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RESUMEN

En el presente trabajo se estudia la respuesta a la hidratacion
y desecacion de semillas de Physalis peruviana L. (uchuva) uti-
lizando la técnica de speckle dinamico, empleando un laser de
baja potencia. Se tomo una secuencia de fotografias de las se-
millas con una camara digital adaptada a un microscopio este-
reoscopico, incorporado por primera vez al monitoreo de tejidos
vivos con esta técnica. El objetivo del trabajo es aplicar y com-
parar dos métodos de procesamiento de imdgenes de patrones
de speckle: a) diferencias generalizadas, ligeramente modificado
en este trabajo y b) diferencia temporal. Este ultimo es aplicado
por primera vez a semillas. Se trabajo con tres grupos de se-

no viables secas. Se demuestra la utilidad de ambos métodos,
confirmando los resultados obtenidos en trabajos previos, don-
de el patron de actividad de speckle dinamico de semillas hidra-
tadas es mayor que el patron de actividad de semillas secas y
que a través del procesado digital de una secuencia de imdgenes
es posible medir esta diferencia. Con los dos métodos se detec-
t6 mayor actividad en los patrones de speckle dinamico en las
semillas vivas hidratadas que en las semillas vivas secas y no
viables secas; adicionalmente se midio la evolucion temporal del
proceso de desecacion de las semillas hidratadas. Se propone el
uso de esta técnica para el estudio y desarrollo de tecnologias
de conservacion y almacenamiento de semillas.

millas: semillas vivas hidratadas, semillas vivas secas y semillas
a uchuva (Physalis peru-
viana L., Figura 1) es

& una solanacea endémica

del tropico andino (Colombia, Ecuador,
Peru y Venezuela) cuyo potencial agricola
se ha incrementado en los ultimos afios
debido a su valor culinario y medicinal
(Chaves et al., 2005). El fruto es amarillo
y parecido a un tomate, del tamafio de
una canica o metra (I-2cm) y contiene

pequeiias semillas en su interior que mi-
den 1,5-2,0mm de diametro y 0,4-0,8mm
de grosor.

Las semillas, siendo ma-
teriales bioldgicos, poseen una caracteris-
tica unica en comparacion con los mate-
riales no bioldgicos, pues presentan com-
ponentes internos que cambian de posi-
cion en el tiempo como consecuencia de
diversos procesos fisiologicos. Este movi-

miento puede ser mayor o menor depen-
diendo de la etapa de maduracion, el cre-
cimiento o la pérdida de viabilidad, asi
como la cantidad de agua, temperatura e
iluminacion. La dindmica interna del teji-
do de la semilla conduce a una gran
complejidad en lo que respecta a la inte-
raccion de la luz con sus diversos compo-
nentes, interaccion que hace posible evi-
denciar ciertos fendmenos propios de las
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Figura 1. Frutos y semillas de Physalis peruviana L. (uchuva).
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Figura 2. Imagen de los tres grupos de semillas irradiadas con

laser de 633nm.

semillas bajo diferentes condiciones de
hidrataciéon. Cuando las semillas son irra-
diadas con luz coherente como la de los
laseres, ésta es dispersada, mostrando
una apariencia granular o de moteado. La
apariencia se debe a la distribucion alea-
toria de fases que se produce en la super-
ficie de las semillas iluminadas a causa
de la falta de homogeneidad de dicha su-
perficie (Figura 2). La variaciéon en el
tiempo de este moteado se conoce co-
munmente como speckle dindamico o bios-
peckle (Braga et al., 2003; Rabal y Bra-

ga, 2009). Este ultimo tér-
mino se aplica cuando la
dindmica del moteado esta
asociada a una actividad
biolégica (Braga et al.,
2003). En la tltima década
se han utilizado las propie-
dades de los patrones de
speckle para describir pro-
cesos de actividad bioldgica
en semillas (Braga et al,
2003, 2005, 2007; Enes et
al., 2005; Passoni et al.,
2005; Rabal y Braga, 2009;
Garcia et al., 2010).

