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Resumen
La deteccidén temprana de enfermedades, como Alternaria spp en coliflor, es crucial para
evitar pérdidas. Las imagenes multiespectrales constituyen una alternativa que permite
identificar patrones de dafio y dar soluciones agricolas de manera sostenible. La presente
investigacion, realiz6 la deteccién de los niveles de infeccién de Alternaria spp. en coliflor,
mediante la captura de imagenes multiespectrales a corta distancia (2m). El trabajo se realiz6
en la Facultad de ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, en la cual se
implementd un DBCA 4X4 con 4 dosis de concentracion de indculo de alternaria (Dosis 1:
1x103; Dosis 2: 1x10°%; Dosis 3: 1x107; Dosis 4: 1x10° (testigo)). La captura de las imagenes
se realiz6 con el sensor Parrot Sequoia en dos estadios fenoldgicos de la planta, ademas, se
realizo la determinacion de la severidad en campo empleando un método convencional. Los
resultados revelaron que no hubo diferencias significativas en la mayoria de los casos, sin
embargo, los indices NDVI, GNDVI y NDRE, mostraron sensibilidad tras su aplicacion. NDVI
y GNDVI discriminaron de mejor forma las areas que presentaron necrosis y clorosis a
diferencia del NDRE. Al comparar entre los dos métodos evaluados, dan como resultado
discrepancia, generando asi nuevas dudas debido a la limitacion de la precisién en las
imagenes capturadas con la cAmara multiespectral para la determinacion del estado de salud
de la planta, generando asi la necesidad de revisar y ajustar los métodos de evaluacion para

corregir diferentes errores.

Palabras clave del autor: imagenes multiespectrales, Alternaria, severidad, indices

de vegetacién
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Abstract
Early detection of diseases, such as Alternaria spp in cauliflower, is crucial to avoid losses.
Multispectral imaging offers a solution, allowing the identification of damage patterns and
improving agricultural productivity in a sustainable way. The present research, carried out the
detection of Alternaria spp. infection levels in cauliflower, by capturing multispectral images at
close range (2m). The work was carried out at the Faculty of Agricultural Sciences of the
University of Cuenca, in which a 4X4 DBCA was implemented with 4 doses of Alternaria
inoculum concentration (Dose 1: 1x103; Dose 2: 1x105; Dose 3: 1x107; Dose 4: 1x100
(control)). The images were captured with the Parrot Sequoia sensor at two phenological
stages of the plant, and the severity was determined in the field using a conventional method.
The results revealed that there were no significant differences in most cases; however, the
NDVI, GNDVI and NDRE indices showed sensitivity after application. NDVI and GNDVI
discriminated better the areas showing necrosis and chlorosis than NDRE. When comparing
the two methods evaluated, the result was discrepancy, generating new doubts due to the
limitation in the capacity presented by the camera to offer precision in the determination of the
state of health of the plant, thus generating the need to review and adjust the evaluation

methods that lead us to adjust different errors.

Author Keywords: multispectral images, Alternaria, severity, vegetation indices
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1 Justificacion

La produccién agricola mundial se enfrenta a una serie de desafios, como el aumento
de la poblacién y el cambio climético; este ultimo afecta en la disponibilidad de alimentos con
la aparicién y propagacién acelerada de plagas y enfermedades en los cultivos (Hamada &
Ghini, 2011; Jiménez-Diaz, 2008). La incidencia de estos agentes influye directamente en la
calidad y produccién de alimentos. De acuerdo al ESPAC (2021) el Ecuador cuenta con
grandes extensiones de hortalizas como la coliflor, brécoli, col y entre otras; teniendo un
aumento de superficie de 2.37% con respecto al 2020. Esto se debe a la creciente demanda
de alimentos por el incremento poblacional y el cambio de habitos alimenticios (Lépez-Chillén,
2020).

El registro constante de los cultivos es crucial para garantizar la productividad de los
pequefios y grandes productores. Las variaciones climéaticas aumentan la propagacion de
enfermedades y la susceptibilidad de los cultivos (Lozano-Povis et al., 2021) lo que se ha
visto en la region sierra (Dillard et al., 1998). Estos patégenos pueden ocasionar pérdidas de
hasta un 30% en las inflorescencias y hojas de los cultivos (Tamayo & Jaramillo, 2004).

En este sentido, la deteccidn temprana permite tomar medidas rapidas y eficientes
para controlar y prevenir la propagacién de enfermedades. Actualmente, existen diversas
técnicas para una deteccion temprana, pero muchas de ellas son costosas, requieren mucho
tiempo y no son efectivas (Calderén et al., 2018). En contraste, el uso de imagenes
multiespectrales capturadas a corta distancia se presenta como una técnica prometedora y
eficaz para la deteccion temprana de Alternaria en coliflor. Esto se debe a que las imagenes
multiespectrales, permiten obtener informacion detallada sobre la reflectancia de las plantas
en diferentes longitudes de onda, pudiendo ser utilizado, para identificar patrones de dafio en
las hojas y determinar el grado de infeccion (Lone & Pais, 2022), siendo por lo tanto una
técnica no destructiva.

En un estudio, Baranowski et al. (2015) demostr6 la eficacia de esta técnica para
detectar niveles de infeccion de Alternaria spp. en Brassicaceas. Los investigadores utilizaron
un conjunto de imagenes hiperespectrales capturadas a corta distancia para analizar
diferentes niveles de infeccion en las plantas. Los resultados dejaron ver que el analisis de
temperatura y reflectancia de las hojas mostraron cambios en el tiempo. Por tal razon, las
imagenes multiespectrales a corta distancia permiten detectar enfermedades en las plantas,
siendo una herramienta valiosa para mejorar la productividad agricola y reducir el uso de
pesticidas de manera inadecuada; ademas, proporciona nuevos conocimientos entre las
interacciones planta-patégeno, pudiendo con ello, llevar a la identificacion y uso de nuevas

estrategias de control de enfermedades.
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La investigacion proporcionara resultados que pueden ser utilizados en primera
instancia por investigadores, quienes podrian afinar los procesos de ser necesario, por los
técnicos de campo, si quisieran emplear dicha alternativa tecnolégica, y por agricultores
detectar la enfermedad evaluada en la presente investigacion de manera temprana y adoptar
practicas agricolas mas sostenibles y eficientes, siendo estos mismos los beneficiados
directos en la produccién de coliflor, mientras que los beneficiarios indirectos se extienden a
la sociedad en general al mejorar la calidad de los alimentos, proteger el medio ambiente y
promover la salud publica.

2 Objetivos

2.1 Objetivo general
e Detectar los niveles de infeccion de Alternaria spp. en Brassica oleracea var. botrytis,

utilizando imagenes multiespectrales capturadas a corta distancia.

2.2 Objetivos especificos
e Realizar el levantamiento de informacion y procesamiento de imagenes del cultivo de
Brassica oleracea var. botrytis sometido a tres niveles de infeccion de Alternaria spp.
e Evaluar el comportamiento de los indices de vegetacion aplicados al cultivo de
Brassica oleracea var. botrytis.
e Evaluar las técnicas multiespectrales con referencia al método de determinaciéon de

severidad del Alternaria spp. en campo en el cultivo de Brassica oleracea var. botrytis.
3 Revision bibliogréafica

3.1 LaAgricultura de Precision

La agricultura en todo el mundo esta buscando tecnologias modernas para ayudar a
abordar la seguridad alimentaria a largo plazo, al mitigar la falta de atencion a ciertas
particularidades de los cultivos, lo que genera gastos innecesarios en su monitoreo.
Antiguamente, las fincas no eran muy grandes, pero ahora, el aumento de la poblacién y con
ello la demanda de alimentos requiere cultivos mas extensos que son dificiles de administrar.
Esto puede llevar a decisiones equivocadas sobre los cultivos que se manejan, pérdidas
economicas y un mayor impacto ambiental a corto y mediano plazo (Gonzalez et al., 2016).

La investigacion, extension e innovacion en el sector agricola han respondido a los
nuevos desafios mediante la creacion de tecnologia que permita desarrollar técnicas para
cuantificar y manejar la variabilidad natural del &rea de produccién de manera diferenciada.
Es por ello que, la Agricultura de Precisién (AP) la cual consta de un nuevo concepto de
agricultura que se desarroll6 a partir de los afios 70 mediante la automatizacion de maquinas

agricolas. En los afios 80 y 90, con la liberacion del GPS para uso civil, se pudo desarrollar
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equipos inteligentes que permitieron el manejo localizado de las practicas agricolas, lo que
aumento la eficiencia en la aplicacién de insumos, redujo el impacto ambiental y disminuy6
los costos de producciéon de alimentos (Bongiovanni et al., 2006).

La agricultura de precision busca mejorar la eficiencia en el uso de los insumos
agricolas considerando la variabilidad del suelo y del cultivo en el espacio y el tiempo. Se
cuantifica la variabilidad para distribuir adecuadamente los insumos en funcién de las
necesidades de cada punto de las areas de manejo. Por ello, la AP no solo implica medir la
variabilidad, sino también adoptar practicas administrativas que se ajusten a ella (Bongiovanni
et al., 2006).

Para enfrentar los desafios, la AP utiliza diversas herramientas, tecnologicas de
monitoreo (Gonzalez et al., 2016), como la teledeteccion remota basada en sensores
multiespectrales, que se utilizan para abordar los desafios actuales en la agricultura, tales
como la variabilidad en la calidad, el rendimiento de la produccién, y el impacto ambiental del
uso ineficiente de plaguicidas vy fertilizantes. Estas herramientas proporcionan informacion
precisa y en tiempo real sobre los cultivos, lo que ayuda a mejorar la gestion y toma de

decisiones en la agricultura (Kharuf-Gutierrez et al., 2018).

