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Resumen. La quinua es la especie cultivada que mayor expansién mundial tiene en este
momento. Como para muchas especies, actualmente se conoce la secuencia del geno-
ma de la quinua. Sin embargo, para que la informacién genética sea util, ésta debe rela-
cionarse con el ambiente, ya que la interaccion de los dos originara el fenotipo corres-
pondiente. Con la euforia de los estudios de los genomas se ha descuidado al fenotipo.
Actualmente esto se estéa corrigiendo, empero, la falta de herramientas y métodos apro-
piados para el fenotipado, a menudo obstaculizan estos estudios, haciendo que el fenoti-
pado sea el cuello de botella en muchas investigaciones. A pesar de que los softwares
de fenotipado han tenido un avance importante en los Gltimos afios, su uso no es gene-
ralizable a todas las especies vegetales ni adaptable a requerimientos especificos. Entre
los descriptores de la planta de quinua y sus parientes silvestres, existen varios de ellos
que pueden ser deducidos de una imagen. Tal es el caso del tipo de crecimiento, la altu-
ra de planta, descriptores del tallo, hojas, ramas, panoja, semilla, etc. Mediante este es-
tudio, se ha puesto a punto un sistema facil, econémico y preciso de procesamiento de
imagenes 2D, para estudios de diversidad genética y otros para la quinua. Este sistema
presenta muchas ventajas con relacién a los métodos clasicos de fenotipado.
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Summary: Phenotyping of quinoa plants (Chenopodium quinoa Willd.) using a digi-
tal image analysis system. Quinoa is the cultivated species that has the greatest global
expansion at this time. As for many species, the quinoa genome sequence is currently
known. However, for genetic information to be useful, it must be related to the environ-
ment, since the interaction of the two will originate the corresponding phenotype. With the
euphoria of genome studies, the phenotype has been neglected. Currently, this is being
corrected, however, the lack of appropriate tools and methods for phenotying often im-
pede these studies, making phenotyping the bottleneck in many researches. Despite the
fact that phenotyping software has had an important advance in recent years, its use is
neither suitable to all plant species nor adaptable to specific requirements. Among the
descriptors of quinoa plant and its wild relatives, there are several of them that can be
deduced from an image. Such is the case of the type of growth, plant height, stem de-
scriptors, leaves, branches, panicles, seed, etc. Through this study, an easy, economic
an accurate 2D image processing system has been developed for studies of genetic di-
versity and others for quinoa. This system has many advantages in relation to traditional
methods of phenotyping.
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Introduccion

Gracias a los modernos métodos de se-
cuenciacion del ADN, se ha generado
una inmensa cantidad de datos de se-
cuencias de genomas de diferentes espe-
cies. Se sabe que el fenotipo es la expre-
sion del genotipo en un ambiente deter-
minado.

Por lo tanto, para que la informacion
genética sea util, esta debe relacionarse
con el ambiente, ya que la interaccion de
los dos originara el fenotipo correspon-
diente. Por fenotipado, fenotipificacion o
caracterizacion fenotipica (morfologica),
se entiende el proceso de determinacion
del fenotipo especifico de un organismo
bioldgico, mediante un procedimiento
especifico. En otras palabras, es la técni-
ca que se utiliza para determinar el feno-
tipo de un organismo y poder diferenciar-
lo del resto.

En las ultimas décadas, se ha dado mu-
cho énfasis a al componente genético de
los organismos. Inicialmente, las investi-
gaciones se enfocaron en el estudio de la
funcién de cada gen en particular y se
desarrollaron métodos de transgénesis
para sobre expresion, silenciamiento de
genes y obtencion de bancos de mutantes.
Actualmente se hace mas énfasis en estu-
dios a nivel genémico. Estos esfuerzos a
nivel genético no fueron correspondidos
de manera paralela a nivel del fenotipo,
lo cual ha llevado a ocasionar lo que se
conoce como “‘phenotype gap” o brecha
fenotipica (Verslues et al. 2006; Miflin
2000; Quero et al. 2013).

El fenotipado y su posterior relacion con
el genotipo, es util en diferentes discipli-
nas de la biologia, como la fisiologia, la
botéanica, la genética cuantitativa, la ge-
nética de poblaciones, etc.