La apariencia del pa-
tron de moteado es cadtica,
similar al de un liquido en
hervor, por lo que se re-
quiere aplicar métodos esta-
disticos para describir el fe-
némeno. Son diversos los
métodos que se han desa-
rrollado para procesar se-
cuencias de imagenes de
objetos que presentan un
comportamiento  dinamico.
Entre los métodos utilizados
para este tipo de analisis
estan el método de la dife-
rencia temporal (DT, Chang
et al., 2005; Marti-Lopez et
al, 2010) y el método de
las diferencias generaliza-
das (DG; Arizaga et al,
2002). Sin embargo, el pri-
mero de ellos no ha sido
aplicado anteriormente al
andlisis de semillas. El mé-
todo DT fue empleado re-
cientemente (Marti-Lopez et al., 2010)
para procesar imdagenes de patrones de
speckle dinamico obtenidas de la evapora-
cién de una gota de agua sobre papel de
filtro; los resultados muestran que dicho
método es una poderosa herramienta para
caracterizar procesos superficiales de difu-
sién y evaporacion. Para el procesamiento
de las imagenes con el método DT se
fraccionan las mismas a fin de utilizar las
zonas de mayor actividad, evitando de esta
manera las regiones de poco o nulo inte-
rés. Otros métodos, como el de las DG,

TABLA 1
DIMENSIONES DE SEMILLAS COMUNMENTE USADAS EN LA TECNICA

DE SPECKLE DINAMICO

utilizan parte de la imagen para realizar el
procesamiento de las mismas. En otros
métodos se considera la imagen completa
(Chang et al., 2005).

Estudios anteriores han
analizado la actividad de speckle en se-
millas a través de diferentes métodos de
analisis tales como DG, Fujii y momento
de inercia (Braga et al., 2005; Garcia et
al., 2010). En el presente trabajo se estu-
dia la respuesta a la hidratacién y deseca-
cién de semillas de uchuva a través de la
técnica de speckle dinamico utilizando el
método de las DG vy, por primera vez en
semillas, el método de la DT. El método
de las DG se modifico ligeramente, to-
mando fracciones de la imagen en lugar
de la imagen completa. El objetivo del
trabajo es evaluar y comparar dos méto-
dos de procesado digital de imagenes
propuestos por Marti-Lopez et al. (2010)
y por Arizaga et al. (2002), respectiva-
mente. Se discute como la técnica de mo-
teado promete facilitar, por su rapidez,
sencillez experimental, bajos costos de
los equipos y eficiencia, el estudio y de-
sarrollo de técnicas de conservacion y al-
macenamiento de semillas (Pritchard et
al., 2004; Daws et al., 2006).

Las semillas de uchuva
estudiadas en el presente trabajo son
~120 veces mas pequefias que las comun-
mente utilizadas en otros estudios simila-
res (Braga, 2000; Braga et al, 2003,
2005, 2007) en caraota (Phaseolus vulga-
ris L) y maiz (Zea mays L.). En la Tabla
I se indican las dimensiones promedio de
las semillas de caraota, maiz, melon y
uchuva. La dificultad representada por las
pequefias dimensiones fue compensada
incorporando, por primera vez, un mi-
croscopio estereoscopico a los métodos
de observacion y registro del speckle bio-
légico, con la finalidad de manipular me-
jor las semillas. De este modo se amplia
la versatilidad de esta técnica, mejorando
la visibilidad de la textura de la superfi-
cie de las semillas.

Materiales y Métodos
Preparacion de las semillas
Las uchuvas (P.
peruviana) fueron cosechadas en

la sede del Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas en

Meérida, ubicada en Loma de Los

Semilla Uchuva Caraota! Melon? Maiz? G P ia Jaii. Munici

(Physalis peruviana L)  (Phaseolus vulgaris L)  (Cucumis melo L)  (Zea mays L. ruamos, rarroquia Jaji, Munici-

pio Campo Elias, Estado Mérida,

karg}? (mm) },2(6) 2’?2 g’gé g’gé Venezuela, en las coordenadas

ncho (mm) . . . . 8°33'36,14"'N, 71°18'56,87"0, a

Grosor (mm) 0,58 4,78 1,48 4,40 1853msnm. Los frutos fueron ex-
Masa (mg) 1,1 199,0 26,1 276,8 '

' Arizaga et al. (2002), Braga et al. (2003, 2005, 2007). ? Arizaga et al. (2002). * Arizaga et al. (2002),

Braga et al. (2005).
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puestos a la radiacion solar duran-
te tres dias. Luego las semillas
fueron extraidas del fruto maduro,
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Figura 3. 1: laser de He-Ne (0,5mW, 633nm,
marca Uniphase, modelo 1508 Novette); 2:
lente expansora de haz; 3: medidor de hume-
dad y temperatura (marca Extech, modelo

EA80); 4: semillas; 5: microscopio este-
reoscopico (marca Leica, modelo M205C); 6:
camara CCD (dispositivo de carga acoplada,
marca Leica, modelo EC3); 7: PC con proce-
sador de imagen.