3.2 Teledeteccion

La Teledeteccién es una técnica para adquirir informacion sin contacto directo, en las
ciencias de la Tierra y se enfoca en capturar, procesar y analizar imagenes digitales tomadas
por satélites artificiales (Chuvieco, 1990). Se diferencia de la Fotogrametria por el caracter
ciclico de las tomas, la orientacion tematica y el caracter multiespectral de la informacion.
Comenz6 alrededor de 1960 con misiones espaciales militares, pero pronto se utilizé para
fines civiles (Pérez, 2006).

La Teledeteccién se basa en la interaccion de la energia electromagnética con la
superficie terrestre, cuyo comportamiento reflectivo varia en funcién de factores externos,
como el ambiente, y de las caracteristicas fisico-quimicas propias de la superficie en el
momento de la captura de la imagen. Entre los componentes clave que hacen posible el
fendmeno de la Teledeteccion tenemos: la fuente generadora de radiacion electromagnética
como el sol, los sensores éptico-electronicos, los receptores, las herramientas de analisis

digitales y el usuario (Pérez, 2006).

3.3 Céamaras

Al elegir las camaras que se usaran para tomar fotografias, es necesario verificar la
resolucion espectral, que se refiere a la capacidad de los sistemas de percepcion que permite
distinguir y diferenciar entre la radiacion electromagnética en diferentes longitudes de onda.

La cantidad y amplitud de las bandas espectrales son los factores principales que pueden
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determinar las capacidades del sensor: una mayor resolucién espectral se traduce en
informacion mas valiosa. Hay varios tipos de camaras o sensores disponibles con diferentes
resoluciones espectrales, como RGB (Red, Gren, Blue) estandar, multiespectral,
hiperespectral, infrarroja o térmica, 6ptica, 3D y fluorescencia, todos los cuales permiten la

caracterizaciéon de indices de vegetacion (IV) (Saavedra et al., 2019).

3.4 Camaras Multiespectrales

Estas camaras capturan informacion en varias bandas espectrales, generalmente
entre 3y 7, cada una con un ancho de banda de unos 100 nm. Estas bandas incluyen la verde
(550 nm de longitud de onda y 40 nm de ancho de banda), roja (~660 nm de longitud de onda
y 40 nm de ancho de banda), y las dos bandas infrarrojas: Borde rojo (centrado en ~735 nm,
con banda de paso de 10 nm) e Infrarrojo cercano (centrado en ~790 nm y banda de paso de
40 nm) (Trueba, 2017).

3.5 Camaras Hiperespectrales

Este tipo de cdmara o sensor es altamente sofisticado, ya que captura informacién en
un amplio rango de longitudes de onda y puede tomar datos en hasta 300 bandas.
Proporciona informacion espectral detallada de la vegetacion, y se pueden ajustar la
geometria, la calibracion radiométrica y la correccion atmosférica. Cada pixel de la imagen
capturada contiene toda la informacién recopilada, con aproximadamente 300 valores en
bandas de 2 nm de ancho y se lo conoce como "cubo hiperespectral" (Garcia-Cervigon et al.,
2014).

3.6 Indices de Vegetacion

Los indices de vegetacién (IV) no son mas que un conjunto de parametros,
estadisticos-matematicos que permiten cuantificar el estado fenoldgico y la salud de las
plantas (Radogaj et al., 2023). Usualmente, los IV como el NDVI (indice de Vegetacién de
Diferencia Normalizada) son utilizados para estimar la biomasa forestal durante el tiempo (Lin
et al., 2021; Ogaya et al., 2015), ademas, existen otros indices que omiten o reducen el error
provocado por las condiciones atmosféricas y el efecto del brillo del suelo (Huete et al., 2002)
y permiten realizar mejores estimaciones del estado vegetal. Sin embargo, algunos indices
son inversamente proporcionales a la cantidad de biomasa vegetal, por lo que un correcto
andlisis debe reducir la incertidumbre (Mufioz, 2013).

Los IV pueden clasificarse en: los basados en pendientes y los basados en la
distancia. Segun menciona Mufioz (2013), el primero usa un cociente de reflectancia de una
banda a otra (Rojo (RED) e infrarrojo cercano (NIR)) y el término pendiente hace referencia
a la pendiente de las lineas que pasan a través del punto de origen tal y como se observa en

la figura 1.
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Figura 1.

Reflectancia Banda Infrarroja
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>
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indices basados en pendientes. Fuente: Mufioz (2013).

Con respecto al segundo, el mismo autor describe, que estos indices tienen como

objetivo separar la informacion de un pixel (figura 2), ya que éste contiene tanto la informacion

de la cubierta vegetal, como la del suelo, lo que ayuda a discernir la diferencia entre ellos.
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Figura 2.

Reflectancia Banda Roja
indices basados en la distancia.
Fuente: Mufioz (2013)

indice de Vegetacion de Diferencia Normalizada (NDVI)

El NDVI es un indice que determina los parametros de la cobertura vegetal a través

de los pixeles, por ello, se utiliza principalmente para evaluar la cantidad, calidad y desarrollo

de la vegetacion. Esto se logra mediante la medicion de la intensidad de la radiacion que es

reflejada por la vegetacion y que se puede detectar a través de las diferentes bandas del

espectro electromagnético (figura 3). En si esto nos permite comprender el estado general de
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la vegetacion, aplicando operaciones algebraicas entre las bandas de una imagen obtenida

mediante un dron, un avidén o un satélite (Gonzalez et al., 2016).

-4
ooz
['4 4
(U]

GREEN
RED
NIR

w
2
-
[]

Dead Leaf Stressed Leaf Healthy Leaf

Figura 3. Reflectancia de las bandas en funcion del estado vegetal.
Fuente: Gonzalez et al. (2016).

El indice NDVI es una herramienta importante para el monitoreo global de la
vegetacion y es utilizado en el mundo para prevenir incendios forestales, predecir la
produccion agricola y mapear la desertificacion. Es especialmente Util debido a su capacidad
para compensar factores externos como las variaciones en la iluminacion y la orientacion
(Gonzalez et al., 2016).

En la adquisicibn remota, las diferentes caracteristicas de la radiacion
electromagnética (figura 4) se agrupan en bandas o segmentos, entre las mas importantes
son la visible, la infrarroja y las microondas. El infrarrojo se subdivide en cercano, medio y
lejano, lo que facilita la evaluacion del estado de los cultivos y la vegetacién (Pascoa et al.,
2016).
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Figura 4. Radiacion electromagnética. Fuente: Gonzalez et al. (2016).

El NDVI al ser un simple indicador de la biomasa fotosintéticamente activa o, en
términos simples, un céalculo de la salud de la vegetacion. Segun Dias (2015), para su célculo
se utiliza una féormula sencilla (Ecuacién 1) que establece una relaciéon inversa entre los
valores de reflectancia de estas dos bandas, el infrarrojo cercano (NIR(-790nm)) Y €l rojo
(REDss0nm)), l0 que permite utilizarla para diferenciar y distinguir la cobertura vegetal. Los
valores de este indice fluctian entre -1y 1.

NDVI = NIR — RED (1)
NIR + RED

3.6.2 indice de Diferencia Normalizada de Borde Rojo (NDRE)

El NDRE es un indice que se construye por la deduccién matematica (ecuacion 2), la
cual utiliza la banda del NIR-790nm) y la banda del borde rojo (RE(-73snm)). Este indice es muy
similar al NDVI, sin embargo, se caracteriza por ser mas sensible que el NDVI, lo que le hace

un mejor indicador del estado vegetal de las plantas (Revelo et al., 2020).

NDRE = MR- RE )
NIR + RE

La banda RE se encuentra en una zona de transicion o brinco, es decir, paso del rojo
al infrarrojo cercano, tal y como se observa en la figura 5. La longitud de onda de esta zona
de salto, permite atravesar las hojas a una mayor profundidad, esto se debe a que la clorofila
absorbe en gran cantidad esta longitud de onda (Li et al., 2014), de este modo, este indice
permite detectar el cambio de contenido de clorofila provocado, ya sea por la falta de

nitrogeno o también por el dafio causado por algun patdgeno (Fajardo-Rojas et al., 2023).
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Reflectancia de la Vegetacion Verde
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Figura 5. Zona de transicion de la banda del borde rojo. Fuente: Kharuf-Gutierrez et al.

(2018).

3.6.3 Indice de Vegetacién de Diferencia Normalizada Verde (GNDVI)

El GNDVI, de acuerdo a lo que describe Kharuf-Gutierrez et al. (2018), es un indice
muy parecido al NDVI, que ha sido utilizado para realizar estimaciones de absorcién del agua
y la actividad fotosintética, sin embargo, este utiliza la banda del verde (GREENssonm)) €n

lugar del rojo visible; representado en la ecuacién 3.

GNDVI = NIR — GREEN (3)
NIR + GREEN

Usualmente, dicho indice ha sido utilizado para la caracterizacion de café (Revelo et
al., 2020), en la clasificacion de sintomas de la roya en centeno (Wéjtowicz et al., 2021)

3.7 Reflectancia de las hojas

Las caracteristicas de las hojas, como su superficie y contenido, afectan su capacidad
de reflejar y absorber la luz. Los pigmentos en las hojas verdes absorben la luz en la region
visible, pero la luz azul y roja son importantes para la fotosintesis. La reflectancia de las hojas
puede ser alta en ciertas longitudes de onda, como en la region del infrarrojo. El agua en las
hojas es un buen absorbente de radiaciéon solar y puede afectar varios procesos de

transferencia radiactiva (Cordén, 2009; Pefia, et al., 2019).

