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Abstract

The goal was develop simulators of healthy plant tissue and with water stress to calibrate a multispectral
camera; from an aqueous solution of gelatin and agar, than used glycerin as a dispersing and moisture-
preserving agent, formaldehyde as a hardening and bactericidal, in addition to photosynthetic pigments
extracted from green and dried leaves of basil plants (Ocimum basilicum). To obtain a matrix with
adequate consistency, flexibility and sterility, several tests were carried out. Simulators were developed
from the resulting material that included the addition of chromophores; for the characterization,
the determination of the spectral signature of the set of pigments associated with healthy plant
tissue and with water stress was carried out by means of UV-Visible spectroscopy, diffuse reflection
spectrophotometry (DRS), and finally the use of multispectral analysis. Achieving simulators with
similar optical properties to vegetation in both conditions, being verifiable spectrophotometrically and
multispectrally.

Keywords: healthy plant tissue; water stress; simulators; spectral signature; spectrophotometry;
multispectral.

Articulo:
Implementacion de simuladores de plantas sanas y con estrés hidrico
para la calibracion de la deteccion por camara multiespectral

Resumen

La meta fue desarrollar simuladores de tejido vegetal sano y con estrés hidrico para calibrar una
camara multiespectral; a partir de una solucién acuosa de gelatina y agar que empled glicerina como
agente dispersante y preservante de la humedad, formaldehido como endurecedor y bactericida, ademas
de pigmentos fotosintéticos extraidos de hojas verdes y secas de plantas de albahaca (Ocimum basilicum).
Para obtener una matriz con consistencia, flexibilidad y esterilidad adecuadas fueron realizados varios
ensayos. A partir del material resultante se desarrollaron simuladores que incluyeran la adicién de
croméforos; para la caracterizacion fue realizada la determinacién de la firma espectral del conjunto
de pigmentos asociados a tejido vegetal sano y con estrés hidrico mediante espectroscopia UV-Visible,
espectrofotometria de reflexién difusa (ERD) y por ultimo el empleo de anélisis multiespectral. Logrando
como resultado simuladores con propiedades 6pticas similares a la vegetacién en ambas condiciones, siendo
verificable espectrofotométricamente y multiespectralmente.

Palabras clave: tejido vegetal sano; estrés hidrico; simuladores; firma espectral; espectrofotometria;
multiespectral.
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1. Introduccion

El estrés estda definido como una desviacion
significativa de las condiciones éptimas para la
vida. Como respuesta a dicha desviacién se inducen
cambios en todos los niveles funcionales del orga-
nismo, pudiendo ser dichos cambios reversibles o
permanentes. El estrés vegetal constituye una fuerte
restricciéon para el desarrollo de los cultivos, atin
si la condicién de estrés es temporal, es normal
que la vitalidad de la planta se vea disminuida
entretanto se realizan los ajustes requeridos para la
nueva situacion. Si el estrés es demasiado intenso o
el periodo de accion es demasiado largo entonces los
danos latentes se transforman en dano irreversible
que puede afectar la planta entera o partes de la
misma [I].

La respuesta espectral de la vegetacion esté carac-
terizada por el papel fundamental que desempenan
los pigmentos de la hoja en la absorcion de la
energia. La absorcién esta gobernada principalmen-
te por la estructura interna, esto es, composicién,
concentraciéon y distribucién de los pigmentos (la
clorofila, el caroteno y la xantofila). De ellos, el
mas importante es la clorofila y puesto que en
condiciones de estrés su cantidad en la planta dis-
minuye, esta variable permite monitorear el estrés
vegetal (ver Alonso et al. [2]). Los phantoms son
simuladores de tejido cuya misién es proporcionar
propiedades 6pticas similares a los tejidos reales y
por consiguiente facilitan la realizacion de andlisis
no invasivos. Los phantoms se disenan con unas
caracteristicas acordes a su propdsito o aplicacién
especifica [3], siendo necesario su estandarizacién a
través de algin proceso de caracterizacién 6ptica.

