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RESUMEN

Aungue en numerosas investigaciones se han obtenido resultados bastante
prometedores con Imégenes de Resonancia Magnética (RMI) para la determinacion de la
calidad interna de las frutas y hortalizas, todavia existen problemas por resolver para alcanzar
€l uso comercia de la misma. Ademas, en general, se han utilizado equipos que tienen
elevadisimos costes de inversion y de mantenimiento. La RMI basada en equipos de baja
intensidad de campo magnético es en una interesante alternativa por su menor coste. En este
trabajo se utilizaron técnicas RMI con un equipo de bajo campo (0,18 T) y se desarrollaron y
evaluaron algoritmos para € procesamiento digital de las imagenes obtenidas de mel ocotones
y las naranjas, con e objetivo de detectar autométicamente diferentes dafios internos, no
apreciables mas que con métodos destructivos convencionales.

Se estudiaron diferentes secuencias RMI y, mediante seis criterios de calidad
desarrollados en esta tesis, se seleccionaron aquellas que permitieron obtener lamejor calidad
de imagen del interior de los frutos. Dos secuencias eco espin, una ponderada en T, y otra
ponderada en T,, permitieron obtener imagenes RMI de alta calidad en los planos ecuatoria y
longitudinal, tanto de melocotones como de naranjas, visuaizando en ellas otros tipos de
defectos internos.

En melocotones, los algoritmos desarrollados detectaron €l 98% de frutos afectados
por un hongo saprofito, con una falsa deteccion en fruta sana del 21%. La deteccién de fruta
con picadura de mosca fue del 71%, con una dta falsa asignacion de fruta sana con dafio
(42%). Para € dafio por frio, los algoritmos detectaron més del 98% de la fruta con dafio
almacenada durante 32 dias a 5°C, desde € dia 22 cuando este ocurrié y con dos dias de
antelacion alavaloracion realizada con métodos destructivos.

En naranjas, los algoritmos para detectar dafios por hongos permitieron discriminar
mas del 80% de frutos afectados, con una falsa asignacion de fruta sana como dafiada menor
del 20%. La deteccién autométicay anticipada del deterioro producido por hongos se realiz
entre 2 'y 7 dias de antelacion, antes de aparecer sintomas exteriores de podredumbre. Los
algoritmos desarrollados para € dafio por heladas en naranjas presentaron los mejores
resultados de todos los defectos estudiados, con un 94% de deteccion acertada y un 8% de
falsa deteccion, en promedio.

Considerando los resultados obtenidos en esta investigacion, se presenta a fina una
propuesta para desarrollar un sistema automatico de inspeccion de la calidad interna de la
fruta, basado en imégenes RMI conseguidas con un equipo de bajo campo magnético.

PALABRAS CLAVES: reconstruccion de imagenes por resonancia magnética,
RMI, procesamiento digital de imagen, calidad de frutas, dafios internos, melocoton, naranja.



RESUM

Encara que en nombroses investigacions shan obtingut resultats prou prometedors
amb Imatges de Ressonancia Magnética (RMI) per ala determinaci6 de la quditat interna de
lesfruitesi hortalisses, encara hi ha problemes per resoldre per a aconseguir I'ls comercial de
lamateixa. A més, en general, shan utilitzat equips que tenen elevadissims costos dinversié i
de manteniment. La RMI basada en equips de baixa intensitat de camp magnétic és en una
interessant alternativa pel seu menor cost. En este treball es van utilitzar técniques RMI amb
un equip de baix camp (0,18 T) i es van desenvolupar i van avaluar algoritmes per d
processament digital de les imatges obtingudes de bresquillesi les taronges, amb I'objectiu de
detectar automaticament diferents danys interns, no apreciables més que amb meétodes
destructius convencionals.

Es van estudiar diferents segiiencies RMI i, per mitja de sis criteris de qualitat
desenvolupats en esta tesi, es van seleccionar aquelles que van permetre obtindre la millor
qualitat dimatge de I'interior dels fruits. Dos sequiencies espi-eco, una ponderada en Tq, i una
atra ponderada en To, van permetre obtindre imatges RMI d'dta qualitat en els plans

equatorial i longitudinal, tant de bresquilles com de taronges, visualitzant en elles atres tipus
de defectes interns.

En bresquilles, els algoritmes desenvolupats van detectar €l 98% de fruits afectats
per un fong saprofit, amb una falsa deteccio en fruita sana del 21%. La detecci6 de fruita amb
picadura de mosca va ser del  71%, amb una alta falsa assignacié de fruita sana amb dany
(42%). Per a dany per fred, els algoritmes van detectar més del 98% de la fruita amb dany
emmagatzemat durant 32 dies a 5°C, des del dia 22 quan este va ocorrer i amb dos dies
d'antelacié ala vaoracio realitzada amb métodes destructius.

En taronges, els algoritmes per a detectar danys per fongs van permetre discriminar
meés del 80% de fruits afectats, amb una falsa assignacid de fruita sana com danyada menor del
20%. La detecci6 automatica i anticipada del deteriorament produit per fongs es va realitzar
amb entre 2 i 7 dies d'antelacio, abans d'aparéixer simptomes exteriors de podridura. Els
algoritmes desenvolupats per a dany per gelades en taronges van presentar els millors
resultats de tots els defectes estudiats, amb un 94% de deteccié encertada i un 8% de fasa
deteccid, com a mitjana.

Considerant €ls resultats obtinguts en esta investigacio, es presenta a final una
proposta per a desenvolupar un sistema automatic d'inspeccio de la qualitat interna de lafruita,
basat en imatges RM| aconseguides amb un equip de baix camp magnetic.

PARAULES CLAUS: reconstruccié dimatges per ressonancia magnética, RMI,
processament digital d'imatge, qualitat de fruites, danys interns, bresquilla, taronja.



ABSTRACT

Although many researches have obtained promising results with Magnetic Resonance
Imaging (MRI) techniques for fruit and vegetable internal quality assessment, many problems
remain to be solved for a commercia use of such techniques. Moreover, in these researches,
high cost equipment has been employed. MRI based on low magnetic field equipment can be
an adequate aternative because of its low costs. In this work MRI techniques with a low
magnetic field (0,18T) were used, and new agorithms for image analysis were developed and
tested for the automatic detection of different internal damages of peaches and oranges that
currently are only detected with conventional, destructive techniques.

Different MRI sequences were evaluated by means of six quality criteria established
in this work, which allowed to select the best one to obtain internal images of the fruits. Two
spin echo sequences, one weighed in T, and the other in T, alowed to obtain high quality
MRI images in the equatorial and longitudinal planes, both in peaches and oranges, that were
used to visualize severa types of internal defects.

In peaches, the developed agorithms detected 98% of fruits affected by a Alternaria
sp. fungus, with 21,1% false detection of healthy fruit. 71% of fruit presenting Medfly
punctures were detected, with 42% false assignment of healthy fruit. Algorithms detected up
to 98% fruit presenting chilling injuries due to storage during 32 days at 5°C, from day 22, two
days before than conventional, destructive methods.

In oranges, the developed a gorithms detected damages caused by fungi in more than
80% of affected fruits, with 20 % fase detection of healthy fruit. The automatic and
anticipated fungal disease detection was carried out 2-7 days before fruit presented external
symptoms. Algorithms for detecting freezing injuries in oranges presented the best detection
rates, with 94% damage detection and 8% of false detections.

Considering all the contributions of this research, at the end, a proposal of a MRI

automatic system for the internal quality inspection of fruit, for a low magnetic field
equipment is presented.

KEY WORDS: magnetic resonance imaging, MRI, image analysis, internal quality
of fruit, damages, peach, oranges.
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g Constante de giro magnético del nticleo, parael “H [42,58 MHZ/T]
dw, Dw Ancho de la banda de frecuencia
DE Diferencia de energia entrelos niveles E; y E,
Dz Espesor del plano de corte
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1 1
IR
IVIA
Long.
LPF-TAG
LSD
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RF
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RMI
ROI
RX
SE
Sin. inf.
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TC
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TSE
2D
3D
2DTF
3DTF
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Algoritmo de autoumbralizacion o autosegmentacion

Artefacto

Dispositivo eectronico de captura digital, “ Charge Coupled Device’
Sistema de medicion del color

Secuencia de pulsos de Carr-Purcell-Meiboom-Gill

Concentracion de solidos solubles

Contraste

Deteccion acertada de fruto dafiado

Deteccion acertada de fruto sano

NUmero total de imégenes utilizadas en la evaluacion de un agoritmo
Densidad proténica

Dario por frio real en lafruta

Ecuatoria

NUmero total de imagenes usadas para el entrenamiento

Falsa deteccion de fruto dafiado

Falsa deteccion de fruto sano

Sefid deinduccién libre, “Free Induction Decay”

Secuencia“Fast Low Angle Shot”

Transformada de Fourier

Secuencia Gradiente Eco

Secuencia eco gradiente con inversién recuperacion con corto tiempo de inversion T,
Humedad Relativa

Secuencia espin eco con muy corto Tg

Imagen uno

Secuencia Inversion Recuperacion

Ingtituto Vaenciano de Investigaciones Agrarias

Longitudinal

Laboratorio de Propiedades Fisicas y Tecnologias Avanzadas en Agroalimentacion
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CAPITULO 1

INTRODUCCION



Desde hace unas décadas se investiga en el desarrollo de tecnologia
que permita examinar la calidad de las frutas y las hortalizas, de una manera
rapida, controlada y precisa (Abbott et al., 1997; Chen et al., 1999; Chen y
Sun, 1991; Chen 2001; Chen et al., 2002; Sipahioglu y Barringer, 2003; Wang
et al., 2003; SINCLAIR, 2003; Allende et al., 2004; Ferry, 2004; Herold et al.,
2005). Para dlo se aprovecha alguna o varias de las propiedades fisicas que
estos materiales biolégicos exhiben para ser medidas, en muchos casos de
forma tan répida, que permiten la implementacién de la tecnologia
directamente en las lineas de clasificacion y destrio de las centrales
hortofruticolas.

Lamedicion de fendmenos como la reflexion, transmisién y absorcion
de las ondas electromagnéticas en las regiones ultravioleta, visible e infrarroja
cercana, han permitido desarrollar con éxito técnicas no destructivas para
evaluar la calidad de muchos productos agroalimentarios. Es por esto que en
los Ultimos 10 afios ha crecido € interés por € desarrollo de sistemas
autométicos basados en el andlisis de imégenes, capaces de reemplazar la
inspeccion visual humana, por 1o que se denominan de vision artificial.

La vision artificial obtiene informacion acerca de la distribucion
espacial de la intensidad y del contenido espectral de la luz. Para ello se
necesita la captura, € procesamiento de la imagen y € reconocimiento de
ciertos patrones para distinguir entre colores, formas, etc., que permitan
diferenciar ciertos factores de calidad, tales como el tamafio de |los individuos,
su color, estado de maduracién, la presencia o ausencia de defectos, dafios e
infecciones, etc. Con el avance en hardware y software que ha permitido la
disminucion de costes de computacion, més e desarrollo de nuevos
algoritmos, se ha logrado redlizar sistemas que son capaces de evaluar la
calidad de los productos agricolas a muy alta velocidad. En la literatura se
reportan gran cantidad de estudios relacionados con estos métodos y hoy en
dia son numerosos los sistemas comerciales de clasificacion en linea que han
incorporado sistemas de vision y andisis de iméagenes para frutas y hortalizas
(Chen'y Sun, 1991; Abbott et al., 1997; Chen et al., 2002, Kondo et al., 2004,
Unay and Gosselin, 2004).

Sin embargo, estos sistemas no acanzan a observar €l interior de la
fruta a profundidades superiores a unos pocos milimetros por debajo de la
epidermis, por lo que resultan poco efectivos para examinar la calidad interna
del producto. Por este motivo, se han explorado otras tecnologias, basadas en



radiaciones electromagnéticas de muy corta longitud de onda (<100nm), que
son capaces de penetrar en la mayoria de productos agricolas y producir
imagenes de su interior. Algunas técnicas, como las basadas en rayos X y en
rayos gamma, han resultado ser, incluso operando en linea, bastante eficientes
para inspeccionar € interior de las frutas, pero desafortunadamente con un
cierto riesgo para la salud humana, a veces minimo, pero que produce un
enorme rechazo en el consumidor (Chen'y Sun, 1991; Abbott et al., 1997).

Otra dternativa de inspeccién interna de productos agroalimentarios,
que se ha ido extendiendo a muchas otras areas de investigacion, es la
resonancia magnética (RM). La RM puede definirse, de manera simple, como
el fendmeno de interaccion entre una onda de radio frecuencia (2 a 200 MHz)
y los nlcleos atdmicos (protones) sometidos a un campo magnético estético
externamente aplicado. En los materiales biolégicos, como las frutas y los
vegetales, d hidrogeno es e principa componente del agua, de los azucares y
de los aceites presentes en estos materiades. Este nlcleo, precisamente,
produce una de las més fuertes sefidles de RM, propiedad que ha sido
aprovechada por los investigadores para inferir, de manera no destructiva, la
composicion interior y otros factores de calidad interna que no son apreciables
a smple vista, ni detectables por la mayoria de técnicas no destructivas
desarrolladas hasta hoy. La principal ventga que ofrece la RM frente a las
técnicas de rayos X y rayos gama, es su inocuidad para €l ser humano, para €l
producto y para el ambiente.

A pesar de que se pueden encontrar resultados de numerosas
investigaciones en las que se han obtenido avances, bastante prometedores,
con la tecnologia de RM aplicada para la determinacién de la calidad interna
de las frutas y hortalizas, aln existen problemas por resolver para alcanzar €l
uso comercia de lamisma. Los esfuerzos para desarrollar sensores basados en
RM, no han permitido todavia alcanzar un desempefio comercial en cuanto a
capacidad (velocidad de muestreo). Ademas, en la gran mayoria de las
investigaciones, se han utilizado equipos para aplicaciones médicas, que
aplican campos magnéticos de media y dta intensidad, que tienen
elevadisimos costos de inversion y de mantenimiento, lo que hace muy dificil
su utilizacion en € sector.



Por € contrario, la tecnologia de RM basada en equipos de baa
intensidad de campo magnético se convierte en una interesante alternativa, por
su menor costo, para € desarrollo de sensores destinados a la inspeccion
interna de la calidad. Sin embargo, en la literatura cientifica, son relativamente
pocos los trabajos publicados que estén relacionados con aplicaciones en
frutas.

Productos como los frutales de hueso y los citricos, de relevante
importancia econdmica para €l sector agricola espafiol, se ven afectados por
plagas, enfermedades, desordenes fisioldgicos y factores ambientales, que
deterioran la calidad de la fruta y generan cuantiosas pérdidas econémicas al
sector. No toda la fruta afectada internamente que llega del campo a las plantas
de procesamiento, es identificada por los sistemas actuales de clasificacién y
de inspeccion de calidad. Un porcentgje, aunque sea bgo, que pase los
controles actuales y se exporte, puede, al llegar a su destino, exhibir sintomas
externos del dafio y provocar la devolucion de lotes completos de fruta,
generando graves pérdidas econémicas y poniendo en duda la reconocida
calidad de los productos agricolas espafioles en €l exterior.

En & caso de los melocotones y las nectarinas, € dafio por frio es un
defecto que se produce durante el almacenamiento, pero no es visble
externamente hasta que alcanza un estado muy avanzado de progreso. En la
actualidad, para detectarlo, se requiere realizar muestreos destructivos de
cientos de frutas, lo que consume mucho tiempo y resulta poco préctico. Las
heladas en campo ocasionan un defecto interno en los citricos que también es
dificil de detectar, pues mientras la apariencia externa de la fruta permanece
intacta, porciones internas de los gaos quedan secas, degjando la fruta
incomestible y sin valor comercial. Muchos hongos de importancia
econémica, como Alternaria citri penetran por via peduncular en los frutos de
los citricos cuando aln no se han cosechado, y permanecen latentes en la fruta
Determinadas condiciones de almacenamiento favorecen su desarrollo interior,
manifestdndose la podredumbre cuando la fruta ya ha pasado los controles de
calidad. Las picaduras de la mosca del Mediterrdneo afectan también la
calidad de muchos tipos de fruta, incluidos los frutos de hueso y los citricos.
Sin embargo, los sintomas de este dafio no son detectados con frecuencia, o
gue ha provocado e rechazo de la fruta en paises importadores, con las
lamentabl es repercusiones econémicas para |os productores.



Por todo lo anterior, la presente tesis doctoral busca aportar nuevos
conocimientos en las aplicaciones de las técnicas de RMI para el estudio de la
calidad de las frutas y contribuir a desarrollo de sistemas autométicos de
deteccion de defectos basado en imagenes obtenidas por resonancia magnética,
con € fin de garantizar la calidad integral de nuestras frutas y hortalizas en el
mercado nacional e internacional.



CAPITULO 2

REVISION BIBLIOGRAFICA






En este capitulo se presenta una exposicion de los principios fisicos
gue sustentan y explican la resonancia magnética (RM) y la reconstruccion de
imagenes por resonancia magnética (RMI), asi como el equipo basico
requerido para medir las sefiales de RM de cualquier muestra bioldgica. Luego
se comentan las principales técnicas que existen para la adquisicion de una
imagen de RM y los factores que afectan la calidad de la misma. También, se
explica latecnologiay € equipamiento que se utiliza actualmente en RMI. Al
final del capitulo, € lector encontrara una completa revision de las principales
aplicaciones de la RM y RMI en & sector agroalimentario, destacando
principalmente los estudios desarrollados con esta tecnologia para examinar la
calidad interna de las frutas y los vegetales, ademas se hace una referencia a
los sensores de RM desarrollados y aplicados en productos agricolas, por los
diferentes grupos de investigacion que han venido trabajando con esta
tecnologia en €l sector hortofruticola.

2.1. LaResonancia Magnética RM y € andlisis deimagenes de RM

Los antecedentes a desarrollo de la resonancia magnética (RM) y ala
reconstruccion de imégenes por resonancia magnética (RMI) se remontan alas
primeras investigaciones que se hicieron sobre la naturaleza del &omo, y a
posterior desarrollo de la mecanica cuantica y de las propiedades magnéticas
que poseen ciertos nicleos como el 'H; varias décadas antes de que en 1945 se
conociera e primer experimento de RM, publicado de manera simultanea e
independiente por los grupos de investigacion liderados por Edward Purcell en
la Universidad de Harvard y por Felix Bloch en la Universidad de Standford.
Mas adelante en 1973 y de manera independiente, Paul Lauterbur en Estados
Unidos y Peter Mansfield en Inglaterra, propusieron la utilizacion de
gradientes linedles de campo magnético para la obtencion de una imagen
mediante la localizacion espacial de la sefial de RM. Precisamente a Lauterbur
se le atribuyen las primeras imagenes bidimensionales RMI, que fueron
reconstruidas a partir de las sefiales de RM emitidas por los protones de un
tallo vegetal, del cadaver de un pavo y de una falange humana (Desgrez et al.,
1991; Schrader et al., 1992; Conlan, 2001).

A partir de la década de los afios 80, las numerosas investigaciones
realizadas en RM permitieron la expansion comercial de esta tecnologia,
contribuyendo de esta forma a desarrollo de importantes avances cientificos
en diversas disciplinas del conocimiento.



Los avances alcanzados en los Ultimos afios en RM y RMI no
solamente cubren las aplicaciones médicas sino también en otros sectores;
como en los procesos de refinado del petréleo (andlisis de flujos, combinacién
y destilacion del crudo y derivados), en la ciencia de los materiales
(caracterizacion y andisis de polimeros), en biotecnologia (espectrometria y
guimica analitica de células y tejidos, y €l andlisis de bioreactores), y en
aplicaciones agroaimentarias (determinacién de caracteristicas fisicas y
quimicas de carnes, pescados, productos lacteos, jugos, pastasy vinos, frutasy
vegetales) (Castifieira, 1989; Cheny Sun, 1991; Ablett, 1992; Schrader et al.,
1992; McCarthy, 1994; Clark et al., 1997; Hammer, 1998; Hills, 1998; Ruan y
Chen, 1998; McCarthy y McCarthy, 2000; Ishida et al., 2000; Van As, 2003;
Hillsy Clark, 2003).

El lector puede remitirse @ Anexo Al en donde encontrara una breve
resefia historica del desarrollo de las tecnologias de RM y RMI.

2.1.1. Principiosbéasicosdela RM
Conceptos fisicos del magnetismo nuclear

La tecnologia de la RM se basa en los momentos magnéticos que
presentan los nlcleos atdbmicos. El nlcleo del aomo esta constituido por un
determinado nimero de protones y neutrones (la Unica excepcién es e nicleo
de hidrégeno que es un solo protén), y tiene un movimiento colectivo
compleo de rotacion sobre su propio gje (Figura 2.1). Estarotacion le confiere
al proton, desde e punto de vista mecanico, un momento cinético

denominado espin, representado por e vector S, con la misma direccion de su

gje de rotacion y magnitud expresada en [rad/s] o en [HZ] y, desde el punto de
vista eléctrico, un momento magnético representado por e vector de

imantacién i cuya magnitud se expresa en teslas [T]. Similar a una barra de
iman, T tiene un polo norte y un polo sur (dipolo magnético) (Fullerton,
1982; Desgrez et al., 1991; Kastler et al., 1997; Ruan y Chen, 1998).
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Figura 2.1. Momentosresultantes sobre un protén.

De acuerdo con la mecénica cuéntica el espin S viene dado por la siguiente
ecuacion:

S=n1(1 +1) (2.1)

Donde:

h: constante de Planck = 6,626x10°%(2p) Js
I: nmero cuantico del espin nuclear (adimensional)

El nimero cuantico |, que es caracteristico de cada isétopo, puede
tomar los valores 1=n/2, donde n es el nimero cuantico principal que indicala
cercania del protén a nucleo atébmico (nivel de energia). Los valores
permitidos para este nimero cuantico son n = 0,1,2,... De este modo:

1=0, para n=0, nuicleos con masay carga atémica pares (por g. **C).
|=entero, paran = nlmero par.

|=semientero, paran = ndmero impar (por §. el hidrégeno *H, con
n=1, 1=1/2).

También, de acuerdo con la mecanica cuantica, la direccion del
vectorS, debe estar cuantizada en e espacio, esto significa que deben

especificarse los valores de la proyeccion de S en la misma direccién vertical
z del sistema de coordenadas cartesianas en el que € campo magnético externo

B, actiia sobre e proton (Figuras 2.2 y 2.3).
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El nimero cuéntico magnético orbital m, que es caracteristico de cada
nivel de energia en & nlcleo, especifica los valores permitidos de la
componente z del momento angular orbital mediante la siguiente expresion:

S, =mi (2.2)

De este modo m puede tomar 21 +1 orientaciones posibles dependiendo
del valor de |. Para el nucleo del hidrogeno con 1=1/2, este proton presenta
dos posibles orientaciones [2*(1/2)+1 = 2] (Figura 2.2) que corresponden a
dos niveles de energia (m=+1/2), por tanto:

S :i%h (2.3)

Figura 2.2. Orientacionesposiblesde S en zpara e protén.

El momento magnético ™ resultante es proporcional a momento
cinético derotacion S mediante la siguiente expresion:

m=gS (2.4)
Donde g es la constante de giro magnético en [s* T o en [MHz- T,

esta constante propia de cada nicleo relaciona € momento magnético m la
constante de Plank h y el nimero de espin | mediante la siguiente expresion:

g= o (2.5)
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Paralas dos posibles orientaciones del protén, de las ecuaciones (2.3) y
(2.4) obtenemos que su momento magnético 1T, es:

m=i%gh (2.6)

En RM deben considerarse dos clases de momentos magnéticos; |os
momentos magnéticos individuales de cada proton () denominados

momentos microscopicos, los cuales se estudian con las leyes de la fisica

cudntica, y los momentos magnéticos macroscopicos (M ) asociados a
volumenes de materia (voxeles), que se estudian con las leyes clasicas del
electromagnetismo (Desgrez et al., 1991; Kastler et al., 1997).

Cada voxel posee un momento magnético M que corresponde al
sumatorio de todos los momentos individuales T de sus protones, esto es:

M=8§ m 2.7)
2.1.1.1. Comportamiento del momento magnético

La interaccion de los momentos magnéticos ™ y M con un campo

magnético externo I§O genera tres fendbmenos importantes que deben ser

considerados de forma separada a escala microscépica (modelo cuantico) y a
escala macroscopica (modelo clasico); estos fendmenos son: la orientacion
del momento, la energia de interaccion y e movimiento de precesion
(Desgrez et al., 1991).

Orientacion del momento

En un campo B, los momentos microscopicos m de los distintos

protones se orientan segun dos posibles angulos cuyos valores son
suplementarios q 6 (p-g) como se indica en la Figura 2.3-a. Sin embargo los

momentos T pueden localizarse en una posicién cualquiera sobre € cono
definido por e angulo q (Figura 2.3-b).
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A 1
y‘m T

(a) (b)
Figura 2.3. Orientacion posible de i en un campo I§0.

En ausencia del campo exterior B, los diferentes momentos
microscépicos estan orientados en forma aleatoria en cualquier direcciony su
suma es nula(é_ m=0), pero en presenciade BO se orientan segulin uno de los
angulos antes mencionados apareciendo € vector de imantacion macroscopica
(& m=M ), pardlelo a B, (Figura2.4) (Desgrez et al., 1991; Kastler et al.,

1997).

AN [I,[_T_, 5

i’ i
LT

i ‘_I:..‘l,

VAALAS
L L i
i

Ipn=0 Tu=M

Figura2.4. Orientacion delos momentos I y M enun campo externo I§0.
(Fuente: Desgrez et al., 1991)

Energia de interaccion

De acuerdo con los explicado anteriormente, en € campo magnético
I§0, los momentos S y 17, solo pueden tener dos orientaciones posibles,
paralela (mismo sentido de I§0) y antiparalela (sentido contrario de BO ), que

corresponden segun el modelo cuantico a dos niveles de energia E; y E, dados
por |as siguientes ecuaciones:
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_.1
E = 2gi"zB0 (2.8)
E, = +2 9B, (29)

Donde:

E1 E2: niveles de energia en estado antiparalelo y paraeo
respectivamente [J]. La diferencia de energia DE sera:

DE = ¢iB, (2.10)

Que es la energia requerida por un foton de una especifica frecuencia
para excitar un nucleo y producir latransicion entre el estado de baja energia
(paralelo @) y @ estado de dta energia (antiparalelo b). La energia de los
dos estados puede ser representada segun la ecuacion (2.10) por e diagrama
de nivel de energia (Figura 2.5), deduciéndose que la energia de excitacion

depende dnicamente de la magnitud del campo magnético B, (Fullerton,
1982; Hornak, 1996; Kastler et al., 1997; Ruan y Chen, 1998).

E
4 m=-% (®

Figura 2.5. Diagramade nivel de energia de los estados paralelo (&) y
antiparalelo (b). (Fuente: Kastler et al., 1997)

Cuando un grupo de N protones son situados en un campo magnético
I§O , cada espin se alinea en una de las dos posibles orientaciones y € reparto

entre los dos niveles de energia se realiza seguin la distribucién estadistica de
Boltzmann (Desgrez et al., 1991; Hornak, 1996; Kastler et al., 1997; Ruan y
Chen, 1998):
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9B,
N _ e (2.11)
N2

Donde:

N1: nimero de protones en €l nivel E; (antiparalelo b)
N2: nimero de protones en €l nivel E; (paralelo a)

k: constante de Boltzmann [1,3805x102® J°K]

T. temperatura absoluta[°K]

A temperatura ambiente N, es ligeramente superior a N3, a medida que
la temperatura aumenta el nimero de protones en ambos niveles tiende a
igualarse. La diferencia en el reparto de las dos poblaciones depende también
de laintensidad del campo magnético. Por g emplo, para una muestra dada de
nicleos de 'H en un campo magnético externo de 1,4 T, a temperatura
ambiente (T=20°C) presenta una relacion de Ni/N, de 0,9999382, lo que
significa que las dos poblaciones son cas iguales con un ligero exceso de
protones en € nivel N, de baja energia (aproximadamente de 123 por cada
4.000.000) (Edwards, 2003). Esta escasa diferencia produce la aparicion del
vector de imantacién macroscopica M que es aprovechado para generar una
sefid en la resonancia magnética (Desgrez et al., 1991). La magnitud del
vector M es proporcional ala diferencia en poblacion entre los dos niveles de
energia (Ruan y Chen, 1998).

Movimiento de precesion

De acuerdo con la teoria clasica del electromagnetismo, cuaquier
nicleo como € proton que sea locaizado en un campo B, intentard auto

alinearse con éste dando como resultado un movimiento de “bamboleo”,
similar al que experimenta un trompo girando en el suelo por efecto del campo
gravitacional, denominado movimiento de precesion. En el caso del ncleo,

este experimenta una precesion arededor del campo magnético I§O, con una
frecuencia, definida por las siguientes ecuaciones:

w, =0B, (2.12)

16



u (2.13)

WO
2
Donde:

Wo: frecuenciaangular [rads’]
no: frecuenciaciclica[Hz]

Esta frecuencia caracteristica se conoce como la frecuencia de
Larmor y depende de la intensidad del campo externo aplicado I§O y de la

constante de giro magnético (g), la cua es una propiedad caracteristica de
cada nucleo atébmico como se mencioné anteriormente. En la Tabla 2.1 se
presentan los parametros de RM para los nucleos de interés biol dgico.

