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Resumen Vil

Resumen

Fenotipado de alto rendimiento mediante el analisis de imagenes digitales
en raices de maiz (Zea mays L.)

Con el objetivo de evaluar el uso del fenotipado de raices basado en imagenes digitales
fueron evaluados genotipos de maiz (Zea mays L.) en condiciones de campo para
rasgos de interés agrondmico y rasgos asociados con la arquitectura de las raices en
Antioquia, Colombia. En cada lote experimental se aplic6 un disefio de bloques
completos al azar con tres repeticiones. Para el andlisis de fenotipo del sistema de
raices se emplearon dos metodologias: I) fenotipado manual y Il) fenotipado por analisis
de imagenes digitales. Las variables asociadas a la parte aérea y de raiz fueron
relacionadas utilizando correlaciones de Pearson. Se usaron componentes principales
para evaluar patrones en la variacion de la arquitectura de la raiz. El diametro de raiz
medido manualmente se correlaciond con el diametro de raiz derivado de la imagen (r
= 0,97) y los angulos de apertura derecho e izquierdo con valores de r = 0,96 y 0,94
respectivamente. Los resultados presentados en este estudio muestran que se puede
adoptar un protocolo de fenotipado de raices automatizado bajo el software REST que
permite un nivel de investigacion fenotipica adecuado para la evaluacion de genotipos
y estudios fisiol6gicos.

Palabras clave: fenotipado, imagenes digitales, arquitectura del sistema de raices,
software REST.
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Abstract

High-Throughput phenotyping through analyzing digital images in corn
roots (Zea mays L.)

With the objective of evaluating the use of root phenotyping based on digital images,
genotypes of maize (Zea mays L.) were evaluated under field conditions for traits of
agronomic interest and traits associated with root architecture in Antioquia, Colombia. A
randomized complete block design with three replications was applied to each
experimental batch. For the analysis of the phenotype of the root system, two
methodologies were used: 1) manual phenotyping and IlI) phenotyping by digital image
analysis. The variables associated with the aerial and root parts were related using
Pearson's correlations. Principal components were used to evaluate patterns in root
architecture variation. The results indicated significant differences (P < 0.05) between
genotypes for yield, male and female flowering, leaf area, plant height, ear height, plant
and ear height ratio. The manually measured root diameter was correlated with the
image-derived root diameter (r = 0.97) and the right and left opening angles with values
of r = 0.96 and 0.94 respectively. The results presented in this study show that an
automated root phenotyping protocol can be adopted under REST software that allows
an adequate level of phenotypic investigation for the evaluation of genotypes and

physiological studies.

Keywords: phenotyping, digital imaging, root system architecture, REST software.
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Introduccioén

El fenotipado de alto rendimiento se adopta ampliamente en especies de cultivos para
examinar y monitorear la biomasa, la eficiencia fotosintética, el estado de la enfermedad,
los rasgos de crecimiento y la arquitectura de la raiz (Fernandez et al., 2017 ; Shakoor
& Mockler , 2017 ; Thomas et al., 2016). De acuerdo con Panguluri & Kumar (2013) el
fenotipado consiste en caracterizar el comportamiento de los rasgos deseados de las

plantas.

La disciplina emergente de la fendmica de las plantas tiene como objetivo ampliar el
alcance, el rendimiento y la precision de las estimaciones de los rasgos de las plantas
(Furbank, 2009). Sin embargo, en muchos estudios de investigacion, la informacién
fenotipica todavia se recopila manualmente (Miyao et al., 2006). Algunos ejemplos de
procedimientos tradicionales incluyen la obtencion de mediciones en el campo con
instrumentacion portétil o la coleccién de muestras que son llevadas al laboratorio para
un examen exhaustivo (Fahlgren et al., 2015). Por tal motivo, la implementacion del
fenotipado por medio de imagenes digitales se presenta como un método eficaz para

recopilar datos cuantitativos de plantas (Klukas et al.,2016).

Con el surgimiento de estas alternativas metodoldgicas, se hizo posible iniciar estudios
asociados a la arquitectura de la raiz, permitiendo construir una base para una rapida
difusion de la informacion realizando un proceso de automatizacion en el fenotipado de
plantas. (Singh et al., 2010). En este contexto, se han desarrollado muchas plataformas
de fenotipado digital de raices como resumen Paez-Garcia et al. (2015) y Kuijken et al.
(2015), para dar solucion a la recopilacion de datos fenotipicos de raices, la cual es
costosa y requiere mucha mano de obra. Convirtiéendose en un factor limitante en los

programas de fitomejoramiento (Kuijken et al., 2015). Por lo tanto, existe gran necesidad


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/eva.12860#eva12860-bib-0026
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/eva.12860#eva12860-bib-0071
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/eva.12860#eva12860-bib-0083
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de métodos (semi) automatizados de fenotipado de raices que sean (i) aplicables a
escala de campo, (ii) relativamente econémicos de desarrollar y operar, (iii) de facil
acceso, y (iv) suficientemente rapidos para medir un gran numero de réplicas

individuales.

Los rasgos estructurales de las raices de plantas, la distribucion espacial, la disposicién
y el aspecto de todas las partes y tipos de raiz se denominan colectivamente rasgos de
la arquitectura del sistema raiz (ASR) (Kano et al., 2011; Voss-Fels, 2018). Estas
pueden describirse como medidas geométricas o topoldgicas de la forma de la raiz a
varias escalas, como lo es, diAmetros y ancho de todo el sistema de raices (Lynch, 1995;
Den et al.,, 2010). Estos rasgos se pueden utilizar para predecir el rendimiento en
condiciones especificas, como sequia o baja fertilidad (Lynch & Brown, 2012). Es crucial
comprender la diversidad y el desarrollo de los rasgos arquitecténicos de las raices,
porque el despliegue espacial y temporal de las raices afecta la aptitud de las plantas,
especialmente la adquisicion de agua y nutrientes (Rich & Watt, 2013). Por lo tanto, el
rendimiento de la planta puede verse beneficiado por las mejoras en la caracterizacion
de la arquitectura de la raiz, incluida la variacién de rasgos en funcion del genotipo y las
condiciones ambientales (Band et al., 2012; Shi et al., 2013).

Los fenos arquitectonicos de la raiz (‘feno' es 'fenotipo’, como 'gen’ es 'genotipo') (Lynch,
2011; Pieruschka & Poorter, 2012; York et al., 2013), se usan para describir rasgos
fenotipicos bajo control genético, tienen funciones importantes en la captura de recursos
del suelo. Los fenos arquitectonicos de raices determinan la distribucion temporal y
espacial de las raices en dominios especificos del suelo y su capacidad para obtener
recursos maviles e inmdéviles (Lynch, 2019; Hirel et al., 2007). Por ejemplo, los angulos
de crecimiento de las raices, que determinan la expansion espacial de un sistema de
raices, permiten la busqueda de nutrientes en diferentes estratos del suelo (Lynch 2011)
y afectan el grado de competencia entre raices dentro de una planta individual y dentro
de un conjunto de plantas (Rubio et al., 2001). El angulo de crecimiento de las raices
influye en la distribucion y profundidad de las raices y, por lo tanto, en el rendimiento de
la planta en condiciones de estrés por déficit hidrico y de nutrientes (Trachsel et al.,

2013; York et al.,, 2013; Dathe et al.,, 2016). Ademas, los angulos de crecimiento
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pronunciados (> 20°) permiten un enraizamiento mas profundo, mayor densidad y la
captura de nutrientes moviles, como el nitrégeno; mayor longitud de la raiz; mayor
crecimiento y mayor densidad de la raiz (Ju et al., 2015; Mu et al., 2015), Por su parte,
los &ngulos de crecimiento poco (< 20°) profundos son mas beneficiosos para la captura
de recursos inmdviles en la capa superficial del suelo, como el fésforo (Mu et al., 2015).
Asimismo, el angulo de crecimiento de las raices influye en la distribucion y profundidad
de las raices y, por lo tanto, en el rendimiento de la planta en condiciones de estrés por
déficit hidrico y de nutrientes (Dathe et al.,, 2016). La longitud y la densidad de las
ramificaciones laterales de las raices tienen un efecto significativo en el rendimiento de
la planta en ambientes con estrés hidrico y bajos en nitrégeno, donde las raices laterales
mas largas y mas dispersas son beneficiosas para la captura de recursos moviles,
debido a la menor competencia entre plantas por los recursos del suelo (Zhan & Lynch,
2015).

En los ultimos afios, se han desarrollado enfoques de fenotipado basados en imagenes.
El uso de programas de imagenes digitales para automatizar el andlisis fenotipico es
una forma innovadora y eficiente de tomar medidas con precisibn de los rasgos
fisiolégicos de las plantas (Brewer et al., 2006; Wang et al., 2009), y permite superan
las limitaciones de la subjetividad de las calificaciones y tiempos en la captura de la
informacion (Colombi et al., 2015; York & Lynch, 2015).

En la parte experimental de la presente investigacion se abord6 uno de estos métodos.
Se trata de una adaptacion del enfoque shovelomics junto con el programa de andlisis
automatizado REST (Colombi et al., 2015) basado en el algoritmo descrito por Grift et
al. (2011). Bajo el anterior contexto, este trabajo tuvo como objetivo evaluar tanto el
fenotipado de raiz manual como el fenotipo basado en imagenes digitales, como
herramienta para mejorar y facilitar el fenotipado futuro de las raices de maiz (Zea mays
L.) y latoma de datos de una manera mas eficiente por parte del banco de germoplasma

de programas premejoramiento y mejoramiento geneético.