Algunos materiales sélidos pueden ser analizados
mediante espectroscopia UV-Visible, disolviendo
el solido en un determinado disolvente, lo cual
imposibilita la recuperaciéon para otras medidas.
Afortunadamente, hay accesorios que permiten al
analista tomar ventaja de la reflexion del haz
incidente, en lugar de usar la configuracion estandar
de absorcién UV. La espectroscopia UV-Visible por
reflectancia difusa es ideal para la caracterizacién
de propiedades opticas y electrénicas de diversos
materiales, tales como peliculas, filtros y pigmen-
tos [4], por lo que ésta técnica resulta muy 1til para
la caracterizacion del phantom.
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Las imagenes multiespectrales se captan mediante
un sensor digital que mide la radiacién reflejada
o reflectancia en muchas bandas. Un conjunto de
detectores puede medir energia roja reflejada dentro
de la parte visible del espectro mientras que otro
conjunto mide la energia del infrarrojo cercano. Los
distintos valores de reflectancia se combinan para
crear imagenes de color (color verdadero o falso
color) [5]. Con el fin de poder analizar e interpretar
los datos adquiridos por dichos sensores, es necesario
realizar medidas radiométricas en el laboratorio
o en el campo. A partir de dichas medidas es
posible determinar la relacién entre esas curvas de
referencia (firmas espectrales) y las caracteristicas
del objeto observado en la imagen multiespectral [2].

El principio béasico de la percepcién remota
radica en que los diversos objetos de interés
(vegetacion, suelo, agua, etc.) reflejan, dispersan
o emiten cantidades diferenciales de radiacién
electromagnética, la diferencia en estos niveles de
radiaciones registradas por un sensor es lo que
permite distinguir las diferencias entre los objetos en
las imdgenes generadas [6]. Junto a la alta resolucién
espacial, también hay que valorar el aumento de
la resolucién espectral, que permite mejorar la
estimacién de variables biofisicas, como la clorofila y
lignina en la vegetacion, o la humedad y la presencia
de ciertos minerales en el suelo [7].

Las cdmaras multiespectrales permiten monito-
rear los pequenos cambios en la radiacién visible e
infrarroja que las plantas reflejan. Los agricultores
utilizan estos datos para detectar plantas bajo
estrés, controlar su crecimiento o realizar multitud
de funciones ttiles en el manejo de los cultivos.
Las variaciones infrarrojas indican cambios en la
vegetacion mucho antes de que aparezcan en el
espectro visible [6]. En los aspectos generales de los
temas tratados en esta investigacién, el trabajo de
Duque [8] contiene una buena revisién bibliogréfica.
A continuacién son presentadas algunas publicacio-
nes referidas al uso de los phantoms en analisis
multiespectrales.

Toderas et al. [9] emplean imagenes multiespec-
trales de Landsat en el andlisis de la vegetacién
forestal. Farrer et al. [10] desarrollaron los phantoms
empleando una matriz de gelatina en polvo y leche
evaporada en diferentes proporciones, analizaron
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individualmente sus propiedades acusticas, mecani-
cas y térmicas.

Atkinson y Urwin [II] afirman que existe una
interaccion entre el estrés bidtico y abidtico de
las plantas. En diferentes phantoms mostraron
aumentos de temperatura repetibles; por lo que
los mismos pueden imitar con fiabilidad los tejidos
blandos.

La investigacién de Hungr et al. [12] proporciona
una descripcién detallada de los diversos materiales
examinados para el desarrollo de un phantom de
préstata deformable, ademas de las consideraciones
experimentales al emplear cada uno de ellos para la
preparacion de la matriz del phantom.

Una revisiéon de phantoms (simuladores de te-
jidos) para espectroscopia Optica, imagen y dosi-
metria fue realizada por Pogue y Patterson [13],
quienes proporcionan una visién general de la
composicién y propiedades de los phantoms, la dis-
persién y la absorcién de los materiales empleados
para su realizacién, ventajas y desventajas de cada
categoria.

Otros pigmentos de interés son los carotenos,
xantofilas y antocianinas. Los carotenos y las
xantofilas estan presentes a menudo en las hojas
verdes, pero tienen una banda de absorcién en la
region azul del espectro, que se ve enmascarada por
la clorofila. El estrés es el conjunto de respuestas
bioquimicas o fisiolégicas que definen un estado
particular del organismo diferente al observado
bajo un rango de condiciones éptimas y puede ser
influenciado por diversos factores afirman Basurto
et al. [14]. Sin embargo, cuando la planta comienza a
agotarse, frecuentemente desaparece la clorofila y la
absorcion asociada a los otros pigmentos comienza
a ser dominante [15].