Tabla 2.1. Pardmetros de RM de nucleos de inter és biol égico.

Ncleo Protones Neutrones Espin g
desapar eados desapar eados nuclear, | [MHZ/T]

H 1 0 1/2 42,58
2H 1 1 1 6,54
B¢ 0 1 1/2 10,71
31p 0 1 12 17,25
Na 0 1 32 11,25
“N 1 1 1 3,08
¥F 0 1 12 40,08

Fuente: Hornak, 1996

Reemplazando las ecuaciones (2.12) y (2.13) en (2.10), se obtiene:
DE =7u, (2.14)

Que es la expresién en e modelo cuantico para la energia de
excitacion. Esta ecuacién indica la energia que un foton de onda
electromagnética debe tener para excitar un nicleo desde un estado de bagja
energia a uno de alta energia y esta determinada por la frecuencia de Larmor.
En un experimento de RM, la frecuencia de un foton esta en € rango de las
radiofrecuencias (10° a 10° Hz) (Fullerton, 1982; Hornak, 1996).

Es importante conocer con qué rapidez los protones precesan en la
unidad de tiempo. Esta frecuencia no es constante y depende del campo
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magnético en el cual los protones estan situados. A mayor intensidad del
campo magnético, mayor velocidad y frecuencia de precesion. Asi por
gjemplo, para un proton si el campo magnético esde 1 T, n, es de 42,58 MHz
mientras que en un campo de 4,7 T, n, sera arededor de 200 MHz.

2.1.1.2. Efecto deunaonda electromagnética

Es posible provocar la transicion del nivel E; a nivel E; y modificar la

orientacién del momento magnético M si se aporta una cantidad de energia E
mediante una onda O pulso electromagnético de un campo magnético

oscilante I§1 aplicado en e plano XY y con unafrecuencian, tal que:
E=DE (2.15)

La energia de la onda de radiofrecuencia debe ser, segun la ecuacion
(2.14):

E=hn=h—" (2.16)

Donde: w; eslafrecuenciaangular de laonda [rad/s].
Reemplazando (2.10), (2.12) y (2.16) en (2.15), se obtiene:

W, =W (2.17)

r (o]

La igualdad anterior indica la condicion de resonancia de la mecénica
clasica en la cud la frecuencia angular de rotacion w; de un campo oscilante

I§1 debe ser igua a la frecuencia de Larmor w,, para producir la transicion

entre E, y E;, y modificar la orientacion de M en una muestra que contiene N
protones.

De este modo es posible producir larotacion de M alrededor de I§O un
angulo g en [rad] (Figura 2.6), que puede ser expresado como:

q=0Bt, (2.18)
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Donde: t: tiempo de duracion del pulso I§1 [ms].

L ¥0Y —

Figura 2.6. Rotacion de M alrededor de B, debidoa B, .
(Fuente: Desgrez et al., 1991)

La longitud de onda de radiofrecuencia (RF) aplicada durante muy
corto periodo de tiempo permite la transicién (transferencia) de los protones
del nivel de baja energia (E,) a de alta energia (E;). Cuando €l pulso de RF y
los protones tienen la misma frecuencia (W, = W) Se presenta el fendmeno de
resonancia, similar al observado en experimentos de acUsticay de vibraciones
mecanicas. En la condicién de resonancia M continuara girando alrededor de

B, (ge 2) y también precesara arededor de B, (gje x). Como consecuencia de

esto M experimenta un movimiento complejo que desciende describiendo una
espiral sobre un casguete esférico (ver Figura2.7).

Figura 2.7. Movimiento de precesién de M .
(Fuente: Kastler et al., 1997)

Con la aplicacion de B, (onda de RF, impulso 6 pulso de excitacion),
M bascula un angulo q entre 90° a 180°. Un pulso de 90°, bascula M en el
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plano XY, y produce un momento magnético M, (M, =0) y los espin
permanecen desfasados (é_ m, =0) (se dice que €l sistema se encuentra en
estado de saturacion). Un pulso de 180° invierte M (M =- M) y los espin se
colocan en fase unos con otros (é ﬁl(yzl\ﬁxy) (sistema en estado de

inversion). Los momentos M, y Mxy son denominados vectores de

imantacion longitudinal y transversal respectivamente. EI movimiento en
fase con los protones induce una sefial de corriente eléctrica que constituye la
sefial de Resonancia Magnética (Desgrez et al., 1991; Hornak, 1996; Kastler et
al., 1997).

2.1.1.3. Fenébmenosderelajacion

Después que e pulso de RF es retirado, todo € sistema previamente
perturbado por este pulso, retorna a su estado de reposo original. Los protones
que fueron elevados al nivel ato de energia retornan a nivel de baja energia
Es asi como la relgacion de los protones ocurre mediante transiciones
inversas del nivel de alta energia E; a de baja energia E;, provocando que €l

vector de imantacion longitudinal M , Vuelva a crecer progresivamente,
fendmeno conocido como relajacion en Tq; y debido a la perdida de la fase
de los espines, la imantacion transversa M » disminuye rapidamente,
fendmeno conocido como relajacion en T, (Figura 2.7).

Para explicar estos fendmenos en los cuales los  momentos
macroscopicos vuelven espontaneamente a su posicion de equilibrio después
de una excitacion se utilizan las ecuaciones de Bloch, grupo de ecuaciones
diferenciales que describen e comportamiento de dichos vectores de
magnetizacion (Desgrez, 1991; Hornak, 1996):

M, =2(M,- M)t (219)
Tl
oM, =- T (M, )t (2.20)
T2
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Donde M, es e valor de M en e estado de equilibrio. Integrando
apropiadamente estas ecuaciones se obtienen los componentes de la
magnetizacion M, y M, en funcién del tiempo.

Relajacion Longitudinal T,

Desde que se conecta el campo magnético en una muestra con los
espines nucleares orientados a azar hasta que se establece el equilibrio
térmico, la magnetizacién macroscopica crece exponencialmente a medida que
los dipolos magnéticos se alinean en torno al campo externo B, (Figura 2.8).

Este fendmeno se acompafia de una emisién de energia pararestituir la energia
absorbida durante la excitacion mediante € intercambio térmico con el medio
molecular circundante (Kastler et al., 1997).

My My

T, t
Figura 2.8. Relajacion longitudinal T;.

La relgjaciéon en T, conocida también como relajacion espin-medio,
en ingles “spin lattice”, esta representada a partir de la ecuacién (2.19) por la
siguiente expresion:

=M %e Ti (2.21)

QIIO:

z(t)

Donde:
M. : esel vector deimantacién macroscopicatras e pulso de 90°
[IT]

t: tiempo [9]
Ti:  constante de tiempo [9]
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La relgjacion espin-medio o tiempo T, que requiere la magnetizacion
longitudinal M , delos protones de una muestra en retornar a su valor original
de equilibrio, se conoce asi, en alusién a la interaccién de cada momento
magnético de espin con su entorno (Castifieira 1989; Hornak, 1996; Kastler et
al., 1997). Segin Ruan y Chen (1998) M, alcanza su equilibrio después de
aproximadamente un tiempo de cinco veces el tiempo relgjacion Ti.

T1 es obtenido de la ecuacion anterior cuando se alcanza un 63% de la
imantacion longitudinal original, porcentgje para €l cual t=T;. T; variacon €l
estado de la materia, la estructuray composicién molecular, laviscosidad y las
interacciones magnéticas con € entorno. T; es mayor en liquidos que en
solidos y para tejidos bioldgicos T tiene valores entre 300 y 2000 ms (Kastler
et al., 1997).

Laintensidad de I§O modifica la frecuencia de resonanciay por tanto a
T1, debido a que la frecuencia de precesion depende del campo magnético
aplicado. A mayor intensidad de B, los protones precesan méas répido,
haciendo que sea mas dificil transmitir su energia a medio, por lo que a
aumentar B, aumenta T;. En genera, T, es inversamente proporciona a la

densidad de los movimientos moleculares de los protones en la frecuencia de
Larmor. Ladistribucion de la frecuencia de rotacion depende de la temperatura
y la viscosidad para muestras liquidas. De este modo para determinada
frecuencia de Larmor e T; en una muestra s menor a menor temperatura
(Hornak, 1996; Kastler et al., 1997; Ruan y Chen, 1998).

Relajacion Transversal T,

Este fendmeno esta relacionado con las inhomogeneidades del campo
magnético donde la muestra esta localizada. Estas son debidas a la variacion
de la intensidad de campo en diferentes puntos de este espacio que produce
diferentes frecuencias de precesién. También cada proton esta influenciado por
pequefios campos magnéticos no uniformes producidos por los nucleos
Vecinos, los cuales causan también diferentes velocidades de precesion.

Cuando cesa el pulso de RF los protones se desfasan, M », disminuyey
se anula con rapidez. Esta disminucion y retorno a equilibrio de laimantacion
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transversal perpendicular a I§O tiene un comportamiento también de tipo
exponencial pero decreciente (Figura 2.9), con una constante de tiempo T,
denominada tiempo de relgjacion transversal o relajacion espin-espin, que se
puede representar a partir de la ecuacién (2.20) mediante la siguiente
expresion:

t

M, =Mee = (2.22)

Donde:

T,: constante de tiempo [ms]

MXY

t
Figura 2.9. Relgjacion transversal To.

T, es definida en la ecuacién anterior cuando la magnetizacion
transversal Mxydisrninuye el 37% de su valor origina, valor para € cua
t=T,. (Kastler et al., 1997).

T, es grande cuando el campo magnético es muy homogéneo dentro
del material, pues los protones se mueven en fase gran tiempo, y T, es
pequefio cuando las diferencias en los campos magnéticos locales son
notables, causando diferencias importantes en las frecuencias de precesion
gue hacen que los protones cambien de fase mas répido. Esto es
particularmente notorio en solidos, donde las diferencias de viscosidad,
cristalinidad y campo magnético local destruyen la precesion coherente.

Para Ruan y Chen (1998), a diferencia de la relgjacion espin-medio, la

relgjacion espin-espin es un proceso adiabatico y la redistribucion de energia
entre los espin no cambia e nimero de nlcleos en el nivel de energia mas alto.
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T, también varia con la estructura molecular y es mayor en liquidos
gue en sdlidos o en tejidos constituidos por grandes moléculas. En los tejidos
biolégicos T, varia entre 50 y 150 ms. Dependiendo del tipo de material T, es
igual 6 aproximadamente 10 veces menor que T; y ambos procesos de
relgjacion ocurren simultaneamente (Castifieira, 1989; Hornak, 1996; Kastler
et al., 1997).

Relajacion eficaz To-

La combinacion de los dos factores que contribuyen a la disminucién
de la magnetizacién transversal, interacciones moleculares y variaciones en

I§O , Son expresados en una constante de tiempo denominada tiempo eficaz de

relajacion transversal To«. EI comportamiento de magnetizacion transversal
tras el pulso de RF puede ser representado por la siguiente ecuacion:

t

M, =M.e ™ (2.23)

Enlaque M , decae en un factor que depende de T, €l cual incluye

T, lainhomogeneidad del campo y un coeficiente de difusion D. To+ se puede
relacionar con estas variables mediante la siguiente expresion:

221243
i:iJrgBoJrgGDt

(2.24)
T, T, 2 3

Donde:

G: esd gradiente del campo magnético [T/m]

D: coeficiente de difusion del tejido [m/]

t: tiempo de aplicacion del campo [9]

Los tiempos de relgacion estan relacionados con la anchura de las
correspondientes bandas en el espectro de frecuencias debido al principio de
incertidumbre de Heisenberg, por lo cual:

T, £T,£T, (2.25)
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2.1.1.4. Medida dela sefial deinduccién libre FID

Durante larelgjacion M », describe un movimiento en forma de espiral

(Figura 2.7) que genera una sefid de onda de RF que desaparece con €l
tiempo, denominada sefial de induccion libre FID (en ingles “Free Induction
Decay”). La técnica clasica para captar esta sefial emplea una bobina,
denominada antena 6 sonda receptora, en cuyos bornes la rotacion del
momento magnético transversal hace aparecer una diferencia de potencial de
igual frecuencia que la precesion, transformando la onda de RF en una sefia
eléctrica. Esta sefid es maxima, cuando €l gje de la bobina esta localizado en

el plano XY y es perpendicular a €e de rotacion de Mxy. La sefid de FID
tiene la forma de una onda sinusoidal cuya amplitud decrece en el tiempo de

manera exponencial y que puede ser representada matematicamente con la
siguiente expresion (Fullerton, 1982; Hornak, 1996; Kastler et al., 1997):

t

Ay = Aje "sen(w,t) (2.26)
Donde:

A(t)i sefia de FID [V]

Ao amplitudinicia [V]

Wo:  frecuencia angular de resonancia[rad/s|
t: tiempo [9]

Latransformada de Fourier aplicadaala FID

La sefial de induccién libre FID que es obtenida en el domino del
tiempo A requiere ser convertida a dominio de la frecuencia Aw). La
transformada de Fourier (FT) es una operacion matematica que permite
convertir funciones en el dominio del tiempo a dominio de la frecuencia 'y
viceversa. Esta herramienta permite extraer las diferentes frecuencias
individuales de una sefid compuesta de mudltiples frecuencias. La FT es
definida por laintegral:

o = dj foe™dt = dj f o [cosiwt) - isen(wt)|dt (2.27)
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Donde fy y fw) son respectivamente las funciones en el dominio del
tiempo y en e dominio de la frecuencia. FT esta constituida por una
componente real y otraimaginaria. En RM se utilizan entre otras las funciones
Fourier pares (Figura 2.10), cuya forma en e dominio de la frecuenciay su
correspondiente en el domino del tiempo son conocidas (Hornak, 1996).

Cuando se aplica la FT a la sefid de induccion libre FID se obtiene
como resultado un pico de lasefial en lafrecuencia w, (Figura 2.11). El ancho
de la banda de frecuencia Dw, arededor de la abscisa w, en la mitad de la
altura pico (fuwe/2), sSegin la ecuacion de Lorentzian, es:

Dw=2 (2.28)
T2

Expresion que permite obtener € tiempo de relgjacion T, a partir de la
FT utilizando una funcion par del tipo fy = €* como la mostrada en la parte
inferior izquierda de la Figura 2.10.

LA\ X
X A

(—v—)|
0 Y o ¥
f) = constante fy = cos(2pnt)
1
6 a t fe] T t

B

AN

f(t) = e_at

y Y
I('UT

fy = pulso rectangular

Figura 2.10. Funciones Fourier pares de uso comun en RM (Fuente: Hor nak, 1996).
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fw)

I »

Wo Frecuencia

Figura2.11. FT dela sefial de FID.

En redlidad, las sefides de FID que se requieren procesar no son
continuas, SiN0 que son sefiales muestreadas a interval os de tiempo constante
presentando valores discretos la amplitud de la sefial, por tanto se requiere
aplicar una tasa de muestreo fs para tomar la FT a una serie de funciones que
varian su intensidad en el tiempo (Hornak, 1996).

La FT puede ser aplicada a una matriz bidimensional de datos y se
conoce como la transformada de Fourier en dos dimensiones (2DTF). Esta
transformacion es muy importante, como se vera més adelante, para la
codificacion de las sefiales que permiten la generacion de las imagenes de RM.

Hornak (1996) ilustra claramente con los siguientes esquemas la 2DTF.
Para la matriz bidimensional de datos con dimensionest’ y t'’ (Figura 2.12-a)
al aplicar la 2DTF, un primer grupo de TF se aplican a t’, generando una
matriz de f* por t'’ datos (Figura 2.12-b). Un segundo grupo de TF se aplican
en ladimension t’’ para producir lamatriz de datos f* por f* (Figura 2.12-c).

(@) (b) (©)

Figura 2.12. Representacion esquematicadela 2DTF. (Fuente: Hornak, 1996).
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Los datos registrados en RM son equivalentes a las dimensiones t’ y
t'’, los cuales son procesados mediante la 2DTF para generar imégenes de
RM.

2.1.15. Secuencias base para la determinacion de los tiempos de
relajacion

L as técnicas de resonancia magnética aprovechan las diferencias en los
tiempos de relgjacion que presentan los diferentes tejidos biolégicos para
distinguirlos bien sea mediante espectros o mediante imagenes, utilizando
procedimientos especificos en cada caso que mas adelante seran tratados. En
todos los casos las técnicas de adquisicion estan basadas en secuencias que
combinan la excitacion y emision de pulsos de RF, que son utilizados para
localizar espacialmente (mapeo) |os niicleos en |os tejidos.

Secuencia 90° FID

Un grupo de pulsos de RF aplicados a una muestra producen una
especifica forma de sefial de RM y reciben el nombre de secuencia. En la
secuencia 90° FID un pulso de RF se aplicay se mide la sefia de FID en €
tiempo (Figura 2.13). Cuando esta secuencia es repetida la amplitud de la
sefia (S), después de aplicarle la FT, depende de T1 y del tiempo utilizado
entre las repeticiones de |os pulsos, denominado tiempo de repeticion (Tg) de
la secuencia.

= LA
VT

FID
=efial
“ \ t

Figura 2.13. Secuencia 90 FID. (Fuente: Hornak, 1996).
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Secuencia espin-eco (SE)

Esta secuencia comprende la excitacion mediante la emision de un
pulso de RF de 90° para bascular e vector de imantacion MZ en e plano
transversal XY, desfasando los protones y un pulso de RF de 180° para
invertir M , en direccion opuesta de BO (refase de los protones). El doble de

tiempo transcurrido entre estos dos pul sos se conoce como tiempo de eco (Tg)
[ms]. Al cabo del Te los espines vuelven a estar casi dineados (en fase) y

M,, vuelve a ser maximo generando una sefial denominada eco de espin (Eco

1 en la Figura 2.14). Esta secuencia es conocida como la secuencia eco de
espin o espin-eco (SE).

90° 180° 90° 180°

|1
! :

[

Eco 1 |

At

CO

Figura 2.14. Secuencia de espin-eco (SE) (Fuente: Kastler et al., 1997).

La secuencia SE puede aplicarse repetidamente para generar las sefiales
gue permiten reconstruir la imagen de un tejido. El tiempo que transcurre
entre dos secuencias elementales (es decir entre dos pulsos de 90°) es €
tiempo que se tarda en obtener la sefid correspondiente a una linea de la
imagen y es denominado también tiempo de repeticion (Tgr). Este tiempo Tr
corresponde iguamente a tiempo de crecimiento de la imantacion
longitudinal. Con cada Tr se consigue una linea de matriz de la imagen.
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Durante cada uno de los ciclos elementales mostrados en la Figura
2.14, la imantacion transversd M, disminuye en T, mientras que la

imantacion longitudina M, crece en T, hasta un determinado nivel de sefial
en funcién de Tr y T1. Ambas imantaciones se hallan relacionadas entre si por
pulsos de 90°. El tiempo Tr determina el nivel de crecimiento de M 5 a find
de cadacicloy con elo la sefid disponible.

Secuencia Inversién recuperacion (IR)

En esta secuencia primero se aplica un pulso de RF del80° pararotar €l
vector M_en direccion de -z, la magnetizacion experimenta una relajacion
espin-medio y retorna hacia su posicion de equilibrio en la direccion +z
Antes de alcanzar € equilibrio, en un tiempo t = T, , denominado tiempo de
inversion, un pulso de 90° es aplicado para rotar laimantacién longitudinal en
el plano XY arededor del ge z para producir € desfase y generar la sefia de
FID (Fullerton, 1982; Desgrez et al., 1991; Hornak, 1996) (Figura 2.15).

S :
|

- -

Renidrn dea

A A

< T
Tiempo &

Figura 2.15. Secuencia Inversion Recuperacion.
(Adaptado de Fullerton, 1982)
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2.1.1.6. Determinacion delostiempos derelajacion

Segin Ruan y Chen (1998), la determinacién de T, y T, debe ser
realizada mediante la aplicacion de varias secuencias de pulsos. Las sefidles se
registran después de que uno o més pulsos son aplicados a los protones y la
duracion de cada paso durante la secuencia de pulsos es de gran importancia
para la correcta adquisicion, andlisis y explicacién de los datos obtenidos.

Determinacion de T1

Debido a que la magnetizacion en direccion del ge z es dificil de
detectar, T1 no se puede medir con un solo pulso de RF de 90°. La secuencia

mas utilizada es la de inversién recuperacion IR previamente descrita, en la
cual larelacion entre T, y e tiempo t entre el pulso de 180° y el pulso de 90°
es expresada:
Lo
M,(t)=M 91 %7 (229
a

La curva de recuperacion de la inversion de M obtenida de esta
ecuacion es mostrada en la Figura 2.16.

Mo

M(t)

.|\/|0

Figura 2.16. Curva inversion-recuperacion.

La amplitud de corriente méxima inducida en la bobina detectora del
equipo de resonancia es registrada tras cada pulso como valor de M,. Se hace
una representacion lineal de la curva exponencia (amplitud de la sefid vs
tiempo) obteniéndose T, como € inverso de la pendiente de esta linea. Por
tanto T; puede ser determinado corriendo varias secuencias de 180°-t-90°,
variando t, denominado también en la literatura el tiempo de inversion T, (la
sefial es nula, S=0, para T\»0,69T;).
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Otra secuencia utilizada para determinar T; es la denominada
saturacion-recuperacion o método 90°-t-90°, en la cual un pulso de 90° es
utilizado en vez del pulso de 180° de la secuencia IR. Aqui un primer pulso de

90° bascula MZ al plano XY seguido de otro pulso de 90° después de un

tiempo deretardo t. T, es obtenido de la ecuacion (2.29) sustituyendo el factor
2 por 1, debido a que laimantacion es rotada solo la mitad (plano XY). Segin
Ruan y Chen (1998) esta secuencia requiere menos tiempo de adquisicién pero
se obtiene T, con menor precision comparada con la secuencia IR. Freeman y
Hill, pioneros de este método, citados por Castifieira (1989) también advierten
el uso de esta secuencia solo a muestras con T1>>T, (caso de fases solidas),
debido a la presencia de magnetizacion transversal remanente en la direccion
del gey que afecta la sefial verdadera de eco espin.

Determinacion de T»,

Larelgjacion transversal puede ser determinada tras la aplicacion de un
anico pulso de 90°. La caida de la sefial FID puede ser registrada por una
bobina detectora localizada en el plano XY. T, es obtenido directamente a
partir de la ecuacién (2.22) o la Figura 2.9, o puede obtenerse indirectamente
aplicando la FT a la sefial de FID y despegjando T, en la ecuacion (2.28) en
funcion del ancho de la banda de frecuencia Dw. Este método utilizando la
secuencia 90° FID solo es aplicable cuando los términos que involucran la
difuson y la inhomogeneidad del campo en la ecuacién (2.24) son
despreciables (Ruan y Chen, 1998). Segin Castifieira (1989), este método
resulta ideal cuando coexisten una fase sdlida y otra liquida del mismo
compuesto y nucleo.

Otro método empleado cuando interesa reducir € efecto de la
inhomogeneidad del campo externo o cuando en la muestra coexisten diversos
compuestos liquidos, es la secuencia Espin Eco (SE) ya mencionada. El
principal inconveniente en la determinacion de T, mediante esta secuencia es
el limitado rango de aplicabilidad debido al efecto molecular de difusion, dado
que la reorientacion exacta de todos los momentos magnéticos depende de los
nicleos sobrantes en el campo magnético durante €l tiempo de eco Te. Sila
difusién causa que los nilcleos se muevan de una parte de un campo
inhomogéneo a otro, la amplitud de la sefial de eco es reducida afectando T,
(Ruan y Chen, 1998).
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Una expresion parala amplitud de la sefiad de eco en esta secuencia es.

€T 29°G%D%%U
- u

Ay = AT 78 (2.30)
Donde: A, es amplitud del eco extrapoladaa Tg = 0.

Carr y Purcell, citados por Castifieira (1989) y por Ruan y Chen
(1998), propusieron una variacion ala secuencia SE, reduciendo €l efecto de la
difusion, mediante el uso de un pulso de 90° en el tiempo t=0 seguido por un
tren de pulsos de 180° en direccion del ge x en los tiempos Tg, 3Tg, 5Tk, ...,
gue reorientan los espines individuales produciendo ecos en los tiempos 2T,
4Tg, 6Tg, ... Las ventgjas del método se deben a que € tren de ecos produce
una exponencial de eco de la cua se puede obtener T, sin errores de
inhomogeneidad en B;, pudiéndose acortar € intervalo de pulsos (Tg) para
evitar e efecto de la difusion (Castifieira, 1989). Sin embargo, Ruan y Chen
(1998), mencionan que laimprecision en la anchura de |os pul sos puede causar
algunos errores acumulativos en la magnitud de la sefia de SE.

La secuencia de pulsos de Carr-Purcell-M elboom-Gill (CPMG) fue
propuesta para eliminar esos errores y es € método mas comln para
determinar T». Utiliza los mismos pulsos de secuencia de 180°, pero aplicados
alo largo del ge +y, con lo cua todos los ecos obtenidos son positivos. La
curva envolvente de las multiples amplitudes de eco reflegjan la relgjacion
transversal a partir de la cual T, puede ser medido. Para Castifieira (1989), la
técnica evita problemas de inexactitud en la duracion del pulso y en la
homogeneidad de su campo, mientras que para Ruan y Chen (1998)
inconveniente de este método es que toma largo tiempo y no es apto para
detectar espines que se relgjan tan rgpido que su sefiad cesa antes de que la
secuencia CPMG comience la adquisicion.

Segun €l tipo de estudio que se realice, es muy importante hacer una
adecuada seleccion de la secuencia de pulsos, pues esta determinara la sefia
gue se puede obtener de un tejido.
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2.1.2. Equipo basico para medir RM

Los componentes bésicos necesarios para la medicion de RM a una
determinada muestra son (Figura 2.17): un imén para producir el campo
magnético; un transmisor de RF que suministra una sefial segun los nucleos
seleccionados en la muestra'y segin el campo magnético externo; un receptor
gue detecta la sefial generada por € movimiento de precesién de laimantacion
de los espines en la muestra y envia la sefial FID a un procesador en un
sistema integrado también por un secuenciador (programador de pulsos),
sistema de adquisicion de datos, procesador de sefial y un visualizador. Este
sistema puede ser desde un relativamente simple sistema electronico contador
y conmutador de tiempo y un osciloscopio para visualizar la sefia de FID,
hasta un completo y sofisticado espectrOmetro computerizado con
programador de pulsos 'y secuencias, que incluye un sistema de adquisicion de
datos con convertidor de sefial andlogo-digital, un procesador de iméagenes,
una pantalla de visualizacion y unaimpresora (Fullerton, 1982, Ruan y Chen,
1998).

Muestra

S#

q
RF
) b transmi sor-receptor

Iméan

Computador:
Secuenciador, Adquisicion de datos,
Procesador y Visualizador

Figura 2.17. Esquema de un en equipo basico para medir RM.
(Adaptado de Ruan y Chen, 1998)

Dependiendo del érea de aplicacién técnica, de la precision requerida
para evaluar T; y T, del requerimiento de identificacion de compuestos por
movilidad quimica a alta frecuencia, del tamafio y composicion de la muestra
y de otros aspectos técnicos; l0s equipos de RM varian en tamafio, potencia,
intensidad de campo magnético (resolucién) y complgidad de sus
componentes fisicos, electronicosy de programacion, asi como en su costo.



Mas adelante, en el apartado referente a equipos y tecnologia en RM,
se ampliara con més detalle las caracteristicas de cada uno de los sistemas
basicos en |os equipos de RM.

2.1.3. Andlisisdeimégenes obtenidas por resonancia magnética RM|

Con los principios basicos de la RM desarrollados en los apartados
anteriores se ha explicado como |os protones presentes en una muestra pueden
en conjunto emitir una sefial de RF y como esta puede ser medida; sin
embargo, la informacion contenida en esta sefia requiere ser localizada
espacialmente dentro de la muestra para facilitar su interpretacion y andlisis.
Es esto precisamente lo que hace la tecnologia de la reconstruccion de
imégenes o andlisis de imagenes por resonancia magnética (RMI) como
complemento de la tecnologia de RM.

Desde 1973 cuando Paul Lauterbur obtuvo la primera imagen por
resonancia magnética hasta nuestros dias, las técnicas de RMI han ido
desarrollandose hasta e punto de obtener cada vez més imagenes
macroscopicas con alta resolucion y con menor tiempo, incluso imégenes
microscopicas que compiten con tecnologias como la microscopia electronica
para € andlisis de tgjidos y células, siendo esta Ultima un procedimiento
destructivo. En RMI, ademas de la densidad proténica, propiedades de la RM
como los tiempos de relgacion T, y T, son utilizados como agentes de
contraste para la reconstruccion de las imégenes. Al estar T,y T, relacionados
con la movilidad proténica, cualquier variacion en la estructura fisica, en las
caracteristicas quimicas y en las condiciones fisicas de la muestra, como la
temperatura, influirdn en la movilidad proténica causando contraste en una
imagen obtenida por RM (Ruan y Chen, 1998).