Lamentablemente, la falta de herramien-
tas y métodos apropiados para el fenoti-
pado a menudo obstaculizan estos estu-
dios, haciendo que el fenotipado sea el
cuello de botella en muchas investigacio-
nes (Cobb et al. 2013, Bolgera et al.
2017).

Sin embargo, los informaticos y los bio-
logos han estado desarrollando softwares
para realizar el fenotipado a partir de
imagenes (Pridmore et al. 2012). Ac-
tualmente existen numerosos softwares
que permiten el fenotipado especifico, el
desarrollo del meristemo (Fernandez et
al. 2010), la reconstruccion tridimensio-
nal de raices (Mairhofer et al. 2013), etc.

También se han desarrollado softwares
de tratamiento de imagenes en 2D mads
generales; entre otros:

= Digimizer:
https://www.digimizer.com/

= Golden Ratio:
http://markuswelz.de/software2/index.html

= Image Measurement:
(http://www.imagemeasurement.com/en/)

= Image J
(https://imagej.nih.gov/ij/)

A pesar de que los software de fenotipa-
do han tenido un avance importante en
los ultimos afios (Rascher et al. 2011), su
uso no es generalizable a todas las espe-
cies vegetales ni adaptable a requerimien-
tos especificos.

Asi, a nuestro conocimiento, no hay tra-
bajos de fenotipado de plantas de quinua
utilizando sistemas de analisis de image-
nes digitales para estudios de diversidad
genética y otros.
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Entre los descriptores de la planta de
quinua y sus parientes silvestres (Biover-
sity International 2013), existen varios de
ellos que pueden ser deducidos de una
imagen. Tal es el caso del tipo de creci-
miento, el habito de crecimiento, la altura
de la planta, descriptores del tallo, hoja,
ramas, panoja y semilla, etc. Por lo tanto,
el objetivo de este estudio fue el de poner
a punto un sistema facil, econdomico y
preciso de procesamiento de imagenes
2D, para estudios de diversidad genética
y otros en quinua

Materiales y métodos
Material vegetal

Se utilizaron 3 variedades de quinua:
Jacha Grano, Blanquita y Kurmi. Estas
variedades fueron sembradas en predios
de la Facultad de Ciencias Agricolas y
Pecuarias de la Universidad Mayor de
San Simon, en un disefio de bloques
completos al azar.

Los terrenos se prepararon con un arado
de discos, para remover el suelo y de esa
manera quebrar y soltar la tierra. Luego,
se uniformizo6 el terreno con una rastra.
Finalmente, se realizd el surcado a una
distancia entre surcos de 0.6 m. La siem-
bra se realiz6 a chorro continuo. Se reali-
zaron todas las labores culturales reco-
mendadas para la quinua.

Obtencion de imdgenes digitales de las
plantas de quinua

Se seleccionaros cuatro plantas al azar de
cada repeticion. Estas plantas fueron
fotografiadas con una camara fotografica
digital de 16.1 mega pixeles. Para foto-
grafiar las plantas, se utiliz6 un fondo
blanco con un reticulado de 1 ¢cm’. Los
fondos reticulados tuvieron una dimen-
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sion de 2 m de alto por 1 m de largo, de
manera que la planta entera esté sobre el
fondo reticulado. Se sacaron las fotos
tratando de evitar sombra.

Anadlisis de imdgenes

Las imagenes fueron analizadas utilizan-
do el software Digimizer version 4.6.1 de
MedCalc Software bvba ©. Digimizer es
un software gratuito, muy flexible y sim-
ple, que es muy 1til para analizar image-
nes. Este software es compatible con
Windows y se basa en asignar un nimero
de pixeles a una longitud conocida que se
le asigna con la unidad de medida corres-
pondiente. Luego, en base a esta corres-
pondencia, Digimizer puede medir dife-
rentes dimensiones, como longitudes,
angulos, perimetros, areas, etc.

Con las imagenes obtenidas, se analiza-
ron 24 descriptores de la planta, tanto
cualitativos como cuantitativos. Los des-
criptores analizados fueron:

Tipo de crecimiento

Habito de crecimiento

Altura de planta

Forma del tallo principal
Diametro del tallo principal
Color del tallo principal
Presencia de estrias

Color de las estrias
Presencia de ramificaciones
Numero de ramas primarias
Posicion de las ramas primarias
Forma de la hoja

Borde de la hoja

Numero de dientes en la hoja
Longitud del peciolo

Longitud maxima de hoja
Ancho méaximo de hoja

Color del peciolo

Color de la lamina foliar
Color de panoja a madurez fisiolégica
Forma de la panoja

Longitud de la panoja
Diametro de la panoja
Densidad de la panoja
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También se valid6 en sistema para carac-
teristicas de grano. Los datos fueron ta-
bulados en una hoja de calculo para ana-
lisis estadisticos posteriores.

