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RESUMEN

El andlisis de crecimiento vegetal se realiza generalmente en funciéon de la
estimacion de la produccion fotosintética. Los valores primarios en que se basa
son usualmente, tanto el peso seco de plantas completas y/o de sus partes (tallos,
hojas, boténes, etc.) como las dimensiones del aparato asimilatorio (area foliar,
area del tallo, contenido de clorofila, etc.).

Las hojas son los productores fotosintéticos mas importantes, y el hecho de que
una planta cuente con mas superficie para captar la luz podria traducirse en una
mayor capacidad de producir compuestos de carbono y por lo tanto esa planta
tendria mas posibilidades de crecer mejor, sobre todo si las condiciones del medio
no son limitantes.

El area foliar de un cultivo, permite establecer relaciones con la pérdida de agua
por transpiracién, acumulacion de materia seca, el metabolismo vegetal, la
capacidad fotosintética potencial, la madurez y calidad del producto cosechado,
ademas se aplica en la determinacion de dafios causados por patégenos o plagas
de distintos tipos en los cultivos. La supefficie foliar raramente es plana del todo, y
dado que la mayoria de las técnicas para medirla son planimétricas, las hojas
tienen que ser aplanadas antes de ser medidas, podemos encontrar infinidad de
formas y tamanos, lo cual no permite que se pueda estandarizar una ecuacion o
método para todas las plantas.

En cultivo de tejidos con frecuencia se requiere analizar el crecimiento vegetal en
base a la medicién del area foliar en las plantulas producidas, que frecuentemente
son de tamafios muy variables, desde las muy pequefias a grandes; determinacion
que resulta dificil o cara, por los métodos instrumentales.

En este trabajo se propone un modelo matematico y el uso de un sistema
analizador de imagenes digitalizadas (PAID), para la medicion del area foliar de
hojas de violetas africanas (Sainfpaulia ionantha L), provenientes de cultivo de
tejidos, comparandolos con los métodos mas cominmente usados (gravimétrico,
matematico e instrumental (integrador de area foliar)).

Se trabajaron 3 grupos de hojas de diferente origen (in vitro, de trasplante y
plantas madre), y distintos tamanos (Chicas, medianas y grandes), obteniéndose
como resultado que el uso del PAID es el mas ventajoso, de los métodos
utilizados, por su precision, rapidez y su bajo costo. Sus coeficientes de
determinacion para cada muestra resultaron ser los mas altos, para las hojas
grandes r? = 0.9774, en la hojas medianas fue r* = 0.9976 y para las hojas chicas
se obtuvo un r? = 0.8523. Se encontré una diferencia significativa fuerte (0.01),
para las hojas pequenas.



INTRODUCCION

El analisis de crecimiento vegetal se ha realizado durante afos, a tal grado que se
ha establecido como un método standar de estimacion de la producciéon
fotosintética. No obstante el gran avance en la materia se siguen desarrollando
nuevas técnicas, especialmente matematicas, métodos indirectos, para estimar los
valores primarios en que se basa el andlisis de crecimiento y de la estructura del
dosel, (Bidwell, 1987; Chavez,1997 y Reséndiz et al., 1987).

Los valores primarios en que se basa el andlisis de crecimiento son usualmente
tanto el peso seco de plantas completas y/o de sus partes (tallos, hojas,
boténes,etc.) como las dimensiones del aparato asimilatorio ( area foliar, area del
tallo, contenido de clorofila, etc., Reséndiz et al., 1987).

Estos indices y su interpretacién son el nicleo del analisis de crecimiento, que
también se utiliza para investigar fenémenos ecolégicos, tales como la sucesion
de especies en varios habitats, la competencia como es el caso de la Portulaca
oleracea L., que es una planta dafina encontrada en el Brasil infestando
practicamente todos los tipos de cultivo y provocando pérdidas a los agricultores
(Pedriho et al., 2000); o por tener un mejor lugar en el dosel para una mayor
captacién de luz, asi como también las diferencias genéticas que se pueden
presentar en una misma especie que provocan variaciones en las caracteristicas
fenotipicas como podrian ser el tamafo y la forma de la hoja, esto se ha
observado en algunas clonas de Xanthosoma sagittifolium (L) O. Schott (Simén y
Trujillo, 1990), asi como en su capacidad de produccion, y efectos de tratamientos
con productos agricolas sobre el crecimiento del cultivo.

Algunos factores internos que también afectan las caracteristicas del crecimiento
estan usualmente relacionadas con los procesos fisiologicos basicos como la
respiracion, la fotosintesis y el transporte de asimilados, metabolitos de nitrégeno,
procesos morfogenéticos, deficiencia de fésforo etc. (Bidwell, 1987; Blanco, 1998;
Bunce, 1989; Escalante, 1999 y Reséndiz, 1987).

Entre otros factores también podemos mencionar las diferentes condiciones en
que se encuentre el cultivo, por ejemplo en el caso de presentar alguna patologia
que afecte directamente el desarrollo foliar como es el caso de algunas
enfermedades de las que afectan los cultivos de fresa, que son causadas por
hongos y provocan serias reducciones en la produccion y los dafos causados van
de la muerte prematura de la hoja, lo cual lleva a una reduccién en la calidad del
fruto y en algunos casos a la muerte de la planta.

Estas enfermedades se detectan como manchas en las hojas y al igual que en el
tizdn tardio del tomate la severidad de la infeccion se determina por el area foliar
danada (Funt, 1997 y Pérez, 2000), otro caso es la infestaciéon por larvas que
consumen las hojas de las plantas de soja (Pereyra, 1997). Tambien el
establecimiento de cultivos in vitro con diversos fines de estudio en los cuales se
sabe que sus hojas son mucho mas pequefas que las cultivadas en el campo,



cuya area foliar en algunos casos llega a ser hasta 83 veces menos que las
cultivadas en invernadero debido a la reduccion en la division celular y el
decrecimiento individual de las células que puede llegar al 40 % de su talla normal,
la medicion del area foliar resulta problematica y esto se complica ain mas debido
a el rapido deterioro de dichas hojas, (Vinterhalter 2001); aunque resulte dificil de
evaluar debido al tamano de las hojas la evaluacion del area foliar es de suma
importancia y se requiere de métodos confiables y accesibles que permitan su
calculo.