1.Marco tedrico

1.1. FENOTIPADO DE PLANTAS

El fenotipado vegetal es la evaluacion integral de rasgos complejos de plantas como
crecimiento, desarrollo, tolerancia, resistencia, arquitectura, fisiologia, ecologia y
rendimiento, y la medicién basica de parametros cuantitativos individuales que forman la
base de rasgos mas complejos (Walter et al., 2009). El fenotipo de la planta incluye
parametros de medicion directa como lo son la morfologia de la raiz (Walter et al., 2009;
Clark et al., 2011), la biomasa (Menzel et al., 2009 ; Golzarian et al., 2011), las
caracteristicas de las hojas (Jansen et al., 2009; Arvidsson et al., 2011), las caracteristicas
del fruto (Brewer et at., 2006 ; Monforte et al., 2014), el rendimiento de rasgos relacionados
(Duan et al., 2011), eficiencia fotosintética (Bauriegel et al., 2011), y la respuesta al estrés
biético y abidtico (Rao & Laxman, 2013). Dado el rapido desarrollo de genotipos de alto
rendimiento en el fitomejoramiento en rendimiento y la tolerancia a al estrés bibtico y
abidtico, se hace necesario obtener datos de fenotipado mas efectivos y confiables para
respaldar la mejora genética de cultivos. Las evaluaciones actuales de las caracteristicas
fenotipicas para la resistencia a enfermedades o el estrés en los programas de
reproduccion se basan en gran medida en la puntuacién visual de los expertos, lo que
requiere mucho tiempo y puede generar sesgos. El fenotipado de plantas se ha convertido
en un importante campo de investigacion en el mejoramiento de plantas (Fiorani & Schurr,
2013). El fenotipado de las plantas esta destinado a medir rasgos complejos relacionados

con el crecimiento, el rendimiento y la adaptacion al estrés con cierta exactitud y precision
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a diferentes escalas de organizacion, desde los 6rganos hasta las copas de los arboles
(Fiorani & Schurr, 2013).

De acuerdo con Lynch (1995), en el campo de la fenotipificacion de plantas, generalmente
se puede dividir en dos categorias: el primero es la fenotipificacion por debajo del suelo,
mientras que el segundo es la fenotipificacibn aéreo. Este estudio se centrara en la
fenotipificacion de raiz, la cual generalmente involucra rasgos de las raices que pueden
exhibir variaciones genéticas potencialmente extensas en su arquitectura de las raices. La
arquitectura del sistema raiz varia enormemente, no solo entre las especies, sino segun el
genotipo y el entorno. Debido a la naturaleza de los sistemas de raices, los estudios de

investigacion son mas dificiles si se comparan con los elementos sobre el suelo.

De acuerdo con Furbank (2009), los métodos tradicionales involucran mediciones
manuales; un buen ejemplo seria usar una regla para medir la longitud de una raiz. Esto es
tedioso, lento y muy ineficiente, lo que significaria que cualquier proyecto de fenotipado a
gran escala no resultara factible con respecto a los costos y sentido de los recursos. Sin
embargo, debido a las recientes mejoras en la tecnologia de imagenes y computadoras,
ahora se puede acceder facilmente a las imagenes de alta resolucion. Estas imagenes se
pueden enviar a una computadora para su analisis (Furbank 2009). Ademas, las mejoras
en la tecnologia informatica permiten que los métodos de fenotipado se automaticen
completamente. Como ejemplo, obtener una imagen de una raiz y a través de un programa

se puede generar casi inmediatamente los rasgos de esa raiz (Lobet& Draye, 2011).

1.1.1.Descripcion general de las tecnologias disponibles para

medir rasgos de la arquitectura del sistema raiz (ASR)

El fenotipado de los rasgos de las raices en el campo es dificil, lo que limita la evaluacién
de los rasgos de (ASR) (arquitectura del sistema raiz) y su uso para la seleccién durante el
mejoramiento (Richards, 2008). Las técnicas de campo también son laboriosas y requieren

la destruccion de parcelas para la recoleccidon de muestras. La heterogeneidad en la
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estructura y composicion del suelo que puede afectar el ASR de plantas cultivadas en el
campo en diferentes sitios dentro de un campo es otro factor que limita el estudio. Los
métodos alternativos para la determinacion del fenotipo de las raices en el campo implican
medir las raices de plantas cultivadas en condiciones controladas. Los métodos utilizados
para evaluar la arquitectura de las raices de las plantas deben ir de la mano de mediciones
de factores ambientes que proporcionen una representacion precisa del crecimiento de las
raices y otros factores ambientales que podrian alterar el crecimiento de las raices. Se han
desarrollado varios paquetes de programa para obtener imagenes de las raices y extraer
datos cuantitativos de las raices capturadas. Algunos ejemplos de estas herramientas de
programa incluyen RootScan (Burton et al., 2012), REST (Colombi et al., 2015) RootNav
(Pound et al., 2013), DART (Le Bot et al 2010), GiARoots (Galkovskyi et al., 2012), IJ Rhizo
(Pierret et al., 2013), RootSystemAnalyzer (Leitner et al., 2014), RootReader (Clark et
al.,2013) RootReader3D (Clark et al., 2011) y RooTrak (Mairhofer et al., 2012).

Aunque el andlisis posterior de las imagenes de las raices ser4 un componente crucial de
las estrategias de fenotipado de las raices, el método para cultivar las plantas a menudo
restringe el uso de cualquier herramienta de andlisis de imagenes. La eleccién del método
para el sistema de cultivo de plantas dependera de si se utilizaran datos cuantitativos sobre
el sistema de raices para responder a preguntas basicas sobre el desarrollo de las raices
o si el resultado deseado es una seleccidon de rasgos de alto rendimiento para el
mejoramiento. En el primer caso, los métodos de cultivo de plantas generalmente implican
el uso de medios artificiales a base de gel o contenedores llenos de tierra y rizotrones
(Gruber et al., 2013; Shrestha et al., 2014). Las caracteristicas ASR de un genotipo se
pueden analizar en una variedad de condiciones controladas para descifrar las
interacciones genéticas y ambientales. Si el objetivo es la seleccion y evaluacion directa de
raices de alto rendimiento, los métodos de cultivo de plantas van desde plantulas cultivadas
en papel de germinacion hasta la excavacion directa de plantas cultivadas en el campo
(Trachsel et al., 2010; Bucksch et al., 2014). Cada método tiene sus ventajas y desventajas.
Por ejemplo, los sistemas basados en gel, que permiten el acceso visual directo a las raices
para obtener imagenes de forma no destructiva en tiempo real, pueden presentar desafios
con respecto a su relevancia fisioloégica. Sin embargo, estos sistemas son adecuados para

analizar un gran ndmero de individuos o genotipos en una variedad de condiciones
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altamente controladas para asegurar la replicabilidad de los experimentos. La obtencion de
imagenes no destructivas de las raices en contenedores llenos de tierra proporcionaria
datos mas relevantes fisiol6gicamente y aun permitiria probar los efectos de condiciones
ambientales especificas. Sin embargo, los métodos basados en el suelo tienen un
rendimiento limitado (Mairhofer et al., 2012). Ademas, para los métodos de laboratorio e
invernaderos, el crecimiento de las plantas se evalla sin competencias intraespecificas o
interespecificas, l0 que puede ser relevante para estudiar los rasgos de las raices en el
campo. Ejemplos de estos métodos incluyen: Observatorio de Crecimiento y Luminiscencia
para Raices (GLO-Roots), Tomografia Computarizada de Rayos X y el método de macetas
transparentes en invernadero. Por otro lado, los métodos de gran relevancia practica y
fisiol6gica utilizan ensayos destructivos. Hasta cierto punto, los métodos de extraccion de
muestras del suelo y los rizolisimetros pueden minimizar la pérdida de estructuras
radiculares. Todos los métodos basados en el campo requieren mucha mano de obra y
estan sujetos a los efectos de las variabilidades ambientales en el campo. En resumen, el
método elegido para cultivar plantas para la obtencion de imagenes de las raices dependera
de un conjunto de factores que incluyen el rasgo especifico de la raiz de interés (por
ejemplo, raices primarias frente a raices de la corona), la escala de tiempo deseada para

el muestreo (horas frente a dias o meses), capacidad de infraestructura y costos.
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Tabla 1-1: Estrategias y enfoques para el fenotipado de raices.

Sistema de Medios de Descripcion Referencias
cultivo de crecimiento
plantas
1. Observatorio Suelo Este método combina vasos de crecimiento hechos a medida y nuevos algoritmos ~ (Rellan-Alvarez et

de crecimiento y
luminiscencia de
raices (GLO-
Roots)

2. Tomografia
computarizada

de rayos X

3. Rizofénicos

4. Método de
olla transparente

5. Shovelomics

6. Minirhizotrons

7. Rizolisimetros

(laboratorio)

Suelo
(laboratorio e

invernadero)

Medios
liquidos
(laboratorio)

Suelo

(invernadero)

Suelo (en el

campo)

Suelo (en el

campo)

Suelo (en el

campo)

de analisis de imagenes para monitorear de forma no destructiva el desarrollo de
RSA en el espacio (2-D) y el tiempo. La técnica permite que la informacion sobre
las propiedades del suelo (por ejemplo, la humedad) se integre con los datos del
crecimiento de las raices. El sistema hace uso de imagenes de luminiscencia de
raices que expresan luciferasa de optimizacion de codones de plantas.

Visualiza de forma no destructiva estructuras radiculares opacas midiendo la
atenuacion de la radiacién ionizante a medida que pasa a través de la raiz. Se
adquieren una serie de proyecciones y se combinan para reconstruir una imagen
3D del sistema radicular.

Combina hidroponia y rizotrones. El sistema estd hecho de una tela de nailon
sostenida por un marco de aluminio. La instalacién se sumerge en un tanque lleno
de medio liquido. Permite obtener imagenes bidimensionales no destructivas de la
arquitectura de la raiz mientras se toman muestras de los brotes simultdneamente.
Utiliza macetas transparentes llenas de tierra u otros medios para macetas. Las
semillas se plantan cerca de la pared de la maceta para permitir imagenes de alto
rendimiento de las raices a lo largo de la pared transparente de la maceta. Para
evitar la exposicion a la luz, la maceta transparente se coloca en macetas negras
mientras se desarrollan las raices.

Implica la excavacion manual de plantas y la separacion de raices de los
brotes. Las raices lavadas se colocan luego en una placa de fenotipado para la
cuantificacion del rasgo de la raiz. Los nuevos algoritmos permiten la extraccion de
varios rasgos de raiz con un alto rendimiento

Un tubo de observacion transparente insertado permanentemente en el suelo. Con
el tiempo, se pueden capturar imagenes de raices que crecen a lo largo de la pared
del minirhizotrén en lugares particulares del perfil del suelo.

Instalacién elaborada que consta de un corredor subterraneo y silos y tuberias de
hormigon para albergar nicleos de suelo que contienen suelo para la observacion

directa de raices.

al., 2015)

(Mairhofer et al.,
2013; Mooney et
al., 2012)

(Mathieu et al.,
2015)

(Richard et al.,
2015)

(Bucksch el at.,
2014; Trachsel, et
al., 2011)

(Maeght el at.,
2013)

(Eberbach et al.,
2013)

Fuente: Tabla adaptada de Paez — Garcia et al., 2015.