2.1.3.1. Cadificacion espacial de la sefial y reconstrucciéon de laimagen

El principio detrés de toda reconstruccion de imagen por RM es la
ecuacion de Larmor w =gB, , que expresa que la frecuencia de resonancia de

un espin w es proporcional a campo magnético B, al que esta sometido.

Si se asume por gemplo que determinada muestra de tejido contiene
tres diferentes regiones con determinada densidad de espinesy esta muestra es
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sometida a un campo magnético I§O, el espectro de RM después de aplicar la
FT presentard un solo pico y una sola frecuencia de resonancia (Figura 2.18-a).

Si un gradiente dimensional lineal de campo magnético G (variacion
del campo magnético respecto a determinada direccion), es sobrepuesto a
campo I§O, las regiones de espines en diferentes posiciones en la direccion
horizontal de la Figura 2.18-b, estardn sometidas a diferentes intensidades de
campo B, +G y, por tanto, presentaran un espectro de RM con més de una

sefial cuya amplitud es funcion de la densidad de los espines, es decir, del
nimero de espines en un plano perpendicular al gradiente G (Hornak, 1996;
Ruan y Chen 1998).

Este procedimiento causa que la frecuencia de resonancia sea
proporcional ala posicién espacial de los espines, esto es:

w =g(B, +xG,)=w, +g xG, (2.31)
En esto consiste la codificacion en la frecuencia, ya que la posicion en

la direccién x de las regiones de espin puede ser determinada a partir de las
frecuencias w, W, y del gradiente de campo Gy:

X = 0 (2.32)

Donde:

X: posicion del espin [mm]

W, Wo: frecuencias de resonancia obtenidas a partir de la sefiales de FID
[MHZ]

Gy: gradiente de campo en ladireccion x [Txmm’]

g Constante de giro magnético [MHzxT™]
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Figura 2.18. Aplicacion de gradiente dimensional para codificar la
frecuencia. (Adaptado de Ruan y Chen, 1998)

Reconstruccion de imégenes por retroproyeccion

La retroproyeccion fue uno de los primeros métodos utilizados en
RMI. En esta técnica, a la muestra situada en el campo magnético se le aplica
un gradiente dimensional en diferentes angulos en un arco comprendido entre
180° y 359° y seregistra el espectro para cada angulo (Figura 2.19-a). Una vez
un grupo de datos son registrados, estos son retroproyectados en € espacio
utilizando un programa de computador para producir una imagen de la seccion
transversal de la muestra (Figura 2.19-b).
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Figura 2.19. Principio delaretroproyecién en RMI. (adaptado de Hornak, 1996)

La retroproyeccion solo permite ilustrar en forma didéactica el proceso
de reconstruccion, pues la actua tecnologia en RMI utiliza las técnicas de
reconstruccion mediante aplicacion de la 2DTF para la generacion de
imégenes.

Reconstruccion de imagenes mediante la FT

Los gradientes lineales de campo pueden ser aplicados también en las

direcciones y y z, son denominados Gy y G, respectivamente y, de manera

similar, larelacion entre la frecuencia y la posicidn espacial con la aplicacion
de estos gradientes puede expresarse con |las siguientes ecuaciones.

w=g(B, +yG, ) (2.33)
w=g(B, +2G, ) (2.34)

Todos los gradientes son creados por unas bobinas denominadas
bobinas de gradiente y son superpuestos a campo magnético principal I§O,
permitiendo el incremento del  campo en B, +G; seglin la direccion ; en que
sea aplicado e gradiente G.

En la reconstruccién de imégenes mediante la FT, se requiere
informacion de amplitud y fase para codificar espaciamente la sefid. La
informacion de amplitud denominada también codificacion de la frecuencia es
obtenida mediante la aplicacion del gradiente Gx denominado también
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gradiente de frecuencia o gradiente de lectura (Gy 6 Gy). La codificacion
de la fase es obtenida mediante la aplicacion de un gradiente Gy denominado
gradiente de codificacién de fase (Gt). El G¢ utilizado para impartir un

especifico angulo de fase f al vector de magnetizacion transversal M W » inicia

en un valor de cero y se va incrementando en una serie de cortos y sucesivos
pasos. El angulo defasef estadado por la siguiente expresion:

f =g yt(‘ﬁy(t)dt (2.35)

Donde t es el tiempo de aplicacion del gradiente. Para una posicién y
dada, f rotard un angulo f = -gGyt que es determinado durante la
reconstruccion.

Los gradientes G, y G, [T>mm'] son aplicados en forma sucesiva, G,
es aplicado perpendicular a G durante un tiempo t y hace girar los espines
durante el mismo tiempo t pero a diferentes velocidades w=-gyGy en funcion
delaposicion y alo largo de este ge, confiriéndoles una fase f representativa
de posicién en ladireccion del geyy.

De este modo € registro efectuado en presencia de G, permite obtener
una sefial compuesta por una suma de sefiales elementales cuya frecuencia w
codifica la posicion de los espines en direccién x y cuyo angulo de fase f
codificala posicion de los espines en direccion y.

Los datos adquiridos después de suprimir el gradiente G contienen
informacién codificada de wy de f ; e nimero de datos n son los puntos de
muestreo del sistema, al incrementar G, y repetir el procedimiento m veces, se
tendra una matriz de datos de m filas por n columnas. Mediante la 2DFT, en
forma similar al procedimiento explicado en el apartado 2.1.1.4, se puede
obtener a partir de esta matriz unaimagen de dimensiones m x n.

Para la obtencion de unaimagen de RM se debe primero seleccionar un
plano de corte en e interior de un volumen de la muestra con determinado
espesor, denominado simplemente corte o “slice”. La seleccion del corte se
obtiene por aplicacién de un gradiente lineal de campo, llamado gradiente de
seleccion de corte G, (denominado también Gg) [T>mm], durante el periodo
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de tiempo que el pulso de RF tarda. Un pulso de 90° aplicado conjuntamente
con G, rotaran, en este caso a plano XY, los espines localizados en el plano de
corte. Los espines localizados arriba y debajo de este plano no son afectados
por € pulso de RF (Figura 2.20).

|
gHl i ], VA=

N

Figura 2.20. Gradiente de seleccion de corte G,. (Adaptado de Hornak, 1996)

En ausencia del gradiente todos los espines situados en e volumen
mostrado en la Figura 2.20, precesaran a la frecuencia de Larmor (w = gB,),
pero a sobreponer el gradiente lineal G, se confiere Unicamente a los protones
presentes en el plano de corte perpendicular aladireccion de G,, la frecuencia
de resonancia correspondiente a la frecuencia w = w,+dw contenida en €l
pulso de 90°, donde dw es |a anchura de la banda de frecuencia del pulso. Este
pulso asociado a un gradiente para localizar su accion en un corte determinado
es conocido también como pulso selectivo.

El espesor del plano de corte Dz [mm] es determinado a partir de la
ecuacion (2.34) como:

Dz= (2.36)

9G,

Se deduce que Dz es directamente proporcional a la amplitud de la
banda de frecuencia dw del pulso selectivo e inversamente proporcional a la
intensidad del gradiente G,. La orientacion del corte puede ser en cualquier
direccién, inclusve en un plano oblicuo, y puede lograrse mediante la
combinacién de dos 6 tres gradientes de seleccidn de diferente intensidad, por
esto se acostumbra emplear la notacion Gs(en lugar de G,).
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2.1.3.2. Pulsos en las secuencias de RM |

El procedimiento basico simplificado para la reconstruccién de una
imagen de RM en dos dimensiones se resume en los siguientes 5 pasos
representados por una secuencia FT (diagrama de eventos medidos en €l
tiempo, Figura 2.21) (Hornak, 1996; Kastler et al., 1997; Ruan y Chen, 1998):

1- Pulso de RF de 90° para excitar |0s espines.

2- Pulso de gradiente de seleccion Gs del plano de corte en la muestra.
3- Pulso de gradiente de codificacion de lafase G.

4- Pulso de gradiente de codificacion de la frecuencia Gr y registro de
la sefial de RF emitida ( n puntos de datos).

5- Incremento del valor del gradiente de codificaciéon de fase Gr y
repeticion de los pasos 1 a4, mveces.

En la secuencia tipica 90° FID mostrada en Figura 2.21, la ordenada y
la abscisa indican la magnitud y la duracién respectivamente de los pulsos de
gradientes de campo magnético. Los pulsos 1 y 2 se programan
simultdneamente. Una vez el pulso de RF finaliza, €l G5 también es suprimido
e inmediatamente se activa Gr que a su vez a finalizar, permite dar inicio a G
y € registro simultaneo de la sefial FID. Esta secuencia de pulsos se repite
normal mente entre 128 y 256 veces. El tiempo empleado en larepeticion de la
secuencia como se explicd anteriormente es llamado Tr y cada vez que la
secuencia se repite, la magnitud de Gy es incrementada en forma lineal. Por
cada localizacion que se quiera determinar, en la direccion de aplicacion de
Gt, seré necesario realizar un incremento de este gradiente y hacer el registro
de una sefia FID. De este modo se cumple que:

Muestreo def =#deincrementosdeG, =m=# pixeles en direccion G, (2.37)
Muestreo de f =n =# pixeles en direccion G, (2.38)
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Figura2.21. Secuencia simplificada de reconstruccion de unaimagen FT
bidimensional. (Adaptado de Hornak, 1996)

Las sefiales FID son adquiridas en e dominio del tiempo f(t) (Figura
2.22-8) y son procesadas mediante la FT para tener la localizacion de los
espines. Primero se aplicala FT en la direccién de Gy, (horizontal en la Figura
2.22-a) para extraer la informacion de la frecuencias dominantes f(w) (Figura
2.22-b) y luego en la direccion de G; (vertical en la figura) para extraer la
informacion de la localizacion en esta direccion (Figura 2.22-¢). Los datos de
la FT son mostrados como una imagen a través de la conversion de las
intensidades de |os picos de frecuenciay fase a intensidades de brillo de pixel
(“picture element”) (Figura 2.22-d).

Asi la imagen RMI obtenida es una matriz en la cual G permite
codificar la lineas my G, permite codificar las columnas n (Figura 2.20-€)
(Hornak, 1996; Kastler et al., 1997).

Por tanto en cada pixel LiCj de la matriz de la imagen se codifica la
sefial (wi, f;) emitida por un grupo de protones contenidos en un volumen
elemental de la muestra.
2.1.3.3. Campo devisién y matriz de unaimagen

El campo de reconstruccion o campo de vision FOV (“field of view”)

en unaimagen RMI representa las dimensiones reales, en unidades de longitud
[cm o mm], alto por ancho de la superficie que cubre €l plano de corte. El
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tamario del FOV depende de |a tasa de muestreo fs de M « » delaconstante de

giro magnético gy del gradiente de codificacion de la frecuencia G; y puede
ser expresado como (Hornak, 1996):

fS

f

FOV =

(2.39)

A
%
: MW\/M/W I]::>
¢ W/V\W ¥
I ﬂﬁv;

— Direccion de codificacion de w

@ (b) (©

de fase

L)

S S S

Direccién co

R

mlineas<

Yalin

Pixe : LG

H_J

n columnas
©) (d)

Figura 2.22. Esquema del proceso de reconstrucciéon de una imagen por
RMI. (Adaptado de Hornak, 1996)
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Para evitar perturbaciones de la imagen que puedan generar falsas
imagenes, € FOV debe ser mayor que el tamafio de la muestra. El campo de
vision FOV también esta relacionado con el gradiente de codificacion de fase
Gt mediante la siguiente expresion:

N

C\ﬁf max dt = m (240)

Donde N es el nimero de incrementos o pasos utilizados para codificar
el angulo defasef y Grmax €s € gradiente maximo de codificacién de fase.

El tamafio de la matriz mx n define € nimero de lineas L y columnas
C presentes en la imagen. La matriz esta conformada por volUmenes
elementales de materia denominados voxeles y cada voxel es definido por €
producto de la superficie del pixel por el espesor del corte.

El tamaiio de cada voxel individual es determinado por tres factores, el
campo de visién FOV, el tamafio de lamatriz my n, y por el espesor del plano
de corte Dz (d,). Las dimensiones dy y dy (en mm o cm) del pixel
representativo de un voxel estén dadas por las siguientes expresiones:

_Fov

d, (2.41)
n
FOV
d,=""" (242)

Por tanto e volumen (V) en [mm® o cm®] de un voxel seré:
V=d,d, d, (249)

Asi en cada voxel la intensidad de la sefial de RM (promedia de los
protones que o componen) queda representada por la intensidad de brillo de
un determinado pixel en la imagen. En una imagen RMI las matrices pueden
ser simétricas (n=m) o asimétricas (n* m) y por tanto los campo de visién FOV
y los pixeles pueden ser cuadrados o rectangulares. Estos arreglos tienen
diferentes efectos en la calidad y en los tiempos de reconstruccion de las
imégenes.



2.1.3.4. Tiempo dereconstruccion de unaimagen

El tiempo de reconstruccion o tiempo de adquisicion de unaimagen es
el tiempo de duracion global de una secuencia requerido para obtener una
imagen RM| y esta dado por |a siguiente expresion:

Tg = T XN, (2.44)
Donde:

T  tiempo de adquisicion [s]
Tr:  tiempo de repeticion [
m: nimero de lineas o filas
Nex:  nUmero de excitaciones

El nimero de columnas n (unidad de muestreo en frecuencia) no
influye en la duracion de una secuencia, justificando para la reconstruccion de
determinadas imégenes el uso de matrices asimétricas y/o FOV rectangulares
de mayor tamafio, con €l ancho (direccion de la codificacion de la frecuencia)
mayor que la atura (direccion de la codificacion de la fase) (Kastler et al.,
1997).

Debido alos largos Ta empleados en las secuencias convencionales de
reconstruccion de iméagenes se ha desarrollado una técnica, denominada
multicortes, que permite realizar en el mismo periodo de tiempo (un ciclo
completo) varios planos de corte. Se aprovecha de este modo el tiempo muerto
gue se da entre Te y Tgr, en la secuencia SE (Figura 2.14), antes de la
generacion de un nuevo pulso de 90° que produce la siguiente linea de la
imagen. Este tiempo se utiliza para obtener linea a linea (progresion
horizontal) varios planos de corte. Al final de cadaciclo (Tr) € paso alineas
sucesivas en cada plano de corte permite la progresion vertica para la
reconstruccion de laimagen (Figura 2.23) (Kastler et al., 1997).
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Figura 2.23. Principio dela adquisicion por multicortes.
(Adaptado de Kastler et al., 1997)

Completando la secuencia se obtienen varios planos de corte paralel os,
seguin la direccién del gradiente Gs escogido en la muestray la duracién media
de reconstruccion de un plano de corte se disminuye considerablemente.

2.1.4. Principalestécnicasde reconstruccion deimagenes
2.1.4.1. Secuencia dereconstruccion Espin-Eco (SE).

En esta secuencia, representada por la Figura 2.24, para cada pulso de
RF se aplica un gradiente de seleccion Gs. El gradiente de codificacion de fase
G variaen m incrementos desde G, a -Gy Y €s aplicado entre los pulsos de
90y 180° parareducir Te. El gradiente de codificacién de la frecuencia G se
aplica después del pulso de 180° durante el tiempo que la sefial S de eco es
registraday un gradiente G adicional, aplicado entre los pulsos de 90 y 180°,
permite desfasar |os espines para que alcancen el refase justo en e centro del
eco de lasefid S, correspondiente a Te. La secuencia completa se repite cada
tiempo Tr hasta que todos los pasos de la codificacion de f han sido
registrados, es decir hasta que se han completado las m lineas de laimagen.
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Figura 2.24. Secuencia dereconstruccién Espin-Eco. (Adaptado de Hor nak, 1996)

2.1.4.2. Secuencia dereconstruccion Inversion-Recuperacion (IR)

En la Figura 2.25 se esguematiza la secuencia de Inversion
Recuperacién, en la cua la primera linea muestra los pulsos de RF. Un pulso
selectivo de 180° es aplicado al tiempo con e gradiente de seleccion Gs y
después que transcurre un periodo de tiempo T, una secuencia SE es aplicada
con pulsos de RF selectivos aplicados simultdneamente con gradientes de
seleccion de corte. La sefia FID después del pulso de 90° no es utilizada (se
muestra con linea punteada). La secuencia es repetida completamente cada Tr

segundos.
- *180 ‘?0 *130 _*130
Gs J1__T1 I 1

Figura 2.25. Secuencia de reconstruccion I nversién-Recuperacion.
(Adaptado de Hor nak, 1996)

47



2.1.4.3. Secuencia dereconstruccién Gradiente-Eco (GE)

En esta secuencia (Figura 2.26), un pulso de RF produce una rotacion
del vector de imantacion un angulo de basculacién (g) entre 10° y 90°,
simultaneamente se aplica un gradiente de seleccion G, luego un gradiente de
codificacion de la fase Gs (de méximo a minimo) es aplicado como en las
secuencias anteriores y al mismo tiempo un gradiente negativo de codificacion
de lafrecuencia G; se aplica para colocar en fase alos espines en e centro del
periodo de adquisicion. El tiempo de repeticion Tr aqui es mucho més corto
gue en las secuencias anteriores, ya que la componente MZ regresa a su
posicién de equilibrio mucho més rapido, pero la sefial disponible es menor a
ser proporcional a seng.

El empleo de un eco de gradiente asociado a angulos de basculacion
reducidos, permite reducir Tk muy por debajo de T; sin perder sefial, el
angulo optimo de basculacion g se obtiene con la ecuacion de Ernest, citada
por Kastler et al. (1997), como:

é . Try)
-1 A

q=cos'ée "0 (2.45)
e H

Siempre y cuando se cumpla que Tr << T, Kastler et al. (1997)
recomienda para Tr largos (>200 ms) utilizar g » 90° y para Tr cortos (<100
ms) recomienda usar q pequefio (»30°).

RF 4..
Gs 11
Gp— |

6 — | = L—

S

: TR
—1e—
Figura 2.26. Secuencia dereconstruccion Gradiente-Eco. (Hornak, 1996)
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Comerciamente existen varias secuencias rdpidas basadas en € eco
gradiente, tales como las secuencias “FLASH”(“Fast Low Angle Shot”),
“Fast”, y “Contrast Enhanced” que permiten obtener contrastesen Ty y r ; Ty,
Txyr;y enT,, respectivamente.

2.1.4.4. Secuencia RARE

La secuencia RARE “Rapid Adquisition with Relaxation
Enhancement”, es otra técnica rapida para obtener imagenes RMI. Esta
exploralos diferentes ecos de una secuencia multieco beneficiandose cada eco
de una codificacion de fase especifica, pudiéndose obtener una imagen en un
solo paso a partir de un tren de 64 a 128 ecos. Permite obtener imégenes con
contraste en T,. Algunas de estas secuencias son conocidas comercialmente
con los nombres de “Fast Spin Echo” y “Turbo Spin Echo” (Kastler et al.,
1997).

2.1.4.5. Técnicasdeimagenesinstantaneas

Secuencia “ Turbo Flash”. Es una version ultrarrdpida de la secuencia
“Flash”, en la que la duracion de la conmutacion de los gradientes ha sido
mejorada, permitiendo obtener un Tr muy corto (3 a 5 ms), aunque con
contraste pobre en densidad proténica debido a menor angulo de basculacion
empleado.

Eco Planar. Método para lograr imagenes ultrarrgpidas. Utiliza la
codificacion de las lineas de la matriz a partir de una sola excitacion por
conmutacion de gradientes muy potentes que realizan una serie de ecos de
gradientes sucesivos, permitiendo obtener un contraste muy ponderado en T,
debido aun “Tg infinito”. Aunque se pueden conseguir tiempos de adquisicion
del orden de decenas de milisegundos, esta técnica presenta algunas
limitaciones instrumentales (Kastler et al., 1997).

2.1.5. Factoresdecalidad delaimagen
La calidad de una imagen de resonancia magnética depende de
pardmetros que son propios del equipo de resonancia utilizado, de pardmetros

gue dependen del operador en la programacion de la secuencia y depende de
los tejidos mismos que se van a analizar.
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Debido a que resulta dificil valorar objetivamente la calidad, se han
creado diferentes mediciones fisicas a partir de la informacion obtenida de la
imagen RMI, tales como la relacion sefial-ruido, € contrastey la resolucion
espacial. Aparte de esto existen una serie de artefactos o perturbaciones de la
imagen que también influyen negativamente en la calidad de esta y por tanto
se deben corregir s se presentan (Kastler et al., 1997).

2.1.5.1. Relacion sefial-ruido

Es e factor que mas condiciona la calidad de la imagen de RM,
influyendo en el contraste y en la resolucion espacial. La sefial de RM es una
sefia de corriente relativamente débil, emitida por los niicleos de la muestra
como consecuencia del movimiento de precesion del vector de imantacion
M, , que se obtiene en la antena receptora del equipo mientras que, el ruido es

el conjunto de sefiales indeseables que degradan la formacion de la imagen.
Este Ultimo puede ser aleatorio o coherente y puede provenir del sistema
electronico de tratamiento de la sefial, de los movimientos moleculares y de
los artefactos (Kastler et al., 1997).

Laintensidad de la sefial (S) en cualquier volumen elemental de una
imagen (voxel o pixel) se determina mediante una ecuacion de sefiad que es
especifica para cada secuencia de adquisicion. Para las secuencias principales
estudiadas estas ecuaciones son las siguientes (Song et al., 1992; Chen et al.,
1993; Hornak, 1996; Clark et al., 1997; Kastler et al., 1997):

- Secuencia 90° FID:

Tr

& -=0
S=krGl-e ™~  (246)
2
- Secuencia Espin-Eco SE:
e -"oe-0o
S=krGl-e" e T (247
@ 2

- Secuencia Inversion-Recuperacion IR (no repetida):
LG

> il
S=kr€l-2e "7 (248)

(%]
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- Secuencia Inversion-Recuperacion IR repetida (180°-909):

T T,

S= kr%.2e“+e? (2.49)

Q- IO=

- Secuencia Inversion Recuperacion IR repetida (180°-90°-180°):

T| TR A TE O

S=kr 91 2" +e " ‘Ge 2+ (2.50)
2 P
- Secuencia Gradiente-Eco GE:
T ¢ge ey
Gl-e " Gsenqe ™ *
S=kr & 2 (25))
& 20
¢l- cosge "~
2

En donde:

S: magnitud de la sefial de RM en €& espectro del dominio de la
frecuencia [unidades relativas]

k: constante de proporcionalidad

r: densidad proténica [nUmero de protones en un volumen dado de
muestra]

T1: tiempo de relgjacion longitudinal [ms]

T,: tiempo de relgjacion transversal [mg]

T, tiempo eficaz de relgjacion transversal [ms)

T;: tiempo deinversion [ms]

Losvaoresder, Ty, T2y T2 son especificos para cada tipo de tejido y
k depende de la sensibilidad en el circuito de deteccion del equipo.

Segln Hornak (1996) y Kastler et al. (1997) e factor SR expresa la

relacion entre la intensidad de la sefid estudiada y €l ruido R de fondo, y
puede ser valorado en unaimagen como:
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SIR=>"  (25)
DE

Donde:
S/R: relacion sefial-ruido (adimensional)

Sm:  sefid media en una zona homogénea de laimagen
DE: desviacion estandar de Sy,

La DE es definida como la fluctuacién o ruido que experimenta €l
valor de la sefia S de un voxel a otro en una imagen (Figura 2.27). Cuanto
més elevada sea esta relacion, mejor serd la calidad de la imagen. Algunos
equipos definen /R en porcentgje.

S/

0 o
pixels
S/R = Sm/DE

Figura 2.27. Valoracion de la sefial-ruido en unaimagen RMI.
(Fuente: Kastler et al., 1997)

Larelacion S/R puede ser mejorada empleando € promedio de sefiales
de varias imégenes, ya que € ruido, de carécter aeatorio, tiende anularse con
el incremento de imégenes promediadas. De este modo, la S/R es proporcional
a la raiz cuadrada del nimero de imégenes promediadas o nimero de
excitaciones (Nex).

2.1.5.2. El Contraste
El contraste en una imagen RMI se define como la diferencia de

intensidad de la sefid entre dos estructuras o tejidos adyacentes,
matemati camente se expresa como:

C=S,-S, (253
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Donde:

C.  contraste [unidades relativas).

S.Sy: sefales emitidas por lostgjidos ay b, respectivamente. S,y &
son determinadas por las ecuaciones de sefial antes indicadas segin la
secuencia de adquisicion empleada.

El contraste en una imagen RMI dependera por tanto de parametros
intrinsecos de los tgidos o estructuras estudiados (r, Ti, T2, T2) y de
pardmetros de programacion en la secuencia (Tg, Tg, Ty, Q).

Debido a que €l contraste en las imagenes de RM se presenta
principalmente a partir de dos fuentes principales, la cantidad de agua
(densidad proténica r) presente en la muestray los tiempos de relgjacion Ty y
T, de los nicleos de agua, en RMI se utilizan los términos ponderado,
contrastado, 0 “weighted” para explicar que una imagen tiene un acentuado
contraste en cierto(s) parametro(s) intrinseco(s), obtenido por la seleccién de
determinados valores en los pardmetros de programacion de la secuencia
(Hornak, 1996).

2.1.5.3. Laresolucién espacial

La resolucion espacia es otra medida de la calidad de la imagen
reconstruida que permite determinar la dimensién del minimo volumen (V)
observable de muestra (ecuacion 2.43). La resolucion depende del volumen
del voxel y por tanto depende del FOV, del tamafio mx n de la matriz y del

espesor del corte (Dz = d,).

Se puede deducir de las ecuaciones (2.36), (2.41), (2.42) y (2.43) que
la resolucién de una imagen se puede mejorar reduciendo € tamafio del voxel,
mediante un menor FOV, una matriz grande y un mayor gradiente de seleccion
G, paradisminuir el espesor del corte d,. Cada uno de estos parametros puede
ser seleccionado por el operador, dentro de cierto rango, en un equipo de RM
antes de redlizar e experimento de RMI.

Sin embargo, €l aumento de la resolucién espacia puede ser ineficaz si
la imagen contiene ruido a consecuencia de un voxel demasiado pequefio. Es
por tanto necesario, con € fin que el sistema de procesamiento de la imagen
alcance la resolucion requerida, que la separacion de cada pixel en el dominio

53



de la frecuencia domine la linea y las bandas espectrales del material que
contribuye a ese pixel, situacion que segin Mansfield y Morris, citados por
Song et al. (1992) impone a gradiente de campo G, con relaciéon a T+ la
siguiente condicion:

9G.d, 3 Tl (2.54)

2*

Donde dx es € tamafio de pixel requerido. En general no es deseable
incrementar la magnitud de Gx més de |o necesario para acanzar la resolucion
requerida, ya que esto extiende la informacion de la sefial sobre una anchura
de banda més amplia en la imagen final disminuyendo la relacion sefial-ruido
(Song et al., 1992).

2.1.5.4. Artefactos

Los artefactos son diferentes perturbaciones que puede presentar una
imagen RMI y que dan origen deformaciones de la imagen anatomica, a falsas
interpretaciones o ala simulacion errénea de una patologia. La compresion del
origen de un artefacto en unaimagen permite evitar errores de interpretacion y
mejorar la calidad de ésta. Los principales artefactos son de dos clases, los
relacionados con la muestra y los relacionados con e equipo de RM. A
continuacion se resumen los artefactos mas comunes citados por Hornak
(1996) y por Kastler et al. (1997):

Artefactos metdlicos. Son distorsiones locales del campo magnético
B, (inhomogeneidades) debido a la presencia de material ferromagnético que
generan una zona sin sefial con refuerzo en la periferia, deformando laimagen.

Artefactos de movimiento. Generan imagenes fantasmas y borrosas
debido al movimiento de las estructuras de la muestra durante la adquisicion
de las imégenes. En las primeras se presenta una aternacion de bandas de
sefia intensa y débil en direccion de la codificacion de la fase y en las
segundas se presenta dispersion de la sefial.

Artefactos de truncacién. Conocido también como fendmeno de
Gibbs, se origina en las interfases que presentan una zona de transicién



abrupta de la sefia, presentandose estas en forma de bandas periddicas de
intensidad débil y elevada, paralelas ala zona de variacion brusca de la sefial.

Artefacto de volumen parcial. Pérdida de resolucion o disminucién
de la relacion sefia-ruido causada por factores relacionados con € tamario del
voxel de laimagen.

Repliegues. Artefacto que aparece cuando €l objeto que se explora es
mayor que €l campo de visién. Trae como consecuencia €l repliegue de las
estructuras externas a lado contra lateral de la imagen. En la direccion de la
codificacion de la frecuencia el repliegue aparece cuando la frecuencia de la
sefial es mayor que la frecuencia de muestreo.