lavadas con agua, desinfectadas y ex-
puestas al sol durante 8h. Para desinfec-
tarlas se lavaron en una solucion de hipo-
clorito de sodio al 1% durante 1min. In-
mediatamente se pasaron por una solu-
ciébn de etanol al 70% por Ilmin y
finalmente se lavaron con abundante agua
destilada con el fin de evitar la aparicion
de hongos que pudieran alterar los resul-
tados. Se almacenaron a una temperatura
de 23 +£4°C y humedad relativa de 70
+10% en completa oscuridad en una cép-
sula de Petri cubierta con papel de alumi-
nio durante dos meses previos al experi-
mento. Se escogieron tres grupos de va-
rias semillas cada uno para ser sometidos
a diferentes tratamientos. Un grupo de
semillas fue hidratado durante 15h (semi-
llas vivas hidratadas), otro no fue hidra-
tado (semillas vivas secas) y el tercer
grupo fue sometido a condiciones extre-
mas de calor y frio para hacerlas invia-
bles, es decir, para inducir su muerte ce-
lular (semillas no viables secas). Estas 1l-
timas fueron colocadas en un horno pro-
visto de un sistema de calentamiento con
resistencia térmica y ventilaciéon (modelo
31199XR, Hamilton Beach, EEUU) por
lh a ~70°C y luego en un congelador
(modelo TAO04YO7EX, General Electric,
Meéxico) por 24h a ~-18°C. Un grupo adi-
cional de semillas fue colocado en una
camara de germinacion para determinar
el tiempo en el que comienzan a germi-
nar sin haber sido sometidas a manipula-
cién experimental. Finalmente se escogie-
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ron para el experimento, aleatoriamente,
cuatro semillas vivas hidratadas, cuatro
vivas secas y una semilla no viable seca
que fue usada como control (Figura 2).
La muerte celular de la semilla fue corro-
borada colocando los tres grupos de se-
millas anteriores en una camara de ger-
minacion.

Montaje experimental

Los tres grupos de semi-
llas conformados fueron irradiados simulta-
neamente con luz coherente (laser de He-
Ne de 0,5mW, 633nm; 1508 Novette,
Uniphase, EEUU). La disposicion de los
tres grupos se observa en la Figura 2 y el
montaje experimental en la Figura 3. Las
imagenes moteadas (2048x1536 pixeles) se
registraron cada Smin durante 240min con
una camara CCD, por sus siglas en inglés
(EC3, Leica, Alemania), co-

Figura 5 se aprecia la fluctuacion de la es-
tabilidad de la potencia de salida del laser.

Métodos de andlisis y sus fundamentos
teoricos

Las imégenes fueron
procesadas digitalmente con dos métodos
de andlisis: a) método de las diferencias
generalizadas (Arizaga et al., 2002) mo-
dificado ligeramente en este trabajo y b)
método de la diferencia temporal (Marti-
Lépez et al., 2010).

Meétodo de las diferencias generalizadas
(DG). Este método consiste en cuantificar
la actividad de moteado basandose en la
acumulacion de todas las posibles diferen-
cias de intensidades para cada pixel de
una imagen completa, entre cuadros (iméa-
genes) consecutivos y no consecutivos. In-

nectada a un microscopio G @
estereoscopico de alta reso- E 04 ]
lucion (M205C, Leica, Ale- 2
mania). Ello gener6 50 ima- g 5, |
genes, una de las cuales se £
muestra en la Figura 2. Las + 20 4

imégenes fueron procesadas
digitalmente haciendo uso
del programa MATLAB,
version  7.6.0.324 (R2008a;
The Math Works, EEUU).
El experimento se
llevd a cabo dentro de una
cava de poliestireno expan-

[o2]
»
1

Humedad relativa (%)
» (o]
N &
] ]

[e2]
o

dido (anime) a fin de amor-
tiguar los cambios de tem-
peratura y humedad relativa
externos. Estos parametros
fueron medidos con un hi-

T T T T T T T T 1
50 100 150 200 250
Tiempo (min)

Figura 4. a: Evolucion temporal de la temperatura. Temperatura
media de 23,2°C. Variaciéon de temperatura relativa <1,4%. b:

Condiciones de humedad relativa. Humedad relativa media de

grotermometro (modelo
EA80, Extech, EEUU). La
evolucion temporal de la

humedad y temperatura %105

64%. Variacion de humedad relativa <1%.