El uso de la espectroscopia de reflexién difusa
se puede presentar como una herramienta para
la agricultura de precisién ya que corresponde a
aquellas metodologias no destructivas. Se puede
establecer una correlacién con otras técnicas y de
esta forma facilitar que los investigadores puedan
utilizarla exitosamente en el monitoreo del suelo o
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vegetacion como una herramienta de apoyo, evalua-
cién y manejo de la calidad de los cultivos [16].

Para el estudio de imagenes multiespectrales, la
teledeteccion es la ciencia y arte de obtener infor-
maciéon de un objeto analizando datos adquiridos
mediante algin dispositivo que no estd en contacto
fisico con dicho objeto y se basa en la captacién
mediante un sensor de la radiacion electromagnética
que procede de la superficie terrestre.

Todo objeto con temperatura superior al cero
absoluto radia energia; la cual serd proporcional
a su calor absoluto. Ademéds, al aumentar la
temperatura, esa radiacidon serd mas intensa en
longitudes de onda mas corta. El sensor puede
limitarse a captar la energia irradiada por la
cubierta, ya sea por reflexién de la energia solar
o emision de esa cubierta, o bien ser capaz de
generar un haz energético artificial, que recoja
posteriormente, tras su reflexion sobre los objetos
estudiados [17].

Existen sensores multiespectrales miniaturizados
para embarcar en vehiculos aéreos no tripulados.
Estos sensores pueden llegar a tomar valores de has-
ta 6 bandas espectrales, siendo posible seleccionar
diferentes bandas mediante el empleo de filtros. Por
regla general, estos sensores estan disenados para
el estudio de parametros relativos a la vegetacién,
por lo que las bandas estdn seleccionadas en
los rangos del verde, rojo e infrarrojo cercano,
donde la vegetacién presenta su mayor respuesta de
absorbancia y reflectancia [18§].

Un dispositivo de adquisicion de imégenes multi-
espectrales para fines agropecuarios fue diseiado en
el Centro de Investigaciones Médicas y Biotecnoldgi-
ca de la Universidad Carabobo (CIMBUC). Las
limitaciones para hacer las pruebas que corroboren
el adecuado funcionamiento de la cadmara plantean
la necesidad de recrear el medio agricola en simula-
dores 6pticos (phantom) que permitan la calibracién
de las camaras multiespectrales, asi como también la
evaluacion de las variaciones generadas en la firmas
espectrales de plantas sometidas a un estrés hidrico
producto del déficit de agua.

El presente estudio contribuye a determinar si
el método de riego empleado en la plantacién es
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adecuado. La investigacién realizada es de alta
pertinencia para el sector agroindustrial.

2. Metodologia

2.1. Preparacion previa de los simulado-

res

Para sintetizar simuladores a base de gelatina y
agar se empled una mezcla de ambos sélidos en la
proporcién adecuada para que la matriz resultante
pudiera manipularse con facilidad y se sustituyo el
proceso de esterilizacién en autoclave por la adicién
de formaldehido, el cual ademés de ser un agente
bactericida, contribuye a la cristalizacién de la red
tridimensional de la gelatina; se adicioné glicerina
como agente dispersante.

2.2. Matriz de phantom

La metodologia empleada para el desarrollo de la
matriz fue la siguiente:

(a) Se pesaron aproximadamente 3 g de gelati-
na sin sabor y 0,2g de agar, lo valores
exactos estan en la Tabla posteriormente
cada compuesto fue mezclado parcialmente en
agua destilada, empleando 30,00 + 0,05 mL y
5,00 £ 0,05 mL de agua respectivamente.

(b) La mezcla gelatina-agua se sometié a calenta-
miento en una plancha, con agitacion constante
hasta disolucién completa del sélido (evitando
la ebullicién); la mezcla agar-agua se disolvid

en frio.

(c) Una vez disuelto el sélido, la mezcla se retird
de la plancha y se anadié la solucion de agar y
1,50 + 0,01 mL de glicerina.

(d) Con el fin de inhibir o mitigar el creci-
miento bacteriano, se realizd la adiciéon de
1,00 £ 0,01 mL de formaldehido a cada medio
preparado. Las cantidades exactas de los

reactivos empleados estd indicada en la Tablal[T]

2.3. Firma espectral del tejido vegetal

Para el estudio y evaluacion de la firma espectral
del tejido vegetal sano y con estrés hidrico, se
emplearon hojas de albahaca (Ocimum basilicum);
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la prueba se realizé in vitro puesto que la planta es
muy sensible al estrés y al inducir un déficit hidrico
en las mismas, estas mueren en menos de 48 horas.