Desplazamiento quimico. Se debe a la diferencia en la frecuencia de
Larmor que presentan los protones del agua y de la grasa, y produce un
desplazamiento en la interfase de estos dos compuestos, generando en la
imagen una zona de ausencia de sefial y otra zona con refuerzo de la sefid.

Artefactos de susceptibilidad magnética. Se origina por € gradiente
de campo magnético intrinseco que existe en lainterfase de dos compuestos de
susceptibilidades magnéticas muy diferentes como por gemplo, €l aguay €
are.

Excitacién cruzada. Fendmeno de interferencia que se produce entre
dos cortes adyacentes que altera la calidad de las imégenes, debido a las
imperfecciones en la excitacion de estos, ya que los pulsos de RF no son
completamente rectos sino trapezoidales. A consecuencia de esto se da una
reduccion de la sefiad y una modificacion del contraste. Por esto es
recomendado dejar como minimo 1 mm entre cortes.

Artefactos por defectos del sistema de RM. Son debidos a problemas
en e equipo de resonancia, tales como: problemas de sefid no homogénea en
intensidad de un lado a otro de la imagen, problemas de compresion de la
imagen por gradiente defectuoso, artefacto de cuadratura por falos en el
circuito de deteccion de RF, linea de frecuencia central debida a ruido
generado en la bobina de RF o por interferencia de RF exterior.
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2.1.5.5. Relaciones entrelos factores de calidad

Segun Kastler et al. (1997) la complejidad de latécnica RMI deriva de
la relacién multiparamétrica que presentan los factores S/R, C y la resolucién
espacial para la obtencion de imagenes de alta calidad. El objetivo final en
RMI es conseguir, para un contraste determinado e independiente de los
problemas relacionados con los artefactos, € mejor compromiso entre la
relacion /R, laresolucion espacial y e tiempo de adquisicién mas razonable.
La modificacion de cualquiera de estos parametros afectara la calidad de la
imagen en uno 6 en varios los otros pardmetros. En las Tablas 2.2 y 2.3 se
resumen, respectivamente, 1os efectos que tienen los parametros programables
Tr, Tg, q delas secuencias y los efectos de los pardmetros que no modifican e
contraste; sobre los factores de calidad, relacion sefid ruido S/R 'y resolucion
espacia y sobre € tiempo de adquisicién T,y de unaimagen RMI.

Tabla 2.2. Influencia de los parametr os programables en la calidad delaimagen RMI.
Par Ametro Sent_ldc_),de SR To Contrasteen:
variacion T, T, | Ty r
Tr = — -~ _ Sin. inf.
Te = Sin. inf. | Sin. inf. |—— Sin. inf.
q = | S It g e S -

Tabla 2.3. Influencia de los par ametros programables que no afectan € contraste en la
calidad de laimagen RMI.

. Sentido de Resolucion
Parametro variacion SR Ta espacial Efectos
d, - - IS:]? B - artefacto volumen parcial
Distancia - o Sin. o _ _
entre cortes Sin. inf. nf. Sin. inf. artefacto volumen parcial
m (m=n) - - - Sin.inf. | repliegue
m (m! n) - B - - ~ repliegue
FOV Sin. - - repli
- - inf. cpliegue
Nex - - - Sin.inf. |~ artefacto movimiento
Dw - - |Sr|1? Sin.inf. | desplazamiento quimico

Sin.inf.: Sininfluencia, Dw: ancho de banda de frecuencia (Fuente: Kastler et al.,1997)

56




2.2. Equiposy tecnologia para RMI

La reconstruccion de imégenes por resonancia magnética RMI puede
ser considerada como una extension de la espectrometria por RM, la principal
diferencia es que la RMI entrega informacion espacial de los espines de una
muestra. En los ultimos 10 afios ha crecido la utilizacién de esta tecnologia
hacia campos como las ciencias biolégicas y la ciencia de los aimentos (Ruan
y Chen, 1998).

Como se menciond anteriormente en el apartado 2.1.2., un equipo de
RM consiste de varios sistemas; un iman principal, las bobinas de gradiente,
las antenas de RF, y un sistema de procesamiento y visualizacion. Las
caracteristicas principales de estos se describen con mas detale a
continuacion.

2.2.1. Magneto oiman principal

Es e componente més importante y costoso de un equipo de RM
(Morrow, 1999). Se encarga de generar el campo I§O, el cual debe ser lo més

homogéneo posible y con suficiente intensidad para obtener buena calidad en
las imégenes RMI.

La homogeneidad del campo se garantiza con unas bobinas de
correccién, denominadas de “shim”. Mediante €l gjuste de la corriente que se
hace circular por estas bobinas (proceso conocido como “shimming”), se logra
compensar las distorsiones del campo magnético debidas a imperfecciones en
la fabricacion o problemas locales (como columnas de acero cercanas o
disposiciones asimétricas de metales).

También se emplea blindaje electromagnético en el magneto principal
y en las bobinas de gradiente, mediante escudos de cobre o de acero
inoxidable (denominados jaula de Faraday), para garantizar un campo central
homogéneo y reducir algiin campo magnético externo que pueda agregar ruido
alaseial de RM (Kastler et al., 1997).

Segun la intensidad del campo los imanes se clasifican en imanes de

campos; bajos (entre 0,02y 0,25 T), medios (0,25y 1 T) y altos (> 1 T). Con
los imanes de campos altos se logran sefid es més elevadas y de alta resolucion
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gue permiten obtener inclusive espectros de los compuestos presentes en una
muestra. Sus principales inconvenientes son la disminucion del contraste en T,
y los artefactos de desplazamiento quimico y de susceptibilidad magnética
(Kastler et al., 1997).

Segin €l tipo de iman los magnetos se clasifican en resistivos,
permanentes y superconductores. Los resistivos o electroimanes, constituidos
por un embobinado de hilo de cobre, generan campos magnéticos de pequefia
intensidad (0,3 T). Los permanentes estan constituidos por un bloque
imantado, no consumen corriente eléctrica y no precisan refrigeracion. Sin
embargo requieren de algun sistema de control termo estético el ectronico, para
mantener la temperatura del magneto dentro de un rango apropiado de
funcionamiento, aln cuando € equipo este desconectado. Para esto
normalmente se utilizan varias sondas que miden la temperatura en diferentes
areas del magneto. L os imanes permanentes presentan un peso elevado para un
campo relativamente débil. El iman superconductor es un electro-magneto
fabricado con un alambre superconductor de una especifica aleacion metdlica
(por gemplo, niobio-titanio) que presenta una resistencia eléctrica nula cuando
es enfriado en helio liquido a una temperatura cercana a cero absoluto. La
principal ventgja de los superconductores es que permiten obtener campos
elevados con un minimo consumo de corriente eléctrica. Sin embargo su costo
de instalacién y mantenimiento es el mas elevado de todos. En general, se
asume que todos los imanes con campos superiores a 0,3 T son
superconductores.

La mayoria de los equipos RMI utilizan imanes superconductores de
dta intensidad de campo, haciendo a la RMI la més importante aplicacion
comercial de la superconductividad. En todo e mundo, cerca de 2000
unidades/afio son producidas comercialmente y se estima que hay cerca de
12000 unidades funcionando, de las cuales un 40% estan instaladas en Estados
Unidos.

Los imanes superconductores han evolucionado en los Ultimos afios,
reduciendo de manera importante su peso, dimensiones y precio a niveles
mucho maés accesibles para sus usuarios. |mportantes avances en la tecnologia
criogénica como €l desarrollo del criostato que contiene el helio liquido, con €l
disefio de un vaso “Dewar” (como los termos) doble, y con un receptéculo de
nitrégeno liquido rodeando el contenedor de helio; han permitido minimizar
las pérdidas de helio por evaporacion. Todos estos avances han podido reducir
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los costos de adquisicion, mantenimiento y servicio de estos equipos en un
40% en los ultimos afios (Morrow, 1999).

2.2.2. Bobinasde gradiente

Lafuncién de este sistema es lade crear y controlar |os gradientes en €l
campo magnético I§O que permiten la localizacion espacial de la sefia de RM.

Para esto un equipo utiliza tres pares de bobinas que generan los gradientes
Gy, Gy y G,. Laintensidad del gradiente s mide en mT.m™, con intensidades
méximas entre 10 y 15 mT.m™. En la Figura 2.28 se esquematiza un par de

estas bobinas que permiten producir €l gradiente G, pardelo a I§O. La
corriente circula en sentido inverso en las dos bobinas, produciendo asi
campos magnéticos (B) en sentidos opuestos, que al sumarse y restarse a I§O

generan la variacion gradual de G, en la direccién z (Fullerton, 1982; Hornak
1996; Kastler et al., 1997).

Figura 2.28. Configuracion de las bobinas de gradiente G..
(Fuente: Hornak 1996)

Similarmente, los gradientes G, y G, en el campo I§O son creados por

sendos pares de bobinas con configuraciones similares a las indicadas en la
Figura 2.29.

Gx

s} “ LE.B ﬂ:yE.

Figura 2.29. Configuracion delasbobinasde gradiente Gy y G,
(Fuente: Hornak 1996)

59



2.2.3. Bobhinasde RF

Las bobinas de RF, también llamadas antenas de RF, permiten la
emision de pulsos de RF (B,) y la recepcion de la sefial (FID) (Kastler et al.,
1997). Estas hacen parte del sistema de radio frecuencia del equipo junto con
un sintetizador de frecuencia (detector de cuadratura, un amplificador de
potenciay una envolvente digital de RF). Segiin Hornak (1996) las bobinas de
RF pueden ser divididas segin su funcién en tres grupos. bobinas de
transmisién, bobinas de recepcién y bobinas de transmision y recepcion. A la
frecuencia de Larmor una bobina de RF debera resonar o almacenar energia en
forma eficiente. Las variaciones en composicion y tamafio de los tejidos de la
muestra col ocada en la bobina de RF afectan la cantidad de energia de RF y de
sefia detectada. Por esta razén los equipos de RM utilizan diferentes bobinas
de RF o estas pueden ser gjustadas para disminuir energia de RF necesaria
para producir un pulso 90° (Hornak, 1996). Ademés, dado que la sefid de RM
es extremadamente débil, |a antena de recepcion debe ser de excelente calidad
para obtener la mejor relacion S/R posible.

Las antenas de volumen, que suelen ser transmisoras-receptoras,
permiten obtener una sefial homogénea en la totalidad del volumen explorado.
Las mas conocidas, de este tipo, son las denominadas jaula de pdaro y la
solenoide de una sola vuelta (Figura 2.30-a).

Las antenas de superficie (Figura 2.30-b), la mayoria receptoras
Unicamente, se deben localizar |0 més cerca posible a la region a estudiar,
obteniendo asi una muy buena relacién S/R en los tegjidos adyacentes a la
antena. Estas antenas pueden presentar diferentes formas; tales como espiras
planas circulares, rectangulares, flexibles, y otras (Hornak 1996).

B,

X
Z z
B, ™Y Bo v

(a) De volumen (solenoide) (b) De superficie (plana circular)

Figura 2.30. Tiposde antenas de RF. (Fuente: Hornak 1996)
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Algunos equipos utilizan antenas internas, denominadas también de
cuerpo, las cuales suelen estar incorporadas en el imén principal y son
disefiadas para registrar sefiales de la muestra en regiones externas a la antena.
Estas antenas pueden ser receptoras 6 transmisoras-receptoras (Hornak 1996,
Kastler et al., 1997).

El detector de cuadratura es una bobina incorporada en el sistema de
RF capaz de detectar dos componentes ortogonales de una sefial de RF.
Tipicamente contiene dos mezcladores doblemente balanceados, dos
amplificadores de sefial, dos filtros, y un inversor de la fase de 90°. Segln
Kastler et al. (1997) estas antenas aportan una ganancia del 40% en la
recepcion. Debido a que las sefidles producidas por los protones son
usualmente del orden de los nV 6 nV (en amplitud) y del orden de MHz (en
frecuencia), para procesar estas sefiales se necesita amplificacion, la cua se
realiza usualmente en varias etapas.

2.2.4. Sistema de procesamiento y visualizacion

Este es un sistema compleo que realizada muchas funciones como la
programacion y gjecucion de las secuencias de reconstruccion de las imagenes,
la adquisicién y procesamiento de los datos (sefides FID), reconstruccion y
visualizacion de las imégenes. Para redlizar estas funciones se utiliza un
ordenador con varias unidades de procesamiento y tarjetas especificas, este
gjecuta el “software” de interfase con e usuario y permite controlar todas las
funciones y subsistemas del equipo de RM. También permite configurar €l
equipo, seleccionar o modificar pardmetros de las secuencias, visualizar y
amacenar las imégenes RMI de las muestras estudiadas en distintos medios
(cintas magnéticas, discos magnético-opticos, y discos compactos), visualizar
problemas de “hardware” y de “software’, y redlizar €l procesamiento y
andlisis de las imégenes y/o espectros mediante 2DFT y 3DFT. Este sistema
suele ofrecer diferentes salidas para la visuaizacion de las imagenes y
espectros (monitor, impresora, video).

2.3. Aplicacionesdela RM en € sector agroalimentario
Brian Hills (1998) plantea en su libro “Magnetic Resonance Imaging in

Food Science” todas las oportunidades en investigacion que ofrecen las
tecnologias RM y RMI con materiales bioldgicos y alimentos. El autor recoge
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mas de 150 trabgjos realizados en este campo agrupando los estudios en tres
escalas. macroscépica, microscopicay macromolecular.

La tecnologia RM de baja resolucion (escala macroscépica) es la mas
utilizada en el sector de los aimentos. En ésta &rea se han desarrollado
instrumentos de RM para aplicaciones especificas, destacandose los que
cuantifican el contenido de sdlidos en grasas y aceites; los trabgjos en
determinacién de la razén sblido-liquido en margarinas y grasas comestibles,
la evaluacién del contenido de aceites en semillas oleaginosas, del contenido
en grasas de manteca de cacao y chocolates, del contenido de grasay humedad
de la leche en polvo y derivados lécteos, del contenido de aceites y grasas en
carnes frescas o enlatadas y pescados, del contenido de humedad en azucares,
pulpa de remolacha, puré de tomate, humedad de arroz, fideos y pastas
(Castifieira 1989; Ablett, 1992; Schrader et al., 1992; Stroshine, 1999).
Estudios del cambio en la distribucion del agua durante el procesamiento y €l
almacenamiento de los alimentos han sido realizados investigando |os tiempos
de relgjacion T, y T, (Ablett, 1992), entre estos; € trabgjo de Budiman et
al.(2001) modelando las curvas de relgjacion transversal para correlacionar To
con e contenido de agua, de sa y de grasa en e queso; € mapeo de
temperaturas en los tejidos redlizado a partir la intensidad de sefial en
imagenes reconstruidas a diferentes temperaturas (Ablett, 1992, Clark et al.
(1997); el control de la pérdida de humedad en el café tostado y estudios sobre
movilidad de agua en los alimentos congelados (Castifieira, 1989). También la
microestructura de los alimentos ha sido investigada utilizando los pulsos de
gradientes, permitiendo determinar los coeficientes de difusion de liquidos
purosy del agua de células en semillas comestibles (Ablett, 1992; Ishida et al.,
1995).

La RM de alta resolucion en estado de solucion permite identificar la
estructura quimica de la muestra diluida a partir del andlisis de los picos de
resonancia observados en un espectro de RM (Ablett, 1992). Se reportan
varios trabajos sobre el estudio del espectro de alta resolucién de alimentos
liquidos como leche y zumos de fruta (Castifieira, 1989). Kuchenbrod et al.
(1995) pudieron obtener mediante RMI de ata resolucion, imagenes
microscépicas cuantificables de plantas enteras de maiz que permiten realizar
estudios morfoldgicos en vivo de los tegidos. También, estudios histol 6gicos
para distinguir tejidos con diferentes propiedades de relgjacion han permitido
observar, mediante microimégenes RMI con una resolucion menor de 100 pm,
tejidos parenquiméticos de diferente origen ontoldgico (Clark et al., 1997;
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Glidewell et al., 1999; Van As, 2003). Estudios con nucleos diferentes al *H
son ahora posibles, como por ejemplo & uso de *'P-RM para € estudio en
vivo de metabolismo en ciertos materiales biol6gicos (Ablett, 1992), el uso de
ZNa-RM| parainvestigar el crecimiento de plantas bajo estrés salino y de *°F-
RM para estudiar movilidad en el xilema del tomate de productos herbicidas
degradados (Ishida et al., 2000). La microscopia de RM de ata resolucién
también ha sido utilizada para analizar cambios en la migracion y movilidad
del agua y solutos, transicion vitrea, estudiar las caracteristicas de las
membranas de las células y monitorizar metabolitos, medida del flujo y
difusion del agua en tejidos vegetales, viabilidad de semillas 'y su potencial de
germinacion, morfologia de frutos y otros 6rganos vegetativos (Castifieira,
1989; Calaghan et al.,1994; Kuchenbrod et al., 1995; Ishida et al., 1995, 1997
y 2000; Glidewel et al., 1997 Hills, 1998; Ruan y Chen, 1998; Vozzo et al.,
1999; Scheenen et al., 2000; Kockenberger, 2001; Scheenen et al., 2002; Van
As, 2003). Especificamente, estudios de imagenes RMI de flujo para la
caracterizacion de propiedades reoldgicas de alimentos liquidos, acuosos y
suspensiones se han realizado con €l fin de optimizar muchos de los procesos
de manufactura de los alimentos (Hills, 1998). La RM de alta resolucién en
estado solido puede ser usada también para obtener informacién valiosa de la
estructura fisica de los materiales solidos y de sus cambios dinamicos (Ablett,
1992; Hills, 1998; Ruan y Chen, 1998-b; Scheenen et al., 2002 y 2002; Van
As, 2003). Por giemplo, Song et al. (1992), estudiaron mediante RMI de alta
resolucién la transferencia de humedad en granos de maiz individuales durante
el proceso de secado, y Williamson et al. (1993) revelaron la arquitectura
vascular del fruto maduro de grosella, diferenciando claramente la pared del
ovario de los tgjidos parenquiméticos que rodean la semilla.

Debido a la importancia que ha tenido la tecnologia de la RM y su
creciente empleo en el sector especifico de los alimentos, cada dos afios desde
1992 se redliza la Conferencia Internacional sobre Aplicaciones de la
Resonancia Magnética en la Ciencia de los Alimentos, reuniendo mas de 100
conferenciantes de todo e mundo para dar a conocer los resultados de las
investigaciones con RM en &eas como; estructura y dinamica de los
alimentos, aplicaciones de los métodos de RM en estado sdlido, control de
calidad, andlisis multivariante de la informacion de RM, y desarrollo de
sensores e instrumentacion en RM para € sector de los aimentos (INA P-G,
2002; The Royal Veterinary and Agricultural University, 2004).
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24. Estudiosde RM en frutasy vegetales

Desde 1977 cuando fue adquirida y publicada la primera imagen RMI
de una fruta (limén) por Hinshaw et al. (1977), se han realizado numerosas
investigaciones utilizando esta tecnologia para estudiar, de forma no
destructiva, la calidad interna de frutas y productos horticolas. Muchos de los
trabgjos publicados han sido antes revisados y recogidos por Chen y Sun
(1991), Schrader et al. (1992), McCarthy (1994), Abbott (1997), Clark et al.
(1997), Faust et al. (1997), Hills (1998), Ishida et al. (2000), Hills y Clark
(2003).

Estos estudios de calidad en frutas y vegetales con RM han sido
[levados a cabo en las siguientes areas. crecimiento de los frutos, evaluacion
de la maduracion, deteccion de defectos internos, estudios de desordenes
fisiolégicos y respuesta a tratamientos poscosecha. A continuacion se citan
muchos de estos trabgj os.

2.4.1. Crecimiento delosfrutos

En la literatura se reportan varios trabagjos utilizando equipos de RMI
de media y ata resolucion para estudiar, mediante imagenes RMI, €
crecimiento y € desarrollo de diferentes clases de frutos y la relacion que
presenta la informacion obtenida de las imégenes con los cambios exhibidos
en propiedades fisicas y quimicas de las fruta.

Saltveit (1991) adquiri6 imagenes RMI de tomates con diferentes
estado de desarrollo, revelando de forma clara muchos detalles estructurales
del interior de la fruta. En las imégenes obtenidas, la intensidad de la sefid
varié dependiendo del tipo de tejido interior y del estado de desarrollo del
fruto.

Ishida et al. (1997), examinaron con RMI de ata resolucion los
cambios del estado del aguay de los compuestos solubles acumulados durante
el crecimiento de frutos de cereza.

Clark et al., (1999) adquirid6 imégenes RMI en T,, T, y DP de
mandarina Satsuma para visualizar los cambios anatdmicos de la piel y del
sistema vascular del mesocarpio y para ver la morfologia de los sacos de jugo
dentro de los segmentos de la pul pa.



En frutos de caqui, Clark y MacFall (2003) determinaron los tiempos
de relgjacion Ty y T, durante diferentes semanas, a partir de la formacion del
fruto, en los tejidos vasculares del mesocarpio.

Andaur et al., (2004), utilizaron RMI para estudiar el crecimiento de
uvas de diferentes variedades permitiendo la visualizacion de caracteristicas
internas y la obtencion del volumen de los racimos de fruta.

2.4.2. Evaluacion de maduracion

En este campo de investigacion es en € que més trabgjos se han
realizado utilizando la espectroscopia de RM y las imégenes RMI.

Chen et al. (1989) utilizando RMI con secuencias SE mostro las
diferencias en € contraste de los diferentes tejidos que presentan las imégenes
de RM de tomates verdes y maduros, aguacates inmaduros y maduros, y
pul pa sobremadura con relacion a pul pa madura de pifia.

Salveit (1991), determiné con RMI diferencias claras en el contenido
de agua libre de laregion locular de diferentes categorias de tomates maduros
de color verde. Posteriormente, Kim et al. (1994) encontraron con RMI
diferencias en T, entre tomates maduros (blandos) y verdes (firmes).

Callaghan et al. (1994) encontraron que los tiempos de relgjaciéon y los
mapas de difusién obtenidos a partir de imégenes RMI de frutos de kiwi,
variaron de forma significativa con la maduracion. Los cambios en estos
parametros fueron atribuidos a cambios en la dinamica del agua resultante de
elevadas concentraciones de azucares.

Posteriormente con RMI y espectroscopia de RM, Ishida et al. (1994)
observaron los cambios en €l estado del agua (movilidad) presente en frutos de
tomate “Cherry” con diferentes estados de maduracion, y Jagannathan et al.
(1995) estudiaron diferentes procesos de maduracién en la histoquimica del
COCO.

Mufioz y Merodio (1995) encontraron alta correlacion entre los

pardmetros T, y T, con la firmeza en frutos de chirimoya en diferentes
estados de maduracién, concluyendo que la RMI es una herramienta adecuada
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para e monitoreo de la maduracion de esta fruta tropical. Yantarasri et al.
(1996) encontraron en frutas exéticas que mediante la tecnologia RMI es
posible diferenciar frutos de durian (Durio zibethinus L) inmaduros, maduros
y sobremaduros, y detectar dafios, desordenes internos y pulpa podrida en
frutos de mangostan (Garcinia mangostana).

Micro imégenes RMI y mapas obtenidos a partir de imagenes
contrastadas en T, de frutos de cereza en diferentes estados de maduracién
fueron obtenidos por Ishida et al. (1997), indicando diferencias en la sefid
emitida por la semilla y por e pericarpio para los diferentes estados de
maduracioén del fruto.

Ishida et al. (2000), en otra publicacién, explica el uso de la micro RMI
para el seguimiento de los cambios durante la maduracion de productos como
tomate, maiz dulce, y pepino.

Leta et al. (2003), en un trabajo mas reciente, analizaron por texturas
imégenes RMI ponderadas en T, de tres variedades de manzanas, obtenidas
durante la maduracién y el amacenamiento, y determinaron correlaciones
significativas entre los diferentes parametros texturales de las imagenes con la
firmeza, e contenido de azucares y la acidez de los frutos que pueden ser
utilizadas para la caracterizacion de la maduracion de esta fruta.

Sensores basados en *H-RM para evaluar el contenido de azucaresy de
solidos solubles como indicadores del grado de maduracién han sido probados
en tomates (Stroshine et al., 1991; Pearson y Job, 1994 citados por Abbott,
1997); uvas (Stroshine et al., 1991; Cho et al., 1991 y 1993; Bellon et al.,
1992; Goodman et al., 1993, Andaur et al., 2004); arandanos y bananos
(Stroshine et al., 1991; Cho et al., 1991; Ni y Eads, 1993); melon (Cho et al.,
1991); perasy cerezas (Stroshine et al., 1991, Bellon et al., 1992; Li et al.,
1992; Cho et al., 1993; Ray et al., 1993; Kim et al., 1998); nectarinas,
manzanas y melocotones (Li et al., 1992; Stroshine et al., 1994; Wai €t al.,
1995; Letal et al., 2003); ciruelasy maiz dulce (Wai et al., 1993; Zion et al.,
1995); durian y mangos (Kim et al., 1998), naranjas (Stroshine et al., 1994)
y kiwi y cebollas (Jordan y Eustace, 1993; Pearson y Job, 1994 citados por
Abbott, 1997).
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También ha sido evaluado con 'H-RM € contenido de aceite en
aguacate como indicador de madurez para este producto (Chen et al., 1993 y
1996; Kim et al., 1998 y 1999).

2.4.3. Deteccion de defectosinternos

Las aplicaciones de la RM en el &rea de deteccion de defectos internos
en frutas y verduras comprenden los estudios realizados para identificar con
anticipacién a que se hagan evidentes externamente |os dafios ocasionados por
insectos y hongos, las magulladuras producidas por golpes, y la identificacion
no destructiva de semillas y hueso en variedades en las que estas se requiere.
A continuacién se citan los trabajos desarrollados en este campo.

2.4.3.1. Dafos por insectosy hongos

Chen et al. (1989) obtuvieron imégenes RMI de pera asi@tica
mostrando las cavidades y galerias producidas por larvas a interior del fruto, y
Mazucco et al. (1993) citados por Clark et al. (1997) obtuvieron imégenes
RMI de mango infestado por larva de mosca de la fruta a momento de la
cosechay varios dias después.

En estudios con hongos, alteraciones en tejidos internos producidas por
Botrytiscinerea en frambuesaroja, grosella negray uva; Botrytiscinerea,
Colletotrichum acutatum y Phytophtora cactorum en fresa; P. Infestans,
Poma foveata, Fusarium sulphureum y F. coeruleum en patata y Penicillium
digitatum en mandarina Fontuna y naranja Vaencia; mostraron diferentes
atributos en las imagenes RMI con relacion a los tegjidos sanos (Goodman et
al. 1992; Goodman et al., 1996; Clark et al.,1997; Glidewel et al., 1997; Galed
et al., 2004).

También, Jagannathan et al. (1995) utilizando imagenes RMI
observaron en frutos de coco en estado rancio, la extension del dafio interno y
la degradacion debida a un crecimiento fungico.
2.4.3.2. Magulladuras

Una magulladura en un fruto generalmente es producida por un golpe

durante su manipulacion y trae como consecuencia la ruptura masiva de
células y la redistribucion del agua libre de los tegjidos. Chen et al. (1989)
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visualizaron, mediante imégenes RMI, magulladuras internas en diferentes
productos (manzana, melocoton, pera y cebolla). Maas et al. (1992 y 1993),
citados por Abbott (1997), detectaron también con RMI magulladuras en
fresa. Zion et al. (1995) desarrollaron un algoritmo para la deteccién de
magulladuras en imagenes RMI de manzanas variedades “Jonathan” vy
“Golden Delicious’. McCarthy et al. (1995), en manzanas magulladas,
siguieron los cambios presentados en la pulpa durante varios dias. Los
contrastes entre las zonas con magulladura y € tejido sano se incrementaron
con €l tiempo. Posteriormente, Mattiuz et al. (2002) utilizando un equipo RMI
de resolucién media detectaron en guayabas dafios mecanicos provocados por
impacto, compresion y corte de la piel. Recientemente, Thybo et al. (2004)
utilizando imagenes RMI contrastadas en T1, T> y DP detectaron en patatas,
defectos no visibles internos como magulladuras provocadas por golpes y
manchas internas “ spraing” causadas por un Vvirus.