1.1.2.Estrategias para el fenotipado de raices y su utilizacién en

programas de mejoramiento

El desarrollo de plantas con la capacidad de crecer y seguir siendo productivas en suelos
marginales con poca cantidad de agua y fertilizantes es un objetivo importante de los
programas de mejoramiento de cultivos y forrajes en todo el mundo. Aunque la
identificacion de rasgos de arquitectura de raices que faciliten la exploracién y la utilizacion
efectiva del agua y los nutrientes se puede utilizar para lograr estos objetivos de
mejoramiento, el desafio de medir rasgos subterrdneos con mayor rendimiento ha
obstaculizado el progreso en esta area.Independientemente, los programas de
mejoramiento de cultivos han aumentado los rendimientos al seleccionar una combinacién
de caracteristicas como el aumento de la biomasa de los brotes, cambiando la relacion
entre grano cosechado vs brote de biomasa, mejorando la resistencia a enfermedades y
ampliando la duracién de la temporada de crecimiento. Los aumentos de rendimiento a
través del mejoramiento se han asociado con una floracibn mas temprana y una
disminucién del nimero de dias entre la germinacion y la cosecha que podria haber
resultado de la seleccidn inadvertida de sistemas de raices mas eficientes (Lynch & Brown,
2012).

Varias clases de rasgos radiculares tienen el potencial de ser implementados en programas
de mejoramiento de cultivos para mejorar la adquisiciéon de recursos del suelo, incluida la
modificacion de la rizosfera para movilizar nutrientes o desintoxicar iones (Richardson,
2011) rasgos anatémicos que pueden reducir el costo metabdlico de la exploracion del
suelo (Fan et al., 2003); simbiosis mejoradas con bacterias fijadoras de nitrégeno u hongos
micorrizicos (Graham et al., 2003); pelos radiculares mas largos y densos para mejorar la
adquisicion de Py otros recursos inméviles (Lynch et al., 2008) y rasgos arquitectonicos de
la raiz capaces de optimizar la exploracion del suelo en el tiempo y el espacio (Lynch et al.,
2008).

El éxito en los esfuerzos especificos para mejorar la adquisicion de nutrientes y agua de los

cultivos mediante la identificacion y seleccién de los ideotipos de raices que son mas
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adecuados para un conjunto objetivo de condiciones ambientales y de suelo se puede
obtener mediante una combinacién de estrategias de fenotipado de raices que abarcan
evaluaciones de laboratorio, invernadero y campo. El conocimiento previo del ASR de
diferentes genotipos o lineas de mejoramiento se puede utilizar para comparar la
productividad de un genotipo en particular en relacién con el tamafio de la raiz cuando la
planta estd expuesta a déficits de agua y nutrientes. Ademas, las capacidades de
fenotipado de raices pueden mejorar nuestra comprensién de la variacién en los sistemas
de raices de multiples especies en respuesta a varios factores de estrés, ayudar en nuestra
evaluacién de cdmo estos sistemas impactan el ecosistema del suelo y, a través de este
conocimiento, permitir el desarrollo de estrategias para modificar ASR y mejorar la salud

del suelo (Paez-Garcia et al., 2015).

1.1.3.Plataformas de fenotipado parala arquitectura del sistema

raiz

La optimizacion de ASR puede facilitar un mayor rendimiento de los cultivos (Wasson et
al. , 2012), especialmente en regiones de agricultura de bajos insumos o sequia. El término
ASR comprende una amplia gama de pardmetros morfoldgicos de la raiz, como la longitud,
densidad, ramificacion y la superficie total. La plataforma de fenotipado Optima para
cuantificar tales parametros es a menudo un compromiso entre una gama de propiedades
deseables de la plataforma. Las cuales se discuten mejor en relacion con tres procesos que
constituyen el fenotipado: cultivo de plantas, adquisicion de datos y procesamiento de
datos. Para estos tres procesos, las propiedades deseables generales son (i) bajos costos
de desarrollo y operaciéon y (ii) la posibilidad de medir un gran namero de réplicas
individuales, genotipos o tratamientos con poco esfuerzo. Las propiedades especificas del

proceso que pueden necesitar ser comprometidas se analizan a continuacion.

Las propiedades especificas que pueden requerir un compromiso al desarrollar el método
optimo de adquisicion de datos son: resolucion, procesabilidad de los datos, coincidencia

con el sistema de cultivo deseado y posibilidad de medir todos los parametros de raiz
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deseados. Muchas de las plataformas de fenotipado de alto rendimiento recientemente
desarrolladas utilizan imagenes 2D con camaras (Nagel et al., 2009; Clark et al., 2013; Le
Marie et al., 2014) o escéneres de superficie plana (Hund et al., 2009; Chen et al., 2011;
Shi et al., 2013). Sin embargo, desenredar las raices y organizarlas en una conformacion
2D es tedioso y, a menudo, dafia las raices. Para resolver este problema, los sistemas de
raices se pueden cultivar en 3D en gel seguido de imagenes o6pticas 2D con camaras y

reconstruccion de imagenes 2D en modelos 3D (Clark et al., 2013).

Después de la adquisicion de una o varias imagenes del estado morfolégico de un sistema
de raices, el desafio es procesar estas imagenes en datos cuantitativos. Una de las cosas
que complica la extraccion de rasgos no complicados a priori, como la longitud y el nUmero
de raices laterales, es distinguir las raices superpuestas en imagenes 2D de forma
automatizada. Este problema se manifiesta tipicamente con plantas adultas cultivadas en
sistemas de crecimiento 2D o 3D. Por el contrario, los rasgos que son complejos de
cuantificar por el ojo humano, como el area total de la raiz y la longitud, se pueden obtener
de imagenes y procesar con bastante facilidad sin intervencién manual, ya que no requieren
una distincion entre zonas Yy tipos de raices. El procesamiento y extraccién de datos es
preferiblemente completo, rapido, sin errores y sin necesidad de intervencién humana
(Clark et al., 2013).

En la ultima década se ha desarrollado una amplia gama de aplicativos de programa que
satisfacen en mayor o menor medida estas demandas. Los principales puntos de enfoque
de estos paquetes son el ordenamiento jerarquico de raices basado en morfologia, funcién
fisiologica, topologia, tasa de crecimiento de raices y anatomia. En los Gltimos cinco afios,
se ha desarrollado un ndmero impresionante de paquetes de programa (semi)
automatizados (Tabla 1-2) (Lobet et al., 2013). Aunque muchos de estos paquetes de
programa pueden procesar imagenes de forma totalmente automatica, a menudo es
necesaria la correccion manual del analisis de la imagen y una verificacion de la calidad del
procesamiento. Muchos de los paquetes de programa enumerados también cuentan con
complementos listos para usar o la capacidad de adaptar o ampliar el programa a medida

que el codigo fuente esta disponible.
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Tabla 1-2: Descripcion general del programa de procesamiento de datos disponible.

Paquete
programa

de Rasgos principales

de laraiz

Automatizado

Publicacién

2D root images

Aria

BRAT

DIRT

ElonSim

EZ-Rhizo

GiA Roots

GrowScreen-Root

Growth Explorer

1J-Rhizo
KineRoot

Root System Analyzer

Root Tip Detection

RootFlowRT

REST

RootFly

RootNav

Casco convexo, longitud, forma,
Insercion, longitud, topologia

Angulo de ramificacion, densidad,
diametro, distribucién, longitud

Longitud

Insercion, angulo de insercion,
longitud, nr. de ramas, topologia

Casco convexo, profundidad, eslora,
nr.de ramas, perimetro, superficie,
volumen

Angulo de insercion, longitud, nr. de
ramas

Perfil de velocidad

Diametro, longitud
Gravitropismo, crecimiento

Cuenta, didmetro, angulo de insercién,
insercién, longitud

Cuenta, diametro

Crecimiento, perfil de velocidad

Angulo de ramificacion, densidad,
diametro, distribucién, longitud

Color, diametro, longitud,

Casco convexo, recuento, insercion,
angulo de insercion, longitud

Automatizado

Manual

Automatizado

Automatizado

Semiautomatizado

Automatizado

Semiutomatizado

Automatizado

Automatizado
Automatizado

Automatizado

Automatizado

Automatizado

Automatizado

Manual

Semiautomatizado

(Pace et al., 2014)

(Le Bot et al., 2010)

(Bucksch et al., 2014)

(Benoit et al., 2014)

(Armengaud et al.,
2009)

(Galkovskyi et al,
2012)

(Nagel et al., 2009)

(Basu & Pal, 2012)

(Pierret et al., 2013)
(Basu et al., 2007)

(Leitner et al., 2014)
(Kumar et al., 2014)

(van der Weele et al.,
2003)

(Colombi et al., 2015)

(Zeng et al., 2008)

(Pound et al., 2013)
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RootReader2D Profundidad, Jongltud, namero  de Semiautomatizado (Clark et al., 2013)
ramas, topologia

RootScape Forma Semiautomatizado (Ristova et al., 2013)

RootTip Trace Longitud Semiautomatizado (Geng et al., 2013)

RootTrace

SmartRoot

Curvatura, longitud, numero de ramas

Diametro,

insercion,

angulo

de

insercion, longitud, numero de ramas

Automatizado

Semiautomatizado

(French et al., 2009)

(Lobet et al., 2011)

Anatomia de secciones transversales

Cell-O-Tape Numero de celda, tamafio de celda Man.ual, . (French et al., 2012)
semiautomatico

CellSeT Geometria de celda, numero de celda Automatizado (Pound et al., 2013)

RootScan Numero de células por tejido, area de Automatizado (Burton et al., 2012)

tejido, area de vasos

Programa dedicado a sistemas raiz 3D

iROCS Toolbox Recqnstr_l{cmon 3D, diametro, Auto_matlzadc_), (Schmidt et al., 2014)
localizacion, volumen semiautomatizado
Casco convexo, profundidad, angulo

RootReader3D de insercion, _Io_ngltud, nUMero _,de Automatizado (Clark et al., 2011)
ramas, superficie de orientacion,
volumen, ancho

RooTrak Reconstruccion 3D Semiautomatizado (Mairhofer et al., 2012)

Fuente: Tabla adaptada de Lobet et al. (2013).



2.0bjetivos

2.1. GENERAL

e Evaluar el fenotipado de raices de maiz (Zea mays L.) utilizando imagenes digitales,

como apoyo a los programas de premejoramiento genético.