Construccion de dendogramas

Los datos de los descriptores de planta,
fueron utilizados para construir un den-
dograma, utilizando la distancia de Go-
wer y el método de ligamiento promedio
UPGMA (Unweighted Pair Group Met-
hod with Arithmatic Mean). Para esto se
utiliz6 en software MVSP .

Resultados y discusion

Obtencion de imdgenes digitales de las
plantas de quinua. La Figura 1 muestra
las fotografias tomadas con fondo reticu-
lado para las variedades Blanquita, Jacha
Grano 'y Kurmi.

S

El reticulado permite determinar con
precision distintas dimensiones de la
planta. También es posible determinar el
color de diferentes caracteristicas, pre-
sencia de estrias, forma de la panoja,
presencia de ramas, etc.

Las ampliaciones del tallo, de las ramas y
de las hojas, han permitido medir diferen-
tes descriptores para estos contextos.

Andlisis de imdgenes. En la Figura 2 se
observa diferentes descriptores medidos
con el programa Digimizer. Se midieron
longitudes, como la altura de la planta,
diametro del tallo principal, longitud del
peciolo, longitud maxima de la hoja,
ancho maximo de la hoja, longitud de la
panoja y diametro de la panoja.

En el caso de la longitud de peciolo, Di-
gimizer tiene una ventaja con relacion a
las medidas que se pueden hacer en cam-
po, porque permite medir el recorrido del
peciolo, sin importar si es recto o curvo.

LI [ (L (1 ][ [ ] ][

Figura 1. Fotografias con fondo reticulado de las variedades
a) Blanquita, b) Jacha Grano 'y ¢) Kurmi. d) Ampliacion del tallo y ramas
de la variedad Jacha Grano. €) Ampliacién de las hojas de la variedad Jacha Grano

Area: Metodologias de Investigacion



* Lgrarw

Mg Do Ve forewl mge By lsoh Wedow el

& WS iEZas e

G L—wdlrnofeO == wit: O 0

et e Ly e Musen Jm e awess ey

1 abpaet noactsd

Revista de Agricultura, Nro. 58 - Diciembre de 2018

R

L 38.90¢ cre dngs BET  Baght

Figura 2. Medidas realizadas a diferentes descriptores
de la quinua con el software Digimizer

(A la derecha de la figura se encuentran los datos obtenidos de las medidas realizadas)

Sobre la figura también se pueden deter-
minar otros descriptores, como el tipo de
crecimiento, habito de crecimiento, for-
ma de tallo principal, color del tallo prin-
cipal, presencia de estrias, color de las
estrias, presencia de ramificacion, nime-
ro de ramas primarias, posicion de las
ramas primarias, forma de la hoja, borde
de la hoja, numero de dientes en la hoja,
color del peciolo, color de la ldmina fo-
liar, color de la panoja en la madurez
fisioldgica, forma de la panoja y densidad
de la panoja. Es importante mencionar
que la calidad y el tamafio de la imagen
son cruciales en este cometido.

En este estudio se ha trabajado con ima-
genes de 16.1 megapixeles, lo que ha
permitido hacer ampliaciones de calidad
para analizar descriptores, como la forma
de tallo principal, color del tallo princi-
pal, presencia de estrias, color de las
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estrias, forma de la hoja, borde de la hoja,
numero de dientes en la hoja, color del
peciolo y color de la ldmina foliar.

Si bien en este estudio no se utilizdé una
paleta de colores, se recomienda fotogra-
fiar incluyendo la misma, para una mejor
determinacion de los colores.

Construccion de dendogramas

Para validar la coherencia de los datos
obtenidos, es decir, si los datos obtenidos
permiten discriminar las tres variedades,
se calcularon las distancias con el método
de Gower para los veinte y cuatro indivi-
duos analizados (ocho por variedad). En
base a estas distancias se construyd un
dendodograma con el método UPGMA.
Los resultados se muestran en la Figura
3.
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Figura 3. Dendograma construido utilizando la distancia de Gower
el método de ligamiento promedio UPGMA, utilizando en software MVSP

(Se tomaron 4 plantas por repeticion, asi, la KR14 corresponde a
la variedad Kurmi, repeticion 1y planta 4).