Estabilidad de la potencia de salida del laser

durante el experimento se
presenta en la Figura 4.
Para garantizar la F
estabilidad de la ilumina-
cion de las semillas se mi-
did, antes de realizar el ex-
perimento, la potencia de
salida del laser con un me-
didor de potencia observan-
dose un valor promedio de
0,5mW y una minima va-
riacion (<2,5%) durante el
tiempo de ejecucion del ex-
perimento. Adicionalmente,
la estabilidad de la ilumi-
nacion en el tiempo se cal-

45t

Potencia de salida del laser (u.a.)

T T T T T

Potencia media = 4,3x10°u.a.

Fluctuacién de potencia de salida relativa= <2,5% 4

1 1 1 1 1

culd a partir de las propias
imagenes determinando la
integral de la irradiancia en
el area que es la potencia
de salida del laser. En la

50 100 150 200 250
Tiempo (min)

Figura 5. Comportamiento de la estabilidad de la potencia del
laser en el tiempo.
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cluye operaciones puntuales, es decir, una
operacion en la cual el valor de la irra-
diancia de cada uno de los pixeles de la
imagen es reemplazado con un nuevo va-
lor que proviene del calculo que involucra
operaciones con los valores de cada uno
de los mismos pixeles de varias (o al me-
nos dos) imagenes de una secuencia.

Debido a que en una
misma imagen pueden presentarse dife-
rentes niveles de actividad de moteado
(algunas regiones pueden presentar cam-
bios rapidos, otras cambios lentos y algu-
nas regiones no presentan cambios), el
método de las DG también incluye célcu-
los de diferencias entre imagenes no con-
secutivas. Para esto, Arizaga et al. (2002)
asigna a cada pixel de la imagen procesa-
da el valor Dpg(i,j) dado por

Dmﬁ,j):g ZkIE(i,j,q)-E@,j,k)I 1)

donde i y j: indices del pixel; q y k: indi-
ces de la secuencia de la imagen; E(i.j,q):
exposicion radiante del pixel (i,j) de la
imagen q; Dpg : valor ‘diferencia’ asigna-
do al pixel, dado por la diferencia del pi-
xel (i,j) entre las imagenes q y k de la
secuencia y la doble sumatoria esta dada
sobre todos los posibles valores de q y k.

Como cada wvalor de
E(i,j,q) es sustraido de todos los otros va-
lores en la misma ubicacion (i,j), la dife-
rencia Dpg no depende del orden de apa-
ricion de los valores de E(i,j,q), por lo
cual pueden hacerse analisis cada cierto
tiempo. El analisis en este trabajo se hizo
cada 50min, recordando que el resultado
final no dependerd de la evolucién del
moteado porque se estd generalizando el
cambio en la estructura del patréon de
moteado. Es obvio que el método de las
DG es minimo (=0) cuando todos los va-
lores de E(i,j,q) son iguales, indicando
que no existe actividad o es muy baja, es
decir, que la diferencia entre dos image-
nes consecutivas 0 no consecutivas no
arroja ningin cambio de comportamiento
o evolucion del objeto estudiado. Por el
contrario, un valor #0, indica un cambio
o evolucion en la imagen.

En este trabajo se hace
una ligera modificaciéon del método DG
(asignandole las iniciales DGM), al utili-
zar para los calculos solo una parte de la
imagen y no la imagen completa. La mo-
dificacion se basa en una segmentacion
de la imagen, aislando cada una de las
regiones de interés en la imagen donde
estan representadas las semillas irradia-
das, evitando asi regiones de poco o nulo
interés, como la base donde estan dis-
puestas las semillas. Por ejemplo, cada
imagen se fraccioné en nueve segmentos
que corresponden a las nueve semillas de
la imagen (Figura 2). A cada pixel de la

INERCIENDIA sEP 2012, VOL. 37 N°9

imagen procesada se le asigna el valor de
la ‘diferencia’ Dpgm(i,]), para cada uno de
los nueve segmentos 1, dados como

Docu (i)=Y, ZklEﬁ,j,q)-E(i,j,k)I @)

donde 1, j, q, k y E tienen la misma con-
notacion sefialada anteriormente, Dpgu
indica el valor ‘diferencia’ entre los dos
pixeles de las imagenes q y k en esta
modificacion de las diferencias generali-
zadas (DGM), y la doble sumatoria es so-
bre todos los posibles valores de q y k de
cada segmento 1.