AREA FOLIAR

Las hojas son los productores fotosintéticos mas importantes, y el hecho de que
una planta cuente con mas superficie para captar la luz podria traducirse en una
mayor capacidad de producir compuestos de carbono y por lo tanto esa planta
tendria mas posibilidades de crecer mejor, sobre todo si las condiciones del medio
no son limitantes.

El area foliar (AF) de un cultivo permite establecer relaciones con la pérdida de
agua por transpiracién, acumulacion de materia seca, el metabolismo vegetal, la
capacidad fotosintética potencial, la madurez y calidad del producto cosechado |,
ademas es aplicada en la determinacién de dafnos causados por patdogenos o
plagas de distintos tipos en los cultivos como se menciond anteriormente
(Escalante, 1999).

El area de las hojas es una medida que ayuda a determinar la inversion de la
planta por su relacién directa con la fotosintesis, ya que para una irradiancia
ambiental dada, la cantidad de luz interceptada es directamente proporcional al
area foliar de la planta, (Custom, 1981; Bunce, 1989).

El area foliar debera medirse tan pronto como sea posible después del muestreo
en caso de que este sea destructivo, debido a la deshidratacion y maitrato que las
hojas sufren a la hora del manejo para obtener las evaluaciones (Padilla et
al.,1897).

La superficie foliar raramente es plana del todo. y dado que la mayoria de las
técnicas para medirla son planimétricas, las hojas tienen que ser aplanadas antes
de ser medidas, podemos encontrar infinidad de formas y tamarios, lo cual no
permite que se pueda estandarizar una ecuacion o método para todas las plantas,
haciendo necesaria una evaluacion especifica segln las necesidades del estudio
a realizar (Reséndiz, 1987).
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METODOS DE ESTIMACION DE AREA FOLIAR

Diversos principios han sido aplicados para la determinacion del area foliar y se
han desarrollado una gran variedad de métodos. El escoger un método para una
investigacion dependera del proposito principal de la medida, es decir, se debera
considerar, si debe ser destructivo o no, la precision requerida, el tamano de la
muestra, la morfologia de la hoja y el equipo técnico disponible, ademas de la
cantidad de trabajo y el tiempo disponible. A continuacién se describen los
métodos mas utilizados:

1) Delineacion sobre papel grafico: la hoja es delineada sobre papel grafico y el
area se obtiene contando los cuadros dentro del contorno (Goodall 1947; Winter
et al., 1956). Para estudios de campo se modifica el método utilizando una pieza
de acrilico transparente cuadriculado (cuadros de 1 cm?), se coloca la hoja sobre
el acrilico y se cuentan los cuadros bloqueados. La precision de este método
depende de la forma de la hoja y la experiencia del usuario, pero para hojas muy
divididas o compuestas es poco practico (Chavez, 1997; Reséndiz. 1987).

2) Método gravimétrico: el contorno de la hoja es trazado sobre papel con un peso
uniforme con respecto al area o se puede tomar una fotocopia. La forma de la hoja
se recorta y se pesa. El area foliar se calcula a partir de la relacion del peso del
area problema, contra el peso de un area conocida mediante una curva de
calibracion de area (Rock y Bolas, 1956). Es un método muy tardado y tedioso
sobre todo si el tamafio de las muestras es grande, ademas de la forma y el
tamafio de las hojas de las especies que se deseen trabajar, ya que si las hojas
son compuestas o multilobuladas la precisién puede verse seriamente afectada
por los errores a la hora de recortar, (Chavez, 1997; Reséndiz. 1987).

3) El método sugerido por Mérida (1987), que consiste en representar sobre la
lamina foliar una o variar figuras geométricas, luego de calcular el area de cada
una de ellas se suman para obtener el area total de la hoja.

4) Intercepcion de luz: mide el area foliar directamente. Los instrumentos
empleados son llamados “planimetro fotoeléctrico”. Se basa en la cantidad de luz
que recibe una fotocelda que a su vez produce una corriente constante, si se
interfiere el paso de la luz se produce una variacion que sera proporcional al area
que obstruye el paso de la luz, el detector es usualmente una célula fotovoltaica
cuya corriente de salida puede ser medida directamente y luego transformada a
unidades de area (Chavez, 1997; Reséndiz. 1987), este puede ser un método
rapido pero también debe tomarse en cuenta si las hojas son muy delgadas no
serian medidas con precision; es adecuado para medir hojas y arreglos de hojas
relativamente grandes, tiene una precision de 97.4 %, aunque es complicado
técnicamente por la conversion que se debe realizar de milivolts a cm?, ademas de
no ser adecuado para medir hojas muy pequenas y/o muy delgadas que permitan
el paso de la luz que afecte la lectura. Su costo aproximado es de 431.77 USD y
es necesario calibrarlo constantemente (Chavez, 1997).



5) Relacion entre las medidas lineales y el area foliar: este método permite medir
las hojas sin destruir la planta. Las medidas de las hojas usadas con mayor
frecuencia y relacionadas con el area foliar (AF), son el largo de la hoja (L) y el
ancho (B), ya sea el ancho maximo o el de una fraccién especifica de la hoja. La
formula general de relacion es:

A=b.L.B

Se ha encontrado satisfactoria para algunas especies como brocoli  (Brassica
oleracea L. Var. Italica Plenkl.) y tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), donde
a=0 y b es el coeficiente de regresion, el cual se obtiene mediante la regresion
lineal y tiene que ser revisado continuamente de manera especial cuando hay
cambios en la forma de la hoja con respecto a la posicion en la planta y la edad de
esta, ya que entre mas madura es una hoja aumenta la distancia entre ella y el
apice de la rama o tallo donde se localiza ademas de incrementar su tamano
hasta llegar a su talla adulta. (Astegiano et al., 1999; Stoppani y Francescangeli,
2000; Reséndiz, 1987).

6) Integrador de imagen de area foliar (Delta T): el sistema puede medir el area de
todas las formas y tamanos de las hojas ademas de medir el area enferma de una
hoja siempre y cuando se ofrezca un buen contraste con el resto de la hoja,
funciona iluminando los objetos en contraste con su fondo, un dispositivo
integrador de areas, suma los periodos durante los cuales linea por linea de una
camara de video explora transversalmente el objeto. Se usan objetos de area
conocida para su calibracién, tiene una precision de 98.1% y un costo aproximado
de 1,300.00 USD. (Chavez, 1997; Reséndiz, 1987).