3.8 Procesamiento de Imagenes
El procesamiento de imagenes multiespectrales es una técnica utilizada para extraer

informacion valiosa de imagenes capturadas por camaras con una alta resolucién espacial.
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Estas camaras pueden capturar informacion en varias bandas espectrales, lo que permite
analizar la vegetacién y otros aspectos del terreno con mayor detalle (Sandipan, 2018).

Para su procesamiento implica varios pasos, como la correccion geométrica, la
calibracién radiométrica y la correccion atmosférica. Estos pasos son esenciales para
garantizar que las imagenes sean precisas y confiables. Es por ello, que tiene muchas
aplicaciones précticas, como la detecciébn temprana de enfermedades en cultivos, la
monitorizacion de la salud de la vegetacion y la evaluacion del impacto ambiental de las
actividades humanas. También se utiliza en la industria de la teledeteccion para obtener
informacion valiosa sobre el terreno, para la planificacion y gestion de recursos naturales y

en la toma de decisiones en agricultura y silvicultura (Trueba, 2017; Valenzuela, 2021).

3.9 Deteccidn de Objetos

La deteccion de objetos en imagenes espectrales implica el uso de algoritmos que
procesan la informacién capturada por los sensores para identificar y localizar objetos de
interés (Yan et al., 2021). El proceso se puede dividir en tres etapas: pre-procesamiento,
extraccion de caracteristicas y clasificacion. El preprocesamiento implica la reduccién de
ruido, la mejora de la imagen y la correccion de distorsiones atmosféricas y geométricas. La
extraccion de caracteristicas se utiliza para identificar informacion relevante de los datos,
como textura, forma y caracteristicas espectrales. La clasificacion es la etapa final, donde se
utilizan algoritmos de aprendizaje automatico para categorizar los objetos en funcién de sus
caracteristicas extraidas. La deteccion de objetos en imagenes espectrales se puede utilizar
en varios campos, como la agricultura, el monitoreo ambiental y la exploracién de minerales
(Lone & Pais, 2022).

3.10 Cultivo de la Coliflor

Brassica oleracea var. botrytis cominmente conocida como coliflor, es una planta
perteneciente a la familia Brassicaceae, que ha tenido una creciente demanda a nivel mundial
debido a sus bondades nutricionales (Albiach et al., 2008). Segun la investigacion realizada
por Singh et al. (2018), existe a nivel mundial una produccién de coliflor que sobrepasa los
22 millones de toneladas métricas, siendo los paises de China, India, México y Estados
Unidos los mayores productores de esta hortaliza.
Ecuador es exportador neto de brocoli y coliflor congelados; donde sus exportaciones
promediaron 42.300 toneladas durante el periodo 1998-2005, y sus importaciones menos de
1 tonelada, en promedio. La provincia de Cotopaxi es la que contribuye con los mayores
rendimientos, alcanzando las 23,5 TM/ha a diferencia del resto de provincias que no superan

el 50% de la produccion méxima (Loma, 2010).
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3.10.1 Descripcion botanica

La coliflor es una hortaliza herbacea de ciclo anual y se caracteriza por poseer una
roseta o pella de color blanco, también llamada inflorescencia, la cual esta constituida por
numerosas flores dispersas alrededor de un eje central (Jaramillo & Diaz, 2006); siendo estas
el 6rgano que se consume. Se diferencia de otras variedades como el brocoli, porque éste
posee una inflorescencia de color verde, por otra parte, el repollo el érgano comercial y de

consumo, posee hojas envueltas formando una cabeza compacta de forma redonda.

3.10.1.1 Raiz

Su zona radicular esta constituida por una raiz principal y raices secundarias
fasciculadas que puede extenderse hasta el metro de profundidad, no obstante, el 80% de
sus raices se encuentra a no mas de los 30 cm las cuales les sirven de anclaje y para la

captacion de agua y nutrientes (Jaramillo & Diaz, 2006; Nachimba, 2022).

3.10.1.2 Tallo
Tallo corto, carnoso, grueso sin ramificacién con un eje central de donde nacen las

axilas foliares y la inflorescencia (pella o roseta)

3.10.1.3 Hojas
Son oblongas, hendidas, simples, largas de aproximadamente de unos 40 a 50 cm de
longitud, color verde oscuro, bordes festoneados, nervaduras marcadas en el envés, el haz

cubierto de cera, y con peciolos cortos de color verde (Pinto, 2013).

3.10.1.4 Inflorescencia

Es la parte comestible del cultivo, también llamada pella o roseta. Es el conjunto de
flores dispuestas alrededor de un eje central con un peddnculo corto y carnoso. La
inflorescencia es de color crema o blanca, compacta, densa de forma esférica, que llega a
medir aproximadamente hasta 30 cm, con un peso entre 300 y 1.200 gramos (Nachimba,
2022; Pinto, 2013). Ademas, el tiempo de formacién de la pella va a depender de la variedad

(ciclo corto, medio o largo) (Maroto, 1989).

3.10.1.5 Fenologia de la Coliflor

El ciclo de desarrollo de la coliflor esta dispuesto en varias etapas, dependiendo el
sistema de clasificacion (escala de BBCH) no obstante, de acuerdo a Jaramillo & Diaz (2006)
describen en 4 etapas de desarrollo a diferencia de la clasificacién que le da Theunissen &
Sins (1984) en donde mencionan 7 etapas, sin embargo, en dicha clasificacion no enfatiza
los estados fisiolégicos de gran importancia del cultivo. En coliflor se diferencian 3 estados:
a) el vegetativo, en donde solo se forman hojas hasta el momento de la, b) pre-reproductiva

gue parte desde el inicio del brote floral hasta su maduracion, y, c) reproductiva que inicia
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desde la maduracién de la inflorescencia hasta la maduracion de las semillas (Cotrina, 2020).
A continuacion, se describen las siguientes etapas de desarrollo segun Jaramillo & Diaz
(2006):

e FEtapa l o Etapa semillero (VO)

Tiene una duracion de 30 dias desde cuando la semilla germina hasta que las
plantulas presenten de 3 a 4 hojas bien formadas y miden de 10 a 12 cm de altura

e FEtapa 2 o Etapajuvenil (V1)

Tiene una duracién de 50 dias luego del trasplante, es decir esta fase dura desde que
las plantulas tienen de 3 a 4 hojas hasta la visualizacion floral de la pella. Hasta este estado
la planta ha completado ya sus 80 dias de desarrollo.

e FEtapa 3 o Etapa de emergencia floral (R2)

En esta etapa se empieza a visualizar la flor de la coliflor, que ocurre antes de los 50

dias después del trasplante, generalmente ocurre cuando la planta presenta de 15 a 16 hojas.
e FEtapa 4 o Etapa de formacion de la roseta (R3)

Ocurre durante los 25 dias después de la visualizacion de la cabeza floral, esto
corresponde a los dias promedio en la que la coliflor llega a su madurez comercial.

Como se menciond con anterioridad, las etapas de clasificacion de la coliflor u otro
cultivo, va a depender exclusivamente del uso que se le dé, por ejemplo, Wurr et al. (1995)
describe en 3 etapas de desarrollo; considerandola como un cultivo de importancia comercial,
dentro de las cuales va a responder fisiolégicamente a los diferentes cambios ambientales.
El mismo autor deduce que la temperatura es un factor que puede alterar dicha respuesta,
por otra parte, Everaast & De Moel (1995) manifiestan, que la deficiencia de nitrégeno puede

llegar a inducir una floracién precoz.
3.10.2 Requerimientos edafoclimaticos

3.10.2.1 Clima

La coliflor es una hortaliza no muy exigente en cuanto a la temperatura, ya que puede
soportar bajas temperaturas (-10°C) y temperaturas maximas (40°C) en cortos periodos de
tiempo; sin embargo, para su desarrollo éptimo es preferible que las condiciones se
encuentren entre 8 y 28°C (Singh et al., 2018). Por otra parte, este cultivo puede adaptarse a
diferentes pisos altitudinales. En Ecuador el cultivo se realiza entre los 1000 a 3100 m.s.n.m
lo que demuestra que se trata de una especie vegetal con un amplio rango de adaptacion a

diferentes tipos de climas (llbay, 2009).

3.10.2.2 Suelo
Debe ser de textura franco arenosa, de buena profundidad, alto contenido de materia

organica, que no sea susceptible a encharcamientos, pero que pueda retener suficiente
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humedad; pH que oscile entre los 5,8 a 6,2 (Jaramillo & Diaz, 2006; Nachimba 2022).
Ademads, de ser muy sensible a la salinidad, por lo cual, su rendimiento va a depender de ello,
de ahi que, en suelos con conductividad eléctrica entre 2.5 a 7 dS/m su rendimiento se vera
reducido entre 10 al 50% (Zamora, 2016).

3.10.2.3 Riego

Por lo general, la coliflor necesita de una moderada cantidad de riego que va desde
los 700 a 1500 mm durante su ciclo en especial durante el trasplante y en el desarrollo de la
pella, sin embargo, hay que tomar en cuenta que la frecuencia de riego va a depender de la

textura del suelo (Hidalgo, 2007, como se cit6 en llbay, 2009).