La actividad de moteado
consiste en la acumulacion de cada uno
de los valores ‘diferencia’ Dpgy. Asi, la
actividad de moteado AMpgy para el mé-
todo DGM se define para cada segmento
1 como

AMpu(D)= 2, Docu(ijs1)
i,j,(1) zona (3)
de interés
El descriptor que repre-
sentara la actividad de moteado imple-
mentado en este trabajo es el AMEpgum
(actividad de moteado especifico para el
método DGM), se define para cada seg-
mento 1 como

AMEDGM(D:L

L 2 Doou(ii) (@)

i,j,(1) zona
de interés

donde A: area de la zona de interés. Uti-
lizar solo el area de interés permite dis-
criminar la contribuciéon a la actividad
que pueda hacer otra superficie diferente
de la de las semillas.

Meétodo de la diferencia temporal (DT). El
método de la diferencia temporal (Tekalp,
1995; Chang et al., 2005; Marti-Lopez et
al., 2010) se basa en sustraer dos imagenes
consecutivas. En este trabajo las imagenes
fueron tomadas con un intervalo de 5Smin,
con intencion de detectar si el evento estu-
diado ha cambiado o no, lo que estaria in-
trinsecamente relacionado con la actividad
de moteado. Este método también se basa
en operaciones puntuales, igual que en el
de las DG de Arizaga et al. (2002). Asi,
para una secuencia de K imdagenes del
evento (con K>2), se obtiene una nueva se-
cuencia de K-1 ‘imagenes sustraidas’, como
se denominaran en lo sucesivo.

Los dos métodos se dife-
rencian basicamente en dos aspectos: en los
descriptores empleados en ambos para ex-
traer informacién y en la forma en cémo
describen la evolucion temporal. En el mé-
todo de las diferencias generalizadas, el
descriptor empleado es una matriz cuyos
elementos son la acumulacion de los valo-
res ‘diferencia’ durante la observacion, por
lo que la matriz resultante no considera la
evolucion de la actividad durante el tiempo

de observacion sino mas bien considera el
patron de actividad como un todo y sin or-
den. Por el contrario, el método de la dife-
rencia temporal emplea como descriptor
una secuencia de matrices que permite des-
cribir la actividad en el tiempo. Para esto,
se asigna a cada pixel de la imagen proce-
sada el valor Dp(i,j) dado por

Dor(ij.k)= )| EGik+q)-EG@Li0| (5

donde k: indice de la imagen, 1<q< ni-
mero de imagenes -1. Usualmente, el ni-
mero de imagenes es >>2 y en este traba-
jo se tomd gq= 1. La sumatoria es sobre
todos los posibles valores de k de la se-
cuencia completa.

La actividad de moteado
para el método de la diferencia temporal
(AMpy), para cada uno de los 1 fragmen-
tos de cada imagen (nueve segmentos por
imagen), es definida como

AMpr(1)= Z Dpr(i.j,1) )

1,j,(1) zona
de interés

El descriptor estadistico
que representa la actividad de moteado
especifico, AMEpr, se define como

AMEp(D=x > Dplii) (7

i,j.(1) zona
de interés

donde A es el area de la zona de interés.
El procesamiento de la
secuencia de imagenes consiste en sus-
traer imagenes consecutivas y no conse-
cutivas con el método DGM e imagenes
consecutivas con el método DT.

Muestreo de imdagenes

Con el método DGM se
tomaron las 50 iméagenes del experimento
y se organizaron por pilas de 10 image-
nes. Luego se aplico el método a cada
pila generando un total de cinco imége-
nes con informacion de la evolucion de la
actividad del patron de moteado, procedi-
miento que puede visualizarse en el es-
quema de la Figura 6. Por otro lado, con
el método DT se calculd el modulo de la
diferencia de dos imagenes consecutivas
que conducen a 49 imagenes sustraidas
con informacion de la evolucion de la ac-
tividad (Figura 7).

Resultados y Discusion

En condiciones natura-
les, la germinacion de las semillas de
uchuva comienza a partir de los 18 dias.
La pérdida de viabilidad de la semilla de
control fue comprobada al poner los tres
grupos de semillas del experimento, en
una camara de germinacion. Las cuatro
semillas hidratadas y las cuatro sin hidra-
tar germinaron entre 32 y 39 dias, germi-
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Figura 6. Esquema del algoritmo de las
das modificado en este trabajo.

diferencias generaliza-

Figura 7. Esquema del algoritmo

de la diferencia temporal.