2.2. ESPECIFICOS

e Evaluar dos metodos de fenotipado de las raices mediante la técnica tradicional en

comparacion con el método de imagenes digitales en dos localidades de Antioquia.

e Implementar una nueva estrategia de muestreo e imagenes en combinaciéon con un

programa de analisis de imagenes personalizado.
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3.Materiales y métodos

3.1. Sitio experimental

Los experimentos se llevaron a cabo en dos localidades, donde se buscaba investigar el
comportamiento de las raices en dos ambientes para abordar las limitaciones de la
recopilacibn manual de datos durante el afio 2019. El primer montaje experimental se
establecié en campo el 12 de abril del afio 2019, en el Centro de Investigacién “La Selva”
perteneciente a la Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA),
localizado en la zona de vida ecoldgica Bosque Himedo Montano Bajo, en latitud norte 6°
7' 49"y longitud oeste 75° 24' 49" a 2.090 msnm. El experimento se llevé a cabo en un suelo
franco limoso y arcillas blandas. La temperatura promedio entre la siembra y el muestreo
fue de 21°C, la precipitacion total fue de 1319 mm y la humedad relativa promedio fue del
75%.

El segundo montaje experimental se establecié en campo el 08 de octubre del afio 2019,
en la Estacion Agraria Cotové, perteneciente a la Universidad Nacional de Colombia,
ubicada en la vereda El Espinal, del municipio de Santa Fe de Antioquia, departamento de
Antioquia, Colombia. Sus coordenadas geograficas son 6° 33' 32” de latitud Norte y 77° 04’
51" de longitud Oeste. El experimento se llevé a cabo en un suelo con estratos de arenas 'y
arcillas. La temperatura promedio entre la siembra y el muestreo fue 29°C a una altura, una

precipitacion de 1.012 mm y la humedad relativa promedio fue del 71%.
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3.2. Material genético

Se utilizaron 12 genotipos de maiz provenientes del programa de premejoramiento de
Agrosavia y del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT), los cuales
han sido seleccionados a partir de procesos de seleccion recurrente en diferentes
materiales o variedades sintéticas. Estos materiales han sido elegidos previamente por su

capacidad productiva y de adaptacion en localidades hasta 1.600 m s n m.
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Tabla 3-1: Descripcion de doce genotipos de maiz utilizados en el experimento.

Origen

N° Genotipo
1 MVE-093
2 MVE-056
3 MVE-097
4 MVE-038
5 MVE-039
6 MVE-078

7 MVC-114

8 MVC-159

9 MVC-B01

10 MVE-081
11  MVE-016
12 MVE-068

Variedad Experimental de endospermo amarillo. Obtenida a partir de Suwan-1 (Compuesto Thai-1)
mediante selecciébn de mazorca por surco y posee cinco ciclos de seleccion de hermanos
completos. Presenta tolerancia a Perenosclerospora sorghi

Variedad Experimental e endospermo amarillo. Obtenido a partir de Suwan-1 (Compuesto Thai-1).
Posee dos ciclos de Selecciéon Masal Simple y tres ciclos de Familias de Hermanos Completos
(FHC). Presenta resistencia a Perenosclerospora sorghi

Variedad sintética formada a partir de 14 lineas S5. Color de endospermo blanco. Posee cuatro
ciclos de seleccion recurrente.

Variedad Experimental de endospermo amarillo. Obtenido a partir de Across 9236, derivada de la
Poblacion 36 (Cogollero). Posee tres ciclos de seleccién recurrente, utilizando el esquema de
seleccién familiar combinada alternante (SFCA) (Molina, 1988). En el tercer ciclo de mejoramiento
fueron seleccionadas las 5 mejores progenies autofecundadas, derivadas de las 10 mejores FMH,
obteniéndose 50 lineas S1; posteriormente siendo recombinadas utilizando un compuesto
balanceado para polinizar.

Variedad Experimental de endospermo blanco. Obtenido a partir del cruzamiento interpoblacional
entre Poblacion 49 (Blanco Dentado-2) y Poblacion 43 (La Posta) de CIMMYT. Posee cuatro ciclos
de seleccion masal estratificada. La Poblacién 49 proviene de la seleccion de 240 FHC de Tuxpefio
Crema-1 C17 (Poblacién 21); mientras que la Poblacion 43 es un sintético compuesto por 16 lineas
de Tuxpefio.

Variedad Experimental de endospermo blanco. Obtenido a partir de la Poblaciéon 22 (Mezcla
Tropical Blanca) mediante seleccion de FHC. La Poblacion 22 esta formada por Tuxpefio, ETO
Blanco, Antigua grupo 2, (Mezcla I-Colima grupo I)-ETO, Compuesto Centro Americano, Lineas de
El Salvador, VS20C, Nicarillo Se. Blanca, 13 familias de Pool 24 (blanco tardio dentado).

Variedad Comercial de endospermo amarillo. Obtenida a partir de la recombinacion de 10 lineas
provenientes de FHC de la Poblacién 28 de CIMMYT (Pob. 28 formada por Tuxpefio, Caribe, ETO
Amarillo, Brasil y 9 familias del Pool 26).

Variedad Comercial de endospermo blanco. Obtenida a partir de la recombinacién de 10 lineas
puras de CIMMYT.

Variedad comercial. Primera variedad de maiz blanco biofortificado liberada en Colombia, con 36%
mas de zinc que maices convencionales. Obtenida por la recombinacion de lineas con grado medio
de endogamia y alto contenido de zinc.

Variedad Experimental de endospermo amarillo. Obtenida a partir de "Cauca-414" mediante el
método de seleccidn de mazorca por surco y un ciclo de hermanos completos. Seleccién enfocada
a disminucion de altura de planta y mazorca. Buen comportamiento ante enfermedades, incluida
mancha foliar por Cercospora sp.

Variedad Experimental de endospermo amarillo. Obtenida a partir de "Huila-314" mediante el
método de seleccion de mazorca por surco y un ciclo de medios hermanos. Seleccion enfocada a
disminucién de altura de planta y mazorca. Buen comportamiento ante enfermedades, incluida
mancha foliar por Cercospora sp.

Variedad Experimental de endospermo amarillo. Proviene de la accesion "Dulce Medellin”, obtenida
en la Estacion Tulio Ospina, Colombia. Posee dos ciclos de seleccion masal estratificada para la
disminucién de altura de planta.

Fuente: (M.A. Guzmén, comunicacion personal, marzo 2019)
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3.3. Disefio experimental y manejo agronémico de los ensayos

En cada localidad se utilizé un disefio experimental de bloques completos al azar, con tres
repeticiones. Cada genotipo se sembro en dos surcos de 5 metros de largo por 0,80 m de
distancia entre surcos y 0,20 m entre cada planta, para una unidad experimental de 8,32
m2. En ambas localidades, la preparacion del terreno se efectué mediante un pase de arado
y dos pases de rastra. Al momento de la siembra se realiz6 una fertilizacion completa con
15-15-15 a razén de 50 kg ha. Se realizé un reabono con urea (46% N) a razén de 50 kg
halalos 35 dias después de sembrado (dds). El control de Spodoptera frugiperda se realiz6
con Karate Zeon CS (50-Lambdacihalotrina) a razén de 0,5 L hat. El agua se aplicé
mediante riego por surco en la localidad de La Selva y riego por aspersiéon en Cotové, para

el control de malezas se aplicaron de acuerdo a los requerimientos en la zona de estudio.
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3.4. Variables

3.4.1.Variables asociadas a la arquitectura de la raiz de maiz

Se utilizaron ocho variables asociadas a la arquitectura de la raiz, basados en el método
tradicional de fenotipado manual publicado por Trachsel et al. (2010). Los rasgos de ASR

proporcionados por el programa REST se realizaron basados en imagenes digitales segun
lo demanda Colombi et al. (2015) (Tabla 3-3).

Tabla 3-2: Variables evaluadas en la arquitectura del sistema raiz (ASR).

Rasgo

Abreviacion

Descripcion

Angulo izquierdo de la raiz (°)
Angulo derecho de la raiz (°)

Numero de raices basales (#)
NuUmero de raices adventicias (#)
Diametro de raices adventicias
(mm)

Diametro de raices basales (mm)

Longitud de raices adventicias (cm)

Longitud de raices basales (cm)

ARL

ARR

NBR
NAR

DADR

DBR

ADRL

BRL

Angulo del lateral izquierdo que emergen de la
trayectoria central a lo largo de la raiz.

Angulo del lateral derecho que emergen de la
trayectoria central a lo largo de la raiz.

El nidmero de raices basales de la raiz.
El nimero de raices adventicias de la raiz

Grosor de raices adventicias a lo largo de la
trayectoria central de la raiz.

Grosor de raices basales a lo largo de la trayectoria
central de la raiz.

La longitud desde la base de una raiz hasta el
componente del sistema radicular adventicio

La longitud desde la base de una raiz hasta el
componente del sistema radicular basal.

Fuente: Trachsel et al. (2010)
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Tabla 3-3: Variables de la arquitectura del sistema raiz proporcionados por el Software

REST

Variables basicas

Abreviacion

Descripcion

Angulo izquierdo de la raiz izquierda/
derecha (°)

Angulo de apertura de la raiz (°)

Didametro de raices adventicias (mm)

Didmetro de raices basales (mm)

Longitud del sistema de raiz

Area (cm?)

RAL - RAR

ROA
ADRD

BDR

RSL

AREA

Angulo mas externo alrededor del centro del tallo.

Apertura del angulo entre izquierda y derecha.

Diametro desde la base de una raiz adventicias
proyectada.

Didametro la base de una raiz basal proyectada.

Longitud proyectada total de la estructura dentro del
casco convexo.

Area de todos los pixeles derivados de la raiz dentro del
casco convexo.

Fuente: (Colombi et al., 2015)

3.4.2. Variables asociadas a la seccion aérea de la planta de maiz

Con el fin de relacionar los rasgos arquitectbnicos de las raices con caracteres

morfoagronémicos, se midié la seccidon de la parte area de la planta de maiz. Se

contemplaron 12 variables aprobados por CIMMYT/IBRPGR (1991), los cuales son

descritos en la Figura 3-1.
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Figura 3-1: Medicion de las variables asociadas a la seccién aérea de la planta de maiz. 1- Medicion de longitud
y ancho de la hoja. 2- Altura de planta. 3- Altura de mazorca. 4- Arena de tallo. 5 -6. Dias de floracion masculina
y femenina. 7- Numero de mazorcas en cosecha. 8- Peso de mazorcas.
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Tabla 3-4: Descriptores morfol6gicos empleados en la evaluacion de 12 genotipos de

maiz

Variable

Descripcion

Rendimiento (kg-hat)

Dias a 50% de
floracién masculina

Dias a 50% de
floracién femenina
Intervalo antesis-
emision de estigmas
(ASI)

Area foliar (cm)

Altura de planta (cm)

Altura de mazorca (cm)

Relacion de la altura de
planta y altura de
mazorca

Didmetro de tallo (mm)

Acame de raiz (%)
Acame de tallo (%)

Numero de mazorcas
podridas (unidades)

Numero de mazorcas
con mala cobertura (%)

Numero de mazorcas
podridas (%)
Humedad de semilla
(%)

Biomasa aérea (%)

Biomasa de raiz (%)

El rendimiento se calculé con base en la cosecha de la parcela util, determinando el contenido de
humedad del grano, para ajustar el rendimiento de maiz por hectarea.