2.4.3.3. Semillasy hueso

Chen et al. (1989) detectaron con imégenes RMI semillas en ciruela 'y
pepino, e hueso y la semillaen melocotdn, y € hueso en aceituna. Zion et al.
(1994) citados por Zion et al. (1997) detectaron el hueso en cerezas
procesadas. También Zion et al. (1997) detectaron el hueso en aceitunas bajo
movimiento utilizando RM. Kim et al. (1999), utilizando un sensor en linea
basado en imégenes RMI, detectaron y clasificaron cer ezas con hueso. Blasco
et al. (2002) y, Molt6 y Blasco (2003) detectaron mediante el procesamiento
de imagenes RMI semillas en mandarinas “Fortune’. Hernandez et al. (2005)
utilizando la técnica de adquisicion “FLASH” obtuvieron, en condiciones
dindmicas, imagenes RMI de naranjasy limones. Estos autores desarrollaron
un algoritmo que permite corregir los artefactos causados por € movimiento
de la naranja para permitir la discriminacién de las frutas que presentan
semilla

2.4.4. Estudios de desordenes fisiol6gicos

Se han realizado varios estudios de RM para monitorizar desordenes
internos producidos en los productos por condiciones adversas como
temperaturas extremadamente bajas en campo, y por determinados
tratamientos poscosecha tales como amacenamiento en atmosferas
modificadas, atmésferas controladas y tratamientos térmicos.
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2.4.4.1. Dafospor heladas en campo

El dafio por helada en los citricos no se evidencia externamente, €l
principal sintoma de este dafio es la pulpa seca, pudiendo perderse todo €l
zumo. En este tema son muy escasos los trabgjos realizados con RM 'y
reportados. Chen et al. (1989) detectaron con RMI en nar anjas “Washington
Navel” vesiculas secas (sinh zumo). Hernandez et al. (2003) adquirieron y
procesaron imégenes dinamicas de RMI para la identificacion de naranjas
con dafios internos por heladas. En este primer ensayo exploratorio, los
resultados fueron promisorios, aunque no fue posible la deteccién del dafio
cuando este eraligero. Recientemente, Gambhir et al. (2005) utilizando la piel
y los gagjos de naranja Navel determinaron diferencias en € tiempo de
relgjacion T, de lafruta congeladay de la fruta sin congelar. Estas diferencias
podrian usarse, segin los autores, para la deteccién de frutos con dafio por
heladas.

2.4.4.2. Corazdn acuoso (“watercore”)

El corazon acuoso es un serio desorden fisiol6gico de las manzanas que
ocurre a fina de la cosecha en frutos sobremaduros. Este desorden interno
gue se manifiesta como un &rea acuosa y traslcida entorno a corazon de la
manzana, no altera la apariencia externa de la fruta hasta que ocurre un quiebre
severo del tgiido. Si no se detecta y las manzanas son amacenadas puede
ocurrir un pardeamiento interno y una depresion del tejido produciendo un
producto invendible (Toledo y Jorquera, 2003).

Wang et al. (1989), usando imagenes RMI visualizaron, localizaron y
determinaron el érea de tejidos afectados por corazén acuoso en manzanas
“Red Delicious’. Posteriormente Clark et al. (1997), observaron con RMI en
manzanas “Fuji” almacenadas una disminucion en el tiempo de relgjacion de
los tejidos afectados por “watercore”.

Recientemente, Marigheto y Hills (2005) encontraron utilizando un
equipo de baga intensidad de campo magnético (0,1 T), que € cambio en la
densidad protonica de las regiones afectadas con corazon acuoso en manzanas
permite obtener un ato contraste en la imagen RMI, facilitando la deteccién
en linea de este defecto.
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2.4.4.3. Degradacién acuosa (“ core breakdown™)

La degradacion acuosa es una fisiopatia de la pera debida a un rgpido
deterioro enzimatico de la pulpa (excesivo ablandamiento) que ocurre durante
el amacenamiento en atmosfera controlada con niveles atos de CO, y
disminucion del O,. Este desorden interno se manifiesta por el desarrollo de
cavidades, e pardeamiento y la ruptura de los tejidos de la corteza cercanos
al corazén de la pera (Wang y Wang, 1989; Lammertyn et al., 2001).

Wang y Wang (1989), detectaron mediante imégenes RMI la presencia
de este desorden en pera “Bartlett” para dos condiciones diferentes de
almacenamiento con atmosfera controlada.

Posteriormente, Lammertyn et al. (2003-b) evaluaron € desarrollo de
la degradacion acuosa en pera variedad “Conference” con tres técnicas
tomogréaficas, Rayos X, imagenes de tomografia computarizada TC, y RMI,
concluyendo que esta Ultima técnica es la mas adecuada para el estudiar este
desorden durante el almacenamiento postcosecha de la pera.

También, Lammertyn et al. (2003-a), estudiaron con RMI y RX el
desarrollo de la degradacion acuosa durante varios meses de almacenamiento
bajo condiciones que indujeron el dafio en peras “ Conference’. Las imagenes
de ambas técnicas permitieron observar dos patrones de pardeamiento interno
en la fruta, que no crecieron en el tiempo pero s aumentaron su contraste con
relacién a los tegjidos sanos. Ambas técnicas detectaron los tejidos pardos
descoloridos y las cavidades en la pulpa pero la técnica RMI produjo mejor
contraste entre los tgjidos que los RX.

2.4.4.4. Pardeamientointerno (“internal browning”)

El pardeamiento interno es una alteracion fisiolégica que produce
cavidades, en forma de lentes de color pardo, en los tejidos de la cortezay €
corazon de las frutas de pepita almacenadas en atmosferas controladas con ata
concentracion de CO,.

Stroshine (1999) estudi6 los tiempos de relgacion T, en manzanas
“Red Delicious’ sanas y con pardeamiento interno, encontrando que las
pequefias diferencias dificultan su rapida deteccidn y separacion en linea. Sin
embargo, Keener et al. (1999) y recientemente, Chayaprasert y Stroshine
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(2005), para esta misma variedad de manzanas, encontraron diferencias
estadisticas que podrian ser usadas para separar las manzanas sanas de
aquellas afectadas por este tipo de defecto, con un sistema de clasificacion
basado en RM operando en linea a velocidades inferiores a 100 mm/s.

Clark y Burmeister (1999), siguieron durante 4 semanas mediante
imégenes RMI el desarrollo del pardeamiento interno inducido en manzanas
“Braeburn”. Los autores afirman que este defecto fue visuaizado en las
imégenes a los 14 dias de haberse iniciado el almacenamiento bajo atmésfera
controlada con ata concentracion de COs.

Gonzalez et al. (2001), también detectaron y siguieron el pardeamiento
interno en manzanas “Fuji” amacenadas bajo dos condiciones diferentes de
atmosfera controlada. Los autores demostraron que las imégenes RMI detectan
y cuantifican el desorden tanto a baja como a alta concentracién de CO..

24.45. Harinosidad (“mealiness, “woolliness’) y mal radiante (“internal
breakdown”)

Estos defectos fisiologicos son atributos negativos de la textura
sensorial, comunes en frutos de pepita como las manzanas y en frutas de hueso
como las nectarinas y los melocotones. La harinosidad se caracteriza por la
combinacién de disgregacion en la estructura de los tejidos de la pul pa (textura
blanda y fibras fuertemente lignificadas) y ausencia de jugosidad. El mal
radiante se manifiesta en melocotones como un pardeamiento de la pulpa
alrededor del hueso. Estas alteraciones son generalmente debidas a una
prolongacion del periodo de conservacion, y estan asociadas con la
desintegracion de la lamina media del tal forma que las células se separan en
vez de rompersen cuando son sometidas a esfuerzos de corte (Reeve, 1970
citado por Marigheto y Hills (2005). Ademés los frutos afectados no
manifiestan sintomas externamente (Guzman et al., 1992; Sonego et al., 1995;
Barreiro et al., 1999 y 2000).

Sonego et al. (1995), visualizaron harinosidad en nectarinas con
imagenes RMI como zonas oscuras correspondientes a tejidos con baja
densidad proténica (cavidades de aire). Barreiro et al. (1999 y 2000)
determinaron diferencias en los valores e histogramas de T, en manzanas
“Top Red” con harinosidad respecto a manzanas sanas, almacenadas durante
6 meses. Los autores también confirmaron que los frutos con mal radiante
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presentan histogramas de distribucion de T, similares los histogramas de los
frutos afectados con harinosidad. También Barreiro et al. (2000) con RMI
determinaron melocotones harinosos aunque no todos los cambios
encontrados en los histogramas de los frutos harinosos son similares a los
observados en manzanas.

En un estudio reciente, Marigheto y Hills (2005) encontraron con
espectrometros de RM de baga intensidad de campo magnético (0,1 T)
operando a 23 y 100 MHz, que aunque los espectros en Ty y T, pueden
distinguir manzanas “Red Delicious’ harinosas de sanas, las diferencias
obtenidas fueron muy peguefias, resultando este defecto en manzanas dificil de
detectar con estas técnicas.

2.4.4.6. Dafio por frio (chillinginjury)

El dafio por frio es un desorden fisiolégico en las membranas celulares
cuando los tejidos del fruto cosechado son expuestos a temperaturas bajas
(<12°C), pero no de congelamiento, para prolongar su vida postcosecha (Clark
y Forbes, 1994). Segun Skog (1998) el diagnostico es dificil y los sintomas del
dafio aparecen a mayores temperaturas pudiendo tomar varios dias para su
desarrollo y pueden no ser visibles externamente.

Wang y Wang (1992), encontraron diferencias en la intensidad de las
sefidles de las imégenes RMI de calabazas “Zucchini” sometidas a bajas
temperaturas que produjeron dafios por frio respecto a calabazas que no
sufrieron este dafio. Tanto las imagenes contrastadas en T, como en T,
permitieron detectar los cambios internos en las frutas af ectadas.

Clark y Forbes (1994), siguieron €l desarrollo de dafio por frio de
frutos de caqui durante un periodo de 7 semanas usando imagenes RMI. En la
Ultima semana, cuando los frutos se dgjaron a temperatura ambiente, fueron
observados claramente los dafios internos.

Posteriormente Clark y MacFall (1996) evaluaron € dafio por frio en
caqui almacenado en atmosfera modificada durante 5 semanas. Los autores
concluyen que, aungue los estados iniciales del dafio por frio no fueron
posibles de observar ni por inspeccion visua ni por RMI, los tiempos de
relgacion  estuvieron muy influenciados por las condiciones de
almacenamiento.
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2.4.4.7. Daio por congelamiento (“freezing”)

El dafio por congelamiento ocurre cuando cristales de hielo se forman
en € interior de los tegjidos de un producto amacenado sometido durante cierto
tiempo a temperaturas por debajo del punto de congelamiento. El sintoma mas
comin de este dafio en frutas es agua de apariencia remojada o areas
trasucidas en la piel y los tejidos afectados pueden perder rigidez (Wang,
1997) y en el caso especifico de los citricos, los ggjos se pegan y se secan
(Roger, 1991; Parsons, 1996; Gambhir et al., 2005).

McCarthy et al. (1989), citados por Schrader et al. (1992), obtuvieron
imagenes RM| de melocotones durante su proceso de congelamiento.

Duce (1992), citado por Clark et al. (1997), investigo la diferencia que
presentan las imagenes RMI de calabacines frescos y congelados. Gamble
(1994), utilizé imégenes RMI contrastadas en T; y en T, para hacer mapas de
los cambios en la distribucién de agua y azucares en tejidos de frutos de
arandano, sometidos a congelamiento y descongelamiento.

Kerr et al. (1997) observaron mediante imagenes RMI la formacion de
hielo y la dinamica del congelamiento de frutos de kiwi, pudiendo distinguir
tgjidos dafados por € congelamiento y tejidos sin dafio debido a las
diferencias presentadas entre estos en T, y en e coeficiente de difusion.

Hernadndez et al. (2004) detectaron y discriminaron naranjas sanas de
naranjas con dafios severos provocados por heladas en campo, usando un
equipo RMI de ata resolucion (4,7 T) operando en linea a velocidades entre
50 y 100 mm/s y mediante un agoritmo automatico de segmentacién
empleado para procesar las imagenes RMI obtenidas por €l equipo.

En un trabajo reciente, Gambhir et al. (2005), estudiaron el efecto que
tiene la exposicion de la pulpa y la epidermis de naranjas variedad Navel a
diferentes temperaturas de congelamiento, en &l tiempo T de estas estructuras.
Los autores encontraron que la diferencia en € T, de la pulpa de los frutos
congelados respecto a la pulpa de los frutos sin congelar, podria usarse para
detectar y separar, con un equipo de bajo campo magnético, las naranjas
deterioradas por heladas.
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2.4.4.8. Dafio por tratamiento térmico

Susuki et al. (1994) emplearon imagenes RMI, contrastadasen T; y en
T,, para identificar €l dafio interno en papaya generado por € uso de vapor
caliente parala desinfeccién de huevos 'y larvas de mosca presentes en la fruta.

2.4.5. Otros estudios en procesamiento poscosecha

Hulbert et al. (1995), con imégenes RMI contrastadas en T, obtuvieron
mapas de temperatura de zanahorias cocidas entre 19y 83 °C. Esta aplicacion
podria ser Util, segin los autores, para la determinacion de propiedades
térmicas de alimentos y para la evaluacion de modelos para € procesamiento
térmico. Posteriores trabajos en esta linea ha sido realizados en patatasy otros
vegetales (Litchfield y Schmidt, 1998).

Burdon y Clark (2001), cuantificaron con imégenes RMI los cambios
en el aguainterior de tres tejidos de kiwi; el corazodn, e pericarpio interior, y
el pericarpio exterior, durante un periodo de almacenamiento de 14 dias. La
velocidad de perdida de agua y los cambios en e agua dependieron del estado
inicial del aguaen lafruta.

Thybo et al. (2003), determinaron alta correlacion entre parametros de
las curvas de relgjacion en T, de patatas de diferentes variedades con el
contenido de materia seca de las mismas.

Schrader et al. (1992), Hills (1998), Ruan y Chen (1998) e Ishida et al.
(2000) recogen varias aplicaciones de RM y RMI en procesos de secado,
rehidratacion y coccion de semillasy granos como trigo, maiz, soya, y frutos
como café, uvay mango; en los que estudiaron la difusion y flujo de humedad
y la distribucién de agua, aceite, azucares y otros compuestos como sodio, a
través de las diferentes estructuras y tejidos de estos material es biol dgicos.

2.5. Sensoresde RM desarrollados para productos agricolas
La mayoria de investigaciones redlizadas con RM en productos
agricolas se han llevado a cabo con equipos desarrollados para estudios

clinicos en medicina. Desde maguinas con imanes permanentes de baja
intensidad (0,1 T) y poca resolucion (5,4 MHz) hasta espectrometros con

74



magnetos superconductores de alta intensidad (7 T) y alta resolucion (200
MHz) han sido utilizados en estas investigaciones. No obstante, algunos
grupos de investigacion que trabgjan en este campo han desarrollado y
patentado prototipos sensores basados en *H-RM para analizar regiones de la
fruta o frutos completos, inclusive paratrabajar en linea.

El grupo de investigacion de la Universidad de Purdue, liderado por el
Profesor Richard Stroshine, ha trabajado desde 1990 en el desarrollo de un
espectrometro de RM de baja resolucion (5,4 MHz) paramedir el contenido de
azucares y determinar madurez en frutas (uva, banano, cereza, ciruela,
manzana, peray nectarina). El sensor esta compuesto por iman permanente
con un campo de 0,12 T y un peso de 50 kg, un circuito transmisor y receptor
de RF, una bobina especifica de RF y un PC con una tarjeta digitalizadora que
controla los pulsos y recoge las sefiades. Detales de varios prototipos y
sistemas del sensor han sido publicados (Cho et al., 1990; Wai et al., 1991,
Cho et al., 1991 a, b, c; Stroshine et al., 1992; Li et al., 1992; Krutz et al.,
1992; Wai et al., 1995; Keener et al., 1996 y 1999; Jung et al., 1998;
Chayaprasert y Stroshine, 2005).

En la Universdad de Davis-California, €l grupo de investigacion
liderado por los Profesores Paul Chen y Michael McCarthy han trabgjo en la
evaluacion no destructiva de calidad de productos agricolas utilizando
sensores en linea basados en "H-RM. Ellos han investigado, desde 1993, en un
sensor  en linea constituido por un espectrometro 'H-RM, un sistema de
adquisiciéon de datos y un sistema transportador de fruta en interfase con el
equipo de RM. Caracteristicas de su disefio y funcionamiento han sido
reportadas en varios trabgjos (Chen et al., 1996; Zion et al., 1997; Kim et al.,
1998 y 1999). Este prototipo que ha sido evaluado con aguacates, peras,
duridn, mangos, aceitunas y cerezas puede determinar e contenido de
azucares 0 de aceites a una velocidad de la fruta de 250 mm/s. Segun los
autores aunque se requiere trabajar mas en el sistema de trasporte y en los
algoritmos de clasificacion, ellos consideran que la clasificacion en linea
basada en 'H-RM esfactible.

En Nueva Zelanda, Eustace y Jordan (1995), probaron un equipo de
RM para medir contenido de azucares, que registra las sefiales de FID
perpendiculares al campo de la tierra. Este sensor fue basado en €l trabgjo de
Callaghan y Le Gros (1982) citados por los autores, y utiliza un circuito
especia de deteccidon y polarizacion del campo que es generado por un
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solenoide. Aunque éste mostré buenos resultados fue muy sensible a la
temperatura y a la interferencia de corrientes eléctricas. Este grupo de
investigacion no reportd mas trabajos con e sensor.

En Espafia, €l grupo de investigacion del Laboratorio de Propiedades
Fisicas y Tecnologias Avanzadas en Agroaimentacion LPRTAG de la
Universidad Politécnica de Madrid liderado por la Profesora Margarita Ruiz
Altisent y con la colaboracién de otros grupos de investigacion y la empresa
privada, desde el afio 2000 viene trabagjando en la aplicacién de la RM &
estudio de pardmetros de calidad fisico-mecanicos y quimicos en fruta fresca
en lineas prototipo de confeccidn y clasificacion de frutas y hortaizas. Ellos
disefiaron y construyeron un prototipo transportador para la fruta a través de
un espectrometro de 4,7 T operando a 200 MHz, con € fin de simular la
inspeccion en linea del producto. Un motor paso a paso, controlado
electronicamente, es utilizado para mover la cinta con la fruta a velocidad
variable y una mecanismo eléctrico y optico es utilizado para sincronizar la
adquisicion de la sefid de RM con e movimiento de la fruta en € interior de
la bobina de RF del equipo. Detales de los estudios de calidad interna de
frutas (melocotones, manzanas, peras y citricos) y de deteccion en linea,
utilizando RM y RMI se encuentran publicados (Barreiro et al. 1999, 2000 y
2003; Pérez de Algjo et al. 2003; Hernandez et al., 2003, 2004 y 2005 a-b).

La empresa PCT “Proccess Control Technology” (Fort Collins,
Colorado, USA) comercializa un moderno espectrometro de RM con
“hardware” y “software” configurados pararealizar gran variedad de analiticas
cuantitativas sobre muestras solidas y liquidas en procesos de produccion,
control de calidad e investigacion con diferentes materiales, entre ellos,
materiales biol gicos, como alimentos. Este permite determinar contenidos de
agua, solidos, aceites, carbohidratos y otras importantes aplicaciones. Lo que
més llama la atencion del sensor es su reducido peso de solo 50 kg,
permitiendo analizar muestras solidas de hasta de 55 mm de didmetro (PCT,
2003).

Se espera en un futuro no muy legjano aplicaciones comerciales de
sensores de RM en linea basados en magnetos de bajo campo o con sistemas
simplificados de andlisis de imégenes, que permitan la determinacién rdpida
de la cdlidad interna de los productos agricolas (Abbott, 1997; Clark et al.,
1997; Hillsy Clark, 2003).
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Estatesis doctoral se planted y desarroll6 con €l propdsito de examinar
detenidamente las posibilidades y € acance de aplicacion que tiene la
tecnologia de la reconstruccion de imagenes por resonancia magnética RMI,
usando un equipo de bajo campo magnético que ofrece un menor coste de
inversion y mantenimiento entre los equipos de RM, para la deteccién
automética y anticipada de distintos tipos de defectos internos que son dificiles
de detectar, con antelacion, y los cuales deterioran la calidad de melocotones y
de citricos, frutas de importante interés econdmico no solo para los
productores de la Comunidad Valenciana, sino también para la fruticultura
espanolay de la comunidad europea en general.

Este trabajo corresponde especificamente a una investigacion aplicada,
de carécter exploratorio, y los resultados aqui obtenidos pretenden contribuir,
en un futuro no muy lgano, a desarrollo de un sistema comercia de
inspeccion integral de la calidad interna, no solamente de estos productos
agricolas, sino de muchos otros, de manera no destructiva e inocua, tanto para
el producto mismo como para los seres humanos que los manipulan y
consumen, atendiendo de este modo las continuas y cada vez més crecientes
exigencias de calidad para la comerciaizacion naciona e internaciona de
frutas y hortalizas que imponen los paises consumidores de fruta fresca en el
mercado mundial.

3.1. Objetivo general.

Estudiar y explorar diferentes técnicas de reconstruccion de imagenes
de resonancia magnética (RMI), utilizando un equipo de bao campo
magnético y € uso del procesamiento digital de imagen, para detectar
diferentes dafios y defectos internos en frutos de hueso y citricos, con €l
proposito de establecer las bases para e desarrollo de un sistema automético
de inspeccidn y control de calidad.

3.2. Objetivos especificos.

Para alcanzar el objetivo general, se plantearon |os siguientes objetivos
especificos:

- Estudiar los principios basicos de las tecnologias de RM y RMI y
revisar las principales aplicaciones e investigaciones realizadas con estas
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técnicas en e sector agroalimentario, especialmente |os trabajos desarrollados
parala evaluacion de la calidad interna de las frutas.

- Trabgar con diferentes técnicas de adquisicion de imagenes de RM
con un equipo de bajo campo magnético, para estudiar como éstas afectan la
calidad de las iméagenes internas de frutos de hueso y de citricos, con € fin de
seleccionar de manera optimizada las secuencias y los parametros que faciliten
la deteccién automética de los diferentes defectos internos.

- Evaluar las técnicas de adquisicién de imégenes por RM, como
método no destructivo, para realizar e seguimiento de los cambios y la
deteccion de los diferentes dafios internos que se ocasionan en frutos de
melocotdn y en citricos, tanto en € campo, antes de la recoleccién, como en
el amacenamiento poscosecha.

- Desarrollar y evaluar algoritmos de procesamiento digital de imagen
gue permitan, a partir de las imégenes RMI de frutos de melocotén y de
citricos, con y sin dafio, adquiridas con las técnicas anteriores; redizar la
deteccion acertada de un minimo de 80% de fruta afectada y de un méximo
20% de falsa deteccidn de dafios en fruta sana.

- Determinar € tiempo de anticipacion con que los agoritmos
desarrollados en esta tesis pueden detectar, de manera automética, €l dafio por
frio en melocotones y os dafios producidos por hongos en citricos.

- Redlizar, de acuerdo con los resultados obtenidos en esta
investigacion, la propuesta de un sistema automatico de inspeccion de la
caidad interna de melocotones y citricos, basado en la reconstruccion y
procesamiento de imégenes obtenidas por resonancia magnética para un
equipo de baja intensidad de campo.
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En este capitulo se indican las especificaciones técnicas de |os equipos
y los métodos utilizados en la investigacion. Primero se describe € material
vegetal, e procedimiento de preparacion de las muestras y 1os dafios internos
que se estudiaron en éstas en las diferentes experiencias realizadas.
Posteriormente, se explican los procedimientos utilizados en los experimentos
para la seleccién de secuencias, la adquisicion y clasificacion de imégenes
RMI, el procesamiento digital y los algoritmos desarrollados. Finamente, se
describen las herramientas de programacion utilizadas y la metodologia de
evaluacién de los agoritmos para la deteccion de los dafios internos
ocasionados a las frutas.

4.1. Equipo deRMI

En todos los experimentos se utilizd un equipo de RMI marca Artoscan
Esaote Biomédica® (Figura 4.1), propiedad del Ingtituto Vaenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA). Este equipo esta localizado en el Laboratorio
de Resonancia Magnética del Centro de Agroingenieria del IVIA, en €
término municipal de Moncada (Vaencia).

Figura4.1. Equipo RMI Artoscan Esaote Biomeédica®.

A continuacién se indican los sistemas y |as especificaciones técnicas
propios de este equipo.

Sistema magnético. Presenta un magneto permanente de ferrita, con
un campo magnético transversal de bagja intensidad (0,18 T) y una frecuencia
de resonancia de 7,5 MHz. La homogeneidad de campo es menor a 50 ppm
(Figura4.2).
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Figura 4.2. Sistema magnético del equipo RMI.

Sistema de gradiente. Utiliza tres pares de bobinas con una intensidad
de gradiente de campo de 10 mT/m y un tiempo de barrido de 0,5ms de -10 a
+10 mT/m (Figura 4.3).

Figura 4.3. Bobina de gradiente.

Sistema de radiofrecuencia. Esta constituido por tres bobinas
intercambiables de RF tipo solenoide con una potencia maxima de 250 W en
los pulsos pico (Figura 4.4): la No.1 de forma eliptica con didmetros del
solenoide de 131x145 mm, la No. 2 también eliptica con didmetros del
solenoide de 145x190 mm y la No. 3 de forma circular con diametro del
solenoide de 120 mm. La bobina escogida en la gran mayoria de exploraciones
fue la No. 3, ya que por su menor didmetro admite mayor proximidad a los
frutos de melocotén y alos frutos de citricos utilizados en los experimentos de
estatesis, permitiendo una mejor recepcion de la sefid FID.

Figura 4.4. Bobinasreceptorasy transmisoras de RF.



Sistema de adquisicion de imagenes. Permite la reconstrucciéon de
imagenes de 12 bit (4096 niveles de gris), mediante la utilizacion de la 2DFT
y 3DFT con aplicacién de las secuencias SE, ME, GE, e IR. El espesor de
corte varia de 0,8 a 10 mm, el tamafio de matriz de reconstruccion va desde
128x128 a 256x256 (2D) y de 128x128x8 a 256x256x128 (3D). La resolucion
espacial minima es de 0,4 mm. El FOV entre 100 mm y 200 mm. El nimero
de cortes por eco de 1 a 128. El rango de programacion de los pardmetros Tg,
Te, Ti, y ? (segun € tipo de secuencia) varia desde; 40 a5000 ms, 12 a 120
ms, 50 a 800 ms, y desde 10° a 120°, respectivamente.

4.2. Sistema de captacion deiméagenes RM |

Esta conformado por una tarjeta digitalizadora Matrox Meteor 11O
instalada en un ordenador personal con procesador Pentium 4 y el programa
Matrox IntellicamO como interfase entre la tarjeta y la salida de video no
estdndar del monitor del equipo RMI. El equipo RMI y la tarjeta de
adquisiciéon se conectaron a través de un cable coaxia de 75W con conector
BNC en & monitor del equipo y con un puerto serie de 44 pines en la tarjeta
Con este sistema las imégenes RMI de 12 BIT, reconstruidas por el equipo,
fueron siempre reducidas a 8 BIT durante € proceso de captacion.

4.3. Otrosequipos utilizados en la investigacion

- Cémara digital Nikon coolpix 3700 de 3,2 Mp de resolucion, zoom Gptico,
zoom digital y sensor CCD de alta densidad.

- Colorimetro portétil MiniScan XE, fuente de iluminacién difusa, iluminante
D65, angulo del observador 10°.

- Refractometro digital portétii DR-101, °Brix 0-35%, resolucion 0,1%,
volumen de muestra 0,2 ml.

- Penetrémetro FT327, con punta de 8 mm, rango 0-130 N, resolucion 0,01 N.

- Baanzadigital con capacidad para 5.100 g, resolucién 0,1 g.

- Baanzadigital portatil, capacidad 3.000 g, resolucion 1g.

- Cdlibrador digital con rango de 0-150 mm, resolucion 0,01 mm.

- Higrotermémetro digital, rango de temperatura de -10° a 60°C, resolucién
0,1°C, rango de HR de 0-100%, resolucién 0,1%.

- Estereoscopio Leica Mz95, zoom 9,5:1, resolucion de 600 pares de
l[ineas/mm.

- Camaras de amacenamiento controladas automaticamente a 1°C, 5°C, y
20°C de temperaturay a 85y 99% de humedad relativa.
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4.4. Material vegetal y descripcion de dafios internos
4.4.1. Melocotonesy nectarinas

Para la redlizacion de los experimentos con frutos de hueso se
exploraron con el equipo de RMI un total de 352 frutos, de los cuales 40
correspondieron a melocotones de la variedad Baby Gold de pulpa amarilla,
304 a melocotones Calanda de la variedad “Amarillo tardio” clon “Jesca’
(Anexo A3) y 8 correspondieron a nectarinas de pulpa amarilla A
continuacién se describen los dafios estudiados.

4.4.1.1. Daio por hongo sapr ofito desconocido

Durante los experimentos se encontré un tipo de dafio interno que no
aparece descrito en la bibliografia consultada. Los sintomas que se observaron
en los frutos estudiados fueron; presencia en e mesocarpio de manchas
marrones muy oscuras, que se extienden desde el hueso en una o varias
direcciones, y con una textura més blanday acuosa que la pulpa sana. El hueso
en muchos casos se encontré ligeramente abierto o resulté muy fécil de abrir
gerciendo presion (Figura 4.5). En e interior del hueso a abrirlo se
observaron esporas, probablemente del hongo Alternaria sp.