7) Integrador de area foliar (LI-COR 3000A): al igual que el anterior este sistema
puede medir todas las formas y algunos tamarnios que no excedan el area con los
sensores. Usa un método electrénico que simula una hoja cuadriculada. La
cabeza de escaneo tiene una linea de 128 diodos emisores de luz (LEDs),
espaciados 1 mm para examinar metédicamente cada una de las 128 celdas a
través del ancho de la hoja, asi como detectores de luz para cada una. Una
caracteristica superior del escaneo es el uso de un solo LED para cada celda. El
bloqueo de la luz por causa de el area de la hoja en cada celda es igual a 1 mm? y
es acumulada hasta obtener el area foliar total en cm? . la hoja pasa a través de
estas lineas en unas bandas transparentes que la aplanan, También se utilizan
objetos de area conocida para su calibracién, su precision es de 98.0% y su costo
aproximado es de 1,315.00 USD (LI-COR,Inc., 1888).

8) Win/Mac FOLIA, es un sofisticado sistema medidor de area foliar por medio de
imagenes digitalizadas que utiliza niveles de gris o aplicacion de color. Es eficiente
y facil de usar con pocos clicks del ratén, es util en la medicion del area foliar,
muestra la morfologia de la hoja, analisis de enfermedades y danos causados por
insectos, ademas de ser portatil . El costo va de 750.00 USD el basico y el Pro de



3,000.00 USD, mas el costo de los accesorios necesarios como el escaner y la
camara que es compatible con Windows 95, 98 y 2000.

ANTECEDENTES

Se han realizado varios trabajos para determinar el area foliar y la precision de
los’ métodos antes mencionados comparando unos con otros e implementando
algunas nuevas tecnologias que pudieran ser de utilidad en la medicion del area
foliar.

Chavez (1997), realizé la fabricacion de un prototipo de planimetro fotoeléctrico a
bajo costo y lo compara con un integrador de area foliar (Delta T), y con el método
gravimétrico que presenta una precision del 97.9 % no encontrando una diferencia
estadisticamente significativa entre estos métodos y el prototipo, que presentd una
precision del 97.4% , aunque reporta un aumento en el error en mediciones de
hojas muy pequefas y/o muy delgadas ademas de ser necesaria la calibracién
constante y la conversion de las lecturas de milivolts a cm?, sin embargo el costo
de este sistema si se desea construir ya que no se encuentra en el mercado tiene
un costo aproximado de 437 USD.

Chirinos et al., (1996), proponen modelos matematicos para estimar el area foliar
del melén hibrido “Durango” , con base en las medidas del largo (L) y el ancho (A)
de la hoja, se utilizaron 40 hojas para cada una de las diferentes edades (Jovenes,
maduras y senescentes).

Las medidas fueron correlacionadas y se obtuvieron las ecuaciones de regresion:
lineal simple (AF en funcion del L, de A y del producto de LxA), lineal mi]!tizple (AF
en funcién del L con A), Las cuadraticas (AF en funcion del A%, del A con A?, del L?
y del L con L?) y las funciones de regresion gama (AF con L y AF con A).
Encontrando que todas las ecuaciones permiten el calculo adecuado del area
foliar aunque se obtuvo un coeficiente de determinacion mas alto R?=098 vy
un coeficiente de variaciéon de CV = 2.02 con la expresion logaritmica de la
funcion de regresion gamma cuya ecuacion es AF =-0.863 -0.03 A + 2.349 Ln A
y los directamente calculados con la ecuacién cuadratica AF = 21.58+4.202 A +
0.507 A? cuyo coeficiente determinacion fue de R?=0.973y CV = 9.26 % y AF =
2.366 +0.676 A%, donde RZ=0.972y CV = 9.5 % tomando en ambos casos

como base el ancho de la hoja.

De esta forma se demuestra asi la posibilidad de estimar el area foliar de manera
confiable sin destruir las plantas que aun cuando son métodos muy baratos tienen
una precision cuestionable debido a que de requieren ajustes constantes en los
coeficientes para las diferentes tamarnios de la hoja de la planta y sus condiciones
de cultivo, ya que pueden existir variaciones. .



Beverly y van lesrel, (1998), proponen la calibracién de un sistema de analisis de
imagen de video para la evaluaciéon de area foliar y largo del tallo, como un
método no destructivo y accesible econémicamente (1,500.00 USD). el sistema
comprende una video camara Sony High 8 mm, un video casette Sony High 8mm
(VCR), un monitor de video y una tarjeta para capturar imagenes en computadora
ademas del programa Mocha, para el analisis de imagenes de video (Jandel
Scientific) instalado en una computadora.

En el caso del tallo las mediciones resultaron ser buenas con un coeficiente de
correlacion de R = 0.96 en relacion con los obtenidos con la regla, para el area
foliar y areas conocidas, los valores tuvieron un coeficiente de variacion del 18 %,
aun que la correlaciéon con el integrador de area foliar LI-COR 3100 es de R =
0.98, esta variacion puede deberse a una sobre estimacién debida a un error en el
control de brillo o el contraste con el fondo, ya que el programa que analiza las
imagenes trabaja con tonos de grises y esto puede causar problemas a la hora de
la evaluacion ademas se presenta también el problema de los puntos de
calibracion que pueden ser 2 horizontales y/o verticales se pueden agregar 3
puntos de calibracion diagonal que aumentan la precision al disminuir la
subestimacion o sobrestimacion del area. También debe considerarse a la hora de
grabar las imagenes que las condiciones de luz sean constates.

No se encontré una diferencia estadisticamente significativa con el integrador de
area foliar LI-COR 3100, pero se menciona que los resultados no son claros
debido a errores sistematicos al momento de analizar la imagen obtenida del video
y analizada con el programa Mocha, también se reportan problemas de
imprecisiones al momento de grabar las imagenes en un fondo negro por el
contraste con la muestra. Se sugiere una mejor calibracion del método. ademas de
controlar la luz a la hora de grabar las muestras para disminuir el error debido al
brillo.

