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Abstract

High-throughput phenotyping with artificial vision is becoming central in biology. It
provides information about non-appreciable characteristics. Furthermore, it is a non-
invasive technique, with a low impact on the subject of study. We could discover the effect
of mutations of circadian clock genes affecting growth speed of lateral organs, such as
leaves, flowers and fruits. The main aim of my PhD would be the development of an
automatic program of image analysis for plant phenotyping. Different plant materials are
going to be studied (Petunia, Antirrhinum majus, Arabidopsis and strawberry) using the
adequate bioinformatic tools (informatic languages such as as Perl, Python, SQL or R); as
well as a vision system, which will depend on the specific object of the experiment (
infrared, RGB and hyperspectral) with a temperature and lightning control.
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Resumen

El fenotipado de alta resolucion mediante vision artificial esta en pleno desarrollo, ya que
nos permite obtener informaciéon de caracteristicas no apreciables con otros métodos.
Ademas, presenta ventajas como que es una técnica no invasiva, con un bajo impacto en el
objeto de estudio. Con ella podriamos conocer el efecto de mutaciones en genes del reloj
circadiano sobre la velocidad de crecimiento de los 6rganos laterales, como hojas, flores y
frutos. El principal objetivo de mi doctorado seria el desarrollo de un programa automatico
de analisis de imagen para el fenotipado vegetal. Para ello se va a trabajar con distintos
materiales vegetales (Petunia, Antirrhinum majus, Arabidopsis y Fresa) utilizando las
herramientas bioinformaticas adecuadas (lenguajes informaticos como Perl, Python, SQL
o R); asi como un sistema de vision, que dependera del objetivo especifico del experimento
(infrarrojo, RGB e hiperespectrales) con un control de temperatura e iluminacion.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, las técnicas émicas estan en pleno auge. Entre ellas se encuentra el andlisis
fenotipico, el cual es novedoso al poder obtener medidas no posibles con otras técnicas [1].
Centrandonos en las plantas, se puede estudiar el &ngulo; la longitud; la velocidad de crecimiento
y de movimiento de los distintos érganos (tallos, hojas y flores); la duracién y dimensién de la
apertura floral; estudio de fluorescencia de la clorofila u otros compuestos [1,2]. Ademas, hay que
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tener en cuenta los cambios ritmicos en los parametros fisicos de temperatura e iluminacion.
Estos factores externos junto con los internos, genes, dan lugar al reloj circadiano que es el
mecanismo por el que se coordinan cambios diarios en los comportamientos de la planta[3]. Sin
embargo, esta técnica presenta dificultades por los cambios de posicion que impiden la idonea
toma de las medidas. Por ello, un reto de nuestros dias es el desarrollo de software para la
obtencion de mediciones automaticas. [2,4,5]

En este trabajo se presentardn los resultados de Antirrhinum majus frente a Antirrhinum
linkianum, donde se queria buscar diferencias en el patrén de movimiento, basdndonos en
evidencias apreciables en el fenotipo. Por otro lado, también se queria ver el efecto del cambio de
fotoperiodo en las hojas de Petunia. Para ello, se trabajara en condiciones idéneas (12 horas de
luz y 12 de oscuridad) y en 24 horas de luz u oscuridad. Por ultimo, hay que comentar que los
objetivos generales del doctorado son el desarrollo de programas automaticos de visidn artificial
para el fenotipado vegetal; la comparacidn de caracteristicas fenotipicas en silvestres y mutantes,
para genes involucrados en rutas de movimiento, crecimiento y/o floracién; y el estudio de
posibilidades de mercado

2. MATERIALES Y METODOS

Para conseguir los objetivos propuestos se va a requerir de material vegetal, herramientas
bioinformaticas y de una cdmara para la realizacion de las imagenes.

2.1 Material vegetal

Dependiendo de las caracteristicas propias de las plantas y de la informacion a obtener, se
usard una vision lateral o aérea. Se va a trabajar con Petunia Mitchell (W115) [6], que pertenece a
las Solanaceas y que tiene un crecimiento simpodial como la orquidea, tomate, pimiento,
berenjena, etc; Antirrhinum majus 165E y su silvestre (A. linkianum) [7,8], por su crecimiento en
espiga como el trigo; y la fresa, con un crecimiento en roseta como Arabidopsis, lechuga, etc.