Evaluar el ensayo todos los dias desde el comienzo de la floracion, contandose las plantas de cada
hilera y cuando el 50% de las mismas se encuentren emitiendo polen, se registraran los dias trascurridos
desde la siembra hasta ese momento.

Dias transcurridos desde la siembra hasta que el 50% de las plantas presenten estigmas receptivos.

Se deriva de la diferencia a partir de FM y FF, es un indicador de la sincronia existente en la planta para
una buena fecundacién. Para este estudio, en promedio.

Relacion ente la longitud de la hoja y el ancho de la hoja, tomando una muestra de 5 plantas por parcela.

Transcurridas tres semanas desde el final de la floracién se debe medir con una regla de madera la
distancia desde el nivel del suelo hasta la insercion de la hoja bandera. tomando una muestra de 5
plantas por parcela.

Se realiza simultdneamente con la medicion mencionada anteriormente y en la misma planta,
registrandose la distancia desde el nivel del suelo hasta la insercién de la primera mazorca. tomando
una muestra de 5 plantas por parcela.

Se deriva de la relaciona entre la altura de planta y la altura de mazorcas.

Por la naturaleza ovalada del tallo, se debe registrar el diAmetro en ambas direcciones.

Numero de plantas volcadas de raiz, registradas dos semanas antes de la cosecha.
Numero de plantas volcadas, registradas dos semanas antes de la cosecha.

Mazorcas que presentan dafios causados por patdégenos al momento de la cosecha, expresado como
porcentaje del total de plantas en cada unidad experimental.

Mazorcas que presenta una cobertura deficiente, expresada como porcentaje del total de plantas en
cada unidad experimental.

Mazorcas que presentan dafios causados por patdégenos al momento de la cosecha, expresado en
porcentaje del total de plantas en cada unidad experimental.

Luego de tomar el peso de las mazorcas totales, se seleccionaron las mejores cuatro de cada
tratamiento, las cuales fueron desgranadas manualmente y medio el porcentaje de humedad con un
medidor de humedad.

Porcentaje de peso seco de la biomasa area con relaciéon a la biomasa total.

Porcentaje de peso seco de la biomasa de raiz con relacion a la biomasa total.

Fuente: (Instructivo para la toma de datos, Agrosavia, 2019).
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3.5. Muestreo en campo de las variables asociadas a la raiz

Después de la floracion (VT — R1), para evaluar la arquitectura raiz en el campo, se uso el
enfoque destructivo basado en la excavacion llamado "shovelomics" (Trachsel et al., 2010),
junto con la recopilaciéon y analisis de imagenes digitales utilizando el software REST,

siguiendo el procedimiento utilizado por Colombi et al. (2015).

3.5.1.Seleccidn de las plantas atomar en launidad de muestreo

Para las variables asociadas a la raiz, se muestrearon tres plantas por cada unidad
experimental. Se marcaron los tallos de estas plantas, con un corte longitudinal en la parte
superior antes de excavar las raices. Se realizé un corte longitudinal de las coronas
radiculares con el objetivo de facilitar el transporte, limpieza y accesibilidad de las
estructuras internas, como las densidades de ramificacion, sin necesidad de cortar raices
individuales. Esta division permite que las coronas radiculares se ajusten al plano focal de
la camara, lo que facilitaba la discriminacion del objeto y el fondo durante el procesamiento

de laimagen.

3.5.2. Lavado y almacenamiento de la muestra de la corona el

volumen de la muestra de la corona

Los tallos se cortaron exactamente 25 cm por encima de la superficie del suelo. Las raices
se excavaron retirando un cilindro de suelo de aproximadamente 30 cm de diametro y
profundidad con una pala estdndar. Esta fue agitada vigorosamente para retirar el exceso
de suelo y se remoj6 en agua con detergente comercial. Finalmente, se limpio retirando las
particulas de suelo remanentes utilizando agua a baja presion. Los racimos de raices se
almacenaron y se preservaron hidratados para conservar su estructura tridimensional y
posteriormente seguir con la toma de fotografias. Los racimos de raices se secaron durante

72 h en el horno a 105 °C para medir el peso seco de raices (Figura 3-2).
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3.5.3.Método tradicional por medio del analisis de los rasgos de

la arquitectura del sistema raiz (ASR)

El método tradicional de medicion manual o convencional se realizé de acuerdo a lo
reportado por Trachsel et al. (2010). Se realizaron observaciones cuantitativas a cada
unidad experimental, examinando tres plantas representativas de la misma parcela.
Utilizando un tablero de puntuacion (Anexo A), se realizaron mediciones de los angulos,
tanto angulo izquierdo (ARL: angle root left), &ngulo derecho de raices (ARR: angle root
right), nimero de raices basales (NBR: number basal roots) y adventicias (NAR: number
adventitious roots), diametro de raices basales (DBR: diameter basal roots) y adventicias
(DADR: diameter adventitious roots) y longitud de raices adventicias (ADRL: adventitious
roots length) y basales (BRL: basal roots length). Para aumentar la precision, los rasgos se

midieron en lugar de asignarles puntuacion.

3.5.4.Estructura para el soporte de camara fotografica y toma

de iméagenes digitales

Se construyé una estructura conectada con tubos de plastico, las dimensiones del
rectangulo eran (78 * 112 * 105 cm). La estructura estaba cubierta con una tela de color
negra para mayor captacion de los detalles en la imagen. Para la toma de las imagenes,
se utilizaron dos camaras digitales: (i) Nikon D5500 de 24,2-megapixeles, en las imagenes
captadas en el Cl La Selva, y (ii) Canon REBEL T3i, de 18 megapixeles para las imagenes
captadas en la E.A. Cotové. Para ambos casos, la resolucién de las imagenes obtenidas
cumplia con los requerimientos minimos del programa. La camara se apoy6 en un tripode

al momento de hacer las fotografias.
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Figura 3-2: Pasos del protocolo shovelomics (Trachsel et al., 2010) implementado en este estudio. 1-
Preparacion de la parcela. 2- 3 Excavacion de raices. 4- Limpieza de raiz. 5- Corte longitudinal y colocacién
de etiquetas en ambas secciones. 6- Evaluacién de rasgo de raiz por medio del tablero de puntuacién. 7.
Equipo para la toma de imagen digital (previa a la mejora de la adquisicién de imagenes digitales). 8- Imagen
del sistema de raiz para su posterior evaluacion en el programa REST.

3.5.5.Procesamiento de imagenes con REST

Para el analisis, las imagenes, se utiliz6 el programa llamado Root Estimator for
Shovelomics Traits (REST, version 1.0.1) (Institute of Agricultural Science, ETH Zurich,
Suiza) integrado a Matlab 8.2 (The Mathworks, Natick Massachusetts, Estados Unidos). El
ancho de la imagen y punto de separacién entre la raiz y parte aérea de la planta fueron
ajustado de acuerdo a los requerimientos del programa. Los resultados incluyeron los
rasgos de los angulos, tanto angulo izquierdo (RAL: root angle left), &ngulo derecho de la
raiz (RAR: root angle right), angulo de apertura de la raiz (ROA: root opening angle),

longitud del sistema de raices (RSL: root system length), didmetro de raices adventicias
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(ADRD: adventitious root diameter), didmetro de raices basales (BRD: basal roots diameter

of roots).

Figura 3-3: Procesamiento de imagenes con Root Estimator for Shovelomics Traits (REST). a-
Imagen RGB original tomada con 18 megapixeles y segmentada en imégenes binarias; b - I)
determinacion automatizada del angulo superior de la raiz derivada de la imagen, Il) correccion
de las raices sobresalientes restando el 2.5% de los pixeles en el lado izquierdo y derecho y el
5% en la parte inferior del stock de raices, lll) determinacién de factor de llenado a lo largo del

arco; c- |) area del casco convexo, y Il) ancho maximo.

Para reducir los errores debidos a que las raices individuales sobresalen del stock de raices,
el 5% de los pixeles de la raiz del borde inferior se descartaron en el eje horizontal y el 2,5%
de los pixeles de la raiz en cada lado se descartaron en el eje vertical. Por tanto, el andlisis
se bas6 en las imagenes que comprenden el 90% de los pixeles clasificados como raices.
Cabe aclarar que las fotos fueron tomadas a una distancia de 1 metro entre la muestra y la
camara, distancia focal de 49 mm, punto focal /5.6 y tiempo de exposicién de 1/8. Un arco
de 10 cm de diametro desde el centro del tallo se establece al ejecutar el programa. El
angulo entre la raiz mas externa izquierda y derecha se defini6 como el angulo de apertura
de la raiz (Figura 3-3 b). Posteriormente, se establece un convexo que permite determinar
el ancho maximo de la raiz (Figura 3-3 c). Instrucciones para el uso del programa se
encuentra en el manual del usuario de Root Estimator for Shovelomics Traits (REST,

version 1.0.1).
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4.Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados en R Core Team (2020). Las relaciones entre las medias de
los de los rasgos de la arquitectura del sistema raiz evaluados manualmente y los rasgos
derivados de imagenes se evaluaron con correlaciones lineales basadas en la correlacion
de Pearson (p < 0,01), se consideraron débiles si r < 0,5, moderadas si 0,5 <r < 0,7,
razonablemente fuertes 0,7 < r < 0,85 y fuertes r > 0,85. Se realizé un analisis para el
procedimiento de componentes principales se realizé para todas las variables evaluadas,

utilizando la matriz de datos por localidad.
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5.Resultados y discusion

5.1. Relacién entre metodologiatradicional y uso de imagenes

digitales

Se evalué el tiempo utilizado para cada metodologia, donde el tiempo promedio requerido
para la excavacion fue de 2 minutos y el acondicionamiento de la muestra, como remojo y
enjuague de una raiz individual en nuestra condicién, fue de aproximadamente 15 minutos.
En contraste a lo reportado por Trachsel et al. (2010) donde el tiempo requerido para la
excavacion y evaluacion fue aproximadamente 6 min. El remojo y el enjuague tomaron mas
tiempo adicional, y este tiempo fue altamente dependiente de la densidad de ramificacion
del genotipo y las condiciones del suelo. En conjunto, este protocolo de excavacion y lavado
logré permitir una buena inspeccion visual de los principales rasgos de la arquitectura de la
raiz. La captura de imagenes con un procedimiento estandarizado como se presenta en la
Tabla 5-1 o por Grift et al. (2011), redujo enormemente la duracién de todo el procedimiento
manteniendo una calidad de imagen 6ptima. Por lo tanto, el fenotipado automatico requirié

1 min por corona de raiz.
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Tabla 5-1. Tiempo promedio requerido para la excavacién, acondicionamiento de la
muestra y evaluacion de las coronas de raices.