3.10.2.4 Fertilizacién

La coliflor es un cultivo que demanda gran cantidad de nitr6geno, segin Everaast &
De Moel (1995), estas fluctian entre 100 a 300 Kg/ha, por otra parte, los minerales principales
extraidos por este cultivo son: P,0s: 67 Kg/ha; K;O: 295 Kg/ha; N: 198 Kg/ha (Gros 1967;

como se citd en libay, 2009)

3.10.3 Enfermedades

Los cultivos de brasicaceas, como el brécoli, la coliflor y la col rizada, pueden verse
afectados por una variedad de enfermedades que pueden afectar su rendimiento y calidad.
Una enfermedad comun en estos cultivos es la pudricion de la raiz, que es causada por
hongos del suelo y puede hacer que las raices se pudran y las plantas mueran. Otra
enfermedad comun es la mancha negra, que aparece como manchas circulares en las hojas
y puede ser causada por bacterias o hongos. La hernia de la raiz de las cruciferas también
es una enfermedad que puede afectar a estos cultivos, causando dafio en las raices y
reduciendo el rendimiento de la cosecha. Ademas, las brasicaceas son susceptibles a la
infeccion por virus, como el virus del mosaico del brocoli, que puede causar decoloracion de

las hojas y reduccion del tamafio de la cabeza (Tamayo, 2005).

3.10.3.1 Alternaria spp.

La Alternaria es un género de hongos que puede afectar a una variedad de plantas,
incluyendo la coliflor. La Alternaria brassicicola y Alternaria brassicae son las especies de
Alternaria mas comunmente asociadas con la coliflor. Los sintomas de la infeccion por
Alternaria en la coliflor pueden incluir manchas marrones o negras en las hojas y la
inflorescencia de la coliflor. Las manchas pueden extenderse rapidamente y hacer que las
hojas se vuelvan amarillas y caigan, reduciendo el rendimiento de la cosecha (Diaz-Angel &
Duarte-Flores, 2013).
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Las condiciones climaticas pueden tener un impacto en la aparicién y propagacion de
la Alternaria en la coliflor. La infeccién puede ser mas comun en climas hiumedos y calidos,
especialmente si hay una humedad relativa alta. Ademas, la infeccién afecta plantas que han
sido dafadas por insectos u otros factores estresantes (Fraire-Cordero et al., 2009). Las
pérdidas de rendimiento debidas a la infeccion por Alternaria en la coliflor pueden variar
dependiendo de la gravedad de la infeccion y de las condiciones ambientales. En algunos
casos, la infeccién puede reducir el rendimiento en un 30% de las inflorescencias (Tamayo,
2005).

En las semillas de hortalizas del género Brassica, especificamente en la col blanca y
coliflor, el patégeno predominante es Alternaria brassicicola. Esta enfermedad puede afectar
el cultivo en todas sus etapas de crecimiento, incluyendo las hojas, inflorecencias y semillas.
Por lo general, las manchas foliares de Alternaria aparecen primero en las hojas mas viejas
y luego se extienden hacia las hojas mas nuevas y las puntas. Es importante destacar que
esta enfermedad disminuye el valor nutritivo de las hortalizas y puede reducir el rendimiento
de la semilla de coliflor en alrededor del 47,8%; ademas, la pérdida de rendimiento oscila

entre 5% y 30% en toda la zona de cultivo de coliflor y repollo (Godika et al., 2022).

3.10.4 Severidad

Se trata de una evaluacion de los signos de una enfermedad en las plantas con el fin
de determinar su gravedad y, en consecuencia, establecer la resistencia de un genotipo o la
efectividad de un agente fitosanitario. Esta herramienta de diagnostico posibilita la
identificacion de la enfermedad, su estado y la propuesta de estrategias para su control
(Oliveros, 2019).

La intensidad de los signos puede implicar el recuento de sintomas, especialmente si
estos aparecen en un solo punto en la superficie de la hoja, o puede consistir en la estimaciéon
del area afectada, un proceso que a menudo se basa en la observacion visual (Agrios, 1995).
Existen diferentes tipos de escalas de calificacién para medir la gravedad de la enfermedad.
Estas escalas de severidad respaldan la consideracion de los diferentes métodos utilizados
para evaluar visualmente la gravedad de una enfermedad en las plantas, tanto desde una
perspectiva histérica como para medir su eficacia, aplicabilidad y justificacion cientifica en la
actualidad (Oliveros, 2019).

3.10.5 Medicidn de la severidad

Este concepto se refiere a la evaluacion cuantitativa del grado de dafio que una
enfermedad o plaga est4 causando en una planta especifica. Normalmente, esto se da por la
aparicion de uno o varios patdégenos en uno o varios 6rganos de la planta. La medicion de la

severidad se realiza mediante la observacion y evaluacion en campo, como la cantidad de
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tejido afectado, la intensidad de los sintomas (como manchas, deformidades, necrosis, etc.),
la extension de la enfermedad en la planta y la progresion temporal del dafio (Ramoén & Arauz,
1999).

Para la medicion se la severidad varios autores han creado varias escalas: para la
mancha foliar en el olivo (Salman et al., 2011); para el pie negro de las cruciferas (Moreno-
Rico et al., 2005) entre otras escalas que varian en funcién de la zona afectada. Sin embargo,
al tener diferentes niveles de rangos o clases de severidad, utilizan la misma férmula para
estimar el porcentaje de severidad de la planta o la unidad experimental. La férmula se
encuentra representada en la ecuacion 4; donde PDI (Porcentual disease index por sus siglas
en inglés) o indice porcentual de enfermedad de McKinney (L6pez-Diaz et al., 2021; Sultana
et al., 2018).

Suma de la calificaciéon de las hojas infectadas
PDI = ! Jas inf 100

" Numero de Hojas x Calificacion Maxima de enfermedad

(4)

3.11 Célculo de concentracion de inéculo

En la evaluacion de la capacidad de las plantas para resistir enfermedades o en la
realizacién de investigaciones epidemiologicas sobre agentes patdégenos, a menudo es
necesario recurrir a la inoculacion artificial, ya sea en un entorno controlado como un
invernadero o en el campo. Este proceso implica el uso de una cantidad especifica de indculo,
es decir, un nimero preciso de esporas por mililitro, ajustado segun el patégeno y la planta
gue se estd investigando. Cuyo objetivo es lograr una infeccién efectiva que permita
diferenciar las variaciones entre los diferentes materiales evaluados (Pefia & Paez, 2005).

El mismo autor menciona que para determinar la concentracion exacta, se utiliza un
hemocitdmetro, mismo que permite realizar recuentos de esporas en areas de dimensiones
conocidas, proporcionando asi el nUmero de esporas por mililitro de la suspension inicial.
Seguidamente, a través de diluciones sucesivas, se logra obtener el in6culo con la
concentracion deseada, lo que permite una aplicacién controlada y especifica en el contexto
del estudio de la resistencia de las plantas a las enfermedades. Este proceso garantiza que
los resultados obtenidos en el ambito de la investigacion agronémica sean reproducibles y

validos.
4 Materiales y métodos

4.1 Areaexperimental

El estudio se ejecutd en los invernaderos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad de Cuenca (figura 6), Cuenca - Ecuador, con coordenadas (UTM WGS84)
siguientes; X: 719596,30 Y:9677058,14; a una altitud de 2562 m.s.n.m.
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Figura 6. Mapa de ubicacion del establecimiento del ensayo.

Fuente. Elaboracion propia.

El ensayo se realizé sobre el area foliar de plantulas de coliflor mediante inoculacion
de Alternaria spp. en cuatro diferentes dosificaciones del in6culo (Alternaria spp.) mas un
testigo (D1: 110% D2: 110°% D3: 1107; D4: 110°).

4.2 Tipo de investigaciéon

La presente investigacion es de caracter experimental.

4.3 Materiales

Para la ejecucién del presente trabajo de titulacion se utilizaron los siguientes materiales
y equipos:
Gabinete: computadora, camara Parrot Sequoia.
Campo: fundas plasticas negras, sustrato, fundas plasticas transparentes perforadas, palillos
de madera.
Laboratorio: microscopio, Camara de Neubauer, PDA, cajas Petri, camara de flujo laminar,
camara de esterilizacion, cAmara de incubacion.
Bioldgico: hongo Alternaria spp., plantas de coliflor variedad bola de nieve.

Quimico: azul de metileno, hipoclorito de sodio (1,5%), acido lactico.
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4.4 Siembra

El trasplante se realizé cuando las plantulas que tenian 4 hojas verdaderas, en fundas
plasticas de 35 cm x 30 cm, el sustrato empleado fue tierra negra mas bocashi en una
proporcion de 75:25. En el experimento se utilizaron un total de 64 plantas de coliflor. (Anexo
A).

4.5 Disefo experimental

El disefio fue en Bloques Completos al Azar (DBCA) con 4 tratamientos y 4 repeticiones;
teniendo un total de 16 unidades experimentales (UEs), cada UE estaba constituida de 4
plantulas. En la tabla 1 se describe la distribucion de las UEs, las cuales ocuparon un area
total de 20 m?,

Tabla l. Esquema del disefio experimental.