2.2 Herramientas bioinformaticas

Se van a utilizar diferentes lenguajes informaticos como Perl, Python, SQL o R, segun las
necesidades. Ademas, se podria utilizar el sistema operativo Linux si las necesidades del estudio
lo requieren. Actualmente se esta haciendo uso de R-studio, gracias a las librerias de analisis de

imagen “imager”, “bmp”,”imager” and “readr”. De igual forma, se esta trabajando con el paquete
MetaCycle [9], que tiene implementados los algoritmos ARSER, JTK_Cycle y Lomb-Scargle.

2.3 CAmara de visién

Durante el doctorado se trabajara con camaras de infrarrojo, RGB e hiperespectrales, junto
a los soportes necesarios para la correcta realizacién de las imagenes. Ademas, se tendra un
control de la temperatura y de la iluminacién, las cuales podran ser modificadas adaptandose a
las condiciones iddneas de crecimiento del material vegetal o no, silo que se busca es observar la
respuesta a una condicion de estrés.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Como hemos comentado, uno de los problemas en la segmentacion de las imagenes es el
movimiento de las plantas. A. linkianum tiene un comportamiento rastrero, el cual no presenta
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A. majus y por esta razén quisimos detectar la velocidad de movimiento de ambas, entre otros
parametros. Este movimiento se cuantificéd con las medidas de desplazamiento del punto central
de la planta (imagenes aéreas).

Como se puede observar en la Tabla 1, se confirma el mayor movimiento de A. linkianum al
tener una media de velocidad mayor durante la noche, frente a A. majus. La relacion entre ellas es
de aproximadamente 2.33 veces mas alto en A. linkianum frente a A. majus.

Por otro lado, intentamos estudiar el movimiento de plantas mas grandes, usando Petunia
x hybrida como modelo. Al observar las plantas se puede ver un patréon de apertura y cierre a lo
largo del dia en las hojas de la planta. Este movimiento podria ser circadiano. Consideramos que
la hoja se podia dividir en tres zonas: peciolo; de peciolo a mitad de la hoja; y de la mitad de la hoja
al final de la misma. En la Tabla 2 se muestran los resultados de la iltima seccién al ser sometida
a cambios en el fotoperiodo. La planta fue expuesta a condiciones de iluminacién y oscuridad
continua y a un fotoperiodo normal de 12 horas de luz y oscuridad.

Ademas, en la Tabla 2 se confirmd el patrén de apertura de las hojas durante periodos de
iluminacion y de cierre para los de oscuridad, lo que tiene un significado biolégico puesto que
durante las horas de luz la planta necesita captar la mayor cantidad de energia luminosa a través
de sus receptores especificos [6,7]. El cambio de posicién es una consecuencia del cambio de
iluminacién puesto que durante los fotoperiodos continuos (DD y LL) la desviacidn tipica es
menor indicando que hay una tendencia a permanecer en esos valores. Por esta razon, podria ser
un movimiento circadiano [3].

4. CONCLUSIONES

La conclusién del experimento de A. majus y A. linkianum es que hay un patrén de
movimiento distinto durante la noche entre los objetos de estudio. Por ello, habria que realizar
estudios para saber si durante el dia sucede lo mismo, asi como investigaciones en campo para
dilucidar si la causa es que A. majus es isogénica, mientras que A. linkianum no.

Mientras que para el estudio de Petunia se puede concluir que este movimiento esta
regulado muy fuertemente por la luz. Habria que estudiar la dindmica en cada etapa para obtener
mayor informacién sobre el movimiento de las hojas.
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Tabla 1. Media de velocidad A.linkianum y A.majus.

Especie Velocidad+desviacion estandar
(cm/h)
A.linkianum 0.70+0.43
A.majus 0.30+£0.19

Tabla 2. Media del dngulo en los diferentes fotoperiodos en Petunia.

Fotoperiodo Angulo (9)
Normal (DL) -19.63+62.56
Luz continua (LL) -50.65+22.41

Oscuridad continua (DD) 62.29+24.82
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