—_—

Figura 1: Hojas verdes y secas de albahaca emplea-
das para la extraccién de pigmentos fotosintéticos

Para el phantom de tejido vegetal con estrés
hidrico fue necesario inducir la condicién en las
hojas; para ello se retiraron de la planta tomando
como tiempo minimo una semana antes de la
extraccion de los pigmentos y se dejaron secar al
aire libre. Para el phantom de tejido vegetal sano,
las hojas se retiraron de la planta el mismo dia
en que se realizaria la extraccién y separaciéon de
los pigmentos fotosintéticos, a partir de hojas de
albahaca [19] (el proceso estd dado en la Figura [1).

Figura 2: Extracciéon de pigmentos fotosintéticos a
partir de hojas de albahaca

Se pesaron 3,0125 4+ 0,0001 g de hojas de al-
bahaca (secas o verdes sin tallo) cortadas en
trozos pequenios y se colocaron en un mortero,
como presenta la Figura[2] Seguidamente se anadid
etanol al 99,8% de pureza en tres porciones de
10,00 4+ 0,05 mLL cada una y se homogeneiz6 el
tejido.

La Figura [3] seniala que el tejido fue filtrado por
gravedad empleando gasa y el extracto se transfirié
a tubos de ensayo como indica la Figura [d Los
tubos se introdujeron en una centrifuga a 3000 rpm
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Tabla 1: Proporciones de las sustancias empleadas para desarrollar el simulador final.

Simulador de tejido Simulador de tejido
vegetal sano vegetal con estrés hidrico

H‘Zﬁs f%;%’oagzca 3,0207 3,0125

(%,ti“’ol’gg)’sgi 30,00 30,00
Gfﬁtf%’%igoia)‘bgor 3,0065 3,0442

(m i%%ggol) . 0,2004 0,2087

?\f‘f gf;;;liilﬁ 35,00 35,00

I
Fo(r\r/nid&l(l)l{i)on?:i% 1,00 1,00

'S '8 'nlw
77U
‘ = - -

b
| \J ‘
Figura 4: Transferencia a tubos de ensayo para su
posterior centrifugacion

durante 5 min para separar cualquier residuo del
extracto de pigmentos. El procedimiento se realizd
por duplicado para obtener asi los conjuntos de
pigmentos del tejido vegetal sano y con estrés
hidrico. Posteriormente, se sometieron a un analisis
de espectroscopia UV-Visible, con el fin de obtener
la firma espectral asociada.

Previo a la adicién del formaldehido y posterior
refrigeracién, se realizé la insercién de los pigmentos

Ciencia en Revolucién, ISSN—e: 2610-8216,

CNTQ, Mincyt

fotosintéticos correspondientes para recrear en el
simulador el comportamiento espectral del tejido
vegetal sano y con estrés hidrico. Para ello se
anadié el extracto de los pigmentos a la solucién
de gelatina y agar agitando constantemente para
obtener asi un medio homogéneo, todo esto se
realizo a temperatura y presion ambiental.

Figura 5: Simuladores de tejido vegetal sano y con
estrés hidrico

Seguidamente se esterilizaron mediante la adicién
de formaldehido al 34 % de pureza y refrigeraron en
una nevera para que solidificaran como muestra la
Figura [5l Por dltimo, los simuladores desarrollados
fueron caracterizados mediante espectroscopia de
reflectancia difusa para verificar la similitud en
las firmas espectrales con respecto al conjunto de
pigmentos extraidos.
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2.4. Camara multiespectral

Para la presente investigacién en el CIMBUC
fue construida una camara digital con sensor
CMOS de 2 megapixeles con sistema de iluminacién
multiespectral, compuesta por 8 LED tricrométicos
de alto brillo que permiten tener 7 bandas en el
rango visible del espectro electromagnético (cian,
azul, amarillo, verde, magenta, naranja y rojo) [20].
Con el fin de verificar su adecuado funcionamiento,
se realizdé el andlisis multiespectral de los simu-
ladores; lo que corroboraria lo obtenido mediante
espectroscopia UV-Visible y espectrofotometria de
reflexién difusa (ERD).