Proceso Duracion (min)
Control*

Excavacién 2 min 2 min
Acondicionamiento de la muestra 15 min 6
Evaluacion

Manual 10 2

Digital 1 -
Total 28 min 10 min

*Tomado de Trachsel et al. (2010)

Por otro lado, la paladmica, incluso si es mucho més laboriosa, permite visualizar
fisicamente, es decir, directamente los rasgos principales que describen la arquitectura de
la raiz. El tiempo requerido para todo el proceso desde la excavacion hasta el analisis fue
40% menor con respecto a lo reportado previamente por Trachsel et al. (2010) para suelos
arenosos y franco-limosos. En particular, se requiri6 mucho mas tiempo del esperado para

remojar y eliminar las particulas de suelo adheridas a las raices.

En los ultimos afios, el rendimiento, la confiabilidad y la estandarizacién del fenotipado de
los rasgos de la raiz ha aumentado con el uso de programas de andlisis de imagenes, como
Imagenes digitales de rasgos de raiz (DIRT) (Bucksch et al.,, 2014), Estimador de
Shovelomics para rasgo de raices (REST) (Colombi et al., 2015) y la Plataforma de
imagenes de multiples perspectivas (M-PIP) (Seethepalli et al., 2018). El método
presentado en este documento es de alto rendimiento, minimiza costo y tiempo, aumenta

el rendimiento y es facil de aprender (De Bauw et al., 2019).
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5.1.1. Correlacion de los rasgos de raices entre método manual

y digital

Con el objetivo de validar la concordancia entre los registros de las variables efectuados de
manera manual o tradicional con respecto a los generados por el programa REST, se
estimaron los niveles de correlacion existentes entre estas. Las variables de diametro
(DRAD) angulo de apertura izquierdo (ARL), derecho (ARR), longitud de las raices (ADRL)
y su contraparte, angulo izquierdo de raices (RAL), derecho (RAR), diametro (ADRD) y

longitud del sistema de raices (RSL) evaluados en REST.

En general, la validacion aportada mostré excelentes resultados al revelar correlaciones
positivas r = 0,97; 0,96; 0,94, (p <0,01), para las variables de diAmetro y apertura de angulo
derecho e izquierdo respectivamente. En la Figura 5-1 se compararon y se validaron los
rasgos de shovelomics manuales con los rasgos de REST calculados automaticamente en
raices de maiz. En nuestro estudio los altos coeficientes de correlacion de Pearson resaltan
la posibilidad de reemplazar la recopilacion manual de ciertos rasgos, con el fin de acelerar
el proceso de fenotipado en el campo, sin perder informacion atil. Bucksch et al. (2014)
encontraron correlacion entre los angulos de la corona y apertura de raiz de maiz,
obteniendo un coeficiente de correlacion de Spearman significativor =-0,82 y r = —0,62 (p
= 0,0072 y p = 0,0379), respectivamente, siendo correlaciones negativas debido a la
restriccion geométrica de que cuanto mas empinados son los angulos de las raices a la
linea del suelo, menos ancho se acumula en el nivel de la apertura, recalcando la posibilidad
de poder reemplazar la recopilacion manual de algunos rasgos con el método de imagenes
digitales, con el fin de acelerar el proceso de fenotipado en el campo. Asimismo, Das et al.
(2015) manifestaron que la validacién aportada entre el método manual y el método de
Imagenes digitales de rasgos de raices (DIRT) mostré excelentes resultados al reafirmar
las correlaciones conocidas del diametro del tallo (r = 0,69, p <0,0001), ademas de
establecer nuevas correlaciones para los rasgos inéditos angulo superior raiz (r= 0.87, p
<0,0001) y angulo inferior raiz (r = 0,75, p <0,0001).
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Se detecto6 una correlacion moderada (r = 0,60, p <0,001), entre longitud de raices derivados
manualmente y basados en imagenes (Figura 5-1D), demostrando inconsistencia entre
algunos rasgos determinados manualmente y basados en imagenes como lo describen De
Bauw et al. (2019), quienes indican que una cuantificacion confiable y consistente de los
rasgos de la raiz (por ejemplo, longitud (cm), peso de la raiz (g), grosor nodal (mm),
profundidad (cm)) basada en resultados basados en imagenes variables sigue siendo un
gran desafio. Ademas, Bucksch et al. (2014) correlacionaron rasgos de maiz entre los
métodos manuales de longitud lateral y las mediciones de longitud lateral basadas en

imégenes, obteniendo como resultado un coeficiente de correlacion de Pearson r = 0,64.

Segun De Bauw et al. (2019) entre los rasgos determinados manualmente y basados en
imagenes, los altos coeficientes de correlacion de rango de Pearson entre varios rasgos
resaltan la posibilidad de diferenciar los fenotipos de las raices comparando las medias de
tratamiento de varios rasgos basados en imagenes dentro de un ensayo. Entre los rasgos,
se observan correlaciones fuertes entre el diametro de raices basales y raices adventicias,
longitud y diametro de raices basales, didmetro de raices adventicias y longitud de raices
basales. Ademas, se correlacionaron moderadamente las variables de area con longitud y
didmetro de raices adventicias, el angulo izquierdo de raices mostré correlacién con el

diametro de raices adventicias, longitud de raices y area.
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Figura 5-1: Grafico de dispersién y coeficiente de correlacién de Pearson de rasgos de raices de maiz.
A, correlacion entre las medias de los genotipos del diametro de raices adventicias derivado del método
manual y programa REST. Intervalos de confianza; 0,96-0,97, B, angulo derecho de raiz, para método
manual y método de imagenes digitales. Intervalos de confianza; 0,94-0,96. C, el angulo izquierdo la
raiz, derivados manualmente y basados en imégenes, intervalos de confianza; 0,92-0.95. D, correlacion

de rasgos de maiz entre el método manual de longitud y las mediciones de longitud basadas en
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imagenes, intervalos de confianza de 0,50-0,67. Los rasgos denotan correlaciones significativas en el
nivel p < 0.01.
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Figura 5-2: Gréfico de regresion lineal simple entre rasgos de raices de maiz. A, relacién entre las medias
de los genotipos del diametro de raices adventicias derivado del método manual y programa REST, B,
angulo derecho de raiz, para método manual y método de imagenes digitales. C, el angulo izquierdo la raiz,
derivados manualmente y basados en imagenes. D, relacion entre rasgos de maiz entre el método manual
de longitud y las mediciones de longitud basadas en imagenes, los rasgos denotan regresiones

significativas en el nivel p < 0,01.
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5.2. Relacion entre variables de parte area con arquitectura de
raiz

Se registro coeficiente de correlacidon entre las caracteristicas morfoagronémicas con
los rasgos de la arquitectura de la raiz (Figuras 5-3 y 5-2), tanto en el metodo manual
como en el metodo basado en imagenes digitales. El diametro de raices adventicas
mostro una correlacion positiva al nivel de 0,01 con altura de planta, altura de mazorca,
acame de raiz y de tallo, estas dos utilimas se correlacionaron negativamente para
ambos metodos. Asimismo, el diametro de raices basales por parte del metodo
manual (Figura 5-1) mostr6 correlacion negativamente con variable asociadas con el

detrimento de la producciéon como acame de raiz.

En el presente estudio, la longitud de la raiz adventicias y las raices basales exhibieron
correlaciones moderadas con, altura de planta, altura de mazorcay area foliar para el
metodo manual, mientras que para el metodo de imagenes digitales no exhibio
correlaciones. Los angulos de las raices se correlacionaron positivamente con altura
de planta para el metodo digital (Figura 5-2), caso contrario con el metodo manual,
donde no presento correlacion entre estas variables. Con respecto a la relacion entre
variables de raices se encontrd correlacion positiva entre las longitudes de raiz, tanto
adventicias como basales con el diametro de raices (ADRD, r=0,54; r=0,78). El area
total de raices mostr6 correlacion moderada tanto con area foliar, altura de planta,

altura de mazorca.

En general, las correlaciones entre las caracteristicas de rasgos de raices y las

caracteristicas agronémicas fueron moderadas a bajas, nada inesperado si se tiene
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en cuenta que los datos de los rasgos de la arquitectura de raiz de se midieron en
una etapa muy temprana y en condiciones de crecimiento incapaces de imitar

adecuadamente las condiciones del suelo.
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Tabla 5-2. Correlacidn entre las medias de tratamiento de rasgos determinados manualmente y caracteres agromofologicos en

materiales de maiz en dos localidades de Antioquia.

REND AF AP AM AT ACR MC MP BIOR BR AR ADRD BRD ADR BRL ARL ARR
REND 1 0.37 0.0 012 0.30 -0.49+ -022 000 -029 -012 -011 027 -0.17 007 015 -0.28 -0.31
AF 1 0.67 0.62* 0.80- -040 -0.67 0.09 -0.33 -0.04 0.7 0.77= -0.50+ 0.44* 0.49+ -033 -0.44
AP 1 0.92- 048 -009 -004 007 010 0.07 009 052« -021 045 029 -022 -0.16
AM 1 046+ -0.06 -039 0.11 010 -005 0.05 049+ -024 038 019 -022 -0.12
AT 1 -056* -0.67* 0.01 -0.37 -0.14 -0.25 0.84= -0.67* 043+ 055 -0.30 -0.31
ACR 1 060 -017 057+ 021 0.22 -0.61* 055+ -024 -0.48 022 0.41
MC 1 -024 049 011 020 -0.79+ 061+ -0.35 -0.55¢+ 024 0.20
MP 1 -018 005 -005 019 -016 0.6 0.17 -0.05 -0.10
BIOR 1 014 026 -042 044 -002 -032 013 0.36
BR 1 011 -011 0.12 006 010 0.09 0.11
AR 1 -026 032 009 -024 -010 0.06
ADRD 1 -0.75¢+ 054+ 0.73= -0.27 -0.40
BRD 1 -0.30 -0.58+ 0.03 0.24
ADRL 1 078+ -0.09 -0.27
BRL 1 000 -0.37
ARL 1 044
ARR 1

Los rasgos se abrevian de la siguiente manera: rendimiento (REND), altura de planta (AP), altura de mazorca (AM), area de tallo (AT), area

foliar (AF), acame de raiz (ACR), acame de tallo (ACT), mala cobertura de mazorcas (MC), mazorcas podridas (MP), biomasa de raices (BIOR),

numero de raices basales (BR), numero de raices adventicias (AR), diametro de raices adventicias (ADRD), didmetro de raices basales (BRD),

longitud de raices adventicias (ADRL), longitud de raices basales (BRL) angulo izquierdo y derecho de raiz (ARL) (ARR), respectivamente.

y **, significativo para p < 0,05y p £ 0,01, respectivamente.

