to accurately
determine the responses of the analyzed species to
deficiencies of the four basic aforementioned macro-
nutrients. The objective of this research was to determine
the nitrogen deficiencies on tomato (Lycopersicon escu-
lentum Mill.) seedlings by utilizing two indirect methods:
Digital color image analysis based in Red, Green and
Blue (RGB) color space and the chlorophyll content in
leaves.

MATERIALS AND METHODS
Experimental site and greenhouse

The experimental site is located in Queretaro State University,
campus Amazcala, Queretaro, Mexico at a longitude of 100° 16’ W;
latitude, 20°42’ N; altitude, 1920 m.

The greenhouse was a gothic single span greenhouse type with
an area of 56 m? area (7 x 8 m) with only lateral ventilation (24 m?).
The cladding material was a single layer of long term polyethylene
plastic with a shading net on top of the plastic to protect against
high temperatures.

Biological material and containers

The tomato seeds were of indeterminate growing. The substrate
was a commercial organic material with 1.23% total N and N-NO'3
250 mg/kg.

The germination container for the plants was made of polystyrene
with 200 conic cavities. Each cavity held 25 ml of material. The
dimensions of the containers were width 36 cm, length 62 cm and
height 7 cm.

Management of sowing and emerging

First, all the containers were disinfected using an organic solution
based on citrus seeds extract. The concentration used to prepare
the disinfectant solution was 8 ml of extract to 1 L of water. The
tomato seeds were kept in water for one hour before sowing to
accelerate the germination process. The organic substrate was
watered to field capacity. Then the containers were filled with the
organic substrate up to seven-eighths of their capacity in order to
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place a tomato seed (about 0.5 cm deep). These were then covered
with vermiculite and watered. Finally, all containers were put one
upon another in piles of seven containers and then covered with a
layer of black plastic. All the containers were kept in a germination
room at a temperature of about 25°C and 70% of relative humidity
until the first plants emerged (about four days after been sown).
When this occurred all containers were transferred to the plastic
greenhouse where the plants were going to be grown. The sowing
date was September 15" 2009.

Mineral nutrition

The basic nutrient solution used was the one presented by Steiner
(1984). The water used to prepare the nutrient solution was rain
water with the following characteristics: EH =7.90; EC = 0.30 dS/m;
and the ions in me/L: Ca®* = 0.59, Mg** = 0.02, Na* = 0.05, K* =
0.07, CO3 = 0.08, HCO3 = 1.63, SO, = 0.14 and N-NO3 = 0.1
mg/kg.

In order to complete the nutrient solution the following substances
were used: Calcium nitrate (Ca(NOs)2); Potassium nitrate (KNOs),
Phosphoric acid (H3PO4, 85%), Mono potassium phosphate
(KH2POQy), Potassium sulfate (K2SO4), Magnesium sulfate (MgSOQy),
Magnesium nitrate (MgNQ3), Boric acid (HsBOs), Iron chelate (Fe,
13%), Manganese chelate (Mn, 13%), Zinc chelate (Zn, 14%), and
Copper chelate (Cu, 14%); the chelate was EDTA.

Five N-NO'; rates in the nutrient solutions (N treatments): 0, 4, 8,
12 and 16 me/L were evaluated in order to induce different N status
in the plants. The electric conductivity was kept constant. Table 1
shows the final nutrient solutions. The treatments were applied after
two true leaves appeared. Prior to that point only water was used.

Experimental design

The experimental design adopted was a completely randomized
design according to Snedecor and Cochran (1976), with six
replications. The experimental unit consisted of 100 plants and the
sampling size was only ten plants at random election. Five variables
were measured: Chlorophyll index (Cl), three color bands and total
N content in plant were determined 35 days after sowing. All
variables were taken from the same sampling group. Data were
subjected to analysis of variance by the general linear models
(GLM) procedure and means comparison by Tukey’s test using
SAS methods (1990). The relationships between total N content in
plant as independent variable and chlorophyll index (Cl) and the
three color bands as dependent variables was analyzed by
correlation according with Spiegel (1992) and Blanco (2001).