4 Plot of Montage =R
1366.66x280.42 pixels (530x265), 8-hit, 132K
250F ] =
200f =
w L
ER:
= 150 ]
g I
<
100F B
sof W
1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000
Distance (pixels)
List | Save..| Mores | Live

Figura 6: Perfil de intensidades RGB obtenido para
una imagen mediante el empleo de ImageJ

Se fotografiaron los simuladores empleando di-
versos tipos de luz correspondientes a las distin-
tas regiones del espectro electromagnético. Dichas
imagenes se sometieron a un andlisis de intensidad
de color tricromético (RGB) y escala de grises
empleando ImageJ (Image Processing and Analysis
in Java NIH). Por dltimo, mediante un andlisis de
perfil de puntos, se obtuvieron las intensidades de
color para las bandas del rojo, verde y azul asociadas
a cada imagen, segtn el tipo de luz empleada como
indica la Figura [6]
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3. Discusién de resultados

3.1. Matriz de phantom y simuladores

de tejido vegetal

La Figura [7] muestra la matriz de phantom
obtenida a partir de agar y gelatina. El agar esta
en menor proporcion para favorecer la consistencia
y estabilidad del phantom a temperatura ambiente;
la red tridimensional de la gelatina preparada bajo
el procedimiento empleado se traduce en un grado
de endurecimiento necesario para que sea resistente
al agua y a la temperatura [3].

Figura 7: Matriz de phantom

Figura 8: Simulador de tejido vegetal sano (der.) y
con estrés hidrico (izq.)

Para inducir la condiciéon de estrés hidrico, las
hojas se tomaron de la planta un dia antes de
efectuar la extraccién de pigmentos; las hojas para
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el simulador de tejido vegetal sano fueron tomadas
el mismo dia. La disolucién del mismo resulté
complicada; ya que, al estar el medio base caliente
y el extracto a temperatura ambiente hubo un
choque térmico que generd grumos, por lo que los
simuladores aunque tenian mejor coloracién no eran
homogéneos como ilustra la Figura

Teniendo en cuenta lo antes mencionado, la diso-
lucién de los pigmentos se llevd a cabo en caliente,
lo cual hace inevitable la pérdida de humedad en
el medio por lo que los simuladores resultantes tras
el proceso de refrigeracién presentaron una textura
rugosa en su parte superior, la Figura [9] evidencia
esta condicion.

Figura 9: Simulador de tejido vegetal sano (der.) y
con estrés hidrico (izq.), disolucién en caliente

Con toda la informacién recopilada mediante
experimentaciéon y tras ajustar las condiciones de
trabajo varias veces; se desarrollaron los simuladores
finales donde la condicién de estrés inducido se
prolongé a una semana de exposicién y la disolucion
de los pigmentos se llevé a cabo a temperatura
ambiente; para reducir al minimo la formacién de
burbujas y tener asi un medio lo mas homogéneo
posible. Lo cual se traduce en simuladores con mejor
funcionalidad y que transcurridos mas de 15 dias
luego de la preparacion conservaran su estructura
fisica y quimica.

La Tabla 2| muestra que ambos simuladores re-
presentan medios fisicos homogéneos, consistentes y
flexibles, lo que permite que puedan manipularse sin
quebrarse y permanecezcan fuera de refrigeracién
por largos periodos de tiempo sin modificar sus
propiedades fisicas.
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A partir de dichos simuladores y sus respectivos
pigmentos se realizé el analisis espectrofotométrico
y multiespectral correspondiente para evaluar su
funcionalidad.

3.2. Analisis multiespectral

1,800
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1,400
1,200 /

1,000

o — A
0‘400 \ l \
0: 200 \ \

Absorbancia

0,000 . ‘ , . . \ )
400 450 500 550 600 650 700 750
A(nm)

Figura 10: Absorbancia vs. longitud de onda
asociada a los pigmentos extraidos del tejido vegetal
sano

El primer paso para un andlisis multiespectral
es conocer con exactitud la firma espectral del
objeto de estudio [21], para fines de este trabajo
se empled tejido vegetal sano y con estrés hidrico.
Puesto que tedricamente se conocen los espectros
de absorcién UV-Visible de los croméforos dados
en la Figura también llamados pigmentos
fotosintéticos de manera individual; se empled una
porcién del extracto de pigmentos asociado a cada
condiciéon y se determiné su patréon de absorcién
empleando espectroscopia UV-Visible.