*
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Tabla 5-3. Correlacion entre las medias de tratamiento de rasgos determinados digitalmente y caracteres agromofologicos en

materiales de maiz en dos localidades de Antioquia.

REND AF AP AM APAM AT ACR ACT MC MP Hum BIA BIOR DRAD DRB AREA LONGR RAL RAR

REND 1 037 010 0.12 0.10 0.30 049 -0.21 -0.22 0.00 0.38 0.29 -0.29 0.27 -0.32 0.05 0.09 -0.16 -0.16
AF 1 0.67* 0.62* 0.49* 0.80= 0.43* -0.37 0.67* 0.09 0.55* 0.33 -0.33 0.77* -0.20 0.49* 0.21 0.46* 0.48*
AP 1 0.92= 0.72* 0.48* -0.09 -0.09 0.40* 0.07 0.25 -0.10 0.10 0.52* -0.24 0.50* 0.30 -0.38 -0.40
AM 1 0.93* 0.46* -0.06 -0.06 -0.39 0.11 0.17 -0.10 0.10 0.49* -0.30 0.41* 0.22 -0.37 -0.34
APAM 1 038 000 -002 -031 0.15 0.06 -0.09 0.09 0.37 -0.29 0.27 0.12 -0.29 -0.24
AT 1 0.56* -0.22 0.67+ 0.01 0.61 0.37 -0.37 0.84* -0.23 0.50* 0.12 0.46* -0.43
ACR 1 0.09 0.60* -0.17 0.51* 0.57* 0.57* -0.61* 0.09 -0.28 -0.09 031 0.23
ACT 1 028 0.00 -024 -0.18 0.18 -0.31 0.04 0.05 0.05 0.13 0.19
MC 1 -0.24 0.49* 0.49* 0.49* 0.79~ 0.21 -0.29 0.01 0.42* 0.37
MP 1 006 018 -0.18 0.19 -0.09 -0.02 0.04 -0.10 0.02
Hum 1 029 -0.29 0.65* -0.15 041 0.06 -0.41 -0.42
BIA 1 -1.00 0.42 -0.04 -0.12 -0.16 -0.17 -0.07
BIOR 1 -042 0.04 0.12 0.16 0.17 0.07
DRAD 1 -0.22 0.52* 0.11 0.61* 0.57*
DRB 1 -0.09 -0.20 -0.06 -0.20
AREA 1 0.61* 0.45* -0.51
LONGR 1 004 -0.01
RAL 1 0.87*
RAR 1

Los rasgos se abrevian de la siguiente manera: rendimiento (REND), altura de planta (AP), altura de mazorca (AM), relacién entre altura de
planta y mazorca (APAM), area de tallo (AT), acame de raiz (ACR), acame de tallo (ACT), mala cobertura de mazorcas (MC), mazorcas
podridas (MP), Humedad de grano (Hum), biomasa aérea (BIOA), biomasa de raices (BIOR), didametro de raices adventicias (DRAD),
diametro de raices basales (DRB), area total de raices (AREA), longitud de raices (LONGR), angulo izquierdo y derecho de raiz (RAL) (RAR),
respectivamente. * y **, significativo para p < 0,05y p < 0,01, respectivamente
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5.3. Agrupamiento de materiales de maiz con diferencias en
comportamiento del desarrollo de raices.

Se utilizé andlisis de componentes principales (ACP) para identificar las combinaciones
lineales de los rasgos evaluados que recogen la maximiza variacion multivariante. Mediante
el ACP de los rasgos de la raiz evaluados (manual combinado y basado en imagenes) se
logré distinguir el desempefio fenotipico de las variables del sistema de raices relacionado

con la selecciéon de los doce materiales evaluados en dos localidades.

Con base en las siete variables registradas en el presente estudio, la representacion biplot
del ACP destaca las correlaciones existentes entre varios rasgos de raiz. El primer
componente principal explico del 34,6 % de la variacion, mientras que el segundo
componente comprendi6 del 16,3 %. En la 5-3 A, se observan, dos ambientes totalmente
separados, debido a que los experimentos ocurrieron en diferentes momentos y en sitios
contrastantes, por lo que es posible una visualizacion directa de los ambientes: Cotové tiene
valores mas altos de didmetro de raices basales y mas bajos de longitud y diametro de
raices adventicias, con respecto a La Selva, en Figura 5-3 A, se observa que La Selva
presenta valores mas altos que Cotové, para los rasgos de area, diametro y apertura de
angulo y valores mas bajos de longitud y diametro de raices adventicias. El componente
principal (CP1) estuvo dominado por rasgos relacionados con didmetro de raices basales y
adventicias y longitud de raices basales, mientras que el segundo dependia de rasgos

fenotipicos, como numero de raices nodales, longitud y angulo.

En la representacion biplot para el ACP de los rasgos radicales medidos mediante el método
digital (Figura 5-3 B). Los dos primeros componentes principales CP1 y CP2, explicaron el
56% y el 18.9% de la variacion total, respectivamente, donde CP1 estuvo muy influenciada
por el diametro de la raiz nodal y el area total de raices, mientras que los angulos de
apertura, los &ngulos derecho e izquierdo de raices, estuvieron fuertemente asociados con
la CP2.

El ACP mostr6 que la mayor parte de la variacion en los experimentos se explica por rasgos

relacionados con el diametro y longitud para el método manual, mientras que el area de la
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raiz y didmetro por el método digital, en cuanto que los &ngulos para el CP2 fueron
dominados por el método digital y manual. Seethepalli et al. (2020) obtuvieron datos
fenotipicos para soya, donde los rasgos que se cargaron con mas fuerza en CP1 fueron los
fenos relacionados con el tamafio, como la longitud total de la raiz, el nUmero de puntas de
las raices, varias medidas de las areas de las raices y alguna contribucién de las medidas
del diametro. CP2 estuvo dominado por las frecuencias medias de angulos y angulos, datos

que coinciden con nuestro estudio.

LRR

® Cotové ®

° LaSelva DRB

© LaSelva ARL
CP1

Figura 5-3: Andlisis de componentes principales a partir de los datos de raiz de las localidades de Cotové y La Selva,
A. Componentes principales a partir de raiz por el método manual. B. analisis de raiz basado en imagenes digitales. Los
puntos representan las puntuaciones de los componentes principales 1y 2 (CP1 y CP2, respectivamente) para cada

ambiente
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5.4. Protocolo recomendado para el fenotipado de la raiz de
maiz para bancos de germoplasma AGROSAVIA.

Hemos demostrado que el andlisis basado en imagenes de la arquitectura del
sistema de raices del maiz puede tener éxito para varios rasgos, pero no todos son
confiables y utiles. Con respecto a los desafios y oportunidades discutidos
anteriormente para el fenotipado de la raiz de maiz en condiciones de campo, ahora
proponemos un método de fenotipado que combina la determinacion manual de
algunos rasgos de la raiz con un método ajustado de obtencidén de imagenes de la

raiz, como se presenta en la tabla 5-8.

El fenotipado de la corona de la raiz es un proceso relativamente simple, y los pasos

principales son:

Tabla 5-4. Los fundamentos de la fenotipificacion de la raiz de maiz.

Metodos Excavacion: extraer una corona de raices del suelo. Cortar exactamente 25
cm por encima de la superficie del suelo como medida estandar para todas
las raices. Excavar retirando un cilindro de suelo de aproximadamente 30 cm
de didmetro para no dafiar las raices. Para la excavacion, se necesita:

1. Pala de punta redonda (excavadora) y tijera podadora para separar la
muestra de la parte area.

2. Carretilla.

3. Etiquetas horticolas deslizables (maiz), previamente marcada con el

tratamiento.

Remocidn de suelo: Agitar para retirar el exceso de suelo y remojar en agua
con detergente comercial. Seguidamente, limpiar retirando las particulas de
suelo remanentes utilizando agua a baja presion. Los racimos de raices se

almacenan y se preservan hidratados para conservar su estructura
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tridimensional y posteriormente seguir con la toma de fotografias. Para la
remocion se necesita:

1. Dos mangueras con aberturas de chorro.

2. Recipientes de plastico (lo suficientemente grandes para contener agua y
varias coronas radiculares).

3. Jabon para platos (opcional, agregar para suelos arcillosos).

4. Establezca un area de remojo con recipientes al lado de un area de lavado

con eliminacion de tierra adecuada, posiblemente en el campo.

Medidas

(a) Manual: utilizando un “tablero de puntuacion para excavacion de maiz” u
otras herramientas de medicion.

(b) Im&genes: usando una camara.

(c) Andlisis de imagenes: utilizando programa REST o programas existentes.
Para el analisis de imagenes digitales tener en cuenta:

1. Marco cubico de PVC. Las dimensiones del rectangulo eran (78 * 112 *
105 cm) revestido de tela negra excepto frontal.

2. Camara digital, asegurarse por medio de ensayos que la resolucién de las
imagenes que cumplan con los requerimientos minimos del programa.

La cAmara se apoy6 en un tripode al momento de hacer las fotografias.

3. Tripode al momento de hacer las fotografias. Tener en cuenta que el
tripode debe permanecer a la misma distancia para todas las fotografias.