(%)

120 compara esta imagen con la de

falso color que muestra la Figura
11, correspondiente a los valores
de actividad entre dos cuadros
consecutivos separados por un
intervalo de tiempo de 5min para
el método DT, puede notarse el
efecto que tiene la generalizacion
de la diferencia que hace parecer
a las semillas de la Figura 10
mucho mas activas, aunque se
pierde la evolucion de la activi-
dad del patron de moteado. Por
el contrario, la imagen represen-
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nacion que probablemente se o Semila viva hidratada i
hizo tardia dadas las condicio- ] o Somila vha hldrinda
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metieron durante el almacena- o ] ° o Somilavia seca
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El experimento se llevd 2 1 3 ® g
a cabo durante 240min, regis- < 00 . . : . : . . . .
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Smin, lo que generd 50 image-
nes. Durante este tiempo la ac-
tividad de las semillas hidrata-
das alcanzé la misma actividad
que las semillas secas, por lo

Figura 8. Evolucion temporal de la actividad de moteado para el mé-
todo de las diferencias generalizadas modificado en este trabajo.

tada en la Figura 11 permite re-
presentar la evolucion de la acti-
vidad y evidencia que la contri-
bucion a la dinamica del patron
de moteado es mucho menor
pues se representa la diferencia
entre dos cuadros consecutivos,

, o 2,5x107
tanto el niimero de imagenes

adquiridas describe claramente
la evolucion en el tiempo de la
actividad de las semillas.

Para cada una de las
imagenes sustraidas (ver Mate-
riales y Métodos) se aplicaron
los métodos DGM y DT, que
se corresponden con las Ecs. 4
y 7, respectivamente, para de-
terminar los descriptores esta-
disticos que representan la acti-
vidad de moteado especifico
para cada area de interés. Estos

o Ua)

2,0x107

1,5x107

1,0x107 4

Actividad de moteado especifico, AME

5,0x10° 4 34

T T T T

#— Semilla viva hidratada
—e— Semilla viva hidratada
-\. s A Semilla viva hidratada
- —v— Semilla viva hidratada
R, —4— Semilla viva seca
. 4 Semilla viva seca
Semilla viva seca

>
@ Semilla viva seca
*

Semilla no viable seca (control) 4

(%)

e €O lo cual se tiene un registro

mas certero de la evolucion dina-
1 mica del sistema biologico.

80 El método DT em-
plea como descriptor estadistico
una secuencia de matrices que per-
mite describir la actividad del mo-
teado en cada instante del tiempo
de muestreo (Smin). En la Figura 9
] puede apreciarse la evolucion tem-
poral de la actividad del patron de
moteado, donde la actividad de
moteado de las semillas vivas hi-
dratadas es inicialmente mucho

60

40

20

descriptores estadisticos especi-
ficos se representan en funcion
del tiempo en las Figuras 8 y
9, para cada uno de los dos
métodos aplicados.

En el caso de
DGM, los elementos de la matriz resul-
tante son calculados como la suma de los
valores ‘diferencia’ de la secuencia de
imagenes grabadas. Por tal motivo, el re-
sultado no depende del orden de apari-
cion de los términos sino que la matriz
describe la actividad de moteado de las
semillas como un todo durante el experi-
mento y se pierde la posibilidad de obser-
var los cambios inmediatos o evolucion
de la actividad durante el mismo. Al no
depender del orden de la secuencia de
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Figura 9. Evolucion temporal de la actividad de moteado para el
método de la diferencia temporal.

imagenes pueden hacerse los analisis
cada 50min, ya que el resultado final no
dependera de la evolucion porque se esta
generalizando el cambio en la estructura
del patron de moteado. Esta situacion
puede verse en la Figura 8, donde los
descriptores estadisticos AMEpgy son re-
presentados cada 50min. Este comporta-
miento puede comprobarse en la Figura
10 que muestra una imagen en falso color
que contiene la acumulacion de los valo-
res de actividad en cada semilla. Si se

mayor que la actividad de las se-
millas vivas secas y la semilla no
viable seca (control), como es de
esperarse debido a que estos dos
ultimos grupos no fueron hidrata-
dos previamente, por lo tanto la
testa (capa mas externa de la semilla) no
experimenta cambios por desecacion o és-
tos son minimos. Resultados similares para
la actividad de moteado se obtuvieron con
el método utilizado por Arizaga et al
(2002), donde se observd mayor actividad
en semillas hidratadas de caraota (P. vulga-
ris.). Igualmente Braga et al. (2003) conclu-
yeron que el agua presente en semillas vi-
vas y muertas hidratadas de caraotas (P.
vulgaris) es responsable de parte de la acti-
vidad de moteado. En el caso de las semi-
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Figura 10. Imagen en falso color de las primeras 10
imagenes procesadas con el método de las diferen-

cias generalizadas modificado (DGM).