Astegiano et al., (1999), proponen la utilizacién de una ecuacion alométrica entre
las dimensiones lineales y de superficie que permitan la estimacion rapida del area
foliar en plantas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill) de cultivares antiguos
y modernos, encontrandose que es necesario para tener una mayor precision
considerar los cultivares por separado asi como el tamano de las hojas. La funcion
general que resultod ser aceptable para todos los cultivares fue AF = 0.34 (LxA),
donde a = 0 ademas de ser necesario ajustar la funcion lineal adecuada para
cada cultivo segun las necesidades del estudio a realizar en cuanto a precision.

Pedriho et al., (2000), proponen la estimacion del area foliar de Portulaca Oleracea
L. para el estudio y control de estas plantas dafinas utilizando las medidas
lineales (largo L, ancho A 'y LxA) y correlaciones para encontrar las ecuaciones
que permitan su calculo en forma precisa. Se encontrd que la medida lineal con la
cual se obtuvo la ecuacion mas precisa fue la que utiliza L x A cuya ecuacion es
AF = 0.6831(L x A), considerando el coeficiente a = 0.



Escalante (1999), determind la relacion que existe entre el area foliar, senescencia
y rendimiento del girasol, cultivado en humedad residual, asi como la influencia del
nitrogeno en el tamaro y duracion de las hojas ademas producciéon de biomasa y
el rendimiento de la semilla y aceite, encontrandose que fue mas alta en las
plantas con fertilizacion nitrogenada desde las primeras etapas de desarrollo, ya
que el aumento en el tamano y duracion de la hoja hasta después de la floracion
tiene por consecuencia aumento en la produccion, esto muestra un coeficiente de
correlacion de ? = 0.98 . La medicion del area foliar se realizo con un IAF Licor
3000 (Li-cor, Inc. Lincoln, NE.).

Stoppani y Francescangeli (2000), determinaron un método funcional para estimar
el area foliar de brocoli (Brassica oleracea L. Var. ltalica Plenk), mediante la
obtencién de una ecuacién a partir de medidas lineales en el campo de cultivo
mediante regresiones. En este trabajo se tomaron las medidas del largo de la hoja
(L), el ancho a la mitad del largo (AML) y el ancho maximo (AMAX).
Encontrandose que la ecuacion AF = 0.63 (LAMAX), fue la mas precisa al obtener
un coeficiente de determinacion R? = 98.82 %, en caso de que se deseara tomar
una sola medicion la ecuacion adecuada seria AF = 1.345 (AMAX?), cuyo
coeficiente de determinacion es R? = 96.15 % .

Padilla et al., (1997), determinaron el area foliar de 5 cultivares de café Coffea
arabica, mediante modelos de regresién utilizando medidas lineales como el
largo (L), el ancho (A) y se compararon con las areas obtenidas con un planimetro
en el cual se utilizaron fotocopias de las hojas, ya que sus bordes obstaculizan su
recorrido y pierden turgencia después de cortadas .

Se realizaron andlisis de correlacion del planimetro con L, con A, con L+A y con L
x A, evaluando asi 3 modelos de regresion: lineal, cuadratica y cubica. Los
coeficientes de correlacién mas altos fueron : 0.96, 0.93, 0.90, 0.97 y 0.95, para
los cultivares Catuai, Icatd, T-5296, Lempira e IHCAFE-90 respectivamente,
concluyendo asi que el modelo lineal fue el que mejor estimo el area y tiene una
alta correlacion con el planimetro.

Simon vy trujillo (1990), realizaron la determinacion de area foliar en 5§ clonas de
ocumo (Xanthosoma sagittifolium L), utilizando mediciones lineales como son el
largo (L), el ancho central (Ac) y el ancho basal (Ab). Se obtuvieron 3 ecuaciones
de regresion: 1) L x Ac, 2) L x Ab y 3) L x Ab /2. Se utilizdé un integrador de area
foliar Licor modelo Li-3000, las hojas se seccionaron ya que son demasiado
grandes para el lector del instrumento. Se obtuvo como resultado que la ecuacion
obtenida mediante el parametro L x Ac es la mas consistente con un valor de R*=
0.94 y una la ecuacion AF = 1.16 (L x Ac).

Korva y Forbes (1996), propusieron un método simple y de bajo costo para medir
el area foliar de papa Solanum tuberosum L. ssp andigena, el cual consiste en la
aplicacion de un spray de agua sobre una hoja de carton plastificada de area
conocida (SA), donde se coloca la hoja y se obtienen los datos para aplicar la
formula:



LA= (b-a-c)xSA
b-a

Donde a = al peso de la hoja de cartén plastificada con las hojas. b = peso de la
hoja plastificada con las hojas mas el spray, ¢ = peso de la hoja plastificada con el
spray después de remover las hojas. Este método fue comparado con el
integrador de area foliar Licor Li-3000. Se encontré un coeficiente de variacion
de 0.66 %, con los datos transformados a logaritmos se produce una distribucion
normal y su correlacién es de r = 0.976.

Aungque también se encontraron factores que afectan la precision del método
antes descrito, son: 1) Carencia de uniformidad a la hora de la aplicacion del
spray, 2) La evaporacion del agua que ocurre durante la obtenciéon de los pesos,
3) La precision de la balanza y 4) La precision a la hora de tomar los datos.

Tsuda (1999), determind los errores en la medicién del area foliar con un medidor
automatico de clorofila en hojas de cereales, la relacion del area determinada
usando el especimen fresco, el cual se fotocopié, fue referido como F/P. Las areas
se determinaron con un medidor de area automatico (AAM-8, Hayashi Denko,
Co., Japan.). Dichas areas subestimaron las areas del espécimen fresco. Se
midioé también el contenido de clorofila con un SPAD 502 (medidor de clorofila),
Minolta Camera Co., Japan, para relacionarla con el area foliar, el coeficiente de
determinacién de las areas para F/Py el SPAD van de 0.4 a 0.5, dependiendo
del especimen. Esto puede deberse a que el SPAD muestra valores pequefios en
las areas amarillentas con bajo contenido de clorofila lo cual afecta la lecturay a
su vez el calculo del area.

Vinterhalter et al., (2001), probé el efecto de la irradiancia, aztcares y nitrégeno en
el tamario de la hoja de Ceratonia siligua L., en cultivo in vitro, encontrando que
la disminuciéon de la irradiancia provoca el desarrollo de brotes etiolados. en
cambio un aumento provoca un area foliar mayor.

