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Abstract

Phenotyping using image analysis can be useful to measure both growth and organ
movement. This study proposes a set of tools to analyse both features. Several species with
different growth habits were used including Antirrhinum majus, A. linkianum, Petunia x
hybrida and Fragaria x ananassa. These analyses revealed how different interpretations
could be made depending on the mathematical method. The results indicated that different
mathematical fits should be used and not only one as fits can show different information.
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Resumen

El fenotipado con analisis de imagen puede ser util para medir tanto crecimiento como el
movimiento de un 6rgano vegetal. Este estudio propone un conjunto de herramientas para
analizar ambas caracteristicas. Varias especies con diferentes patrones de crecimientos
fueron usadas: Antirrhinum majus, A. linkianum, Petunia x hybrida y Fragaria x ananassa.
Los analisis revelaron como diferentes interpretaciones pueden hacerse dependiendo del
método de analisis. Los resultados indicaron que diferentes ajustes matematicos deben ser
utilizados y no solamente uno, pues podemos obtener una informaciéon mas completa.
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1. INTRODUCCION

El movimiento vegetal ha sido algo ya estudiado por Darwin y otros cientificos (1,2). Se
pueden describir patrones diarios como resultado del reloj circadiano, asi como de luz y
temperatura, que modulan el movimiento y crecimiento vegetal (3-6). Sin embargo, hay otros
procesos que dependen unicamente del fotoperiodo o termoperiodo. Todos estos fendémenos se
han descrito con ajustes matematicos simples como lineal, exponencial, etc (7).

Hoy en dia es posible obtener datos fenotipicos a partir de la adquisiciéon de imagenes.
Dependiendo del fin que se quiera, se pueden usar diferentes tipos de camaras, tales como
camaras 2D, 3D, monocromaticas, multiespectral o hiperespectrales (8). Ademas, es importante
analizar previamente qué tipo de longitud de onda usar, la intensidad de la luz y el fondo a utilizar
es mejor para lo que queremos captar (9).
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En este trabajo, se analizd el crecimiento y movimiento en varias especies vegetales:
Antirrhinum majus, A. linkianum, Petunia x hybrida and Fragaria x ananassa, las cuales tienen
diferentes comportamientos en su crecimiento. Se estudié qué tipo de ajustes matematicos se
pueden realizar lineal, exponencial, logaritmico, polinomial o modelo aditivo generalizado (GAM)
con el fin de obtener la mayor informacién posible.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se usaron 4 especies: Antirrhinum (10), Petunia x hybrida (11,12) y Fragaria x ananassa
(13), sometiéndolas a tres 3 fotoperiodos distintos Luz/Oscuridad: 12/12, 24/0 y 0/24 h. La
temperatura en la cAmara de cultivo fue de 23/18 °C (dia/noche), estudiando los pardmetros de
movimiento y crecimiento en Antirrhinum y en Fragaria x ananassa, y de angulo y velocidad de
movimiento en Petunia x hybrida.

2.2 Adquisicién de imagen

La camara de cultivo fue equipada con una camara infrarroja para la adquisicion de imagen
y un Sistema de control para los periodos luz/oscuridad. Todo ello esta descrito con detalle
previamente (14). Se tomaron imagenes con intervalos de 10 a 60 min (15).

2.3 Andlisis de imagen

Una vez obtenidas las imagenes, se marcaron los puntos, gracias a los cuales después se
podian obtener las longitudes o velocidades, dependiendo de si nos centramos en la distancia
entre puntos (coordenadas) o como evoluciona un punto a lo largo de las imagenes, es decir, del
tiempo. Por ello, cada imagen era una muestra. Las coordenadas obtenidas se transformaron en
distancias y/o velocidades para su trabajo posterior.

Se utiliz6 R version 3.5.3 y diversas librerias y paquetes de este: “imager”; “bmp”; “ggplot2”;
“readr”; “boot”; “mgcv”; “MetaCycle”; and “DescTools”.

2.4 Andlisis estadistico

Los test estadisticos necesarios fueron desarrollados. En concreto, se realiz6 un ajuste de
los datos para ajustarse a las siguientes lineas de tendencia: lineal, exponencial, logaritmico,
polinomial y GAM. Ademas, se llevd a cabo el algoritmo JTK-Cycle, un algoritmo estadistico no
paramétrico para identificar y caracterizar variables ciclicas en grandes bases de datos. Por
ultimo, se realizo el area bajo la curva, que se obtiene con la integral de la curva obtenida.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Habitualmente se han usado ajustes lineales y polinomiales para datos de crecimiento (16),
en la mayor parte lineales (17). Sin embargo, modelos mixtos y otros no lineales pueden ser
mejores cuando el crecimiento no es lineal (7,18).

Se analiz0 la velocidad de movimiento de A. linkianum y A. majus y se demostré que la curva
GAM es la mejor opcion. Ademas, se observa que el patron es diferente en ambas plantas, pues A.
linkianum lleg6 a alcanzar 1,5 cm/h. Sin embargo, el crecimiento no era diferente y era de unos 4
mm/d.

En cuanto al movimiento de la Petunia, este parece estar controlado por el fotoperiodo pues
en condiciones de luz u oscuridad continua mantiene la posiciéon y no se mueve, lo que se observa
en la Tabla 1 al descartarse la presencia de un ciclo de luz-oscuridad diario. De igual forma, el
mejor ajuste fue GAM. Sin embargo, los datos son muy relevantes, sobre todo para las transiciones
entre luz y oscuridad. Ademas, se analizé para ver si habia un ritmo, y se demostré que el
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movimiento era ciclico cada 24 h (Tabla 1), lo que indica un ciclo de dia/noche. Esto, en
contraposicion con Arabidopsis (19), el crecimiento y el movimiento no estan ligados.

Por tultimo, se analiz6 el tallo de las hojas de la fresa y crecian de forma similar
independientemente del fotoperiodo al que se les expuso. La curva GAM mostraba la mejor
precision para el crecimiento, mientras que para el movimiento eran necesarios los datos crudos
(es decir, aquellos obtenidos directamente de las imagenes sin ningdn andlisis estadistico
posterior) para la mejor compresion de los datos debido a su continuo cambio de posicion. El
hecho de que el crecimiento no varie, puede indicarnos que podriamos utilizarlo en futuros
estudios pues se podria identificar el estado de crecimiento en el que se encontrase (20,21).

4. CONCLUSIONES

Es necesario buscar la apropiada curva de ajuste, dependiendo de lo que se quiera analizar.
Esto permite comparar genotipos o condiciones de cultivo.

Usando el ajuste matematico, la informacién obtenida es mejor.

El mejor ajuste para el crecimiento es el GAM, mientras que, para el movimiento, la mejor
opcion son los datos crudos.

Los resultados de todas las plantas indican que es necesario un analisis exploratorio para
determinar los patrones de crecimiento y movimiento.
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Tabla 1. Analisis de pardmetros circadianos del movimiento de Petunia hybrida Mitchel usando

MetaCycle.
Fotoperiodo Periodo (h) p-valor ajustado
12/12hL/D 26 0,0461
24 hlight 26 0,6317
24 h dark 24 1
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