llas vivas hidratadas de este trabajo, el des-
criptor AMEpr decae bruscamente en fun-
cion del tiempo, un resultado que evidencia
la posibilidad de describir la evolucion de
la desecacion de las semillas y medir el
tiempo que tarda esa desecacion. En la Fi-
gura 9 se observa como las cuatro semillas
vivas hidratadas alcanzan un contenido de
humedad similar al de las semillas vivas
secas luego de ~205min. Este resultado de-
muestra que en las condiciones experimen-
tales descritas este intervalo de tiempo es
suficiente para que una semilla de uchuva
viva e hidratada se deseque hasta alcanzar
el mismo contenido de humedad de una se-
milla seca. El comportamiento de la evapo-
racion del agua de las semillas vivas hidra-
tadas puede asociarse al comportamiento de
la evaporacion del agua que se describe en
Marti-Lopez et al. (2010), donde se estudia
experimentalmente la contribucion que tie-
ne una gota de agua a la actividad del pa-
tron de moteado. Si se compara el decai-
miento de la actividad del agua en el tiem-
po con el comportamiento de las semillas
vivas hidratadas puede notarse una analogia
en la forma en que decae dicha actividad,
pero el decaimiento en la actividad de las
semillas de uchuva hidratadas se manifiesta
casi 25 veces mas lentamente con respecto
a la gota de agua sobre el papel. Esto de-
muestra que la actividad del agua contribu-
ye considerablemente a la dindmica del mo-
teado y que el tejido de la semilla es mas
eficiente reteniendo agua, es decir, inhibien-
do la evaporacion, que el papel de filtro uti-
lizado por Marti-Lopez et al. (2010).

Por otro lado, el compor-
tamiento de baja actividad del moteado es
similar para las semillas vivas secas y la
semilla no viable seca (Figura 9). Toman-
do en cuenta que la semilla control, al
igual que las semillas vivas secas, no fue
sometida a un tratamiento de hidratacion,
este resultado sugeriria que el agua es res-
ponsable exclusivo de la actividad del pa-
tron de moteado, por lo cual la técnica de
speckle dinamico seria incapaz de distin-
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guir entre semillas vivas secas y la semi-
lla de control en las condiciones experi-
mentales descritas en este trabajo. Cabe la
posibilidad de que el bajo contenido de
agua inhiba la actividad metabdlica de las
semillas vivas secas y por ende la posibili-
dad de distinguir su vitalidad a través del
moteado dinamico. Sin embargo, la capa-
cidad que tiene la técnica del speckle di-
namico para distinguir entre semillas vi-
vas hidratadas y semillas muertas hidrata-
das mediante actividad metabolica fue
comprobada por Braga et al. (2003, 2007).
La interpretacion fisica
del método DT es directa y su implemen-
tacion simple, por lo que con él se puede
desarrollar aplicaciones agricolas y ecol6-
gicas. La técnica de speckle dinamico que
se presenta en este trabajo es una herra-
mienta de utilidad para medir el grado de
hidratacion y desecacion de semillas. Este
tipo de mediciones es crucial para el desa-
rrollo de técnicas de almacenamiento ex
situ de semillas, las cuales complementa-
rian y fortalecerian programas de produc-
cion de uchuva. Ademas, el speckle dina-
mico también podria ser util en el estudio
de otro tipo de semillas de valor ecologi-
co. Por ejemplo, existe especial interés en
conocer el grado de hidratacién de ciertas
semillas que son particularmente sensibles
a la desecacion (semillas recalcitrantes) en
ciertos programas de reforestacion tropical
(Pritchard et al., 2004; Daws et al., 2006).
En un futuro, con la técnica desarrollada
en este trabajo se podrian investigar otras
semillas de utilidad agricola y ecoldgica.

Conclusiones

El montaje experimental
permitié trabajar con semillas de uchuva
(P. peruviana) que son ~50 veces mas pe-
quenlas que las semillas de melon (Cucumis
melo L.) usadas por Arizaga et al. (2002).
Hasta la fecha no habia sido reportado
speckle dindmico para semillas mas peque-
flas que estas Ultimas.