El efecto de una alta concentracion de sacarosa estimula el desarrollo de la lamina
foliar y una baja concentracion provoca hojas pequefas, a menudo dificiles de
evaluar. En el caso de las sales de nitrogeno (KNO; y NH4NO3), se observa que
un decremento en la concentracion resulta en una disminucion del area foliar.

La determinacion del area se realizé colocando las hojas en un plato de vidrio
humedecidas con glicerol y cubiertas con una hoja transparente para ser
fotocopiadas (Copiadora Canon NP 3825, Canon , Tokio, Japan.). Las fotocopias
fueron escaneadas en un escaner HP 4C (Hewlett-Packard, Palo-Alto, USA)), y
analizadas usando el programa UTHSCSA Image Tools (Universidad de Texas,
Centro de Ciencias de la Salud, San Antonio, USA.), sin mencionar detalles de
calibracion o uso.



JUSTIFICACION

Algunos de los métodos mencionados resultan excesivamente laboriosos y poco
precisos en los casos de hojas muy pequefias como las obtenidas de un cultivo in
vitro o dificiles de utilizar con hojas muy grandes y multilobuladas o compuestas.
Por otra parte los aparatos confiables disefiados para este fin son sumamente
costosos y por lo tanto dificiles de utilizar en la practica docente, por este motivo el
presente trabajo propuso utilizar imagenes digitalizadas mediante un escaner y
procesadas en un programa analizador de imagenes en computadora, “Image
Tool" for Windows, version 2 desarrollado por D.Wilcox, B.Dove, D. Mc David y D.
Greer 1996, en la Universidad de Texas, Centro de Ciencias de la Salud, San
Antonio Texas. De distribucion gratuita, u otro analizador de imagenes disponible
gratuitamente en Internet que permita realizar el calculo del area foliar de manera
rapida y confiable para la practica docente y los centros de investigacion con un
costo minimo.

OBJETIVOS

GENERAL:

1) Calibrar un método de medicion del area foliar mediante la utilizacién de un
escaner y un programa analizador de imagenes digitalizadas en computadora
(P.A.LD).

PARTICULARES:

2) Comparar la precision de las mediciones obtenidas con el PAID y el integrador
de area foliar (Li- Cor Modelo LI - 3000 A, portable area meter ).

3) Generar un modelo matematico a partir de las medidas lineales del largo (L) y
ancho (A), para la determinacion de area foliar de 3 diferentes tamarfios de hojas
de violeta africana de diferentes fuentes: Plantas madre, plantas trasplantadas de
cultivo in vitro y plantulas in vitro.

4) Comparar la precision de las mediciones obtenidas con el Integrador de Area
Foliar con el modelo matematico seleccionado para cada tamafo de hojas y el
meétodo gravimetrico.



MATERIALES Y METODOS

1)SELECCION DE LA ESPECIE

Se seleccioné a la violeta africana (Saintpaulia ionantha L), por presentar
diferentes tamanos de hojas y bordes que van de lisos a ondulados, de estas se
utilizaron hojas de plantulas de obtenidas in vitro, plantulas trasladadas a suelo y
plantas madre, gentilmente donadas por la Biol. Claudia Medina Quiroz del mismo
laboratorio, trabajando por tanto con diferentes tamanos y formas de hojas (chicas,
medianas y grandes).

Se manejaron 3 tipos de muestras con 35 repeticiones cada una de ellas. Una
primer muestra fue la de hojas grandes obtenidas de plantas madre, otra la de
hojas medianas obtenidas de plantulas trasplantadas de cultivo in vitro y una
tercera, la de hojas chicas obtenidas de plantulas crecidas in vitro,. se procedio
con la metodologia sefalada en la figura 2, la figura 1 muestra las imagenes de las
hojas de los distintos tamanos que se trabajaron.

2) MODELO MATEMATICO

Para la seleccion del modelo matematico se tomaron las medidas lineales de cada
una de las repeticiones considerandose el largo (L) y el ancho (A) en cada una de
las muestras. Una vez tomadas estas medidas se obtuvo el producto del largo por
el ancho (L x A), obteniéndose después una ecuacion de regresion lineal con la
cual se calcul6 el area de cada hoja.

También se obtuvieron los cuadrados del largo y del ancho, con los cuales
también se realizé una regresion lineal, asi como el logaritmo natural de cada uno,
realizandose después las regresiones lineales mdltiple del largo con el ancho, del
largo con el largo al cuadrado, del ancho con el ancho al cuadrado, del largo con
el logaritmo natural del largo y del ancho con el logaritmo natural del ancho.
Posteriormente se realizaron los calculos de las areas con las ecuaciones
obtenidas con cada uno de los modelos matematicos (cuadro 1).

En todas las regresiones realizadas se consideré como variable independiente a
las mediciones hechas con el Integrador de Area Foliar (Licor — 3000 Lambda,
Lincon, Nebraska, USA), para las mismas repeticiones. Las areas calculadas con
los modelos seleccionados para cada muestra se compararon con las estimadas
con el IAF, el calculo de dichas las areas se realizd con las ecuaciones de los
modelos matematicos seleccionados que se muestran en el cuadro 2.



TIPO MODELO MEDIDA HOJAS HOJAS HOJAS
MATEMATICO LINEAL GRANDES | MEDIANAS | CHICAS
R LINEAL SIMPLE [ LARGO (L) 0.92062531 0.91740220 | 0.78791515

ANCHO (A) 0.95020427 0.96143563 | 0.89422285

LxA 0.9852800 0.97313886 | 0.91862781

R LINEAL Lcon A 0.98634895 0.96340501 | 0.89588328
MULTIPLE

R CUADRATICA |L2 0.92044306 0.94906204 | 0.81643258

INCOMPLETA | A2 0.94889344 0.97521516 | 0.49918880

R CUADRATICA |L con L2 0.92135658 0.95975452 | 0.81833883

COMPLETA A con A2 0.95039022 0.97560531 | 0.89657849

R GAMMA LeoninL 0.92143626 0.96649444 | 0.80695005

LOGARITMICA |[Aconin A 0.95037788 0.97744987 | 0.92244149

Cuadro 1.- Modelos matemdticos probados para cada una de las muestras, asi como los coeficientes de correlacion
obtenidos de la comparacion de las diferentes medidas lineales y las areas estimadas con el Integrador de Area Foliar
(IAF). Los coeficientes de correlacién mas altos fueron los seleccionados y cada modelo matematico fue posteriormente
empleado para el cdiculo de las dreas de cada una de las muestras.