Figura 4.5. Dafio producido en campo por hongo aaprofifo desconocido.
4.4.1.2. Dafio por frio

Es un desorden fisiologico en las membranas celulares cuando los
tgjidos del fruto cosechado son expuestos a temperaturas bajas (<12°C), pero
no de congelamiento, que se produce en los tratamientos para prolongar su
vida poscosecha (Morris, 1982; Clark y Forbes, 1994). En los melocotones,
este dafio se presenta durante la maduracion después de un almacenamiento
prolongado (més de dos semanas) a una temperatura en el rango entre 0y 8°C
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(Mollendorff et al., 1989 y 1992; Ferrer et al., 2001; Lurie y Crisosto, 2005).
Los sintomas del deterioro pueden incluir mesocarpio lanoso o harinoso, con
textura blanda y con carencia de jugosidad, pardeamiento interno de la pulpa
alrededor del hueso, pulpa traslucida y enrojecida por acumulacion de
pigmentos, y una pérdida de sabor y aroma (Guzmén et al., 1992; Ferndndez et
al., 1998; Crisosto et al., 1999 y 2003; Manganaris et al., 2006). Segun
Guzman et al. (1992) y Skog (1998), el diagnostico del dafio a smple vista es
dificil, pues los sintomas no son visibles externamente pudiendo tomar varios
dias para que se hagan evidentes (Figura 4.6).

Figura 4.6. Dafio por frio durante el almacenamiento.
4.4.1.3. Daio por lamosca de la fruta Ceratitis capitata Wied

Este dafio ampliamente descrito por Robinson y Hooper (1989), Roger
(1991 y 1999), White y Elson-Harris (1992), Knapp (1999), y Garcia y
Ferragut (2002), entre muchos otros, se produce en e campo al depositar la
mosca sus huevos sobre los frutos proximos a alcanzar la maduracion. Las
larvas se desarrollan en el mesocarpio de los frutos ocasionando internamente
su podredumbre. Es dificil el reconocimiento visual de los frutos con
picaduras recientes. Los frutos presentan, externamente, uno o varios puntos
donde ocurrié la ovispostura y solo a cabo de unos 5 a 10 dias, cuando las
larvas estan proximas a perforar €l fruto y salir de éste para convertirse en
pupas, se aprecian en la epidermis puntos de color castafio. La puntura o
puncion, la cavidad del huevo y las consecuentes actividades de la larva abren
el paso ahongos y bacterias, facilitando una infestacion secundaria de diversas
enfermedades. Internamente, €l fruto picado por la mosca presenta durante los
primeros 4 dias de haber sido infestado, una o varias cavidades muy pequefias
debgjo de la epidermis dejadas por la hembra durante la postura, este tipo de
dafio, que es dificil de detectar por los sistemas convencionales de
clasificacion, fue € que se decidi6 estudiar en estatesis (Figura4.7).
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Figura 4.7. Daio interno producido por la mosca de la fruta.

4.4.2. Citricos

Para la realizacion de los experimentos con citricos se exploraron con
el equipo de RMI un total de 145 frutos, que correspondieron a diferentes
variedades cultivadas en la zona citricola de Moncada (Vaencia). A
continuacién se describe los dafios estudiados en estos frutos.

4.4.2.1. Daino por Alternaria alternata Keissl pv citri

Este hongo produce en los citricos la llamada podredumbre negra o
podredumbre del corazén. Esta podredumbre, que se manifiesta en la fruta
almacenada por largo tiempo, es producida en campo por e hongo cuando sus
esporas transportadas por e viento llegan a las flores o a los frutos jovenes y
penetran a través del cdliz o del estilo, permaneciendo latentes hasta la
recoleccion. Muchos frutos no muestran evidencia externa de la infeccion,
debiendo ser cortados para revelar la pudriciéon (Figura 4.8). Es un defecto
muy problematico para la industria procesadora, ya que no es fécil de
descubrir con los sistemas actuales de tria y una cantidad minima de
podredumbre da un sabor amargo a zumo y los pequerios fragmentos negros
de tejido estropean € aspecto este. Detalles sobre su sintomatologia, son
explicados por Tuset (1988), Brown (1994) y Brown and Eckert (2000).

i 1

e | —

Figura 4.8. Podredumbre interna producida por Alternaria citri.
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4.4.2.2. Daio por Botrytiscinerea Pers

Produce en todas las especies y variedades de agrios la denominada
podredumbre gris, que se caracteriza en un estado avanzado por darle una
textura blanda a fruto, exudacion liquida y una coloracién marrén a la piel.
Durante su desarrollo, B. cinerea invade las partes mas consistentes del fruto,
como la pidl, la columela y los tabigues 0 membranas que separan los gajos
(Figura4.9). En estas primeras fases de desarrollo es muy dificil de detectar su
presencia en el fruto, requiriendo para ello usar métodos destructivos. Para
informacion més detallada de la morfologia y epidemiologia de este hongo en
lafruta, el lector puede remitirse a Tuset (1988) y a Brown y Eckert (2000).

Figura 4.9. Podredumbreinterna producida por Botrytis cinerea.
4.4.2.3. Daio por Diplodia natalensis Pole-Evans

Esta podredumbre es producida por el estado conidial del hongo
Diplodia natalensis, cuya actividad aparece en las zonas del pedinculo y del
estilo, y se desarrolla hacia el centro del fruto penetrando la cortezay la pul pa.
(Figura 4.10). Las temperaturas mayores a 30°C y alta humedad relativa
(95%), durante el proceso de desverdizacion en camara, son muy favorables
para € desarrollo de este hongo, haciendo que sea dificil su deteccidn
anticipada y de manera no destructiva (Offers, 1987; Brown, 1994; Brown and
Eckert, 2000; Zhang y Ritenour, 2002).

r T 1

Figura 4.10. Podredumbreinterna producida por Diplodia natalensis.

89



4.4.2.4. Daio por helada

Seglin Roger (1991) los citricos se hielan en e campo cuando quedan
sometidos unas cuantas horas a una temperatura alrededor de -2,5°C + 1,4°C,
dependiendo de la variedad (las mandarinas y limones en €l rango superior, los
pomelos en el rango medio y los naranjas en e rango inferior), e grado de
madurez (los frutos méas dulces se hielan a temperaturas més bgas) y
dependiendo de las condiciones climaticas previas ala helada (por ejemplo, la
duracién del tiempo frio) (Timmer et al., 1996).

Generamente, no hay evidencia externa del dafio en la fruta, a no ser
gue la helada fuera tan extrema que los sintomas se notaran en € follgje del
arbol. El principal sintoma del dafio es la pulpa seca y éste solo se puede
apreciar internamente a abrir e fruto. Los citricos helados, una vez
descongelados, exhiben también sintomas como gaos pegados con la
membrana hiumeda debido al zumo extravasado y la presencia en la pulpa de
cristales de hesperidina en forma puntos blancos. Si la helada es ligera se
puede secar solo un ggjo. Cuando han transcurrido varios dias después de la
helada, aparecen otros sintomas como la desviacion en zig-zag de las
membranas de los gajos (tabiques) y se pueden ver oquedades en €l interior de
la pulpa por ausencia de zumo (Figura 4.11). (Roger, 1991; Timmer et al.,
2002).

Figura4.11. Dafio producido por helada en campo.
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45. Seleccién de secuencias de RMI para la obtencion de imagenes
internas de alta calidad

Este estudio se planted con € propdsito de evaluar diferentes técnicas
de reconstruccién de imégenes que se pueden utilizar con e equipo RMI, y
estudiar como éstas afectan la calidad de las imégenes del interior de
melocotonesy de citricos. Se establecieron, en cadatipo de fruto, seis criterios
de calidad que deben cumplir las imégenes obtenidas, con €l fin de seleccionar
las secuencias y pardmetros que faciliten posteriormente la deteccion
automética y anticipada, de manera no destructiva, de los distintos tipos de
danos internos no visibles que los afectan.

45.1. Meocotones

Empleando 8 frutos de melocotdn y 8 de nectarina, fueron probadas las
secuencias espin eco (SE, TSE, HSE), inversion recuperacion (IR, STIR),
multieco (ME, TME) y ecogradiente (GE, GE STIR) con adquisicién de las
imagenes en 2D y 3D. Estas son las secuencias mas importantes que permite
gjecutar € equipo RMI. Se programaron diferentes valores en los pardmetros
tiempo eco Tg, tiempo de repeticién Tg, tiempo de inversion T,, angulo de
basculacién g, campo de visién FOV, tamafio de matriz m x n, nmero de
excitaciones Ne, espesor d, y nimero de cortes segun las secuencias
empleadas, para estudiar su efecto en la calidad de la imagen. En total fueron
evaluadas 40 secuencias sin repeticiones. En la Tabla 4.1 se indican los
parametros programados y €l tipo de contraste que se consigue en todas las 40
secuencias de RMI. Se resdtan en negrita las secuencias que serdn mas
adelante referenciadas en el capitul o de resultados.

Tabla4.1. Tiposde secuencias, contraste que se obtieney parametros

pr ogramados par a la reconstruccion deimagenes de RM.

Secuencia Tioo | 1magen | CONtras Te Tr | Espesor # N Matriz FOV
# P g te ms | ms | mm |cortes| | mxn mm x mm
1 SE 2D T, 18 110 50 3 1 256x256 100x100
2 SE 2D T, 18 110 50 3 4 256x256 100x100
3 SE 2D T, 18 110 50 3 1 192x192 100x100
4 SE 2D T, 18 110 50 3 4 192x192 100x100
5 SE 2D T 18 110 50 3 4 256x256 200x200
6 SE 2D T, 18 110 50 3 1 192x192 200x200
7 SE 2D T, 18 110 50 3 4 192x128 200x200
8 SE 2D Ty 18 110 50 3 4 192x192 200x200
9 SE 2D T, 18 140 50 4 4 192x192 200x200
10 SE 2D Ty 18 170 50 5 4 192x192 200x200
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11 SE 2D T, 24 500 10 3 1 192x192 160x160
12 SE 2D T, 80 450 5,0 3 1 192x192 200x200
13 SE 2D T, 80 5000 5,0 1 1 192x192 200x200
14 SE 2D T, 120 540 5,0 3 1 192x192 200x200
15 SE 2D T, 90 1260 5,0 8 1 192x160 160x160
16 TSE 2D T, 120 570 5,0 3 1 192x192 200x200
17 TSE 2D T, 120 570 5,0 3 3 192x192 200x200
18 HSE 2D T, 12 110 45 3 4 192x192 200x200
19 SE 3D T, 8 30 6,2 9 1 [ 192x160x32 | 160x160x100
20 SE 3D T, 8 30 6,2 9 1 ] 192x192x32 | 200x200x100
21 SE 3D T, 16 35 1,3 26 1 ] 192x128x24 | 120x120x40
22 SE 3D T, 16 35 6,6 7 1 ]192x192x32 | 200x200x70
18
23 IR 2D T1 2200 780 50 5 1 192x192 200x200
18
24 IR 2D T1 T,=400 780 50 5 1 192x192 200x200
18
25 IR 2D T1 T,=400 780 50 5 1 192x192 200x200
26 STIR | 2D | 2, | 0| s0 5 1 | 192x192 | 200x200
=
Eco 1
27 ME 2D D.P. T.=38 450 50 3 1 192x192 200x200
=
Eco 2
28 ME 2D T, T=90 450 50 3 1 192x192 200x200
=
Eco 1
29 ME 2D D.P. T.=138 450 5,0 3 3 192x192 200x200
=
Eco 2
30 ME 2D T, T.=90 450 5,0 3 3 192x192 200x200
=
Eco 1
31 TME 2D D.P. T.-38 450 50 3 1 192x192 200x200
=
Eco 2
32 TME 2D T, T.=90 450 50 3 1 192x192 200x200
=
Eco 1
33 TME 2D D.P. T.=38 450 50 3 4 192x192 200x200
=
Eco 2
34 TME 2D T, T.—90 450 50 3 4 192x192 200x200
=
35 GE 2D T, 8 200 5,0 5 1 192x192 130x130
36 GE 2D T 8 200 5,0 5 1 192x192 200x200
37 GE 2D T, 8 200 5,0 5 2 192x192 200x200
38 GE 2D T, 8 225 5,0 5 1 192x192 200x200
GE- 12
39 STIR 2D T1 T=75 650 50 5 1 192x192 200x200
GE- 12
40 STIR 2D T1 T=75 475 50 5 1 192x192 200x200
Te: tiempo eco, Tr: tiempo de repeticion, Ne: nimero de excitaciones, FOV: campo de vision
SE: secuencia espin-eco.
TSE: secuencia similar a “fast spin eco” utiliza la media transformada de Fourier y dos ecos para obtener dos
imagenes, una contrastada en densidad protonicaDPy otraen T».
HSE: secuencia SE con muy corto Te para obtener imagen altamente contrastadaen T;.
IR: secuenciainversion recuperacion.
STIR: secuencia inversion recuperacion con corto tiempo de inversion T, para obtener imagenes con sefial nula de
las estructuras con grasa.
ME: secuencia multieco con dos ecos para obtener imagenes contrastadasen DPy en T».
TME: secuenciasimilar a“fast spin eco” paraimagenes contrastadasen DPy en To.
GE: Secuencia de eco gradiente.

GE-STIR: eco gradiente con inversién recuperacion para obtener imagenes con sefial nula de las estructuras con grasa.
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En cada secuencia se escogié un solo plano de corte central que
incluyera el hueso, y en varias de las secuencias se utilizé el mismo fruto en la
misma posicion. Los frutos fueron ubicados en € centro de la bobina de RF.

45.2. Citricos

En esta clase de frutos se evaluaron algunas de las secuencias probadas
anteriormente en melocotones, para analizar como funcionaban con citricos, y
se evaluaron ademés modificaciones de agunos parametros de éstas
secuencias. También se probaron otras secuencias y parametros diferentes, no
evaluadas en melocotones (turbo eco espin, inversion recuperacion y gradiente
eco). Para éste estudio se emplearon 12 frutos de distintas variedades, tales
como Vaencia Late, Navelina y Calamondin. Cada secuencia se aplicé para
obtener imégenes en varios planos coronales, paralelos al plano ecuatoria del
fruto y perpendiculares al gje imaginario que contiene a pedinculoy a céliz.

En la Tabla 4.2 se indican las 31 secuencias y los parametros
estudiados. Las primeras 22 secuencias permitieron obtener contraste en Ty y
las restantes 9 en T,. Las secuencias (1, 5, 23, 26 y 28) resaltadas en negrita
corresponden a las secuencias que fueron probadas y seleccionadas para €l
caso de |os frutos de hueso.

Tabla 4.2. Secuenciasy parametros evaluados en los frutos de citricos.

Secuencia .
# Tipo Contraste Te | Tr | Espesor N Matriz rfl?n\)/( RS/I\/IIQI
ms| ms | mm &l mxn mm
1 Eco espin T, 18 | 110 5 4 ]192x192| 200x200 67
2 Eco espin T, 18 | 110 10 4 ]192x192| 200x200 | 123
3 Eco espin T, 18 | 110 10 1 |192x192| 200x200 57
4 Eco espin T, 18 | 110 10 4 |192x192| 160x160 85
5 Eco espin T, 18 | 170 5 4 ]192x192| 200x200 | 100
6 Eco espin T, 18 | 170 10 4 |256x256| 100x100 | 33
7 Eco espin T, 18 | 170 10 4 ]192x192| 160x160 | 128
8 Eco espin T, 18 | 170 10 4 |192x192| 200x200 | 200
9 Eco espin T, 24 | 500 5 3 [192x192| 200x200 | 203
10 Eco espin T, 24 | 500 5 3 [ 192x192| 160x160 | 130
11 Eco espin T, 24 | 500 10 3 [192x192| 100x100 | 102
12 Eco espin T, 24 | 500 5 1 |192x192| 160x160 65
13 Eco espin T, 24 | 500 10 1 |192x192| 160x160 | 150
14 Eco espin T, 18 | 1000 5 1 |192x192| 200x200 | 121
15 Inversién Recuperacion* T, 18 | 780 5 1 |192x192| 200x200 | 133
16 Inversién Recuperacion* T, 18 | 780 10 1 |192x192| 200x200 | 267
17 Gradiente eco+ T, 8 | 200 5 1 |192x192| 200x200 71
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18 Gradiente eco+ T, 8 | 200 5 2 |192x192| 200x200 | 101
19 Gradiente eco+ T, 8 | 200 5 2 |192x192| 130x130 | 43
20 Gradiente eco+ T, 8 | 275 5 2 |192x128| 200x200 | 131
21 Gradiente eco T, 8 | 180 5 2 [192x192| 200x200 | 85
22 Gradiente eco T, 8 | 400 5 2 |192x192| 200x200 | 104
23 Eco espin T, 120 | 540 5 1 [192x192| 200x200 | 90
24 Eco espin T, 120 | 540 10 1 |192x192| 160x160 | 115
25 Eco espin T, 90 | 540 5 1 |192x192| 200x200 | 167
26 Turbo eco espin T, 120( 570 5 1 [192x192| 200x200 | 70
27 Turbo eco espin T, 120] 570 10 1 ]192x192| 160x160 | 90
28 Eco espin T, 90 | 1260 5 1 |192x160| 160x160 | 147
29 Eco espin T, 80 [1000| 10 1 |[192x192| 200x200 | 500
30 Eco espin T, 120 | 1500 5 1 |192x192| 200x200 | 117
31 Eco espin T, 90 | 1500 5 1 [192x192| 160x160 | 136

* Tiempo de inversion = 400ms, + Angulo de basculacion = 35°, & Angulo de basculacion = 90°

4.5.3. Procesamiento digital de las imagenes y analisis de criterios de
calidad

Tanto en los frutos de hueso como en los citricos se siguio, para
analizar las imégenes RMI, e procedimiento general esguematizado en €l
diagrama de flujo de la Figura 4.12. Este procedimiento fue planteado por €l
autor y se basd en métodos de andlisis de imagenes RMI ampliamente usados
(Hornak 1996; Kastter et al., 1997; Burdon y Clark 2001; Clark y MacFall,
2003; Lammertyn et al., 2003 ab). Primero se seleccioné una region de
interés ROI rectangular correspondiente al fruto. En ésta se seleccionaron y
muestrearon ROI’s correspondientes al fondo y a las diferentes estructuras
internas. Luego se determiné la intensidad media de la sefid, en nivel de gris,
de los pixeles de estas regiones y se calcul6 la desviacion tipica (DE) de los
pixeles de la region del fondo. Para determinar la sefial media de los pixelesy
su desviacion tipica se emplearon dos algoritmos escritos en lenguaje C-script
(ver numeral 4.8 relacionado con las herramientas de programacion). Las
sentencias de estos algoritmos se muestran en los Anexos A5 y A6,
respectivamente). Con la informacion estadistica obtenida se determinaron en
todas las secuencias, utilizando la ecuacion (2.53), citada en la revision
bibliogréfica, e contraste entre la region de la pulpa del fruto y el fondo, y €
contraste i entre estructuras contiguas, y con la ecuacion (2.52), la relacion
S'Riondo para e fondo de la imagen. Ademés, en cada imagen se registré la
relacion S/IR de la imagen RMI entregada por € equipo, y s se presentaba o
no algun tipo de artefacto. Finalmente, se calculé a partir de la ecuacién (2.43)
el volumen del voxel como indicador de la resolucion de la imagen RMI
original.
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Figura 4.12. Procesamiento digital de lasimégenes RMI.

En el caso de los melocotones se muestrearon todos los pixeles de las
regiones de pulpa y hueso, mientras que en los citricos se muestrearon el
flavedo, el abedo, € tabique, la pulpa y la columela, con tres repeticiones y
con un tamafio por muestra que varié entre 20 y 100 pixeles, dependiendo de
la estructura. Las muestras fueron escogidas, de forma manual, en sitios
diferentes de la imagen para obtener mayor representabilidad de las sefides
emitidas por cada una. En la Figura 4.13 se muestran las regiones de interés
seleccionadas y procesadas en |os dos tipos de frutos estudiados.

tabﬁque

(m]
O

columela

Figura 4.13. Regionesdeinterés ROl procesadas.
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El procedimiento anterior permitié obtener informacién antes del
procesamiento (salidas rojas en e diagrama de flujo) y después del
procesamiento (salidas azules), que fue usada para establecer |os criterios de
calidad indicados en la Tabla 4.3. Estos criterios fueron definidos por el autor
para seleccionar las mejores secuencias, contrastadas en T, y en T, de todas
las evaluadas en los dos tipos de fruto.

Tabla 4.3. Criterios de calidad definidos para la seleccion de secuencias.

# Criterio M elocotones Citricos
1 Relacion S/R > 60 % > 60 %
2 Artefacto Ausencia Ausencia
3 Tiempo de <300s <300s
adquisicién
4 Volumen de voxel <6mm’ <7 mm®
: ; Cc pulpa-fondo = 70 (enTyy T2) Cc pul patabique = 20 (en Tl)
5 Contraste, nivel gris C pulpa-hueso = 30 (enTiy T2) c pul pa-tabique > 15 (en TZ)
6 Relacion SR tondo >50% > 100 %

Los criterios fueron aplicados segun € tipo de fruto, en el orden arriba
presentado, a todas y cada una de las imégenes organizadas por grupos de
secuencias con la misma ponderacion de contraste. Si la imagen obtenida con
la secuencia i cumplia €l criterio 1 pasaba a ser evaluada con el aiterio 2, en
caso contrario se eliminaba dicha secuencia, y asi sucesivamente hasta |legar
al criterio 6.

Para el caso de melocotones, |as imagenes se agruparon en 3, € primer
grupo fue de 24 imagenes correspondientes a las secuencias ponderadas en Ty,
el segundo fue de 12 imégenes contrastadas en T,, y @ Ultimo fue de 4
imagenes contrastadas en DP. Para los citricos, resultaron dos grupos, €l
primero de 22 iméagenes contrastadas en T, y €l otro de 9 contrastadas en To.
Cabe aqui anotar que se decidié utilizar, para los citricos, entre todos los
contrastes calculados, el contraste pulpa-tabique, como criterio de seleccién
debido a que este presentd para todos los frutos estudiados, en promedio, €l
menor valor de todos los contrastes, como se vera méas adelante en el capitulo
de resultados. Ademas, la dimension de un tabique es muy inferior a
dimension de las demés estructuras, por lo cual resulta muy importante que la
secuencia seleccionada sea capaz de contrastar bien esta estructura respecto a
la pulpa.
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Las imagenes que cumplieron con todos los 6 criterios establecidos,
fueron seleccionadas, tanto en los melocotones como en los citricos, como las
imagenes de las secuencias que permiten obtener la mejor calidad del interior
de estos tipos de frutos. En los melocotones se escogid solo la secuencia que
presentd la mayor relacion SR, antes del procesamiento digital, para ser
evaluada en ensayos preliminares de fruta con deterioros internos. En los
citricos se escogieron dos secuencias, una en T, y otra T, para su evaluacion
posterior en la deteccion de dafios internos.

4.6. Preparacion de muestrasy adquisicion de lasimagenes
4.6.1. Melocotones
4.6.1.1. Ensayo preliminar

Se hizo un seguimiento a la evolucion en el tiempo de la sefial mediay
del contraste (nivel de gris) que presentan entre diferentes regiones de
imagenes obtenidas por RMI, a partir de 17 frutos de melocoton, variedad
Baby Gold de pulpa amarilla, afectados por la inoculacion del hongo
Penicillium digitatum, por larvas de Ceratitis capitata y por muy baa
temperatura de almacenamiento.

- Inoculacién de Penicillium digitatum Saccardo. En esta primera
experiencia de deteccién de dafio, se decidi6 usar P. digitatum por la rapidez
de consecucién y obtencion de sus esporas. Aunque es un hongo que produce
importantes podredumbres en |os melocotones, sus sintomas son externosy se
utilizé aqui, solo con el proposito de propiciar una podredumbre interior de los
tgjidos de la pulpa para buscar detectarla con RMI. Se utilizaron siete frutos
completamente sanos adquiridos en un supermercado local, que fueron
etiquetados del 1 a 7 para aplicar en cada uno de ellos un método de
inoculacion artificial de una solucion del hongo, con una concentracién de
esporas previamente preparada, como se indicaen laTabla4.4.

Los frutos 3 y 7 se utilizaron como control y fueron inoculados en

formaidéntica con agua destilada para contrastar |os métodos de inoculacion 1
y 2, respectivamente.
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Tabla 4.4. Méodos de inoculacién y concentracién de espor as empleados.
Fruto No. M étodo deinoculacién  Concentracion (# esporas/ ml)

1 1* 10°
2 1 10°
3 1 0 (agua destilada)
4 %% 10°
5 2 10*
6 2 10°
7 2 0 (agua destilada)

* El fruto fue partido en dos y se retir6 la porcién menor, en la porcién mayor sobre el
mesocarpio se depositaron 4 gotas de la solucion con esporas, y se unieron nuevamente las dos
porciones sujetandolas con goma y cinta Parafilm®.

** E| fruto fue inyectado en cuatro puntos ecuatoriales diametralmente opuestos utilizando una
jeringuilla con + 0,01 ml de solucién con esporas a 20 mm de profundidad desde la piel. Al
retirar la aguja del fruto, se limpio el rebose de solucién sobre la piel con algodén impregnado
deetanal, el orificio se cubri6 con cinta sujeta al fruto con una goma.

Después de inocular los frutos se dio inicio al experimento. Los frutos
permanecieron, durante todo el ensayo, separados unos de otros dentro de
bolsas de polietileno negro y almacenados en el Laboratorio de Resonancia
Magnética, a una temperatura media de 24°C y una humedad relativa media
fuera de las bolsas del 53%.

- Daiio por larvas de Ceratitis capitata Wied. Se utilizaron cuatro
frutos picados por C. capitata en e momento de la cosecha y en los que la
picadura pasaba muy desapercibida. Los frutos, que fueron previamente
almacenados durante 4 dias en camara a 12°C y HR del 73%, a inicio del
ensayo presentaban una apariencia externa sanay apenas se apreciaba en ellos
unos cuantos puntos oscuros en la piel, por los cuales el insecto produjo la
infeccion en campo. Estos frutos fueron lavados y desinfectados externamente
con una solucién de hipoclorito de sodio y etanol antes de iniciar e ensayo,
con € fin de dgjar limpia la piel de lafrutay evitar el posterior desarrollo de
hongos arededor de las picaduras. Las exploraciones con el equipo de RM se
realizaron durante siete dias en tres ocasiones; la primera, a inicio del ensayo
(dia 0); lasegunda, a 4 6 5 dia; y latercera, a 6 6 7 dia. Los frutos también
permanecieron durante e ensayo almacenados en e Laboratorio de
Resonancia bajo las mismas condiciones de las muestras anteriores.

- Almacenamiento a muy baja temperatura. Se utilizaron seis frutos
gue fueron amacenados previamente por dos dias en cdmara a 10°C hasta €l
comienzo del ensayo, momento en que fueron divididos en dos grupos de tres
y cada grupo se codifico con las letras C 6 N. El grupo N fue almacenado en
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una frigorifico comercia a una temperatura media de 1°C y e grupo C fue
almacenado en e congelador de la misma, a una temperatura media de -10°C
con € propdsito de asegurar e congelamiento de los frutos. La humedad
relativa media registrada en € interior del frigorifico fue del 60%. Se
realizaron tres exploraciones de RMI; d inicio, alos dos diasy alos cinco dias
de amacenamiento. En cada exploracién los frutos se trasladaron al equipo
envueltos en papel plata y utilizando una nevera portétil para reducir €l
aumento de su temperatura.

Adquisicion y procesamiento de lasiméagenes

En todas las muestras del ensayo se utilizo parala reconstruccion de las
imagenes, la secuencia eco espin contrastada en T; (secuencia #10 en la Tabla
4.1), escogida como meor secuencia en e estudio de seleccion antes
explicado. Los parametros usados fueron: Tg=18 ms, Tr = 170 ms, Ne = 4,
una matriz de 192x192, un FOV de 200x200 mm?y cinco cortes de 10 mm
de espesor. Las exploraciones con esta secuencia se hicieron en diferentes
tiempos segln las muestras preparadas para los diferentes dafios como se
indicaen laTabla4.5.

Tabla4.5. Tiempo de exploracion de las muestras en ensayo preliminar.

Tiempo Muestras preparadas con
P. digitatum C. capitata Baja Temperatura
Inicio X X X
20 horas X
48 - X X
92 X
4 dias X
5 X X
6 X
7 X

El procesamiento digital usado en las imagenes RMI resultantes de las
exploraciones se esquematiza en el diagramade flujo de laFigura 4.14.

Primero se readizd la calibracién de los pixeles de la imagen en la
direccidn x e y con las dimensiones reales de la fruta. Para esto se consideraron
las dimensiones del campo de visién FOV, ancho (direccién x) y alto
(direccion y), con las cuales se reconstruy6 la imagen, y se contabilizo el
nimero de pixeles presentes alo largo de unalinea, en estas dos dimensiones,
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en la imagen RMI digitalizada a 8 bit. En las imégenes obtenidas en este
ensayo preliminar setiene que 1 pixel=0,4 mm, para ambas direcciones.