Bloque 2 | Bloque 4
T1 T1
T2 T4
T3 T2
T4 T3
T2 T1
T3 T3
T4 T2
T1 T4

4.6 Obtenciény preparacion del inéculo

Se colecté muestras de material vegetal de plantas de brocoli infectadas por Alternaria,
ubicadas en las parcelas de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de
Cuenca. Se tomé un namero considerable de hojas infectadas y se procedié a realizar la
identificacion del patdgeno en el laboratorio de Fitopatologia. Una vez realizada la
identificacion a nivel de microscopio se desinfectdé las muestras bajo un protocolo en el
siguiente orden, se sumergio durante 2 minutos en hipoclorito de sodio al 1,5%, se lavo en
agua destilada, nuevamente se sumergié en alcohol por dos minutos, y se lavé en agua
destilada.

Seguidamente se colocaron las muestras en camaras humedas (Cajas Petri con papel
toalla completamente humedas) durante 5 dias, pasado ello se procedio a realizar el aislado

del patdgeno, mediante siembras en cajas Petri con medio de cultivo PDA (Papa-Dextrosa-

Nancy Rocio Gualan Gualan — Juan Carlos Sanchez Llanos



UCUENCA 26

Agar). Se procedio a verificar la muestra de manera periddica el desarrollo de la colonia del
patégeno, asi como la verificacion de la esporulacién del mismo.

Una vez que se obtuvo un buen desarrollo de la colonia del patégeno se ejecuto la
resiembra del mismo obteniendo un total de 3 cajas Petri con muestras completamente puras,
las cuales fueron la base o las muestras madres, mientras que sirvieron para resembrar un
total de 17 cajas Petri empleadas en el experimento. Estas 17 cajas fueron dejadas en reposo
en la incubadora bajo una temperatura de 25°C por el transcurso de un mes, con la finalidad
de poder observar una buena esporulacion de la Alternaria.

4.6.1 Conteo de esporas

Para el conteo y céalculo de las dosificaciones se preparé las debidas soluciones de
in6culo empleando un agitador, mismas que luego fue colocado en la cAmara de Neubauer,
para realizar el conteo de las esporas, a continuacion, se realizo el calculo de la concentracion
empleando la aplicacion Hemocytometer Sidedick (Anexo2). Una vez obtenida la
concentracion de la solucién madre se procedi6 a preparar las dosificaciones de interés, que
corresponden a, Dosis 1: 1x103; Dosis 2: 1x10°%; Dosis 3: 1x107; Dosis 4: 1x10° (control).

4.6.2 Inoculacién de Alternaria spp. por aspersion

La inoculacién se llevé a cabo en el envés de las hojas, aplicando las diferentes dosis de
soluciones del patégeno, ademas de un grupo de control (D1: 1x10% D2: 1x10°% D3: 1x10;
D4: 1x10° (control)). Para la inoculacién, se realiz6 una herida en el haz de las hojas con un
palillo esterilizado, y se colocaron 100 uL (0,1 ml) de cada suspension conidial sobre cada
herida usando una jeringa de 1 ml, (Anexo D), cubriendo totalmente todas las hojas. En el
caso del grupo de control, Unicamente se puso agua destilada. Luego de 12 horas de la
inoculacion, todas las plantas se cubrieron con bolsas de polietileno transparente para
asegurar una alta humedad relativa (HR) (Ortega-Centeno et. al., 2010). y facilitar el proceso
de infeccién. A las 72 h se retiraron las bolsas y las plantas se mantuvieron en el invernadero

(Anexo E).

4.7 Preparacion del area de fotografia

Se eligié un espacio plano, libre de sombra, en donde se ubicé un palet de 1,20 m x
1,20 m cuyos vértices fueron usados como puntos de referencia y el cual fue cubierto por
plastico negro para evitar durante la captura la presencia de musgos u otro material vegetal

gue no corresponda a la unidad de estudio, lo cual también sirvié para homogenizar el fondo

Nancy Rocio Gualan Gualan — Juan Carlos Sanchez Llanos



UCUENCA 27

de las fotografias (Anexo F). Por otra parte, se disefié una estructura para la estabilidad de la
camara multiespectral, el cual consté de 2 tiras de madera; uno de 2,10 m y otro pequefio de

1,0 m de largo, y en el extremo de la tira pequefia se ajusto la cAmara (Anexo G).

4.8 Captura de las imagenes multiespectrales

La captura de las imagenes multiespectrales se las ejecut6é en 2 etapas fenolégicas,
en funcion a la descripcion fenolégica propuesta por Jaramillo & Diaz (2006):

La primera captura se llevd a cabo durante la tercera etapa fenoldgica de las plantas,
etapa en la que al menos el 50 % de las plantas de coliflor comenzaron el proceso de
emergencia floral, que para este caso ocurri6 a los 67 DDS. Para la captura de las imagenes
se aplicd el siguiente protocolo: se tuvieron que sacar las UEs fuera del invernadero,
considerando que era un dia mayormente despejado durante las 10 a.m. y 2 p.m. La camara
multiespectral permanecié conectada a una laptop como fuente de energia.

Para obtener imagenes mas precisas fue importante realizar en el campo varias
calibraciones, tanto a nivel de cAmara, como es el giroscopio y la calibracién radiométrica de
acuerdo a las instrucciones del fabricante, ademas, se establecio la distancia focal de acuerdo
a la metodologia empleada por Quito et al. (2020). Posteriormente se capturaron las
imagenes para cada UE; en total 16 capturas, las cuales estan compuestas por las bandas
NIR, RED, RED EDGE, GREEN y RGB.

Por otra parte, se registraron datos de severidad como método invasivo para su
posterior interpretacion y contraste aplicando el protocolo detallado mas adelante.

La segunda captura se realizé a los 87 DDS, periodo en la que las plantas se
encontraban en la cuarta etapa fenolégica, donde al menos el 50% de las plantas empezaron
a mostrar su madurez comercial. En cuanto al protocolo para la captura de imagenes al igual

gue el registro de severidad se emple6 el mismo de la toma anterior.

4.9 Procesamiento de las imagenes multiespectrales

Las imagenes capturadas fueron importadas (excepto RGB) al programa ArcMap con
licencia de la Universidad de Cuenca, de tal manera, que se realiz6 la orientacién y
transformacién de ajuste espacial para las 4 bandas (GREEN, RED, RED EDGE y NIR).

Usualmente las imagenes capturadas por distintos sensores no muestran una correcta
informacion de ubicacion, ya que los datos no se alinean correctamente con datos
preexistentes, es por ello, que a las imagenes fueron referenciadas con 4 puntos de control,
dada por los vértices del marco de referencia (Tabla 2) corrigiendo dicho error (ESRI, 2013),
ademads, se aplico una transformacion proyectiva, ya que este solo requiere de un minimo de

4 puntos de control, lo cual permite reducir el error cuadrado medio (RMS) a cero
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(Esmaeilzadeh & Amini, 2019; Jauregui & Chacoén, 2007). Las imagenes fueron guardadas

con un tamafo de pixel en x=0,002; y=0,002.

Despliegue de
bandas en ArcMap
I

WAG_JENIE 100 G_Met 12 AT 0240112,
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|

Referenciacion de las bandas en
funcion a puntos de control.
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(de cada banda) para el analisis

Calculo de indices de
Vegetacion (IV)

Depuracidn de poligonos

Clasificacion no
supervisada (IV)
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Figura 7.

Diagrama del proceso de imagenes.

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 2. Puntos de control

PUNTOS DE
CONTROL

Xmax 1,20

Xmin 0

Ymax 1,20

Ymin 0

Nota. La distancia entre puntos se encuentra en el sistema métrico. Sistema de proyeccion

UTM

Posteriormente, se utilizo el software R (interfaz R Studio) version 4.3.3 para el recorte
del area de estudio de acuerdo a los puntos de control, también se calcul6 los IV (NDVI,
GNDVI y NDRE), de los cuales se eligié el NDVI como el indice mas representativo para la
clasificacibn no supervisada. Esta clasificacion se llevd a cabo mediante la funcién
unsuperClass() del paquete RStoolbox (Leutner et al., 2024) utilizando el algoritmo de K-
means. Finalmente, se generé de dicha clasificacion, el poligono de la region de interés con
la ayuda de la funcion as.polygons() del paquete terra (Hijimans et al., 2024).

La verificacion y depuracién del poligono se ejecuté en ArcMap, esto se dio para mejor
manipulacién de las capas. A partir de ello, se realizé el recorte de los IV y una reclasificacion
en 3 rangos como se muestra en la tabla 3.

Segun Villadiego-Rojas (2023), se menciona que, para casos, particularmente de fines
agricolas, es comun clasificar el estado o salud de la vegetacion por tercios en la escala de
0-1, siendo los valores negativos de NDVI correspondiente a objetos inanimados o vegetacion
muerta. Con base en ello se realiz6é una reclasificacién de tres rangos como se muestra en la
tabla 3, debido a que el fin del trabajo es determinar el nivel de infeccién de la enfermedad
en las plantas de coliflor mas no la sanidad del mismo, ademas se hizo la unificacién de los
ultimos rangos, debido a que en las imagenes del trabajo se encontraban vacios debido a
gue algunas UE, no poseian areas vegetativas que estén dentro del rango 4 que correspondia
a areas muy sanas o si lo encontraban el nimero de pixeles eran minimos por ende para
evitar errores al momento de armar la tabla de variables y realizar el respectivo analisis se
optd por unificar los dos dltimos rangos, que correspondia al rango donde las plantas se
encontraban en estado sano y muy sano tomando solamente como areas vegetativas sanas

0 planta sana.
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Tabla 3. Rangos de clasificacion para los IV.