TIPO DE MODELO ECUACION TAMANO | COEFICIENTE
MATEMATICO DE HOJA DE
SELECIONADO CORRELACION

LINEAL MULTIPLE L CON | AF=21.3777+3.4244(L)+4.8158(A) GRANDE 0.9863
A
REGRESION GAMMA | AF=-4.6553+6.3655(A)+-5.8401(InA) | MEDIANA 0.9774
LOGARITMICA DE A CON
In A
REGRESION GAMMA AF=-0.3438+1.0423(A)+-.1216(InA) CHICAS 0.9224
LOGARITMICA DE A CON
In A

Cuadro 2 - Ecuaciones obtenidas con el modelo seleccionado para cada una de las muestras y sus coeficientes de
correlacién..



3)INTEGRADOR DE AREA FOLIAR (IAF)

Se tomaron las mediciones del area foliar con el IAF de cada una de las hojas de
cada una de las muestras, dichas mediciones se utilizaron para compararlas con
cada uno de los métodos que se evallan en este trabajo. Se calibré el integrador
con una curva patron de areas conocidas elaborada con cartoncillo negro cuyas
areas fueron de 0.25 a 49 cm? ya que por el tamario no fue posible medir areas

mayores.

LI-COR 3000A ks

4)METODO GRAVIMETRICO

Se sacaron copias fotostaticas de las hojas en una fotocopiadora Minolta DIALTA
Di 125. se recortaron y se pesaron en una balanza analitica Sauter Mod. D-7470.
August Sauter Ebingen 1 (west-Germany) con una precisién de 0.0001 g. Una vez
obtenidos los pesos de las muestras y de una curva patron hecha con el mismo
papel utilizado para las fotocopias con areas conocidas, se realizé una regresion
lineal para obtener la ecuacion que nos permitié el calculo de las areas de cada
una de las hojas para posteriormente ser comparadas con las estimadas con el

IAF.

5)PROGRAMA ANALIZADOR DE IMAGENES DIGITALIZADAS (PAID)

Las hojas de violeta (chicas, medianas y grandes), fueron fotocopiadas con un
objeto de area o longitud conocida (utilizado para la calibracion del programa),
posteriormente se escanearon las imagenes fotocopiadas (Hewlett Packard Scan
Jet 4200 C, con una resolucién optica de 600 dpi y una interfaz USB de 216 x 297
mm y una plataforma base Windows 95.), en una computadora Hewlett Packard
Vectra VE pentium Il con 64 mb de memoria RAM y 4 Gigabites de memoria en
disco duro en la cual se instalé el programa * Image Tool * para Windows,



version 2 desarrollado por D. Wilcox, B.Dove, D. Mc David y D. Greer 1996, en la
Universidad de Texas, Centro de Ciencias de la Salud, San Antonio Texas de
distribucion gratuita en internet. htp:/ddsdx.uthscsa.edudie/ El programa se maneja de
la siguiente manera:

a)se selecciona el programa IT ( IMAGE TOOLS ).

b)seleccionar File.*

c)seleccionar Acquire.*

d)seleccionar Select source.*

e)seleccionar Select scaner.*

f)seleccionar File.*

g)seleccionar Acquire.*

h)seleccionar TWAIN se procede al escaneo de las imagenes en fotocopia con el
objeto de area conocida, se obtiene como fotografia blanco y negro al 50 %.*
g)seleccionar Settings.*

i)seleccionar Calibration. Se traza la linea de calibracién sobre el objeto de area
conocida, entre mas precisa sea esta calibraciéon mas precisa sera la estimacion
del area, se deben especificar las unidades que se desean emplear y se sustituye
el nimero de pixeles por el valor del objeto de dimensidn conocida.*

j)seleccionar Andlisis.*

k)seleccionar Objet analisis.*

l)seleccionar Find Objects.*

m)seleccionar Manual. Se contrastan los objetos para delimitarlos, y asi disminuir
el nimero de posibles objetos que pudieran aparecer. Una vez obtenido el mejor
contraste se eligen los objetos de interés y se anotan sus numeros.*
n)seleccionar Analisis.*

o)seleccionar Objects analisis.*

p)seleccionar Analize.*

q)restaurar los Resultados, Ver que tan precisa es la medicion del objeto de
dimensién conocida para realizar una nueva calibracién de ser necesario. Se
eliminan los datos no deseados y se guardan primero las imagenes como archivos
de imagen tif y después los resultados.*

NOTA: En caso de que alguno de los objetos requeridos no aparezca numerado,
se selecciona Setting. *, selecciona Find objects.*, seleciona Include objects at
etge of image.*

* Hacer clic.

Una vez obtenidas las areas con el PAID se compar6 su precision con las area
estimadas con el IAF. El PAID (Programa Analizador de Imagenes Digitalizadas)
se calibra con la misma curva patrén empleada en el IAF.



6)COMPARACION DE RESULTADOS DE LOS DIFERENTES METODOS.

Para la comparacion de los datos obtenidos con los diferentes métodos probados
se realizaron regresiones lineales, se obtuvieron las graficas de dispersién vy el
coeficiente de correlacién asi como la ecuacion de regresion y coeficiente de
determinacion, para esto se utilizé el programa Sigma Plot (Scientific Graph
Sistem) 1986-1993 de Jandel Scientific. También se realizaron analisis de
varianza (ANOVAS), para cada muestra con los diferentes métodos para

evidenciar las diferencias existentes éstas se realizaron con el

programa

PROSTAT Ver. 1.02 de Handel Scientific, utilizado también para las regresiones
empleadas para la seleccién del modelo matemético.

1) SELECCION DE LA ESPECIE

J

2) TOMA DE MUESTRAS

I

3) TOMA DE
MEDIDAS LINEALES
LARGO Y ANCHO

I

ey 4) MEDICION DEL AREA FOLIAR

11

J

8) PAID 6) IAF

g

7) METODO
GRAVIMETRICO

3a) ECUACIONES DE
REGRESION:

- LINEAL SIMPLE

- LINEAL MULTIPLE
- CUADRATICAS

- GAMA EN SU
EXPRESION
LOGARITMICA.