De la imagen RMI original se selecciond una ROI rectangular
correspondiente al fruto y se separ6 el fondo, aprovechando que éste era més
oscuro que la pulpa del fruto. A continuacion, a la imagen sin fondo se le
aplicd un filtro de media para restarle ruido a los pixeles de la pulpa. Luego,
utilizando una funcién de seleccién, basada en la luminosidad de los pixeles
con determinada tolerancia, se separaron las regiones de la pulpa, €l hueso, la
semillay e dafio.

En el caso de las muestras inoculadas con e hongo, la region afectada
presentaba pixeles mas brillantes localizados alrededor de la zona inoculada
En los frutos afectados por larvas de mosca, € dafio se presentd como zonas
con pixeles més oscuros localizados dentro del mesocarpio. En los frutos
congelados € dafio se manifestd en un oscurecimiento de los pixeles
correspondientes a la semilla, a hueso y parte del mesocarpio. En cada una de
las anteriores regiones, para los diferentes tiempos de exploracion, se
construyeron los histogramas de distribucion de niveles de gris, se determind
el &rea, en mm?, de las regiones de pulpay dafio, la sefial media de los pixeles,
en nivel de grises, y se calcul6 e contraste entre regiones, también en nivel de
grises. En las muestras tratadas a muy bajas temperaturas, las sefiales medias
fueron comparadas mediante e test de minima diferencia significativa a un
nivel del 5%. Adicionalmente, antes de las exploraciones, |os frutos se pesaron
para registrar la perdida de agua durante € ensayo. Al final fue realizado, en
cada fruto, para la comprobacion visual del dafio, un corte en un plano similar
al plano de las imégenes RMI adquiridas.
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Figura 4.14. Procesamiento deimagenesdel ensayo preliminar.

4.6.1.2. Frutoscon hongo saprofito

Para este estudio se empled una partida de 200 mel ocotones Calanda de
la variedad “Amarillo tardio” (clon “Jesca’), de pie amarilla y hueso
adherido, cosechados con una semana de antelacion a estado de maduracion
de recoleccidn, en una plantacién comercial de tres afios de edad, localizada en
Puig Moreno-Teruel (ver Anexo A3). Los frutos fueron recolectados a mano
en 20 aboles diferentes de la parcela, teniendo cuidado que estos no
presentaran sintomas externos de ningun tipo de dafio.
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Posteriormente fueron transportados con una temperatura entre 10 y
15°C hasta el laboratorio donde fueron lavados y desinfectados por inmersién
en una solucion de fungicida. La humedad superficial fue secada utilizando
aire forzado a temperatura ambiente durante 5 horas.

En un muestreo inicial, se observé que la partida contenia frutos con
dano interno (Figura 4.5) producido posiblemente por Alternaria sp., hongo
saprofito que pudo penetrar en los frutos, via peduncular, a abrirse el hueso
por algun factor fisioldgico producido, segun Lizar et al. (1993), por précticas
culturales inadecuadas, como € ferti-riego y el aclareo, cuando son realizadas
durante el periodo de endurecimiento del hueso.

De los 200 frutos, 182 fueron seleccionados a mano, de manera que
tuviesen un tamafio uniforme, los cuales fueron amacenados durante 4
semanas en un cuarto frio a una temperatura que vario durante el experimento
entre 1y 5°C y con una humedad relativa que oscil6 entre el 75y el 95%.

Las exploraciones de RMI se hicieron en los frutos, durante las
primeras dos semanas de amacenamiento, cadatres dias. A partir del dial7,y
hasta el dia 32, cuando finalizé € ensayo, las exploraciones fueron redlizadas
diariamente. En promedio se ensayaron 9 frutos en cada dia de exploracion.
Se aplicaron dos secuencias espin eco SE, contrastadas en T, y en T,, con los
parametros programados que se indican en la Tabla 4.6. La secuencia en T,
fue aplicada en dos planos, ecuatorial y longitudinal, y la secuencia en T, fue
aplicada solo en € plano ecuatorial. En 148 frutos se hizo sdlo una
exploracion, tras la cual se procedié a abrir € fruto para comprobar en su
interior la presencia o no del dafio ocasionado por el hongo saprofito. En los
34 frutos restantes se repitieron exploraciones y tan solo fueron abiertos
después de redlizarles la Ultima exploracion. Para los frutos que no presentaron
el dafio, las imégenes RMI fueron empleadas como testigos en € experimento.

4.6.1.3. Dafio por frio durante el almacenamiento

En este experimento se estimul6 e desarrollo de los sintomas de dafio
por frio en melocotones almacenados durante un mes, y se realizaron medidas
destructivas, simultaneamente con las exploraciones de los frutos, para tener
indices de referencia al momento de analizar los resultados obtenidos con la
tecnologia de RMI.
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Para lograr esto se emplearon 150 melocotones Calanda de la variedad
“Amarillo tardio” (clon “Jescd’), de piel amarilla y hueso adherido,
cosechados también como en e experimento anterior, con una semana de
antelacion a estado de maduracion de recoleccion en una finca de Puig
Moreno-Teruel. Los frutos, cosechados a mano en 15 érboles diferentes no
presentaron sintomas externos de ningun tipo de dafio (La caracterizacion de
la fruta se muestra en e Anexo A3). Los frutos fueron transportados al
laboratorio donde se les realiz6 €l mismo tratamiento previo del experimento
anterior.

Los 150 frutos, fueron divididos en dos grupos de 75. El primero fue
almacenado en una cdmara a una temperatura de 5°C y humedad relativa del
99% (tratamiento parainducir € dafio por frio), y €l otro fue admacenado a una
temperatura media de 1°C y humedad relativa del 99% (tratamiento control).
Ambos grupos permanecieron bajo estas condiciones durante 22 dias (fase de
almacenamiento previo).

Los frutos de cada tratamiento fueron explorados usando RMI en dos
planos, ecuatoria y longitudinal, con dos secuencias espin eco contrastadas en
T1 y en T, con los parametros que se indican en la Tabla 4.6. En cada
tratamiento se marcaron 5 frutos para realizar el seguimiento del dafio interno
mediante exploraciones de RMI durante todo €l experimento. En esta fase se
realizaron las exploraciones cada 3 dias y se realizd € registro del peso, €l
color de la epidermis exterior (colorimetro, coordenadas CIE L*a*b*), la
firmeza (penetrémetro, punta de 8 mm) y el contenido de azucares del zumo
(refractdmetro portatil), en los frutos de ambos tratamientos.

A partir del dia 23 los frutos de ambos tratamientos fueron trasladados
a una camara comun, de maduracion, con una temperatura media de 20°C y
una humedad relativa del 80%, en donde permanecieron 10 dias mas. Durante
este periodo se evalud diariamente, la calidad interna de siete frutos por
tratamiento, mediante exploracion con las secuencias RMI antes mencionadas.
Después de la exploracion, en cada fruto se registr6 nuevamente el peso, €l
color de la epidermis, lafirmezay la concentracion de solidos solubles (CSS),
y finamente se procedié a realizarles una diseccion, en el mismo plano de la
exploracion RMI, para registrar € color de la pulpay realizar una inspeccion
visual de sintomas de dafio por frio (indices de textura y pardeamiento),
utilizando la escala y sintomatologia propuesta por Crisosto et al., 2003
(Anexo A4). Durante esta fase del experimento también se exploraron
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diariamente los cinco frutos de seguimiento por tratamiento, para registrar su
evolucion durante la maduracion. En éstos, a medida que se detectaban
sintomas de marchitamiento en la piel, se procedia a realizarles las mediciones
destructivas.

Los valores medios para cada una de |las propiedades registradas en los
frutos, en cada periodo de amacenamiento, fueron comparados entre
tratamientos y para cada tratamiento se compararon por dia de exploracion;
mediante prueba LSD a 95%, para establecer el momento de la aparicion los
sintomas, €l porcentgje de frutos afectados y €l grado de dafio por frio en cada
tratamiento. Los resultados obtenidos se compararon con la deteccién
automética, basada en las imégenes RMI, que redlizaron los diferentes
algoritmos desarrollados y que més adel ante se explican.

4.6.1.4. Frutos con picadura de Ceratitis capitata

En este experimento se produjeron artificialmente, en condiciones de
laboratorio, picaduras de mosca del Mediterraneo sobrel5 frutos de melocoton
de la variedad Baby Gold, con un calibre medio de 60 mm y una categoria
comercia clase |. Paraesto los frutos fueron trasladados a |aboratorio de cria
de mosca del IVIA y se dgjaron alli, durante 24 horas, en una camara con
hembras y machos de C. capitata, recién emergidos de pupas. Las condiciones
medias de la cAmara en cuanto a temperatura y humedad relativa, fueron de
23,5°C y 75%, respectivamente.

Posteriormente, 1os frutos se retiraron de la cAmara para ser analizados
en un estereoscopio y marcar las regiones de picadura hechas por la mosca
sobre la piel del melocoton. En ocho de los frutos, estas marcas se usaron
luego como referencia para localizar dos planos de corte, longitudina y
ecuatorial, para ser usados durante la reconstruccion de las imagenes RMI. En
los siete frutos restantes se emplearon dos planos de corte, longitudina y
ecuatorial, localizados siempre en el centro de la fruta, para obtener en cada
dia de exploracion el mismo plano en las iméagenes RMI. Antes de exponer los
frutos en la cdmara con las moscas, se hizo una exploracion inicial para
obtener las imégenes testigos de los frutos sin dafio, y luego se realiz6 una
exploracion por dia, durante los cuatro dias siguientes, para obtener iméagenes
con dafio. También se registraron fotos digitales del exterior del fruto en cada
dia de exploracion. Solamente se aplicO en este experimento un tipo de
secuencia RMI, y fue la espin eco SE contrastada en T1, cuyos pardmetros
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empleados se muestran en la Tabla 4.6. Se utiliz6 solo esta secuencia en este
experimento debido a que la secuencia SE en T, no permitid contrastar bien,
en las imégenes, las picaduras de la pulpa.

Las dos secuencias espin eco, contrastadas en T; y en T, (Tabla 4.6)
utilizadas para estudiar estos dafios internos producidos en los melocotones,
fueron buscadas a partir de las secuencias escogidas en el estudio de seleccién
explicado antes en e numera 4.5.1, y fueron definidas también, como
resultado de la busgueda de secuencias para obtener imagenes de alta calidad
en citricos, procedimiento explicado, también, en el numeral 4.5.2. Ademés,
estas secuencias mostraron, en exploraciones preliminares, un alto contraste
entre las diferentes estructuras del fruto de melocoton, permitiendo una muy
buena calidad de imagen. Las razones de escogencia de estas dos secuencias
para estos experimentos se discutirdn con més detalle en e capitulo de
resultados. Los parametros y planos de exploracion empleados en cada uno de
los experimentos realizados se indican con una“X” en laTabla4.6.

Tabla 4.6. Secuencias, parametrosy planos de exploracién utilizados en
los experimentos de RM | con melocotones.

Espin Ecoen T, Espin Ecoen T,
Tr, Ms 500 Tr, ms 1500
Tg, ms 24 Tg, ms 90

FOV, mm x mm

160x160

FOV, mm x mm

160x160

SECUENCIA Matriz, 192x192 Matriz 192x192
Espesor, mm 10 Espesor, mm 5
# cortes 1 # cortes 1
Nex 1 Nex 1
Plano Ecuat. Plano long. Plano Ecuat. Plano L ong.

EXPERIMENTO

e

Hongo en campo

e

X

Secuenciano

usada*

Dafio por frioen
almacenamiento

X

X

Picadura de mosca

Secuencia no usada®

$ La secuencia espin eco, contrastada en T,, en este plano de corte, no se utilizo para detectar
este dafio debido al poco contraste obtenido entrelos tejidos afectados v la pul pa.
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El nimero de frutos empleados en cada experimento con melocotones
fue diferente debido a las condiciones en las que se provocaban los dafios. Por
giemplo, en e caso de dafio por frio se pudo utilizar mayor cantidad de fruta
por € volumen de las camaras de almacenamiento mientras para € dafio por
picadura de mosca, el espacio de las cdmaras de cria de mosca resultdé un
factor limitante.

4.6.2. Citricos
4.6.2.1. Inoculacion de hongos

Fueron recolectadas a mano 30 naranjas, variedad Vaencia Latex, de
una parcela del 1VIA. De estas se escogieron 16 frutas sin dafio visible y se
lavaron mediante inmersion de 5 minutos en una soluciéon de agua destilada
con hipoclorito de sodio a 5% y luego se desinfectaron, también por
inmersion durante 5 minutos, en una solucion de fungicida comercia
preparada a 0,1%. Posteriormente, los frutos fueron divididos en 4 grupos de
4 y colocados en bandgas que se dgaron en una camara de secado con
radiacion ultravioleta de un dia para otro. Al siguiente dia, en tres de los
grupos se procedié a la inoculacion de micelio de tres clases de hongos,
Alternaria citri, Botrytis cinerea y Diplodia natalensis. Los hongos habian
sido cultivados en el Laboratorio de Micologia del IVIA durante 15 dias, en
placas Petri con agar nutritivo como medio de cultivo (Figura 4.15).

il ll

Figura 4.15. Hongos inoculados en fase de micdlio.

El restante grupo de frutos fue degjado como control realizando sobre
ellos el mismo procedimiento de inoculacion, pero sin introducir hongo
alguno. El método de inoculacion consistio en realizar un orificio através del
pedinculo del fruto con una aguja de 2 mm de diametro y hasta una
profundidad de 40 mm, luego se recogié con la punta de un bisturi una
pequeiia cantidad de micelio del medio de cultivo, y se introdujo con la punta
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de un alambre fino en € interior del orificio, para finalmente sellar €l orificio
con cera caliente (Figura 4.16). Todos los instrumentos empleados fueron
flameados para evitar en |os frutos la contaminacién de otros patdgenos.

Figura 4.16. Método deinoculaciéhn del micdio.

Los tres grupos de frutos con hongo y €l grupo control se depositaron,
al finaizar la inoculacion, en cristalizadores previamente desinfectados con
alcohol. El fondo de cada cristalizador se cubri6 con un papel estéril,
humedecido con agua también estéril, para mantener la humedad relativa alta
en e interior de la cga durante todo € experimento. Cada fruto se coloco
sobre una placa de Petri, para evitar el contacto directo con el agua, y por cada
cristalizador se introdujeron cuatro frutos marcados previamente. Cada
cristalizador fue sellado a presién con un plastico transparente y una goma
(Figura4.17).

Figura 4.17. Cristalizadores con los frutosinoculados.

Los cristalizadores con los frutos fueron trasladados a Laboratorio de
Resonancia Magnética en donde permanecieron durante todo e experimento
bajo unas condiciones externas de temperatura media de 24,7 °C y de humedad
relativa media del 35,6%. La temperaturay humedad relativa en el interior de
los cristalizadores no fueron registradas.

Las adquisiciones de las imagenes se realizaron a inicio, y a
completar e dia 1, 2, 3, 6, 7, 9, 12, 13 y 14 de amacenamiento. Las
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secuencias utilizadas fueron las dos escogidas en e estudio de seleccion
(numeral 4.5.2.). Estas secuencias fueron aplicadas en dos planos, ecuatoria y
longitudinal, perpendiculares entre si. Los cortes (imégenes) obtenidos en cada
dia de exploracion, segun la secuenciay el plano aplicado, en los cuatro frutos
de cada uno de los grupos de tratamientos se indican en la Tabla 4.7.

Cada fruto fue explorado hasta el dia en que se evidencié externamente
la podredumbre producida por e hongo. Los 4 frutos del tratamiento control
se exploraron, respectivamente, hastael dia 9, 12, 13y 14. Todos los frutos, €
dia que se realizd la Ultima exploracion, fueron abiertos para verificar la
presencia 0 ausencia del dafio interior. Después, y de acuerdo con los
resultados de deteccidn automética, se determind el tiempo de anticipacion de
la deteccion del dafio de las imagenes RMI a la aparicion de los sintomas
externos en lafruta

Tabla 4.7. NUmero de cortes (imagenes) obtenidas por secuenciay plano.

SE 500-24-1, espesor 10mm (T,) SE 1500-90-1, espesor 5mm (T,)
Ecuatorial Longitudinal Ecuatorial Longitudinal
Fruto - : . :
#
1 1 1
2 1 1
3 1 1
4 1 0

Posteriormente se llevo a cabo, en un nuevo ensayo, e mismo
procedimiento de inoculacion utilizando un total de 60 naranjas de la variedad
Navel Barnfield. Las naranjas fueron divididas en 12 grupos de cinco frutos
gue se colocaron en esta ocasion en cgjas pléasticas con tapa hermética. Las 20
naranjas de cuatro cajas fueron inoculadas con micelio de A. citri, otras 20 se
inocularon con micelio de B. cirenea y las restantes 20 fueron utilizadas como
frutos de control. Todos los frutos se llevaron a Laboratorio de Resonancia
Magnética donde permanecieron a una temperatura media de 22°C y una
humedad relativa del 31% durante el tiempo que se extendié el ensayo.

L as exploraciones en este ensayo se redlizaron al inicio, y diariamente,
durante 11 dias, en las muestras con A. citri y durante 6 dias en las muestras
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con B. cirenea. Las secuencias utilizadas fueron las mismas del ensayo previo
con hongos. Estas secuencias fueron aplicadas, en cada fruto, utilizando solo
un corte en los planos ecuatorial y longitudinal, obteniendo de cada fruto
explorado cuatro imagenes RMI. Después de la exploracion cada fruto fue
pesado, se registré con una camara digital mediante fotografia tomada en €l
plano de la inoculacién, y se determind e indice de color medio de la
epidermis (IC), para tres zonas periféricas a orificio de inoculacién, usando
las coordenadas CIE L*a*b* con un colorimetro portétil, mediante la siguiente
expresion, utilizada especificamente para citricos (Alcafiz et al., 1999):

1000a*
L*b*

IC =

(4.1)

El dltimo dia de exploracién todos los frutos se abrieron, con cortes en
los planos ecuatorial y longitudinal, para verificar la presencia o ausencia del
dano interior producido por & hongo, y se determinaron los grados Brix del
zumo extraido de las cuatro porciones por fruto. Todas las propiedades
anteriores registradas en los frutos inoculados con hongos, fueron comparadas
estadisticamente con las registradas en los frutos de control y, a partir de los
resultados de deteccion automatica de los dafios, se determiné el tiempo de
anticipacién de la deteccion del dafio con RMI para los dos tipos de hongos
inoculados.

4.6.2.2. Frutos afectados por heladas en campo

Una muestra de 15 frutos de naranja de la variedad Navel Barnfield,
con apariencia externa sana, fue recolectada en una parcela experimental del
IVIA en Moncada-Vaencia, la cua habia sido afectada por heladas
ocasionando dafios valorados como leves (categoria |, la fruta presentaba a
abrirla agun gajo seco). Otra muestra de 20 frutos, también con apariencia
externa sana, fue seleccionada de una muestra con 50 frutos de naranja
variedad Lane Late, proveniente de Cheste-Valencia, afectada también por
heladas en campo con dafios en la fruta valorados como muy severos
(categoria 11, a abrir e fruto se observaban varios gajos secos, tabiques
desviados y oquedades en la pulpa). Como frutos testigos para las dos
categorias de dafio por heladas, se utilizaron 20 frutos de naranja variedad
Navelate, de apariencia externa sana, seleccionados a mano de una muestra de
50 frutos recolectada en una parcela experimental del 1VIA, que no habia sido
afectada por las heladas de campo.
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Todos los frutos fueron lavados, desinfectados y |levados al |aboratorio
de RM pararedlizarles las exploraciones durante un solo dia. Las secuenciasy
planos de exploracion utilizados segiin los tratamientos se muestran en la
Tabla4.8.

Tabla 4.8. Secuenciasy planos de exploracion empleados par a detectar
dafio por heladas en citricos.

Tratamiento Variedad SEen T, GEen T,™ SEen Tp*
Ecua Long. | Ecua. Long. | Ecua. Long.
Dafio Categorial | Navel Barnfield | X X X X
Dafio Categorialll Lane Late X X X X
Testigo Navelate X X X X

*  Secuencias Espin Eco utilizadas en los anteriores experimentos
**  Secuencia Gradiente Eco

La secuencia Gradiente Eco que fue aplicada en este experimento
empled los siguientes parametros: Te de 8ms, Tg de 30ms, una excitacion,
angulo de basculacion de 45° espesor de corte de 10mm, FOV de
200x100mn?, y matriz de192x128. Esta secuencia, que ain no se habia
ensayado y permite reconstruir laimagen RMI con baja calidad, fue empleada
aqui por el minimo tiempo de adquisicion que utiliza (solo 4 segundos), muy
interesante de estudiar para éste especifico dafio en |os citricos.

En todos los frutos se registré € peso, y la apariencia externa, en €l
plano ecuatoria y longitudinal, se determind con el indice de color medio (IC)
apartir de las coordenadas CIE L*a*b* obtenidas en tres puntos diferentes de
la piel localizados en la zona ecuatorial. Después de la Ultima exploracion los
frutos se abrieron para verificar en su interior la presencia o no de los sintomas
del dafio. Ademés se determinaron los grados Brix del zumo extraido de las
porciones del fruto. Estas propiedades se compararon mediante prueba LSD a
95% entre los dos tratamientos con dafio y el tratamiento control.

4.7. Algoritmos desarrollados para la deteccion de dafios

Antes del procesamiento digital de las imégenes RMI obtenidas para
cada tipo de muestra con dafio (experimento) se crearon dos bases de datos,
una con las imégenes en las que se apreciaba visuamente € dafio y otraen las
gue no se observaba este (imégenes de control). Dentro de cada experimento,
las imagenes a su vez fueron sub-agrupadas por tipo secuencia (espin eco en
T1 y espin eco en T,) y por e plano de corte aplicado (ecuatoria vy

110



longitudinal). De cada subgrupo de imagenes se selecciond una muestra,
completamente al azar, conformada por el 25% de las imagenes, las cuaes se
utilizaron para la fase entrenamiento de los algoritmos de procesamiento
digita desarrollados para detectar de manera automética el dafio en cada
experimento. El restante 75% de las imagenes en cada subgrupo fue utilizado
paralafase de validacion del  respectivo algoritmo. Esta clasificacion se llevd
a cabo tanto en las imagenes RMI obtenidas en los experimentos de
mel ocotones como en |os realizados con citricos.

4.7.1. Algoritmos empleados en los melocotones
4.7.1.1. Deteccion de dafos producidos por e hongo saprofitoy por frio

El dafio observado en las imagenes RMI afectadas por frio, se presentd
en forma de pequefias manchas distribuidas en formairregular sobre gran parte
de la pulpa del melocotén, mostrando en la pulpa una texturd diferente a la
presentada por la pulpa de un fruto sano. Para €l caso de las imagenes RMI de
mel ocotones con dafio por hongo, estas manchas se presentaron sobre la pulpa
en menor cantidad pero con mayor contraste. Después de redlizar varios
procesamientos preliminares de las iméagenes, se encontré que ambos tipos de
dafios podrian tratarse de forma muy similar.

En la Figura 4.18 se esquematiza d algoritmo completo utilizado para
la deteccion de estos dos tipos de dafio. Previamente, se realizo la calibracion
de los pixeles con las dimensiones reales de los frutos. Para esto se elaboraron
tres algoritmos (Anexo A6) que fueron usados tanto en las imagenes de
mel ocotones como de citricos, dependiendo del campo de visién y de la matriz
de reconstruccion utilizada en la adquisicion.

Durante la fase de entrenamiento de los algoritmos de deteccion, se
buscaron los umbrales de segmentacion de los contornos de fruto y se
extrgjeron los pardmetros, con sus intervalos de clase, que fueron usados
posteriormente para la validacion del algoritmo con muestras independientes.
A continuacion se explica, de forma genérica, la estructura del agoritmo. No
obstante y considerando que el procedimiento desarrollado para deteccién de
los dafios es, en s mismo, una contribucion de esta tesis, los detalles de las
partes de cada algoritmo son presentados en € capitulo de resultados.

A disposicion espacial de los niveles de gris de los pixeles en una determinada region.
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Calibracion de pixeles 5,...... ROI del fruto

v

Busqueda de umbrales de
segmentacion de contor nos

v

Procesamiento de iméagenes

Imagen binariadela
pulpacon o sin dafio

v

Anadlisisde manchas

Distincién entrefrutoy
fondo

Eliminacion de
regionessin interés

v

Segmentacion de
manchas

Seleccion de
car acteristicas

v

Conteo de manchas
y extraccion de
car acteristicas

v

Clasificacion de manchas

Asignacion de etiquetas

Agrupacion y andlisis
estadistico

v

Definicion de intervalos
declase

v

I Aplicacion defiltro declase I

v

Deteccion de manchas
dedafio

Figura 4.18. Esquema dd algoritmo para la deteccion de dafios por hongo saprofito y
por frio en melocoton.
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Estructura del algoritmo
Se destacan cuatro partes importantes (Figura 4.18) que son:

- Segmentacion de contornos. Se desarrollaron tres algoritmos
independientes para buscar € umbra des segmentacion de los contornos de
pulpay €l dafio en las imagenes reconstruidas segin €l contraste y € plano de
exploracion.

- Procesamiento de imagen. Para obtener una imagen binaria de la
pulpa con o sin dafio se realizd un procesamiento basado en operaciones
l6gicas como la combinacion “AND”, operaciones aritméticas como la
substraccion de imégenes, operaciones morfologicas como la erosion para
quitar las capas de pixeles mas externas de la pulpay la aplicacion del filtro de
media para eliminar manchas de ruido en la pulpa.

- Andlisis de manchas. En esta parte primero se definio en la imagen
qué pixeles hacian parte del fondo, del hueso y del dafio y, qué pixeles hacian
parte de la pulpa. Segundo, se fij6 e tamafio de aguellas manchas que no se
consideraban dafio para descartarlas del andlisis. Tercero, laimagen binaria se
segmentd para dejar solo las manchas de interés. Cuarto, se seleccionaron las
caracteristicas: area, perimetro, longitud, compactacion y las coordenadas del
centroide (X, Y¢). Estas caracteristicas, y todas las que se usaron en los demas
algoritmos, son explicadas en €l numeral 4.8.5 sobre €l andlisis de manchas y
herramientas de programacion. Quinto, se procedio a conteo y extraccion de
las caracteristicas de las manchas.

- Clasificacibn de manchas. Primero, se asignaron etiquetas
(nombres) a las manchas, tanto en las imagenes con dafio como sin dafio, de
acuerdo con € tgiido o la estructura a la que correspondian en e fruto.
Segundo, para los dos tipos de imagen en cada subgrupo, las manchas con la
misma etiqueta se agruparon y se andizaron en ellas pardmetros de la
estadistica descriptiva, tales como la media, desviacion tipica y en los
cuartiles. Tercero, se definieron a partir de los datos estadisticos, los interval os
de valores de clase para cada caracteristica estudiada, y cuarto, éstos intervalos
se usaron posteriormente, como filtros de eliminacién de aguellas manchas
que no interesaban ser detectadas durante la validacion del algoritmo. Como
resultado final, e algoritmo entrega una imagen procesada, con 0 sin manchas,
indicando la deteccion o no deteccion del dafio.
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4.7.1.2. Deteccion del dafio por picadura de mosca

El dafio se presentd en las imagenes como peguefias regiones de
pixeles con un nivel de gris diferente a nivel de gris de los pixeles
circundantes de pulpa. Estas regiones se localizaron en la periferiadel fruto, en
[imites con laregion correspondiente a la epidermis.

Para abordar la deteccion de este defecto se analizaron diferentes
posibles alternativas, sin embargo € algoritmo empleado para la deteccion de
éste dafio fue, en su esquemay estructura general, similar a desarrollado para
la deteccion del dafio por frio y por hongo (Figura 4.18), con algunas
diferencias que seran explicadas juntos con las aternativas de procesamiento
en el capitulo de resultados.

4.7.2. Algoritmos empleados para la deteccion de dafios en citricos

L as regiones con dafio por hongos se observaron en las imagenes RMI,
como zonas localizadas con pixeles mas oscuros que las regiones de otras
estructuras como la pulpa, la columelay e albedo.

En el caso de los frutos afectados por las heladas, €l dafio se observo,
en los dos planos de las imagenes RMI, como regiones de pixeles més oscuras
que la regién correspondiente a la pulpa. Estas zonas oscuras se presentaron
entreveradas en la pulpa y su tamafio dependi6 de la categoria del dafio. Los
frutos con dafio més severo presentaron mayor nimero y tamafio de estas
zonas oscuras que los frutos con dafio més leve.

Debido a alto contraste general presentado entre las regiones afectadas
con relacién a las regiones sanas de la fruta, se decidid desarrollar un
algoritmo bastante similar para la deteccion supervisada de los dos tipos de
dano. El esquema general del algoritmo se presenta en la Figura 5.30 del
capitulo de resultados.