RANGOS MEDIDA DESCRIPCION
1 -1-0 Planta muerta
2 0-0,33 Planta moderadamente sana
3 0,33-1 Planta sana

4.10 Levantamiento de datos de severidad

Este proceso se llevd a cabo de forma invasiva, registrando el numero de hojas
infectadas para cada plantula en todas las UEs, conjuntamente con la toma de fotografias
para cada hoja que presenté signos del agente causal. Para ello, se utiliz6 un teléfono celular
de marca Realme 7 Pro y para reducir el ruido de la imagen se utilizé un fondo azul (Anexo
H). Este registro se realiz6 2 veces como se mencioné con anterioridad.

Estas imagenes capturadas fueron analizadas en el programa R Studio utilizando el
paquete pliman el cual permite estimar el porcentaje de area infectada de la hoja a través de
la funcién measure_disease(), en donde el algoritmo segmenta la imagen en 3 categorias: la
zona saludable, la zona sintomatica y el fondo de la imagen; esto se produce mediante el

previo ingreso de una paleta de colores a partir del recorte de la imagen (figura 8) (Olivoto,

-9

Figura 8. Segmentacion de la hoja para estimar el porcentaje de area infectada

2022). El anexo | describe el ingreso de los datos.

Nota. (a) muestra la hoja de la coliflor con un fondo azul; (b, c y d) representan las paletas
de colores para los tejidos sintomaticos, saludables y el fondo respectivamente; (e) es la
delimitacion del area sintomética; (f) enmascaramiento de la zona sintomética con color rojo.

El &rea enferma en esta imagen es de 9,90%. Fuente: Elaboracion propia

La paleta de colores fue disefiada a partir de la seleccion de 5 muestras para cada
categoria mediante la funcion pick_palette() del paquete pliman. Esta paleta de colores se
aplicé a todas las imagenes de cada una de las UEs.
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Con los datos de porcentaje de area infectada se procedié a aplicar la formula de
célculo del PDI, la cual la adaptamos acorde a estudios realizados en cuanto a la evaluacién

de la severidad provocada por alternaria (Tabla 4).

Tabla 4. Escala de severidad para evaluar la severidad de Alternaria en coliflor.

] AREA FOLIAR ]
CLASIFICACION REACCION DE LA ENFERMEDAD
INFECTADA (%)

(MR) Resistente - Moderadamente

1 0-30 _
resistente
31-60 (S) Susceptible
3 61 -100 (HS) Altamente susceptible

4.11 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sometidos a la prueba de normalidad, en vista de que
variable area de cada rango, la respuesta no mostré normalidad, se aplicé la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis (a = 0,05) y el método de ajuste de bonferroni.

5 Resultados

5.1 Resultado del primer objetivo especifico

Como resultado del levantamiento de informacion se obtuvieron 20 archivos como
resultado de la captura de las imagenes de cada bloque, teniendo un total de 80 imagenes
multiespectrales para la primera toma (Tabla 5), siendo el mismo ndmero para la segunda y
tercera toma, dando asi, un total de 240 imagenes multiespectrales durante todo el estudio

gue posteriormente fueron procesadas siguiendo el protocolo de la figura 9.
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Tabla5. Registro de captura de imagenes.

N° N° ARCHIVOS "

BLOQUE TRATAMIENTO GREEN-RED-REG-NIR-
CAPTURAS TOTAL
RGB

Bloque 1 T1-T2-T3-TEST 4 5 20
Bloque 2 T1-T2-T3-TEST 4 5 20
Bloque 3 T1-T2-T3-TEST 4 5 20
Bloque 4 T1-T2-T3-TEST 4 5 20

:

Levantamiento de Informacion

Referenciacion

Recorte

% . e . .
-;?:*ﬁl "{{"l | .
TG R N Extraccion de
¥ ta i ' L &
Figura 9. Flujograma de levantamiento de informacion y procesamiento de imagenes

multiespectrales.
Fuente. Elaboracion propia.
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5.2 Resultado del segundo objetivo especifico

5.2.1 Capturadeimagenes en latercera etapa fenoldgica (67 DDS)

Primero, dentro de la reclasificacion realizada a los 67 DDS, en donde las plantas se
encontraban dentro de su etapa de emergencia floral (R2), para el caso del NDVI, el area de
las plantas que se encuentran dentro del rango uno (-1 a 0) que corresponde a areas foliares
muertas, si muestran diferencias significativas entre el tratamiento 2 (1x10 °) con un valor de
media del &rea 12,75 en comparacion al tratamiento 4 (1x10° testigo) con un valor de 3,5
como se muestra en la tabla 6. En complemento a ello, para el caso del rango 2 que
corresponde a areas foliares moderadamente sanas (0 a 0,33), al presentar su valor de p =
0,8456, que es un valor mayor en comparacion de a = 0,05 no muestran diferencias
significativas y, finalmente, el area de las plantas que se encuentran dentro del rango tres
(0,33 a 0,1) que corresponde a areas foliares sanas al igual que los datos anteriores no

tuvieron diferencias significativas debido a que su valor de p = 0,1745 es mayor al valor de a.

Tabla 6. Comparacién de medias de area para el rango 1 del NDVI.

TRATAMIENTOS RANGO NDVI
T1 8,25 ab
T2 12,75 a
-1a0
T3 9,5ab
T4 35b

Nota. Medias con letras diferentes son estadisticamente diferentes p>0,05.

Segundo, para el caso de la toma realizada a los 67 DDS, dias en la que las plantas
se encontraban dentro de su etapa de emergencia floral (R2), para el caso del NDRE, el area
de las plantas que se encuentran dentro del rango uno (-1 a 0) que corresponde a areas
foliares muertas, no muestrearon diferencias significativas, esto debido a que el valor de p =
0,8924 corresponde a un valor mayor a a = 0,05, lo mismo sucede para el caso se dio del
rango 2 que corresponde a areas foliares moderadamente sanas (0 a 0,33), con un valor de
p = 0,9498, mismo que es un valor mayor en comparacion de a, finalmente, el area de las
plantas que se encuentran dentro del rango tres (0,33 a 0,1) que corresponde a areas foliares
sanas al igual que los datos anteriores no tuvieron diferencias significativas debido a que su
valor de p = 0,8666 es mayor al valor de a = 0,05.

Para GNDVI, el &rea de las plantas que se encuentran dentro del rango uno (-1 a 0)

gue corresponde a areas foliares con necroticas, no muestran diferencias significativas, con
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un valor de p = 0,6874, valor mayor a a = 0,05, lo mismo sucede para el caso se dio del rango
2 que corresponde a areas foliares moderadamente sanas (0 a 0,33), con un valor de p =
0,1339, un valor mayor en comparacion de a, finalmente, el area de las plantas que se
encuentran dentro del rango tres (0,33 a 0,1) que corresponde a areas foliares sanas al igual
gue los datos anteriores no dejaron ver diferencias significativas debido a que su valor de p =
0.3434 es mayor al valor de a.

Por consiguiente, como se observa en la figura 10, la clasificacion no supervisada (K-
means), el NDVI pudo diferenciar la zona no sintomatica de la sintomética, observandose los
tres rangos correspondientes, sucedié de igual manera en el GNDVI, sin embargo, el indice
NDRE no lo explica de tal forma, esto se debe a que éste responde de manera distinta a los
cambios en la cantidad de clorofila. Por otra parte, el area que representa a la zona estresada
o0 bajos niveles de reflectancia ocupa en el NDVI el 1,56%, un valor bajo en comparacion al
GNDVI que posee un 7%, y que difiere con el NDRE con un 85,5%.

a NDVI NDRE GNDVI
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Figura 10. Reclasificacion de los IV en la segunda etapa y tercera etapa fonolégica.
Nota. Valores de pixeles. Tono rojo: pixeles entre -1 a 0; tono amarillo: 0 a 0,33; tono verde:
0,33 a 1. a) segunda etapa fenolégica; b) tercera etapa fenol6gica. Fuente: elaboracion

propia.

Esa disparidad también lo reflejan las métricas extraidas para cada uno de los
tratamientos, por lo tanto, para NDVI los valores maximos no superaron el 0,79 en donde se
encontraba la mayor cantidad de pixeles, del mismo modo, pero para GNDVI con un valor

gue excedian el 0,74; este mismo caso se dio en el NDRE cuyos valores oscilaron entre 0,5
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y 0,74 lo cual nos indicd la saturacién de clorofila por estar en un estado maximo de desarrollo
foliar debido a la etapa fenologica en la cual se tomaron las fotografias figura 11b), cuyos

valores no fueron diferentes a los de la primera toma (figura 11a).
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Figura 11. Valores minimos y maximos de los IV en la segunda y tercera etapa
fenoldgica.

Nota. Pixeles con tonalidades rojizas presentan una baja concentracion de clorofila, por lo
contrario, las tonalidades verdes. a) segunda etapa fenoldgica; b) tercera etapa fenologica.

Fuente: elaboracion propia.

5.2.2 Captura de imagenes en la cuarta etapa fenolégica (87 DDS)

Tras el analisis estadistico para todos los indices, para el caso de la toma realizada a
los 87 DDS, momento en el que las plantas se encontraban dentro de su etapa de formacion
de la roseta (R3), las plantas de coliflor ya presentaron en al menos un 50% su inflorescencia;
lo cual se consider6é como una parte de la unidad de estudio que inferia en los valores de
reflectancia, ya que al ser un érgano de color blanco incidié en el producto final, por lo que se
opté en no considerarlo en la poligonizacion.