4. Luz LED (opcional, crea imagenes mas consistentes para un analisis
automatizado).

6. Tijeras de podar (para el método intensivo de maiz). Obturador remoto
para camara.

7. Cuando se tome las fotografias tener en cuenta de seleccionar una corona

de raices sin exceso de agua, pero no deje que las raices se sequen
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Sugerimos determinar manualmente la densidad de raices, el nUmero de raices
adventicias y basales y el grosor de la raiz nodal en la base de la raiz (si es relevante
para el estudio) antes de obtener imagenes del sistema radicular, y se deben medir
estos rasgos de las raices en lugar de calificar o dar puntuacion. Para aumentar la
resolucién del analisis basado en imagenes y mejorar la diferenciacion entre raices
adventicias y basales, sugerimos tomar imagenes de raices sobre un fondo negro,
para analizarlas con el Software REST. Los rasgos de la raiz como el area de raiz
el didmetro, angulo y longitud de raices se pueden extraer con éxito por medio de
ambas metodologias, recomendamos hacerlo por el programa REST para mayor

facilidad y ahorro de tiempo de ejecucion.

Cabe sefalar que la evaluacion de sistemas de raices cultivados en el campo en
las primeras etapas es destructiva y que puede impedir la determinacion final del
rendimiento. Sin embargo, este desafio puede evitarse facilmente mediante la
inclusién de algunas lineas adicionales por parcela durante el establecimiento del
campo. Por lo tanto, esto permite el analisis de la arquitectura de la raiz en una
subparcela, mientras se mantiene una parcela sin alteraciones para la

determinacién posterior del rendimiento.

Esta metodologia sugerida es de alto rendimiento, robusta, de bajo costo y facil de
aprender, lo que indica su gran potencial también en entornos con menos recursos.
Los trabajos futuros también se beneficiarian del desarrollo de un método que
permita determinar rasgos de raiz con el fin de seleccion de materiales y/

caracterizacion de los mismo.
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6.Conclusiones y recomendaciones

6.1. Conclusiones

Los dos métodos fenotipicos para los rasgos de las raices evaluados en este estudio

permitieron diferenciar el angulo, el didmetro y longitud de las raices en cultivares de maiz.

El Estimador de Shovelomics para rasgo de raices (REST) presentado en este documento
minimizo el tiempo de ejecucion del analisis individual de raices al ser comparado con la

metodologia tradicional 0 manual.

Las correlaciones moderadas a altas muestran que se puede adoptar un fenotipado de
raices automatizado para las variables de apertura de angulos, didmetro y longitud de
raices permiten un nivel de investigacion fenotipica adecuado para el mapeo genético y

estudios fisioldgicos.
Nuestro estudio no destaca efectos en los rasgos del sistema de raiz sobre el rendimiento.

El andlisis de componentes principales mostré que las caracteristicas que mas contribuyen
a la variacion observada en los materiales de maiz evaluados estan asociadas
principalmente con el tamafio como, diametro y longitud de raices, sujetos principalmente
por el método manual, mientras que el &rea de la raiz demostré mayor parte de la variacion
por el método digital. Estos descriptores deben ser tenidos en cuenta a la hora de evaluar

la arquitectura de la raiz de maiz.
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6.2. Recomendaciones

Con el fin de aumentar aun mas la precision y confiabilidad del método de puntuacion para
el maiz, se deben hacer varias adaptaciones para experimentos futuros: Se debe contar el
namero de raices de la copa, que incluye raices adventicias y basales y se deben medir la
densidad y angulos de las raices en lugar de calificar. Una mayor estandarizacion del
método para angulos y ramificaciones permitiria que varias personas realicen la puntuacion

y descartar sesgos subjetivos.

Utilizando el método de fenotipado (HTP) para seleccionar grandes materiales en multiples
entornos, también sera posible identificar la base genética de la arquitectura de la raiz.
Como consecuencia, sera posible la seleccidn asistida por marcadores (MAS). Esta podria
ser una técnica poderosa para acelerar la comprensién de como la integracién de los rasgos
de raices afecta la adquisicion de recursos del suelo en maiz y otros cultivos con impactos

potenciales para la inseguridad alimentaria global.
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7.ANEXOS
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A. Anexo: Marcador de Maiz Shovelomics
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Figura 7-1: Grafico del coeficientes de correlacion de Pearson entre las medias de
tratamiento de rasgos determinados manualmente; rendimiento (REND), altura de planta
(AP), altura de mazorca (AM), relacién entre altura de planta y mazorca (APAM), area de
tallo (AT), area foliar (AF), acame de raiz (ACR), acame de tallo (ACT), mala cobertura de
mazorcas (MC), mazorcas podridas (MP), Humedad de grano (Hum), biomasa aérea
(BIOA), biomasa de raices (BIOR), numero de raices basales (BR), numero de raices
adventicias (AR), didmetro de raices adventicias (ADRD), didmetro de raices basales

(BRD), longitud de raices adventicias (ADRL), longitud de raices basales (BRL) angulo

izquierdo y derecho de raiz (ARL) (ARR), respectivamente.
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Figura 7-2:: Grafico del coeficientes de correlacion de Pearson entre las medias de
tratamiento de rasgos determinados manualmente; rendimiento (REND), altura de planta
(AP), altura de mazorca (AM), relacién entre altura de planta y mazorca (APAM), area de
tallo (AT), area foliar (AF), acame de raiz (ACR), acame de tallo (ACT), mala cobertura de
mazorcas (MC), mazorcas podridas (MP), Humedad de grano (Hum), biomasa aérea
(BIOA), biomasa de raices (BIOR), diametro de raices adventicias (DRAD), diametro de
raices basales (DRB), area total de raices (AREA), longitud de raices (LONGR), angulo

izquierdo y derecho de raiz (RAL) (RAR), respectivamente.
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B. Anexo: PROCESAMIENTO SEMIAUTOMATICO
DE IMAGENES

Si requiere adaptar uno o mas parametros manualmente (se refiere a la adaptacion
de la configuracion, pasos 1, 2 y 4), debe adaptarlos de la siguiente manera.
Describiremos el proceso para una adaptacion manual completa de los tres

parametros. Si elige solo uno o dos de ellos, se omitira el que no haya elegido.

Después de seleccionar la carpeta de imagenes, aparecera un cuadro de dialogo
de configuracion y ofrece siete opciones (Figura 7-3). Para el procesamiento por
muestra individual, especifique “n” en la opcidén 1y 2. En todos los demas casos, se
mostraran las imagenes y se solicitaran los ajustes manuales. En el modo manual,

puede eliminar puntos pulsados presionando la tecla de retroceso.
Paso 1: Remover la etiqueta, seleccionando el contorno de la etiqueta.

Marque la region que contiene la etiqueta. Esta region sera eliminada. Haga clic en

"Enter" para continuar
Paso 2: Marcar la superficie del suelo:

Distancia del suelo al borde superior de la imagen [pixel] para el procesamiento por
lotes, deje en blanco para el modo manual Marque la superficie del suelo

manualmente:

e Si se da un numero: superficie del suelo a un nivel fijo en todas las
imagenes (el nivel en pixeles se establece en la opcién 4)
e Si esta vacio: la superficie del suelo debe estar marcada en cada

imagen en el centro del tallo con un solo clic.

Paso 3: Segmentar las raices manualmente
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Después de realizar la configuracion, se puede ejecutar la segmentacion
predeterminada se mostrara en la imagen y puede adaptar el umbral haciendo clic
en la linea vertical gris y deslicela con el cursor. Una vez que haya terminado,
haga clic en "listo" en la esquina superior derecha para continuar. Para restablecer

el umbral predeterminado, haga clic en "restablecer" (Figura 7-2).

e Sin:todas las imadgenes se segmentaran automaticamente.
e Siy: cada imagen se abrira y debe segmentarse manualmente (el

umbral se puede ajustar mediante un control deslizante).

Marque la superficie del suelo haciendo clic en la imagen. Luego presione "Enter"
(Figura 7-4). Presione la tecla de retroceso en caso de que necesite corregir la
posicion.

Paso 4: Ancho de la imagen

e Ancho del plano focal, donde la raiz se coloca en centimetros (para
todas las imagenes de la misma manera). Esta informacion es
necesaria para determinar el tamafio del pixel. Sugerencia: mantenga
la distancia de su camara a su raiz siempre constante y coloque una
regla en la primera imagen para determinar el ancho de la imagen. Si
no tiene tamafos de imagen constantes, pero un tamafo estandar en
las imagenes, ejecute el programa "clk_pixelsize.exe" (consulte el
Anexo 1) para determinar los tamafios de pixeles de las diferentes

imagenes.
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Figura 7-1: Imagen de configuracion del programa REST
Paso 5: Niumero minimo de pixeles para objetos raiz:

e NUmero minimo de pixeles continuos después de la segmentacion
para ser considerados como objetos raiz. Se borraran todos los

resultados de segmentacion mas pequefios.
Paso 6: Rotar imagen

e Las imagenes deben estar en orientacion vertical. Escriba "n" si las
imagenes estan en orientacion vertical, "I" para girar a la izquierda y
"r" para girar a la derecha. La herramienta rotara por lotes todas las

imagenes en la direccion dada.
Paso 7: Color de fondo

e 1 silasimagenes tienen un fondo negro o 2 si las imagenes tienen un

fondo azul.
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Figura 7-2. Establezca el umbral de segmentacién manual deslizando la barra gris

hacia la derecha (més raices incluidas) o hacia la izquierda (menos raiz incluida).

Luego, vera una imagen del sistema raiz con los angulos trazados y un cuadro azul
para el 90% de la region de interés (Figura 7-3) y, a continuacion, puede continuar

con la siguiente imagen.

Después de que se procesen todas las imagenes, tener en cuenta que se deben
tomar mas de una fotografia para que se muestre este resultado, el cual abrird una
ventana que muestra dos imagenes (Figura 7) que muestran todos los resultados
de la segmentacién apilados unos sobre otros en una sola pila de imagenes, ya sea
para el tamafio de la imagen original (superposicion), o para el area de interés que
contiene ~ 90% del pixel raiz total. Estas salidas son interesantes en caso de que
desee procesar imagenes por tratamiento y visualizar diferencias entre tratamientos

en una sola pila de imagenes.
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Figura 7-3. Imagen de salida REST que muestra la imagen original (izquierda) y su
forma segmentada (binaria) (derecha) con el arco donde se determina el angulo
mas externo (en rojo) y los valores para el angulo forman la horizontal a la izquierda
(aqui 46.3 °) y el brazo derecho (aqui 36,8 °), el angulo de apertura (aqui 96,8 °) y
el ROI del 90% (en azul).

Figura 7-4. REST overlay (cubrimiento) (izquierda) y REST_ ROloverlay (derecha) muestran

imagenes apiladas (aqui n = 16) y los codigos de color para los conteos de pixeles derivados de raiz.
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