2000

Figura 11. Imagen en falso color de las primeras
dos imagenes procesadas con el método de la dife-

x107 El speckle dindmico regis-
trado en las semillas estudiadas
depende en gran medida de la
o evaporacion del agua que contie-
nen. Tanto con el método de las
& diferencias generalizadas modifi-
cado (DGM) como con el método
de la diferencia temporal (DT) se
4 detectd mayor actividad en los
patrones de speckle dindmico en
las semillas de uchuva vivas hi-
dratadas que en las semillas vivas
secas y la semilla no viable seca
(control). La técnica no permitio
diferenciar estos dos ultimos ti-
pos de semillas, probablemente
por su bajo nivel de hidratacion.
Estos resultados demuestran la efectividad
de la presente técnica para medir el nivel
de hidratacion de las semillas de uchuva,
siendo ademds posible medir la evolucion
temporal del proceso de desecacion y el
tiempo de desecacion de las semillas hidra-
tadas.

De la comparacion de los
métodos DGM y DT se evidencia que el
ultimo provee informaciéon mas precisa de
la evolucion del proceso de desecacion de
las semillas. El método DGM, si bien es
mas eficiente filtrando ruido, debe ser mo-
dificado para que este filtrado no resulte
en la pérdida de informacion relevante,
aunque esto demandaria una mayor capa-
cidad de procesamiento computacional.
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PROCESSING OF SPECKLE PATTERNS BY TWO METHODS FOR THE MEASUREMENT OF SEED DESICCATION

IN CAPE GOOSEBERRY (Physalis peruviana L)

Ingrid Inciarte, Luis Marti-Lopez, Evelio E. Ramirez-Miquet, Erick Hernandez, Angel Viloria and Fernando Otalora-Luna

SUMMARY

The response of Physalis peruviana L (cape gooseberry) seeds
to hydration and desiccation was studied by means of the dy-
namic speckle technique using a low-power laser. A digital
camera adapted to a stereoscopic microscope was used to take
a series of images of the seeds, being the first time the micro-
scope is used with this technique to study living tissue. The aim
was to compare two methods of graphical analysis in process-
ing dynamic speckle images: a) the generalized difference meth-
od, slightly modified in the present work, and b) the temporal
difference method, being the first time the latter method is ap-
plied to seeds. Three groups of seeds were used: live hydrated

seeds, live dry seeds, and dry non-viable seeds. The study dem-
onstrates the usefulness of the two methods, confirming previ-
ous results showing that the dynamic speckle activity pattern
of the hydrated seeds is higher than that of the dry seeds, and
that this difference can be measured by digital processing of a
series of images. With both methods a pattern of greater activ-
ity was detected in the first group of seeds than in the second
and third and, additionally, the temporal evolution of the dry-
ing process of the hydrated seeds was measured. It is suggested
that this technique can be used to develop seed conservation
and storage technologies.

PROCESSADO DE PADROES DE SPECKLE MEDIANTE METODOS NA MEDICAO DA DESSECACAO DE SEMENTES

DE UCHUVA (Physalis peruviana L.)

Ingrid Inciarte, Luis Marti-Lépez, Evelio E. Ramirez-Miquet, Erick Hernandez, Angel Viloria e Fernando Otalora-Luna

RESUMO

No presente trabalho se estuda a resposta a hidratagdo e
desseca¢do de sementes de Physalis peruviana L. (canapu) uti-
lizando a técnica de speckle dindmico, empregando um laser
de baixa poténcia. Tomou-se uma sequencia de fotografias das
sementes com uma cdmara digital adaptada a um microscopio
estereoscopico, incorporado por primeira vez ao monitoramen-
to de tecidos vivos com esta técnica. O objetivo do trabalho é
aplicar e comparar dois métodos de processamento de imagens
de padroes de speckle: a) diferencas generalizadas, ligeiramen-
te modificada neste trabalho e b) diferenca temporal. Este ulti-
mo é aplicado por primeira vez a sementes. Trabalhou-se com
trés grupos de sementes: sementes vivas hidratadas, sementes
vivas secas e sementes secas ndo vidaveis. Demonstra-se a uti-

lidade de ambos métodos, confirmando os resultados obtidos
em trabalhos prévios, onde o padrdo de atividade de speckle
dinamico de sementes hidratadas é maior que o padrdo de ati-
vidade de sementes secas e que através do processado digital
de uma sequencia de imagens é possivel medir esta diferenca.
Com os dois métodos se detectou maior atividade nos padroes
de speckle dindmico nas sementes vivas hidratadas que nas
sementes vivas secas e secas ndo vidveis; adicionalmente se
mediu a evolug¢do temporal do processo de desseca¢do das se-
mentes hidratadas. Propde-se o uso desta técnica para o estudo
e desenvolvimento de tecnologias de conservag¢do e armazena-
mento de sementes.
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