Considerando lo anterior el indice NDVI no presentd diferencias significativas en el
primer rango (valores de pixeles entre -1 a 0), con un valor de p = 0,1681 mayor a a = 0,05;
este mismo caso se dio para el rango 2 (pixeles entre 0 a 0,33) con un p-value = 0,2529; por

otra parte, para el rango tres (valores entre 0,33 a 1) el p-value = 0,04964 present6 una
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pequefia diferencia significativa, el cual al aplicar la prueba de comparaciones multiples con
el método de bonferroni con a = 0,05, deja ver el T1 (1x10® cn/uL) en el NDVI a pesar de
contar con la media més baja (Tabla 7), lo cual nos indica que gran parte de los pixeles se
encuentran distribuidos en los rangos anteriores, denotando con aquello un &rea foliar
saludable mas baja en comparacion con los otros tratamientos, mostrando cambios en los

valores de reflectancia.

Tabla 7. Comparacion de medias en el rango tres para NDVI.

TRATAMIENTOS RANGO MEDIAS
T1 3,75b
T2 13,00 a
0,33-1
T3 7,75 ab
T4 9,50 ab

Nota. Medias con letras diferentes son estadisticamente diferentes (p > 0,05).

En cuanto al indice GNDVI los rangos uno y dos no presentaron diferencias
significativas con un p-value = 0,5801 y 0,1515 respectivamente, sin embargo, el rango tres
con un p-value = 0,0084 present6 diferencias significativas con un a = 0,05; estas diferencias
se observan en la tabla 8, en donde destaca T3 (1x107 cn/uL) que a pesar de poseer la media
mas baja nos indica que gran parte del total de pixeles se encuentran distribuidos en el rango
uno y dos, debido al cambio de los valores de reflectancia provocado por las zonas afectadas

por el patégeno y en el cambio fisiol6gico que presentaron las plantas.

Tabla 8. Comparacién de medias en el rango tres para GNDVI

TRATAMIENTOS RANGO MEDIAS
T1 6,00 bc
T2 14,50 a
0,33-1
T3 3,75¢
T4 6,00 bc

Nota. Medias con letras diferentes son estadisticamente diferentes (p > 0,05).

Por otra parte, para NDRE no se mostraron diferencias significativas en ninguno de

los rangos de clasificacion, tomando un valor de p = 0,6422 en el rango uno; para el rango
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dos un p = 0,3373 y para el rango tres un p = 0,1745; lo que evidencia la sensibilidad del
indice al utilizar la banda del borde rojossnmy, Ya que este indice puede subestimar parte del
area foliar que presente algun dafio del patégeno y clasificAndolo en el mismo rango.

En la figura 12b se puede observar un contraste entre indices, siendo el NDRE el
indice que lo clasifica dentro del rango de -1 a 0 el que posee la mayor parte del area foliar
(80%) a diferencia del NDVI (8%) y GNDVI (3,5%). Esta disminucién en el &rea foliar en NDRE
y GNDVI se debe también a que las plantas de coliflor ya no desarrollaban mas hojas, lo cual
redujo el nimero de pixeles, y ademas a que otra parte de pixeles se ubicaban en el rango
de 0 a 0,33. Por el contrario, al NDVI en comparacion a la toma inicial (figura 12a).
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Figura 12. Reclasificacion de los IV en la segunda y cuarta etapa fenolégica.
Nota. Valores de pixeles. Tono rojo: pixeles entre -1 a 0; tono amarillo: 0 a 0,33; tono verde:
0,33 a 1. a) segunda etapa fenolbgica; b) cuarta etapa fenolégica. Fuente: elaboracién

propia.

Cabe destacar que, a pesar de no haber existido diferencias estadisticas significativas
en la mayoria de los rangos de los indices, de manera visual se pudo apreciar un contraste
utilizar una banda u otra. Es decir que si no se cuenta con una banda con longitud de onda
~660 nm (banda roja) como es el caso del NDVI, se puede utilizar una banda con longitud de
onda ~550 nm (banda verde), debido que estas bandas pueden diferenciar el area foliar verde
0 sana del area que presenta clorosis 0 necrosis, lo que lo diferencia del NDRE; ya que como

se menciond anteriormente, al ser mas sensible debido a que al utilizar la banda del borde
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rojo, éste puede atravesar las hojas mas profundamente y devolver valores de reflectancia
menores en comparacion del NDVI y GNDVI.

Este contraste también se pudo evidenciar cuando se extrajeron los valores minimos
y maximos de los pixeles para los IV. En la figura 13b se puede observar como el indice NDVI
presenta los valores maximos, los cuales fueron <= 0,7; lo que sucede para todos los
tratamientos, a diferencia de GNDVI donde sus valores no superaron el 0,66 y 0,58 para
NDRE valores reducidos en comparacion de la toma inicial.
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Figura 13. Valores minimos y maximos de los IV en la segunda y cuarta etapa
fenoldgica.
Nota. Pixeles con tonalidades rojizas presentan una baja concentracion de clorofila, por lo
contrario, las tonalidades verdes. a) segunda etapa fenoldgica; b) cuarta etapa fenolégica.

Fuente: elaboracion propia.

5.3 Resultado del tercer objetivo especifico
e Iindices de Vegetacion vs Severidad en la tercera etapa fenolégica (67 DDS)
Al realizar el analisis estadistico para los datos de severidad levantados en campo en
la segunda etapa fenoldgica, al aplicar el test de normalidad de Shapiro-Wilk estos
presentaron normalidad (p = 0,7014). Sin embargo, al realizar el ANOVA con un p-value =

0,2712 los tratamientos no presentaron significancia tal y como se ve en la figura 14. Lo que
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nos permite asumir que T1, T2, T3 y T4 se comportaron de manera similar, aunque
visualmente, T4 difiere del resto claramente. De otro lado, T3 posee el PDI mayormente alto,
aproximadamente del 40%, es decir, el inéculo de 1x10’ cn/uL ha afectado con mayor

severidad a cada una de las UEs que se les aplicé dicho tratamiento.

w | I
< — |
o | :
=
w
o

— o |

(] (a2

o
w
(o]
o _| i |
™ i i
w | | !
o L L
Al | | | |
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Figura 14. Diagrama de cajas para el PDI en la segunda etapa fenoldgica de la coliflor.
Fuente. Elaboracion propia.

En contraste a lo anterior se pudo evidenciar que el método de determinacion de
alternaria mediante imagenes multiespectrales difiere con el método de determinacion en
campo, debido a que, segun la medicién de severidad nos muestra que, la media porcentual
mas alta esta dado por el tratamiento 3 (1x107) en comparacion del tratamiento 4 (1x10°). En
tanto que, para los datos del IV (NDVI) calculados a partir de las imagenes multiespectrales,
nos deja ver que el tratamiento 2 presentd mayor infeccion en comparacion del T4 (testigo)
gue correspondi6 al tratamiento con menos infeccion al haber representado la mediana mas

baja (figura 15).

Nancy Rocio Gualan Gualan — Juan Carlos Sanchez Llanos



UCUENCA 0

16

14 1

ab

=
M
1

=
o
1

Media de areas
[=)] [5.4]

IS
L

3]
1

T1 T2 . T3 T4
Tratamientos

Figura 15. Comparacion de medias de area para el rango 1 (-1 a 0) del NDVI.
Fuente: Elaboracion propia.

e Iindices de Vegetacion vs Severidad en la cuarta etapa fenolégica (87 DDS)
Como resultado del segundo levantamiento de datos de severidad en campo, se
observo que los tratamientos 3 y 4 no presentan diferencias significativas en el PDI. En tanto
gue el tratamiento 2 muestra una ligera diferencia entre los demas tratamientos al presentar
una media del PDI més alto con un valor de 49,6 % de infeccibn en comparacion a los
tratamientos 3 y 4 que muestran una media del 40% de infeccion (figura 16).

50

b
ab
40
a a
30
20
10
T1 T2 T3 T4

TRATAMIENTOS

PDI(%)

Figura 16. Diagrama de barras de comparaciones multiples para PDI a los 87 DDS.
Nota. Medias con letras diferentes son estadisticamente diferentes (Tukey a = 0,05).
Fuente: Elaboracion propia.
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Comparando los resultados obtenidos de la medicion de severidad de Alternaria en
campo se pudo evidenciar que el método de determinacién de este patdgeno mediante
imagenes multiespectrales no es igual, esto debido a que segun la medicion de severidad nos
muestra que, la media porcentual mas alta estd dado por el tratamiento 2 (1x10°%) en
comparacion del tratamiento 3 (1x107) y 4 (1x10°) que poseen la media porcentual mas baja.
En tanto que, los datos del IV (GNDVI) para el rango 3 calculados a partir de las imagenes
multiespectrales, deja ver que el tratamiento 2 presentd menor area vegetativa sana, lo que
nos lleva a inferir que este tratamiento representa el &rea mayormente afectada a
comparacion del T2 (1x10°), que corresponde al tratamiento con menos infeccién al estar
representado por la mediana del area mas alta que esté dentro del rango 3 que representa a
plantas sanas (figura 17).
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Figura 17. Diagrama de comparacion de medias en el rango tres para GNDVI.
Fuente: Elaboracion propia.