J

Figura 2.- Diagrama de flujo sintético de los principales pasos de la metodologia.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

En la muestra constituida por las hojas grandes obtenidas de plantas madre se
encontraron areas de 12.81 a 36.25 cm? con una longitud (L) de 4.1 a 7.1 cm y un
ancho (A) de 3.9 a 6.8 cm. En las hojas medianas las areas fueron de 1.33 a 12.3
cm?, un largo de1.2 a 4.0 cm y ancho de 1.0 a 3.9 cm. Las hojas chicas
presentaron un area de 0.03 a 0.83 cm?, un largo de 0.1 a 0.9 cm y ancho de 0.09
a 0.95 cm dichas mediciones fueron obtenidas con una regla (figura 1,2).

¥ o

=

Figura 1.- a) Hojas de plantulas en cultivo in vitro (chicas); b) Hojas de pldntulas trasplantadas de cultivo in vitro (medianas)
y c) Hojas de plantas madre (grandes).

Como resultado de la seleccién del modelo matematico (Cuadros 1 y 2), se obtuvo
para las hojas grandes una regresion lineal multiple de L con A, con un coeficiente
de correlacion de 0.9863 y cuya formula es AF = -21.3777 + 3.4244 (L) + 4.8158
(A), para las hojas medianas se seleccioné el modelo de regresién gamma
logaritmica con un coeficiente de correlacién de 0.9774, y formula AF = -4.6553 +
6.3655 (A) + -5.8401 (Ln A) y para las hojas chicas también fue seleccionado el
modelo de regresiéon gamma logaritmica con un coeficiente de correlacion de
0.9224 y una férmula donde AF = -0.3483 + 1.0423 (A) + -0.1216 (Ln A). Se
realizaron los calculos de las areas para cada una de las repeticiones de las 3
diferentes muestras.

Cada uno de los métodos probados en el presente trabajo fueron comparados con
las mediciones obtenidas con el IAF que se consideré como area estimada en
cm?, obteniéndose una gréafica de dispersién y una ecuacién de la regresion.

Los diagramas de dispersion de los datos obtenidos para la curva patrén con el
PAID (cuadros negros) y con el IAF (circulos blancos), observaron un coeficiente



de determinacion muy alto  0.99977 para el SAl y 0.99978 para el IAF, lo cual
nos indica que son muy semejantes en cuanto a su precisién al evaluar las
mismas areas conocidas de dicha curva (figura 3).

En relacion a las mediciones calculadas con el modelo matematico para las hojas
grandes y medianas comparadas con las estimadas con el IAF, se obtuvo una alta
correlacion entre ellas, ya que los diferentes modelos se realizaron comparando
las medidas lineales de las repeticiones con las mediciones obtenidas con el IAF,
para la obtenciéon del modelo seleccionado y de esta manera obtener las areas
que fueron comparadas con las obtenidas con el IAF, aun asi podemos ver que
los'coeficientes de determinacién fueron de 0.9728 para las hojas grandes en las
cuales se utilizé un modelo lineal multiple de longitud con anchura, resultando
menor para las hojas medianas 0.9549 utilizandose un modelo de regresion
gamma In, esto se puede atribuir a que la medicién del largo y el ancho no fue
exacta, debido a errores humanos o a la pérdida de turgencia de las hojas durante
las evaluaciones (figura 4 y 5).

IZT.

y=0.05187 (x) + 1.0003 r=0.9997

S0 - y=.00577 (x)+ 1.0083 r?=0.99978

40 -

8

]
(=]
1

10

4rea estimada (cm?)

U.N.AM Ccampuys

0 10 20 30 40 50 60

area conocida ( cm?)

Figura 3.- Dispersograma de los datos obtenidos con el IAF (circulos blancos) y las éreas conocidas de la curva patrén,
ademas de la linea de regresion, la ecuacién y el coeficiente de determinacién. En cuadros negros la dispersién de los
datos obtenidos con el PAID, para las dreas conocidas de la curva patrén, la linea y ecuacion de regresion y el coeficiente

de determinacién.
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Figura 4.- Dispersion de los datos calculados con el modelo lineal miltiple y los estimados con el IAF, ademas de la linea y
ecuacidn de regresion y el coeficiente de determinacién, para las hojas grandes.
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y= 01786 (x )+ 0.9552 r*=0.9549 .
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Figura 5.- Dispersograma de los datos calculados con el modelo matemdtico de regresién gamma logaritmica y los
estimados con el IAF, coeficiente de determinacién, linea y ecuacion de regresion para las hojas medianas.
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La dispersion de los datos de las areas calculadas con un modelo de regresion
gamma In, para las hojas chicas, presentados en la figura 6, muestran un
coeficiente de determinacién de 0.5638 que resulta ser muy bajo a pesar de que
en este caso también se utilizé una comparacioén con el integrador de area foliar,
esto lo podemos atribuir a la dificultad a la hora de medir las hojas de plantas
cultivadas in vitro, ya que son muy pequenas, sus areas van de 0.03 a 0.83 cm?,
de dificil manejo y rapido deterioro en el momento de realizar las mediciones,
como menciona Vinterhalter (2000).

La. comparaciéon de los datos de las areas calculados mediante el método
gravimétrico en las hojas grandes produjo un coeficiente de determinacion de
0.9672 y para las hojas medianas de 0.9886 con las areas estimadas con el IAF ,
podemos decir que este método tiene una precision satisfactoria, debido a que sin
tener ninguna relacién, los calculos obtenidos con este método y las estimaciones
realizadas con el IAF son muy parecidos llegando inclusive a tener un mayor
coeficiente de correlacion en el caso de las hojas medianas que el obtenido con el
modelo matematico. Esto nos lleva a pensar nuevamente en la imprecisién a la
hora de tomar las mediciones y al deterioro de la muestra (figuras 7 y 8).

y = 0.0509 (x)+ 0.8408 r*=0.5638
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figura 6.- Dispersién de los datos calculados mediante el modelo matemdtico de regresién g logaritmica y el IAF,
coeficiente de determinacién, linea y ecuacién de regresién, para las hojas chicas.
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Figura 7.- Dispersograma de los datos calculados con el método gravimétrico y el IAF, coeficiente de determinacion, linea
y ecuacion de regresion para las hojas medianas.
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Figura 8.- Dispersion de los datos calculados con el método gravimétrico y los estimados con el IAF, coeficiente de
determinacién, linea y ecuacion de regresion, para las hojas grandes.
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El diagrama de dispersion obtenido de la comparaciéon de los datos calculados
para las hojas chicas con el método gravimétrico y los estimados con el IAF (figura
9), observaron una correlacion casi nula cuyo coeficiente de determinacion fue
0.1709, esto puede deberse a la dificultad para obtener el peso del hojas tan
pequenas, alin con una balanza analitica que tiene una precisién de 0.0001 g y el
calculo de las areas con la ecuacién obtenida de la regresiéon (con la curva patrén
realizada para este método), ademas del deterioro antes mencionado. Lo anterior
hace evidente la falta de precisién de los métodos a la hora de evaluar areas tan
pequenas como las que se presentan en plantas cultivadas in vitro.