Chlorophyll measurements

A Minolta SPAD-502 chlorophyll meter was used to determine a Cl.
This measures absorption at 650 and 940 nm wavelengths to
estimate chlorophyll levels. Leaves were removed and one
measurement was taken immediately for each leaf and averaged to
provide a single Cl per plant. The SPAD sensor was randomly
placed on leaf tissue (Pinkard et al., 2006). With the SPAD,
chlorophyll content is calculated based on the amount of light
transmitted by the leaf in two wavelengths where the light absorbed
is different. The maximum of light absorbed occurs in regions of
blue and red with little light been absorbed in the green region. For
this reason, the wavelengths used for measurement, are those of
red and infrared. The light emitted by the SPAD corresponds to red
light (650 nm) and infrared light (940 nm). Light passes through the
leaf and arrives at the receiver becoming an electrical signal which
is amplified and digitized (Kieffer, 2009).
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Table 1. Concentration of nutrients and electric conductivity in the five nutrient solutions.
Treatment NO;2 | H,POs | S0, | K* [ ca®* [ Mg | Fe | cu [ Mn | zn | Bo | EC
(me/L (mg/L) (dS/m)
1 0.0 25 94 | 69| 84 40 | 190 | 0.05|0.80| 0.30 | 0.47 2.0
2 4.0 2.0 99 (69| 84 40 (190 0.05]|0.80]|0.30| 0.47 2.0
3 8.0 1.5 104 (69| 84 40 | 190 | 0.05|0.80| 0.30 | 0.47 2.0
4 12.0 1.0 73 [6.9]| 84 40 (190 0.05]|0.80]|0.30| 0.47 2.0
5 16.00 1.0 33 [69] 84 4.0 | 1.90(0.05]0.80]0.30 ) 0.47 2.0
] and used to estimate their correlation with the N content in plant
leaves. This analysis was performed using the tool-box for image
R analysis as used in the MATLAB V 7.1 which works within Windows
Camera ngh’[ platform. Table 2 presents the developed code of the used
source functions for the image processing.
L1
/ \ N determination by laboratory
/ ‘ \ The samples were dried at 72°C for 48 h. The N content was
determined using the Kjeldahl digestion technique (Bremner, 1986)
C
amera to provide a standard method to calibrate the SPAD and the color
SUppOfT image analysis methods. This method determines not only protein,
V . b| h . ht and it is appropriate for determining N-total: N-organic (proteins and
ariaoie elg nucleic acids in their various states of degradation, such as amino
Objects to acids, ureido, amines, amides), and even N-mineral as ammonium.
With this method, all N-organic is converted to ammonium, then to
be analyzed ammonia and in this form is quantified.
! White surface
/ " RESULTS AND DISCUSSION
/!
I . . .
,' | Effect of nitrogen applied to tomato on the different
variables evaluated
4

e

Figure 1. Camera set up.

Color images acquisition

All leaves from each plant were laid on a white background to
ensure that the photographs would have only two colors with the
highest contrast. It is also mandatory that no other objects appear
in the photograph because they may be mistakenly included as part
of leaves. For this study, all leaves were place with the upperside
facing up wards. The camera used to acquire the images was a
SONY cyber-shot model DSC-W 120 with resolution of 7.2
megapixels. No flash was used. All photographs were taken inside
a dark room and so a white light source was used. In this case a
fluorescent lamp of 100 watts bulb was used, all this in order to
ensure the same light condition for all photographs (Figure 1).

Image analysis

The image analysis was done by determining the three band colors
(RGB). For each image, a file in *.txt was generated,; the file is three
columns of values listed; red color (RC), green color (GC) and blue
color (BC) from 0 - 255 of each pixel by means of sweeping the
whole image. For each value list, three averages were determined

The nitrogen applied to the tomato had a highly
significant effect on all evaluated variables (p < 0.01).
This situation was reflected in the comparison of means
(Table 3).

Content of N in plants

The results observed in total N content in plants responding
to different amounts of nitrogen applied to tomatoes,
showed an expected quadratic trend. The trend of the
curve also suggests a symmetrical and mesokurtic distri-
bution (Snedecor and Cochran, 1976) under hipotetical
test of higher levels of nitrogen (Figure 2). Similar results
have been reported previously (Basoccu and Nicola,
1995; Balliu et al., 2007). On the other hand, these
results reinforce the notion that this variable is a good
indicator to assess the validity of the measurements with
other methods.

SPAD readings

The results show that Cl is proportional to concentration
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Table 2. MATLAB code for color image analysis.
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Code MATLAB code lines

1 Clear all; % Remove items from the workspace.

2 A = imread ('photo.jpg'); % Reads the photo into A.

3 RL = 70; GL = 70; BL = 70; % Sets the values for image filtering.

4 Blacks = 0; % Sets the counter "blacks" equal to zero.

5 For i=1:2304 % Here initiates the process of filtering.

6 For j=1:3072.

7 If (A(i, j, 1) >= RL && A(i, j, 2) >= GL && A(j, j, 3) >= BL)

8 A(i,j,1) = 0; A(i,;,2) = 0; A(i,j,3) = 0;

9 Blacks = blacks+1;

10 End; end; end; % Ends the process of filtering.

11 Imshow (A);% Plots the filtered image.

12 R = double(A(;, :, 1)); G = double(A(, :, 2)); B = double(A(:, :, 3)); % Writes the Red, Green
and Blue colors into R, G, B arrays.

13 Red = 0; % Sets "Red" equal to zero.

14 For | = 1:2304% This cycle sums the Red value from each pixel.

15 Forj=1:3072.

16 Red = Red + R(i,j);

17 End; end;

18 Red = Red/((2304*3072)-blacks); % Gets the average of the Red value %. The code is
repeated from line 13 to line 18 for the Green and Blue bands.