Para el tejido vegetal sano se tienen maximos
de absorcién en 450 nm (azul) y en 665 nm (rojo),
como muestra la Figura si bien todos los
cromoforos presentes contribuyen a la absorcién
total reflejada en el espectro, la misma estd deter-
minada por la absorcién asociada a las clorofilas, ya
que en una planta en estado sano éstas se encuentran
en mayor proporcién, siendo la clorofila la maés
abundante [2].

La Figura expone que el tejido con estrés
hidrico presenta maximos de absorcién en 435 nm
(azul) y 665 nm (rojo), al entrar en una condicién
de estrés la produccion de clorofila disminuye y los
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Tabla 2: Propiedades fisicas de los simuladores desarrollados

Simulador Caracteristicas

Tejido vegetal sano

Medio fisico de color verde claro, textura lisa, flexible, estable a temperatura

ambiente, 9 cm de didmetro y 0,71 mm de espesor.

Tejido vegetal con estrés hidrico

Medio fisico de color verde oscuro, textura lisa, flexible, estable a temperatura

ambiente, 9 cm de didmetro y 0,76 mm de espesor.

pigmentos que antes se encontraban enmascarados
por ésta son los que determinan la absorcién [2];
por ello existe un incremento en la absorcién en
el azul debido a la contribuciéon de la clorofila y
la de los carotenos, mientras que en el rojo hay
una disminucién de la absorcién debido al menor
contenido de clorofila de la planta.
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Figura 11: Absorbancia vs. longitud de onda

asociada a los pigmentos extraidos del tejido vegetal
con estrés hidrico

Posteriormente, los simuladores desarrollados
fueron evaluados mediante espectrofotometria de
reflexién difusa, como punto de partida para
comprobar su funcionalidad.

El tejido vegetal sano muestra minimos de
reflectancia que corresponden a los méximos de
absorbancia obtenidos mediante espectroscopia UV-
Visible. La Figura [12| revela una baja absorcién en
las longitudes de onda correspondientes al verde, lo
cual segin Herndndez y Montaner [21] determina
un maximo de reflectancia en dichas longitudes de
onda lo que hace que percibamos visualmente la
vegetacion sana de color verde. .

De igual forma para el tejido vegetal estresado los
minimos de reflectancia corresponden a los maximos
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Figura 12: Reflectancia vs. longitud de onda
asociada al simulador de tejido vegetal sano
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Figura 13: Reflectancia vs. longitud de onda
asociada al simulador de tejido vegetal estresado

de absorcién UV-Visible en la Figura la baja
reflectancia en las longitudes de onda del verde se
atribuye a la disminucién del contenido de clorofila
en la planta producto de la condicién de estrés
inducido [21].

Una estimacién de la absorcién en cada simulador
a partir de su patrén de reflectancia, haciendo uso de
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la densidad 6ptica fue realizada para constatar que
sus componentes y su estructura fisica no alteran
significativamente la absorciéon UV-Visible.

Las Figuras[12]y [13] muestran en ambos casos que
el méximo de absorcién correspondiente al rojo es
el més definido y concuerda con lo obtenido para
los pigmentos de manera individual, la absorcién
en la banda del azul no estd bien definida, puesto
que las medidas de reflectancia son sensibles a
la estructura del simulador y a la textura del
mismo, por lo que al tener ruido instrumental en
las medidas de reflectancia, se arrastra ese error
a las medidas de absorbancia que se derivan de
ésta. Sin embargo, es posible notar un incremento
en la absorcién en esta regién del espectro, de
acuerdo a las Figuras [I4] y [I5] Ambos espectros de
absorcién tienen un comportamiento similar al de
los pigmentos fotosintéticos y la absorcién para el
tejido vegetal sano sigue estando determinada por
las clorofilas, mientras que para el tejido vegetal
estresado predomina la absorcién por carotenos [2].
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Figura 14: Absorbancia vs. longitud de onda
asociada al simulador de tejido vegetal sano