De la misma manera para el caso de la comparacion entre el IV (NDVI) a comparacion
de los datos levantados en campo estos no muestran similitud en los resultados encontrados,
ya que, la medicion de severidad nos muestra que, la media porcentual mas alta se muestra
en el tratamiento 2 (1x10°) si comparamos con los tratamientos 3 (1x107) y 4 (1x10° que
poseen la media porcentual mas baja. No obstante, para el caso del IV (NDVI) para el rango
3 calculados a partir de las imagenes multiespectrales, nos muestra que el tratamiento 1
presentdé menor &rea vegetativa sana, lo que nos lleva a inferir que este tratamiento
representa el area mayormente afectada al estar ocupada de menos area sana que enferma,

a comparacion de T2 (1x10°) que corresponde al tratamiento con menos infeccién al estar
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representado por la mediana del area mas alta que esta dentro del rango 3 que representa a
plantas sanas (figura 18).
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Figura 18. Diagrama de comparacion de medias en el rango tres para NDVI.

Fuente: Elaboracién propia

6  Discusion

En este estudio se ha podido evidenciar como el uso de las camaras multiespectrales
pueden ser consideradas como una herramienta muy Util para detectar patrones de estrés,
ya sea este, provocado por la intervencién tanto de factores abidticos como de biéticos, como
en este caso, el de Alternaria. Al aplicar cualquier dosificacion del in6culo no hubo diferencias
significativas en la mayoria de los eventos, cuando se extrajo el area de los pixeles que se
encontraban en los rangos dados en este estudio.

El uso del NDVI y GNDVI permitieron diferenciar las zonas que presentaban clorosis
y necrosis celular, este resultado se dio también al evaluar la afectacion en fresa, y remolacha
azucarera (Fajardo-Rojas et al., 2023; Mahlein et al.,, 2010), al comparar el nivel de
reflectancia utilizando distintas bandas y en el contenido de clorofila (Gao et al.,, 2024;
Gitelson et al., 2005; Solis et al., 2021).

Por otra parte, el NDRE al utilizar una banda en el espectro ~735 nm tiende a ser mas
sensible al monitorear cultivos, por lo cual sus valores de reflectancia tendieron a ser mas
bajos durante la toma en la cuarta fase fenolégica; lo que sucedi6 en el presente estudio, ya
gue en la mayoria de los tratamientos los valores fueron < 0 que también ocurrié en el estudio
de Naguib & Daliman (2022), en comparacién al NDVI y GNDVI con promedios superiores.

Esta posible variacion se debe al cambio fenoldgico de las plantas de coliflor, es decir, al ya
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presentar la inflorescencia, las hojas empiezan a madurar y los niveles de clorofila empiezan
a descender (Silva-Costa et al., 2023; Yin et al., 2022), al igual que el estrés dado por las
altas temperaturas (Cao et al., 2019; Sharma et al., 2014), lo cual impacta en los valores de
reflectancia.

Al evaluar las técnicas multiespectrales con referencia al método de determinacion de
severidad del Alternaria spp. en campo, en el cultivo de Brassica oleracea var. botrytis, se
pudo determinar que los indices de vegetacion calculados a partir de las imagenes capturadas
demostraron discrepancia con los datos tomados en campo, lo que nos lleva a inferir que las
camaras multiespectrales no lograron una determinacién precisa de los niveles de infeccion
de Alternaria spp. en coliflor, estos datos concuerdan con lo mencionado por Cubero et al.
(2019), en su investigacion titulada “Robot de campo para detectar enfermedades en cultivos
horticolas mediante imagenes multiespectrales” donde se empled una camara multiespectral
con resolucién 2,5, a una altura que abarque las plantas de interés, con el objetivo de ayudar
en la deteccion temprana de cultivos infectados por Candidatus Liberibacter solanacearum a
nivel de planta y cultivo de zanahoria, mencionando como resultados que, utilizando el indice
de vegetacion NDVI comparados con las inspecciones visuales, no se pudieron lograr
resultados debido a que no se encontré relacion entre los sintomas apreciables en la
inspeccion visual y las plantas infectadas. Sin embargo, contrasta con el trabajo titulado
“‘Andlisis de imagenes multiespectrales adquiridas con vehiculos aéreos no tripulados”
realizado por Kharuf-Gutierrez et al. (2018), donde realizaron capturas con la misma camara
usada en el presente trabajo y a una altura de 40 m, y calcularon el 1V, el cual permitié
evidenciar que la respuesta espectral admite identificar problemas en el cultivo. A pesar de
gue el NDVI no les permitié identificar las diferentes variedades de cafia que fueron
sembradas en la misma época, estos si posibilitaron evaluar el estado de salud de la cafia de

azUcar en cada sector.

7 Conclusiones y Recomendaciones

La evaluacion de técnicas multiespectrales para determinar la severidad de Alternaria
spp. en el cultivo de Brassica oleracea var. botrytis ha generado resultados que encaminan a
nuevas interrogantes, sobre su efectividad como herramienta de determinacion de Alternaria
spp. en coliflor. La diferencia observada entre los indices de vegetacion generados a partir
de las imagenes capturadas y los datos recopilados en campo indican una limitacion en la
capacidad de estas camaras para ofrecer una evaluacion precisa del estado de salud de la
planta, el resultado encontrado, se vuelve desafiante debido a que nos genera interrogantes
gue nos llevan a la idea de volver a estimar y afinar de mejor manera las técnicas de
evaluacion, ademas también es importante abordar la complejidad de las interacciones entre

los factores ambientales como viento, luz etc., al momento de realizar el levantamiento de

Nancy Rocio Gualan Gualan — Juan Carlos Sanchez Llanos



UCUENCA s

informacion, asi también pardmetros bioldgicos y tecnoldgicos que pudieran influir en la
deteccién y monitoreo de enfermedades en los cultivos agricolas.

En base a lo manifestado anteriormente, es fundamental que en las posteriores
investigaciones se enfoquen en identificar y resolver las posibles causas de la discrepancia
obtenida, asi como en desarrollar y validar métodos mejorados que permitan garantizar la
evaluacion de manera mas eficiente y confiable de la salud de los cultivos. Si se realiza lo
recomendado no solo se podr4 obtener una mejor gestién de productividad en los cultivos,
sino que también como complemento se estard promoviendo una agricultura mas sostenible
y resiliente frente los desafios ambientales y econdmicos que se presentan en el campo de
la produccion.

La diferencia en la longitud de onda de las bandas espectrales y su combinacion; a
pesar de que no hubo diferencias significativas en la mayoria de los casos, se pudo evidenciar
la diferencia en la sensibilidad al usar una u otra banda, sin embargo, si se pretende evaluar
cultivos de coliflor, el NDVI es una herramienta que permitira discernir el cambio en la
estructura foliar por la variacién de la clorofila, ademas, si no se cuenta con la banda del
espectro visible rojo, la banda del espectro visible verde, resulta una buena alternativa para
el andlisis del cultivo, por otra parte, si se necesita realizar un estudio a mayor detalle del
comportamiento a nivel de hoja, el uso de la banda del borde rojo en combinacién del rojo

cercano, puede ser una alternativa para monitorear los cultivos.
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Anexos

Anexo A. Siembra de plantulas y colocacion en bloques completamente al azar.

Anexo B. Informacion de aplicacion empleada para el célculo la concentracion de la solucion.

< Informacion de la aplicacion

o

HemocytometerSidekick
Version 4.2.3

Abrir Forzar la detencion  Eliminar

Administrar notificaciones
Permitir

Uso de bateria

Consumo de datos
0B

Uso del almacenamiento

31.3MB

Abrir por omisién

ecido opciones predeterminadas

ADIIAAPINMES CIM TICAD

Anexo C: Numero de esporas contabilizadas colocados en la aplicacion Hemocitdbmetro
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Neubauer mejorado

104

Muestra 2 Alternaria spp

Factor de dilucién 1

Profundidad de cdmara 100 pm

1.95x105 células/mL

Guardar Revertir

Anexo D: Inoculacion de plantas de brocoli con Alternaria spp.
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Anexo E: Fundas de polietileno cubriendo las plantas inoculadas.

bAR, A

Anexo F. Preparacién del area de fotografia.
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Anexo G. Ajuste de la cAmara multiespectral.
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Anexo I: Ingreso de los cédigos en el programa RStudio para la segmentacion de imagenes

para el calculo del porcentaje de severidad

g Profile Tools Help

+ Addins ~ 3 Project: (None) -

corte R 2 imp_imags2 R 2 untitie 2 Ana_img_PlimanR nvironr v
M = @ SourceonSave Bre @ 1+ & ESouce -

iyt €U 1~ ) e J Files Plots Packages Help Viewer Presentation

im im
’ﬂ:‘:ﬁ;:g i:;;?: - © z0om Weport - W € pubiish - C

imagen<-image_import (

saludable<-pick_palette(imagen)
sintomatica<-pick_palette(imagen)|

fondo<-pick_palette(imagen)

image_combine(imagen, saludable, sintomatica, fondo, ncol = 4)

sev<- measure_disease(img = imagen,
img_healthy = sana,
img_symptoms = enfer,
img_background = fondo)

imagen<-image_import ( , plot = 7T)

sana<-image_import(

enfer<-image_import ( b)
fondo<-image_import ( )
image_combine(imagen, sana, enfer, fondo, ncol = 4)

sev<- measure_disease(img = img_resol,

img_healthy = sana,
img_symptoms = enfer,
img_background = fondo,
show_contour =
show_original
col_lesions d,
show_feature:
show_segmentation = T)

sev_corregida<-get_measures(sev, dpi = 72)

11634 W FITOPATOMETRIA

Console

Anexo J. Muestra de Alternaria tomada en campo para verificacién de su ataque a las UE.

Nancy Rocio Gualan Gualan — Juan Carlos Sanchez Llanos