Los dispersogramas y los coeficientes de determinacién para las hojas grandes
0.9774 y para las hojas medianas 0.9976 obtenidos de la comparacion del PAID
con las estimadas con el IAF, siendo estos los mas altos en comparacién con los
otros métodos, lo cual nos indica la eficiencia del método propuesto en este
trabajo (figuras 10 y 11). El hecho de que el valor del coeficiente para las hojas
grandes sea menor puede deberse a los bordes y superficie ligeramente ondulada
que presentan algunas de las hojas.

y= -0.03168 (x )+ 0.5682 r*=0.1709
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figura 9.- Dispersograma de los datos calculados con el método gravimétrico y el IAF, coeficiente de determinacion, lineay
ecuacion de regresion, para las hojas chicas.
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y=-0.5158 (x ) + 0.9706 r*=0.9774
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Figura 12 - Dispersion de los datos calculados con el PAID y estimados con el IAF, coeficiente de determinacion, linea y
ecuacion de regresion para las hojas chicas

El coeficiente de determinacion 0.8523, aunque no es el esperado, si apreciamos
que es el mas alto obtenido para la medicién de hojas pequenas, lo anterior puede
explicarse debido a que las muestras fueron fotocopiadas antes de ser evaluadas
en el IAF: la deshidratacion ademas del maltrato sufrido a la hora de realizar dicha
lectura en el IAF pudo alterar los datos de area estimados, ya que para realizar
dicha mediciones las hojas se colocan en las bandas de plastico transparente que
las lleva al lector de area, y en el recorrido pueden ser enrolladas o dobladas
debido a su tamano y grosor tan pequefos, no asi con el PAID, ya que las
fotocopias no se deterioran y presentan una imagen fiel al momento de tomarlas
figura 12.

En cuanto a los resultados obtenidos en los Anadlisis de Varianza (ANOVA), se
encontraron valores de F =0.00167 y P = 0.99833 lo cual nos indican que no
existen diferencias estadisticamente significativas en los grupos de datos que
relacionan los resultados de la curva patron para los datos de area conocida con
el IAF y el PAID. Con base en un 99 % de confianza . Para los datos de las hojas
grandes con los diferentes métodos evaluados encontramos que no existe una
diferencia significativa con un valor para F = 0.81664 y P = 0.48678, con un 99
% de confianza. En las hojas medianas también encontramos que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos de datos de los distintos
métodos probados, ya que el valor de F = 0.06623 y P = 0.97771, con un 99 % de
confianza. Los valores de F = 4.86926 y P = 0.00301, encontrados para los datos
de las hojas chicas, con un 99 % de confianza, nos muestran que si existe una
diferencia estadisticamente significativa entre los métodos evaluados, lo anterior
coincide con los valores de los coeficientes de determinacién obtenidos en las
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regresiones presentados en las figuras 6, 9 y 12, que resultaron ser muy
diferentes entre si.

Cabe mencionar que el programa Image Tool utilizado en el PAID, es un paquete
de facil operacién y no requiere del manejo de un experto para hacer evaluaciones
precisas, ademas de ofrecer la posibilidad de seleccionar y medir areas darnadas
por enfermedades de diferentes tipos, como las causadas por hongos ylo
herbivoria (Pérez, 2000), existen paquetes como el Area Measure (Area Meas)
version 1.01 Rev. 4 1995-1999 MYKA, Lab. Universidad de Hongu, Akinori Japdn,
el cual se distribuye también en forma gratuita en internet para la medicion de
areas de imagenes en mapas de bits, dicho programa resulta simple y afuncional
ya que evalua areas en tonos de grises complicando asi la evaluacién de un area
que contenga diferentes tonalidades como es el caso de algunas hojas de plantas.

Este problema en cuanto a los tonos presentes en las imagenes se presenta en el
trabajo de Beverly y van lersel (1998), quienes mencionan la importancia de
controlar la luz a la hora de videograbar las images que seran analizadas con el
programa Mocha que tiene un costo elevado, ademas de requerir varios puntos
de calibracion para que las evaluaciones sean precisas.



1.

CONCLUSIONES.

Se obtuvieron los modelos matematicos para las diferentes muestras,
resultando los empleados en las hojas grandes y medianas, precisos y con
coeficientes de determinacion muy altos.

El PAID resulté ser el método con los mas altos valores en coeficiente de
determinaciéon comparado con el IAF. Ademas de resultar mas ventajoso
por su bajo costo y versatilidad por el hecho de poder utilizar fotocopias de
las muestras que no se deterioran 6 las hojas directamente en el escaner,
asi como utilizar imagenes a color o blanco y negro. Siendo posible reducir
el margen de error al realizar una buena calibracion sobre el area conocida
las veces que sea necesario, hasta obtener la precisién deseada. Con la
utilizacién de el PAID no es problema la forma de la hoja , ya que al
escanear la imagen Yy realizar la calibracion el programa procesa la imagen
y calcula al area de inmediato.

Los métodos utilizados resultan eficaces dependiendo de la precisién que
se requiera en los estudios a realizar, aunque en modelo matematico y el
método gravimétrico resultan inadecuados para la medicion de hojas
pequefnas, debido a la dificultad de su manejo y la obtencion de sus
medidas lineales.

El PAID podria ser utilizado como un método no destructivo al existir la
posibilidad de obtener las imagenes directamente de la planta en cultivo
con un scanner y una computadora portatil.
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