La intensidad de color esta directamente relacio-
nada con la reflectancia que presenta el objeto de
estudio, tanto para el tejido vegetal sano como para
el que presenta estrés hidrico, es apreciable que para
todos los tipos de luz empleados las intensidades
aumentan considerablemente en las bandas donde la
reflectancia es mayor segin el color o la combinacién
de colores empleados; afirmacién que puede ser
comprobada en el andlisis tricomatico dado en la

Figura [16]
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Figura 15: Absorbancia vs. longitud de onda
asociada al simulador de tejido vegetal con estrés
hidrico
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Figura 16: Analisis tricromatico en escala de grises
para la imagen del simulador de tejido vegetal sano
empleando luz blanca

3.3. Firma espectral

Al tomar como punto de partida que el andlisis
multiespectral de imégenes requiere contar con
firmas espectrales de referencia [21] y puesto que la
vegetacion constituye en si una variable compleja,
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porque tiene un comportamiento dindmico debido a
los cambios fenoldgicos que ocurren estacionalmen-
te, lo que significa que su firma espectral cambia
durante el ano [2I], los phantoms fueron desarro-
llados para que permitieran simular opticamente
las propiedades del tejido vegetal sano y con estrés
hidrico para calibrar una cidmara multiespectral.

Todo esto teniendo en cuenta que los phantoms
son disenados con unas caracteristicas acordes a su
propdsito o aplicacién especifica [3]. En este caso
el requerimiento es contar con medios homogéneos,
maleables, estables a temperatura ambiente y cuya
durabilidad se prolongara a mas de 15 dias, lo que
facilitard su estudio y analisis empleando diversas
técnicas.

El comportamiento distintivo de cada tipo de
material es aprovechado en procesos de clasificacién
de imagenes, siendo comun referirse a dicho com-
portamiento como firma espectral [21]. La respuesta
espectral de la vegetacion estd caracterizada por el
papel fundamental que desempefian los pigmentos
de la hoja en la absorcién de la energia. De ellos, el
pigmento més importante es la clorofila y puesto
que en condiciones de estrés su cantidad en la
planta disminuye, esta variable permite monitorear
el estrés vegetal [2].

Las Figuras [I0] y [11] confirmaron que al deter-
minar la firma espectral del tejido vegetal sano
y con estrés hidrico, los maximos de absorcién
corresponden a las longitudes de onda del azul
(400-500) nm y el rojo (600-700) nm, en el caso de
la vegetacion sana la absorciéon estd determinada
por las clorofilas ya que se encuentran en mayor
proporcién. Las mismas absorben energia luminosa
debido a su estructura, la cual consta de un anillo
tetrapirrdlico con centro metélico de magnesio [22],
provisto de una conjugacién de enlaces sencillos y
dobles que le permiten la deslocalizacién de carga
electronica mediante estructuras de resonancia.

Al entrar en una condicién de estrés hidrico la
producciéon de clorofila en la planta disminuye y
los pigmentos llamados carotenoides son los que
determinan la absorcién debido a que ya no son
enmascarados por las clorofilas [23]. Por ello, la
absorcion aumenta en la banda del azul y disminuye
en la banda del rojo, ya que la absorcion resultante
es producto de la contribucién de los carotenos y la
baja concentracién de clorofila presente en la planta.
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Una vez desarrollados los simuladores fueron
evaluados mediante ERD, debido a que contar con
patrones de reflectancia espectral de referencia es
fundamental para lograr resultados confiables cuan-
do se trabaja con imdgenes multiespectrales [21]. El
resultado obtenido para ambos simuladores es que
los méximos de absorciéon UV-Visible generan mini-
mos de reflectancia y viceversa; para el simulador
de tejido vegetal sano el méximo de reflectancia en
la longitud de onda del verde dado en la Figura
es mayor al obtenido para el simulador de tejido
vegetal estresado presentado en la Figura [13| como
consecuencia de que la reflectancia estd relacionada
con la clorofila contenida en la planta y ademaés
depende del estado hidrico de la misma [21].

La Figura confirma que cuando una planta
estd sometida a una tensién hidrica, disminuye la
produccién de clorofila y la planta absorbe menos
energia en las regiones tipicas de absorcién por clo-
rofila, aumentando la energia reflejada especialmen-
te en la region del rojo, lo que les proporciona una
apariencia amarillenta o clorética. Esto representa
un buen indicativo de la disminucién del contenido
de agua en la planta, pese a no contar con métodos
de analisis infrarrojo que permitirian evaluar de
manera mas eficaz, dicha respuesta.