La Figura 3 muestra que las diferentes
plantas de una variedad, a pesar de ser
distintas entre ellas, tienden a agruparse.
Se observa, que los grupos de variedades
estan bien separados. Solo una planta de
Jacha Grano, la JGR22, no esta en nin-
gun grupo. Observando la fotografia de la
planta, se ha establecido que esta ha
desarrollado un fenotipo bastante desvia-
do del fenotipo estandar de esta variedad.
Este fenomeno es frecuente en la caracte-
rizacion morfoldgica, es por eso que se
deben procesar al menos 10 individuos
por accesion, para luego sacar un prome-
dio. En la figura se puede observar que
las variedades Blanquita y Jacha Grano,
estan genéticamente mas proximas con
relacion a la Kurmi.

Como muestra la Figura 4, con el pro-
grama Digimizer también se pueden de-
terminar distintos parametros del grano,
como el diametro, el radio, el perimetro y
el area. El area de un grano de quinua de
esta variedad es 0.041 cm’ el perimetro

0.75 cm y el radio 0.141 cm. Se ha medi-
do el diametro de grano de 10 semillas.
Los datos generados pueden ser facil-
mente trasladados a una planilla electro-
nica de calculo, para hacer los analisis
estadisticos. El diametro promedio calcu-
lado de los 10 granos medidos es de 2.47
mm, que es una cifra proxima al prome-
dio de grano reportado para esta varie-
dad, que es de 2.6 mm.

Mediante este estudio, se ha puesto a
punto un sistema facil, economico y pre-
ciso de procesamiento de imagenes 2D,
para estudios de diversidad genética y
otros para la quinua.

Este sistema presenta muchas ventajas.
Solo se debe tomar imagenes digitales de
calidad en campo, utilizando un reticula-
do a escala u otro sistema que permita
determinar dimensiones y otros parame-
tros.

Area: Metodologias de Investigacion



Revista de Agricultura, Nro. 58 - Diciembre de 2018

View Format Image Binary Tools Window Help
B Y R@ o & ZAa € N
L—=Linbeood xe« %652 WG E

| o= Zoom: | 162 [1 %

@ Q4 N

rge\Desklop'\Fotos \Semila'\corto JPG

ll Center 0.141
f Area 0041 0750 0259

® X || Measurements st . x
S ~ || Measurem.. Area Peri. length  Angle  Radius  Unit

3 Unit £9.546 pix
Length 0228
Length 0237
Length 0288
Length 0262
Length 0262
Length 0227
Length 0.221
Length 0248
Length 0.241
Length 0255

PPy

analnn o nnl§
s ddissigididds Sk

an

1218

A ) =R 20/10/2017

Figura 4. Medidas realizadas al diametro, radio, perimetro y area de granos
de quinua de la variedad Jacha Grano, con el software Digimizer.

(A la derecha de la figura se encuentran los datos obtenidos de las medidas realizadas)

Luego el tratamiento de las imagenes se
realiza comodamente con la ayuda de un
software, como Digimizer. De esta mane-
ra se puede tratar grandes cantidades de
datos de manera confortable, precisa y
reproductible.

Se ha demostrado en este estudio que los
datos son comparables a los datos que
pueden ser obtenidos por métodos clasi-
cos (medidas en campo, en laboratorio,
etc.), e incluso, en muchos casos, pueden
ser mas precisos y reproductibles, porque
se puede revisar las veces necesarias
todas las medidas realizadas.

Aun queda trabajar mas para automatizar
el tratamiento de las imagenes. Por ejem-
plo, con un sistema que determina auto-
maticamente diferentes dimensiones del
objeto, esto para eliminar el trabajo ma-
nual de medida.

Sin embargo, con lo que se tiene, se re-
emplaza o reduce significativamente el
trabajo laborioso de caracterizacion de
campo y laboratorio.

En un futuro, se trabajara con sistemas de
3D, a fin de no solamente obtener medi-
das de descriptores, sino estudiar cinéti-
cas de desarrollo de la planta.
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