19 Red % Displays the Red average value in MATLAB Command window.

20 Green % Displays the Green average value in MATLAB Command window.

21 Blue % Displays the Blue average value in MATLAB Command window.

An explanation follows code lines.

Table 3. Means comparison by Tukey's test of the evaluated variables.

Treatment N (g/kg) Chlorophyll index | Red color Green color Blue color
T 17.82a 20.17a 56.54a 60.38a 44.79a
T2 28.49b 35.23b 41.58b 52.38d 20.61b
T3 35.87¢ 36.16b 39.85¢ 56.85b 16.92c
T4 36.69c 37.19b 39.30c 56.88b 15.12d
T5 42.44d 39.21c 35.66d 54.26¢ 12.87e

Levels not connected by same letter are significantly different (P<0.01).

of N in the nutrient solution (Figure 3a). The correlation of
N status on plants with Cl obtained with a linear model is
R® = 0.87 (Figure 3b). This is a good correlation and
indicates that the tendency of N in plants and Cl is
similar, though the statistical analysis shows that Cl does
not indicate significant differences for treatments: Two,
three and four making this technique not suitable for N
estimation on tomato seedlings. Rostami et al. (2008)
clearly indicate that factors other than N can influence
growth, chlorophyll and N relationships and thus the
interpretations of SPAD readings. In general, they found
that the SPAD meter is not a good technique to predict N
status in corn, though they obtained a R® = 0.84 for linear

model. According to Sainz and Echeverria (1998), the
chlorophyll in plats varies not only with N status on plants
but with temperature, for this reason. The results
evaluated with the SPAD are not reliable at all.

Image analysis

The results show that red colour (RC) values are
inversely proportional to the N concentration in the
nutrient solution (Figure 4a). The determination of N
status on plants by the RC is well predicted by a linear
model with R? = 0.91 (Figure 4b). As observed in Table 3,
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Treatment

Figure 2. Total nitrogen concentration on plants versus N on nutrient solution.
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Figure 3. Chlorophyll index (Cl).

only two levels of applied nitrogen had values statistically
equal). This is also confirmed by the statistical analysis
where the same behavior is shown for the N status on
plants and the RC.

The green colour (GC) has no definite relation with the
N concentration in the nutrient solution (Figure 4c). The
prediction of N status on plants by the GC is predicted
very poorly by a linear model with R? = 0.28 (Figure 4d).
Though the statistical analysis shows the same behavior

a5 TN=11547CI-6.5253

25 -

R®=0.87

20 -

1 5 T T T T T
15 20 25 30 35 40 45

SPAD (Cl)
(b)

for the N status on plants, the correlation indicates that
this color is not suitable for N determination on tomato
seedlings.

The results also show that the blue colour (BC) values
are inverse to the N concentration in the nutrient solution
(Figure 4e). The determination of N status on plants by
the BC is well predicted by a linear model with R® = 0.89
(Figure 4f).

As in the case of RC, BC values were a better option
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Figure 4. Image color analysis. (a) RC versus N in the nutrient solution, (b) Scatter plot TN versus RC, (c) GC versus N in
the nutrient solution, (d) Scatter plot TN versus GC, (e) BC versus N in the nutrient solution; and (f) Scatter plot TN versus
BC. T = Treatment; Cl = chlorophyll index; RC = red color; GC = green color; and BC = blue color.

than the SPAD to determine the total nitrogen in tomato These results indicate that the red and blue bands carry
plants. Although the correlation coefficient was slightly the most important information to identify N deficiencies
minor than the case of RC, the effect of nitrogen appli- on tomato seedlings.

cation was statistically different at each level and with the Pagola et al. (2009) proposed a greenness index using

same trend (Table 3). RGB components of a color image; they calculated the
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correlation between the index and measurements
obtained with a SPAD-502 chlorophyll meter. They re-
ported a better or equal prediction for the greenness
index than the SPAD measurements. On the other hand,
Kawashima and Nakatani (1998) reported an index using
only the red and blue color bands [(red - blue)/(red +
blue)] as the most applicable function to estimate the
chlorophyll content on plants. These results are in line
with the results of the current study.

Similarities between images color analysis and the
SPAD are because both methods use the same principle
to determine the intensity of green color of the leaf
tissues. The intensity of greenness in tomato seedlings
depends primarily on the content of chlorophyll, which is
closely related to N content (Gandrup et al., 2004).

Conclusion

The results of the current study suggest that color image
analysis can be applied to estimate the N status on to-
mato seedlings using RC and BC. From the color image
analysis, RC and BC are the most accurate predictors of
N status on plants with R® above 0.89. Color image
analysis provides an accurate and quick way for N
estimation and can contribute for early detection of N
deficiency on tomato seedlings. The SPAD method is not
a reliable way to estimate the N status on tomato
seedlings.
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