Los espectros de absorcién de ambos simuladores
con respecto a los pigmentos mostrados en las
Figuras[14]y 15| difieren en los méximos de absorcién
en las longitudes de onda del azul. Puesto que dichos
espectros se obtienen mediante una estimacién reali-
zada a partir de los valores de reflectancia obtenidos
para cada simulador, empleando la densidad éptica
del material.

Puesto que los espectros de reflectancia presentan
ruido, debido a que el método de andlisis es
sensible a la textura y estructura del simulador,
por lo que cualquier burbuja generara errores en
las mediciones; en la metodologia empleada se
redujo al minimo la cantidad de burbujas contenidas
en los simuladores pero no fue posible mitigar
por completo su formacién. Adicionalmente dicha
estimacién depende del espesor del medio y los
simuladores resultantes poseen espesores diferentes,
ya que la cantidad de extracto obtenido a partir
de hojas verdes es diferente al de las hojas que se
sometieron a una tensién hidrica.
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Por dltimo, para completar la evaluacién de
la funcionalidad de los simuladores, se realizé el
andlisis tricromético (RGB) y en escala de grises
para las imagenes tomadas a partir de la incidencia
sobre los simuladores de 8 tipos de luz diferentes
(blanca, roja, verde, azul, naranja, amarilla, cian y
magenta); con la finalidad de evaluar los perfiles de
intensidad de color para cada uno.

La interaccién con la radiacién electromagnética
ocurre distintamente para cada longitud de onda
del espectro [6]; debido a los pigmentos presentes
en la misma y las proporciones de éstos. Es por
ello que al comparar los perfiles de intensidades
con los espectros de absorbancia y reflectancia es
notable que la intensidad del color es inversamente
proporcional a la absorcién, por ende directamente
proporcional a la reflectancia del objeto en estudio.

Es facilmente apreciable que para ambos si-
muladores se cumple que la intensidad del color
aumenta conforme aumenta la reflectancia de las
bandas caracteristicas de cada simulador, segin la
luz empleada. Puesto que para los colores primarios
rojo, verde y azul, sus perfiles de intensidad
presentan valores maximos en las bandas que cada
uno de ellos refleja; mientras que para los colores
secundarios, como provienen de combinaciones, en
el caso del magenta que se compone de rojo y
azul, tiene valores maximos de intensidad en ambas
bandas.

Todo esto tiene consonancia con lo observa-
do mediante espectrofotometria, ya que como se
menciond, un tejido vegetal sano presenta mayor
reflectancia en las longitudes de onda de verde
por su elevado contenido de clorofila y al entrar
en una condicién de estrés hidrico el contenido de
ésta disminuye, lo que se traduce en un aumento
significativo de la reflectancia en la banda asociada
al color rojo; para el color azul el incremento
es menor debido a que la reflectancia no varia
significativamente de un tejido a otro en este punto.

Los simuladores desarrollados constituyen una
alternativa al analisis in vivo en plantas y un medio
homogéneo que funciona para calibrar equipos
empleados en teledeteccién y mapeo de vegetacién.
De esta forma se llegé a la solucién del problema
planteado en esta investigacién, puesto se corroboré
el adecuado funcionamiento de la cdmara multies-
pectral construida en el CIMBUC y por lo tanto
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puede validarse su funcionalidad en la calibracién
de este tipo de equipos.

4. Conclusiones

En este trabajo, un simulador base fue desarrolla-
do con las caracteristicas fisicas, quimicas y micro-
biolégicas necesarias para ser empleado en diversos
métodos de analisis. Las propiedades épticas de
la albahaca (Ocimum basilicum) fueron evaluadas
mediante espectroscopia UV-Visible, empleando los
pigmentos extraidos de hojas sanas y con estrés
hidrico. Los resultados evidencian que existe un
aumento notable de la reflectancia en la banda
del rojo para el tejido vegetal estresado, pese a
que no se disponia de técnicas de caracterizacién
infrarroja, esto es un buen indicativo de que el
estrés inducido generé pérdidas del contenido de
agua de las hojas. Mediante anélisis de intensidades
RGB en escala de grises fue posible verificar los
resultados obtenidos espectrofotométricamente, asi
como establecer diferencias entre los tejidos en
estudio.
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