Estructura del algoritmo

Este esta compuesto como en el caso de los agoritmos desarrollados
para dafios en melocotdn por cuatro partes importantes:
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- Segmentacion de contornos. Consistié en la blsgueda de un umbral
de segmentacién de las regiones de dafio en las imagenes usadas durante la
fase de entrenamiento del algoritmo. Para las imagenes de citricos afectados
por hongos, este umbral se obtuvo a partir de la mediay la desviacion tipica de
las sefidles emitidas por éstas regiones y por las regiones de columela con
dafio, realizando para esto un muestreo en las imégenes de entrenamiento con
dafio. Para las imégenes de frutos con dafio por heladas, debido al gran
contraste presentado entre la pulpa y los dafios se utilizd € algoritmo de
busqueda automética de umbral.

- Procesamiento de imagen. Consistié basicamente en la aplicacion de
un filtro de media para suavizar la imagen y en € caso de las imégenes con
dafio por helada y en las imégenes contrastadas en T,-plano ecuatorial, del
ensayo con los tres hongos, se gjecutd e algoritmo de auto-segmentacion para
obtener unaimagen binaria del fruto.

- Andlisis de manchas. Para éste andlisis se usO la imagen, en escala
de grises o laimagen binaria, seglin se trataba de dafio por hongo o por helada,
respectivamente, y obtenidas durante la validacién del algoritmo. En las
imagenes de hongos contrastadas en To-plano sagital las manchas se fijaron
blancas y e fondo negro, en el resto de imagenes el fondo y € dafio se
establecié negro y la pulpa como blanca. Aqui se incorporaron para la
validacion del algoritmo los umbrales de segmentacion determinados durante
la fase de entrenamiento. Posteriormente, se seleccionaron las caracteristicas
de érea, perimetro, perimetro convexo, longitud, compactacién, rugosidad,
nimero de huecos y las coordenadas del centroide de la mancha para su
andlisis y extraccion.

- Clagificacion de manchas. Esta parte del agoritmo se realiz6 con un
procedimiento similar al utilizado en el caso de los mel ocotones.

4.8. Herramientas de andlisis de imagen y de programacion

En esta tesis se utilizd, para todo € procesamiento de las imagenes
RMI, el programa de aplicacion de andlisis de imagen Matrox Inspector®
version 2.2, bajo plataforma Windows. A continuacion se describen las
principales herramientas de procesamiento disponibles en este programa que
fueron utilizadas en estatesis pararedlizar los diferentes andlisis.
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4.8.1. Calibracioén de los pixeles

Permite representar las imégenes procesadas con las coordenadas
reales (unidades de longitud).

4.8.2. Seleccion deregion deinterés (ROI)

Permite seleccionar en una imagen una ROl con cualquier geometria
para realizar operaciones de procesamiento sobre ésta. También permite
definir una ROI basada en los niveles de gris de la imagen, utilizando la
herramienta “magic wand”, que escoge autométi camente todos los pixeles que
son similares en un especifico rango de nivel de gris que € usuario define.

4.8.3. Herramientas estadisticas

Intensidad media de nivel de grisde una ROI. Para cualquier tipo de
ROI seleccionada en unaimagen el valor medio de nivel de grises (Sy) de los
N pixeles que la conforman se calculé como:

N
O

as
== (4.2
Sw=— 42

Donde S es la intensidad de nivel de gris del pixel i. Este valor se
obtuvo para cada imagen con la expresion anterior aplicando € agoritmo
mediaROl.scr (ver anexo A5).

Desviacion tipica del nivel de gris de una ROI. La desviacion tipica
(DE) de la intensidad de nivel de gris de los N pixeles que conforman una
ROI, se caculd aplicando el algoritmo desviacionROl.scr (Anexo A6) la
expresion usada para éste fue:

(Sn-S)°

m

N
o
DE=a N-1

LY

Histogramas. Con esta opcion, del menu de herramientas estadisticas,
se obtuvo la distribucion de niveles de gris de los pixeles de una ROI
seleccionada previamente.

116



Perfiles. Mediante esta opcién del mismo menu, se obtuvo una
representacion de los niveles de gris de pixeles a lo largo de una linea recta
trazada en la imagen. El usuario puede definir e espesor de la linea, su
longitud y programar sus coordenadas de trazo.

4.8.4. Operaciones de procesamiento de imagen

Umbralizacion. Método ampliamente usado para convertir unaimagen
en escala de gris en unaimagen binaria, permitiendo separar objetos de interés
del fondo de la imagen. El tipo mas utilizado en este trabgo fue la
umbralizacion binaria, en la que una imagen original f(x,y) es convertida en
una nueva imagen g(x,y) para lacual:

_1ls f(x,y)3 T

T{0s f(xy)<T] (44)

a(x,y)

Donde T es un valor de umbra entre 0 y 255 definido por e usuario
paralaimagen f(x,y).

Umbralizacion automatica. Segmentacién binaria de la imagen
basada en la aplicacion automética de umbral. El agoritmo que utiliza el
programa analizala distribucion de nivel de grises en laimagen y selecciona el
umbral més apropiado a partir del histograma de la imagen. En el caso que €
histograma contenga solo dos picos, el valor de umbral es gjustado al minimo
valor entre los dos picos. Si el histograma contiene mas de dos picos, entonces
el valor de umbral es, generalmente, gjustado a un valor entre los dos picos
principales, con excepcion de las imégenes completamente oscuras (nivel de
gris = 0) y completamente saturadas (nivel de gris = 255). La macro
autoumbralizacion.scr, que viene incluida con € programa y ejecuta €l
algoritmo, se muestra en el anexo A8.

Operaciones de filtrado espacial. Basadas en procesamiento por
grupo de pixeles vecinos con el fin megiorar y suavizar imégenes, acentuar
contornos y remover ruido de una imagen. Los filtros utilizados en los
procesamientos de imagen fueron:

117



- Filtro de media: Filtro lineal en e que e valor de cada pixel h(i,j) es
reemplazado por el promedio ponderado de todos sus M pixeles vecinos f(k,l):

i)=& fkl)  @5)

(kI N

Donde N es € numero total de pixeles en la imagen. Este filtro pasa
bajo resulta efectivo para reducir las componentes de alta frecuencia (ruido
Gausiano). La mascara usada aqui fue de 3x3 con M=9.

- Filtro de mediana: este filtro reemplaza € valor de un pixel por la
mediana de los valores de los vecinos en una mascara hxn y se utilizé para
eliminar el ruido pulsatorio presente en las imagenes binarias procesadas.

- Filtro de Prewittt: filtro espacial para la deteccion de cambios de
gradiente de brillo en los pixeles adyacentes en una imagen. Realiza mediante
un operador derivativo, la busqueda de los cruces por cero utilizando las dos
Siguientes mascaras, aplicadas en la direcciones x e 'y, respectivamente:

&1 0 1 el 1 14
S,=§1 0 1;;S,=80 0 0j (46
&1 0 1§ @-1-1-1@

Operaciones aritméticas. Este procesamiento se basa en operaciones
pixel a pixel utilizando dos imégenes de entrada. La ecuacion general para €l
procesamiento por punto es:

O(x,y) = 1i(xy) #1,(xy) (47)

Donde 11(x,y) Y l2(x,y) representan las dos imagenes de entrada 'y 0(x,y)
es laimagen obtenida de la operacion de combinacion (#). Entre las funciones
de combinacion se incluyen operaciones mateméticas y logicas. Las
operaciones utilizadas en los agoritmos desarrollados fueron la de
substraccion (-) y la operacion l6gica de interseccion “AND”.

Operaciones morfolégicas. Basadas en la forma de los objetos son
aplicadas principamente a imégenes binarias mediante el uso de mascaras.
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Las operaciones morfolégicas utilizadas en los algoritmos fueron la erosion y
ladilatacion.

- Erosion: consiste en eliminar del objeto la capa més externas de
pixeles pertenecientes a objeto y cuyos vecinos pertenecen a fondo. Esta
operacion disminuye € tamafio del objeto y agranda agujeros.

- Dilatacion: consiste en afiadir una nueva capa exterior a objeto. En
este caso se buscan los puntos del fondo que tengan agun vecino
perteneciente a objeto para marcarlos como objeto, logrando aumentar el
tamaiio del objeto y disminuir el tamafio de |os agujeros.

4.8.5. Andlisisde manchas

Esta herramienta del programa permitié identificar regiones de pixeles
conectados, conocidas como manchas o “blobs’, pudiendo seleccionar, en
imagenes binarias, los pixeles blancos como regién de pulpa y los pixeles
negros pertenecientes a fondo y a los dafios de los frutos. También, permitid
eliminar de entrada manchas con determinada area minima y/o méaxima que no
interesaban en e andlisis. Las siguientes caracteristicas fueron consideradas en
el andlisis de las manchas:

Area (A). Numero de pixeles presentes en una mancha. Para una
imagen binaria B(i,j), A, esta dado por:

A=8 A B(.J) (48

i=1 j=1

Perimetro (P). Longitud total en pixeles alrededor de toda la frontera
de una mancha.

Perimetro convexo (Pc). Longitud en pixeles del casco convexo de
una mancha.

Longitud (L). Relacion entre el &ea (A) y e perimetro (P) de una
mancha:

_A
L=7 (49
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Compactaciéon (C). Relacion entre e perimetro (P) y € area (A) de
una mancha
P2
4pA

C=

(4.10)

Rugosidad (R). Relacién entre el perimetro (P) y €l perimetro convexo
(Pc) de una mancha:

P
=— (411
Pc (1)

Centroide (Xc,Yc). Posicion x e y del centro de gravedad de laimagen
B(i,j) de una mancha esta dada por |as ecuaciones:

aa is i a a i, j)
Xe=212 s yve=2E (412
A A

Diametro medio. Didmetro promedio de una mancha obtenido en ocho
angulos diferentes.

NuUumero de huecos. Tota de regiones de pixeles aislados dentro de
una mancha.

En e andlisis de manchas, después de seleccionar |as caracteristicas, se
realizé la segmentacion de la imagen y se contabilizd €l nimero de manchas
(regiones de pixeles negros) en la imagen binaria resultante. También, fue
posible con esta herramienta, crear filtros de clase para eliminar agquellas
manchas que no interesaban en € andlisis. Después de aplicar € filtro las
manchas fueron etiquetadas con un nimero. Finalmente, el programa entrega
una tabla de resultados, indicando para cada mancha los valores de las
caracteristicas extraidas.

4.8.6. Aplicacién de modelos
Esta opcion del menu de andlisis permitié explorar imagenes para

identificar objetos o partes, basdndose en la correlacién con un modelo. El
modelo es un patron de nivel de gris previamente definido a partir de una
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imagen muestra y utilizado para encontrar semejanzas (ocurrencias) de éste en
otras imagenes. En la creacion del modelo se definié su tamafio, se fijo e
nimero de ocurrencias que se requieren hallar en la imagen objetivo, s €l
patrén es buscado en toda la imagen o en determinada region, se definié el
nivel de aceptacion del modelo desde un 0% (no ocurrencia) hasta un 100%
(perfecta exactitud), se establecid la precision posiciona y se definio la
velocidad de busqueda del modelo.

4.8.7. Escrituray gecucion de macros

Este menu del programa permite automatizar la aplicacion de todas las
anteriores herramientas para € procesamiento de imagen mediante la
gjecucion de algoritmos escritos en  lenguaje C-script. Para esto utiliza una
ventana de interfase con el programa para crear, editar, cargar en la memoria,
depurar y gjecutar mediante macros, los algoritmos desarrollados.

En el programa, una “script” es un conjunto de una 0 méas sentencias
gue se pueden agrupar en unidades |lamadas funciones de escritura 0 macros.
Estas funciones permiten tomar pardmetros, contener diferentes sentencias y
[lamar a otras funciones de escritura. Los tipos de funciones de escritura que
se utilizaron fueron: propias del programa, creadas por €l usuario y funciones
externas DLL obtenidas de otras librerias.

Las macros del programa presentan una estructura en la que la primera
linea corresponde a una breve descripcion de lo que hace la macro
(//Descripcidn). Luego, aparece la linea de declaracion con la palabra clave
Def, un espacio, y e nombre de la macro seguido de paréntesis. A
continuacién y entre llaves { } para abrir y cerrar la macro aparecen, linea por
linea, & conjunto de sentencias utilizadas (cuerpo de la macro). Las sentencias
de una macro contienen variables, palabras claves y funciones (Figura4.19).
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£} EJEMPLOMACRO

9] 1z Bl -lale] 28]

IDescription: esta es la estructura de una macro

Det ejemplomacro|]
{
sentencias;
| IMAGEN1=funcion[parametrol, ..., parametron];
ImgClose(];
delete |_IMAGE1;

<

Figura 4.19. Estructura de una macro en lenguaje C-script.

Las variables, asignadas a objetos o0 ventanas que contienen
informacion, se nombran segin € tipo de informacion asi: |_nombre, para
imagenes, R_nombre, para ROI; B_nombre, para andlisis de manchas; y
M_nombre, para patrones de modelos, entre otras. Las variables se definen
siempre utilizando operadores de asignacion como el operador (=). Por
giemplo, I_IMAGEN21=funcion( ).

Las palabras claves son codigos de letras que €l programa utiliza para
gjecutar determinadas dérdenes. Por gjemplo; Def, se utiliza para definir una
macro o unafuncion. Delete, para borrar una variable, Return, para regresar €l
valor de una variable.

Las funciones de escritura presentan el siguiente formato:
nombre(parametro 1, ..., pardmetro n), donde nombre es el identificador de la
funcion y los n pardmetros son argumentos formales que representan la
informacion requerida para llamar una funciébn o una sentencia Los
parametros van separados por comas (,). Por ejemplo; ImgNewROI(long X1,
long Y1, long X2, long Y2), es una funcién que define una ROI rectangular
basada en las coordenadas de las esquinas extremas (X1, Y1) y (X2,Y2) de
una ROl rectangular trazada sobre una imagen. Todas las funciones de
escritura son accesibles en e programa a través de la opcidn “expression
builder” y se encuentran organizadas por modulos, como e maodulo de
calibracion, de imagen, de ROI, de operaciones morfologicas, aritméticas,
mapeo, filtros, y andlisis de manchas entre muchos otros.
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4.9. Evaluacién delos algoritmos

Una vez desarrollados todos los algoritmos de procesamiento digital, se
reaizo la evaluacion de la fase de validacion éstos. Las imégenes fueron
cargadas y procesadas una a una con la respectiva macro. Primero se
procesaron los subgrupos de imégenes con dafio y a continuacién los
subgrupos control (imégenes sin dafio). En cada imagen procesada con la
macro se registraba, para €l caso de la imagenes con dafio, si se detectaba
alguna mancha (deteccion acertada de fruto dafiado, DAFD) o si no se
detectaba (falsa deteccién de fruto dafiado, FDFD) y para las imagenes sin
dafio, si no se detectaba nada (deteccion acertada de fruto sano, DAFS) o si se
detectaba alguna mancha (fal sa deteccion de fruto sano, FDFS).

Con los registros anteriores se determinaron, en cada subgrupo de cada
experimento, |os porcentajes de aciertos y de falsas detecciones obtenidos por
la respectiva macro de la siguiente manera:

En las imégenes con dafio:

%DAFD = — PAFD 909 (4.13)

DET con dafno

%FDFD =— 2D 909 (4.14)

DET con dafio

En las iméagenes sin dafio:

DAFS

%DAFS = Y . 1~ *100 (4.15)
DET sn dafo

%FDFS = LSN* 100 (4.16)
DET sn dafo

Donde DET es el nimero total de imagenes utilizadas en la evaluacion
del agoritmo, segun plano y secuencia de exploracion aplicada en cada
experimento.
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Se deduce de las formulas anteriores que € agoritmo ideal deberia
permitir un %DAFD del 100% y un %FDFS del 0%, es decir que todo fruto
con dafio fuera detectado y que ningun fruto sano fuera detectado como
dafiado. Pero como en todos los sistemas de clasificacién se presentan
ineficiencias propias del sistema y debidas a los productos a clasificar, se
fijaron como valores limites de clasificacidn, tanto en melocotones como en
citricos, un %DAFD igual o superior del 80% y un %FDFSigual o inferior del
20%.

Los resultados de deteccion obtenidos por los algoritmos fueron
analizados seglin €l tipo de dafio presente en la fruta (experimento), segin €l
contraste de la secuenciay €l plano de exploracién utilizado.

Finalmente, los algoritmos desarrollados para las iméagenes RMI con
determinado tipo de darfio, reconstruidas con la misma secuenciay contraste y
con € mismo plano de exploracién (longitudinal y ecuatoria), fueron
evaluados con todos los demas subgrupos de imagenes RMI sin dafios de los
demas experimentos, con el propdsito de determinar la falsa discriminacion de
fruta sana como dafiada (%FDFS) que cada algoritmo permite obtener y
analizar de este modo la viabilidad de su agplicacién en un sistema automatico
de deteccion.
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CAPITULOS5

RESULTADOSY DISCUSION
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En e este capitulo se presentan, analizan y discuten los resultados
obtenidos durante €l desarrollo de ésta tesis. Unaimagen RMI de una fruta es,
en si misma, € resultado de una exploracion de RM redizada bajo
determinadas condiciones de la muestra y del equipo RMI. Por tanto cada
imagen RMI contiene una matriz de datos (pixeles) representados por
intensidades de nivel de grises, que permiten a investigador, en este caso,
inferir acerca de lo que esta pasando en €l interior de la fruta. Es por esto que
el lector se encontrarg, alo largo de éste capitulo, con muchas imagenes RMI
tabuladas y tratadas como datos de resultados.

Los aportes de esta investigacion se presentan en cuatro apartados
importantes. En el primero se trata la seleccion de las secuencias de
reconstruccion ensayadas para obtener imagenes internas de alta calidad del
interior de frutos de melocotén y de citricos mediante el desarrollo propio de
unos criterios de calidad y del procesamiento digital de las imagenes. En el
segundo, se presentan los resultados obtenidos, aplicando estas secuencias, en
el seguimiento de algunos desordenes internos en melocotones. En el tercero,
se presenta el desarrollo de los algoritmos de procesamiento digital de las
imagenes RMI obtenidas de melocotones y citricos, sanos y afectados por
diferentes dafios. Por Ultimo, se presentan y discuten los resultados obtenidos
en la evaluacion de estos a goritmos de deteccidn automética de dafios.

5.1. Seleccion de secuencias de RMI para la obtencién de iméagenes
internas de alta calidad

5.1.1. Melocotones

En la Tabla 5.1 se presentan las 40 secuencias evaluadas con la
respectiva imagen RMI obtenida, indicando s fue reconstruidaen 2D o en 3D,
s fue contrastada en T;, T, 0 en DP, el tamafio del pixel, e tiempo de
adquisicién Ty empleado durante la reconstruccién y si hubo presencia o
ausencia de artefacto. La aplicacion de estas 40 secuencias arrojo un total de
185 imégenes RMI (total de nimero de cortes, Tabla 4.1). La imagen RMI
mostrada para cada secuencia fue escogida entre varios de |os cortes obtenidos
por fruto y en la mayoria de los casos corresponde a una imagen localizada en
un plano central del fruto explorado.
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Tabla5.1. Imagenes RM| de frutos de hueso obtenidas segin secuenciasy
par ametr os de programacion aplicados.

RMI

Secu:n da Tipo | Imagen | Contraste Pixel Ta‘_‘ Observaciones
mm X mm min:'s
1 SE 2D T, 0,39x0,39 0:31 Sin artefacto
2 SE 2D T, 0,39x0,39 1:55 Sin artefacto
3 SE 2D T, 0,52x0,52 0:24 Sin artefacto
4 SE 2D T, 0,52x0,52 1:27 Sin artefacto
5 SE 2D T, 0,78x0,78 1:55 Sin artefacto
6 SE 2D T, 1,04x104 0:24 Sin artefacto
7 s | 20 T, | 104x156 | 0:38 Anefacto con fuido
8 SE 2D T, 1,04x1,04 1:27 Sin artefacto
9 SE 2D T, 1,04x1,04 1:50 Sin artefacto
10 SE 2D T, 1,04x1,04 2:13 Sin artefacto
11 SE 2D T, 0,84x0,84 1:39 Sin artefacto
12 SE 2D T, 1,04x1,04 1:29 Con artefacto
13 sE | T, 104x1,04 | 16110 A”efa"tos?;rad 6n de
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14 SE 2D T, 1,04x1,04 1:46 Sin artefacto
15 SE 2D T, 0,83x1,00 3.24 Sin artefacto
16 TSE 2D T, 1,04x1,04 1:.07 Sin artefacto
17 TSE 2D T, 1,04x1,04 314 Con artefacto
18 HSE 2D T, 1,04x1,04 1:27 Sin artefacto
19 SE 3D T, 0,83x1,00 2:31 Sin artefacto
20 SE 3D T, 1,04x1,04 3.01 Sin artefacto
21 SE 3D T, 0,62x0,94 1:46 Sin artefacto
22 SE 3D T, 1,04x1,04 331 Sin artefacto
23 IR 2D T, 1,04x1,04 2:32 Sin artefacto
24 IR 2D T, 1,04x1,04 2:32 Sin artefacto
25 IR 2D T, 1,04x1,04 2:32 Sin artefacto
26 STIR 2D T, 1,04x1,04 2:32 Sin artefacto
27 ME 2D DP 1,04x1,04 1:29 Con artefacto
28 ME 2D T, 1,04x1,04 1:29 Con artefacto
29 ME 2D DP 1,04x1,04 4:21 Con artefacto




30 ME 2D T, 1,04x1,04 421 Con artefacto

31 TME 2D DP 1,04x1,04 0:53 Con artefacto

32 TME 2D T, 1,04x1,04 0:53 Con artefacto

33 TME 2D DP 1,04x1,04 324 Con artefacto

34 TME 2D T, 1,04x1,04 324 Con artefacto

35 GE 2D Ty 0,68x0,68 041 | Angulo basculacion:

Sin artefacto
36 GE | 20 T 104x1,04 | 041 | Angulobasculacion:
! S ' Sin artefacto
37 GE | 2D T 1,04x1,04 120 | Angulo basculacion:
! S ' Sin artefacto
38 GE | 20 T 104x1,04 | o4 | Angulobasculacion:
! S ' Sin artefacto
GE- . Angulo basculacion:
39 STIR 2D T, 1,04x1,04 2:.07 Sin artefacto
GE- ) Angulo basculacion:
40 STIR 2D T, 1,04x1,04 1:34 Sin artefacto
Teag: tiempo de adquisicion de laimagen.
SE: secuencia espin-eco.
TSE: secuencia similar a “fast spin eco” utiliza la media transformada de Fourier y dos ecos para obtener dos
imagenes, una contrastada en densidad protonicaDPy otraen T».
HSE: secuencia SE con muy corto Te para obtener imagen altamente contrastadaen T;.
IR: secuenciainversion recuperacion.
STIR: secuencia inversion recuperacion con corto tiempo de inversion T, para obtener imagenes con sefial nula de
las estructuras con grasa.
ME: secuencia multieco con dos ecos para obtener imagenes contrastadasen DPy en T».
TME: secuenciasimilar a“fast spin eco” paraimagenes contrastadas en DPy en To.
GE: Secuencia eco gradiente.

GE-STIR: eco gradiente con inversién recuperacion con corto tiempo de inversion T, para obtener imagenes con sefial
nulade las estructuras con grasa.

A continuacién se analizan y discuten los diferentes criterios de calidad
obtenidos a partir de las secuencias evaluadas y del procesamiento digital de
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las imégenes RMI de frutos de hueso, para luego proceder ala seleccién de las
mejores, de acuerdo con el procedimiento establecido (Tabla 4.3).

En la Figura 5.1 se presentan para todas técnicas de reconstruccion
evaluadas los valores entregados por € equipo de resonancia para la relacion
S/R de las imagenes RMI contrastadas en T1, en T, y en densidad protonica
DP. Losvalores obtenidos de S/R no solo dependen del tipo de secuenciay de
los pardmetros programados, sino también de la bobina de RF empleada.

Se comprobd, de acuerdo con lo planteado en la teoria, que para las
secuencias SE, TSE, ME, TME y GE; a incrementar e nimero de
excitaciones Ne Se obtiene una relacion S/R mayor, debido a la reduccion del
ruido aleatorio cuando se promedian varias imagenes del mismo plano. En las
secuencias eco SE (secuencias 1 a 22), a aumentar €l tiempo de repeticion Tr
se obtiene mayor relacién SIR en T, mientras que al aumentar el tiempo eco
Te, se obtiene menor relacion S/R en T,. En las imégenes (1 a la 11)
contrastadas en T, y reconstruidas en 2D, la relacion SIR presentd valores
entre 5 y 150%, mientras que las imégenes (19 y 20) reconstruidas en 3D
presentaron valores muy superiores (362 y 520%). Estas secuencias (T3DT1)
con reconstruccion de las imagenes en 3D, aungue no mostraron ningun tipo
de artefacto y la relacion S/R fue muy alta, presentaron valores relativamente
bajos de contraste entre la pulpay el hueso (Figura 5.3), debido, quizas, a Tr
tan corto (30 ms) usado en estas secuencias, que no permitié obtener una
separacion amplia (contraste) de la sefid emitida por ambas estructuras
durante larelgjacion longitudinal.

Solo en una secuencia (7) contrastada en T;, se presentd un artefacto,
debido muy probablemente al uso en esta secuencia de una matriz asimétrica
de 192x128, que dio lugar a unaimagen reconstruida con pixeles rectangul ares
(Figura5.1).

En las secuencias (11 a 17) contrastadas en T, y reconstruidas en 2D, la
relacion S/R vari6 entre 70 y 262% y en las secuencias (21 y 22) reconstruidas
(T3DT2) en 3D los valores fueron de 24 y 283%. Esta marcada diferencia
obtenida en las imégenes 3D fue debida a que se utilizaron frutos diferentes y
se vario el tamafio de voxel en cada caso. Al incrementar € tamafio del voxel
se obtuvo mayor relacion S/R. En las imagenes reconstruidas en 2D, los
valores obtenidos de S/R fueron debidos al uso de diferentes combinaciones de
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Tr,Te y tamafio de voxel (en las secuencias SE), y a incremento del nimero
de excitaciones Ne (en las secuencias TSE, ME 'y TME).

En 7 de las 12 secuencias contrastadas en T, se present6 algun tipo de
artefacto como saturacion de la sefial (SE 12, 13) o repliegues (TSE 16, ME
28,30y TME 32, 34).

Las secuencias ME (27, 29) y TME (31, 33) contrastadas en densidad
protonica DP (Figura 5.1) aungue entregaron valores muy altos en la relacion
SR (entre 346 y 786%), estas secuencias presentaron demasiado ruido y
artefactos que disminuyeron el contraste en las imégenes procesadas (Figura
5.3).

En laFigura 5.2 se muestra el volumen del voxel (resolucién) usado en
cada secuencia. Este varié entre 0,8 mm® y 8 mm®, de acuerdo con la
combinacién del campo de vision FOV, del tamafio de matriz n X m, y del
espesor de corte que permite gecutar el equipo de resonancia. Este rango de
variacion del voxel fue utilizado en las secuencias SE (1 a22), IR (23a26) y
GE (35 a40). En € resto de las secuencias ME (27 a 30) y TME (31 a 34) se
empled un voxel de 54 mm® con € cual se obtuvo una resolucion aceptable
paralos propositos de este experimento.
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En la Figura 5.3 se presentan los valores del contraste obtenidos entre
la pulpa del fruto y e fondo de laimagen y entre la pulpay e hueso del fruto
para las secuencias ponderadas en los parametros intrinsecos de relgjacion T, y
T, y en densidad protonica DP.

En las secuencias eco (1 a 7) ponderadas en T (relgjacion longitudinal)
y aplicadas sobre la misma fruta, el contraste entre la pulpay € fondo y entre
lapulpay €l hueso se incrementd a aumentar €l nimero de excitaciones Ney.
Aungue N, es un parametro que tedricamente no modifica el contraste, en las
imégenes procesadas €l contraste se incrementd debido seguramente a la
reduccion del ruido presente en la intensidad media de las sefides de la pulpa,
el hueso y el fondo de las imagenes procedentes de secuencias con méas de una
excitacion.

En las secuencias SE (6, 8) con Tr de 110 ms , Te de 18 msy un voxel
de 5,4 mm® e contraste en T; de la pulpa-fondo y de la pul pa-hueso fue muy
alto (entre 90 y 100 niveles de gris). Cuando se aumentd € Tgr en estas
secuencias no se obtuvo un incremento en los contrastes, debido a que estas
fueron aplicadas en tres frutos diferentes. Sin embargo, la secuencia SE (11)
probada con un Tr de 500 msy un Te de 24 ms, empleando un volumen de
voxel menor a empleado en las secuencias anteriores, permitié obtener el
mayor contraste entre la pulpa y & fondo y uno de los mayores contrastes
entre la pulpay e hueso de todas |as secuencias ponderadas en T;.

Con los pardmetros utilizados en las secuencias SE (19, 20)
reconstruidas en 3D y ponderadas en T; no se consiguié obtener entre
estructuras contrastes mayores a los obtenidos con |as secuencias reconstruidas
en 2D.

En la Figura 5.3 se muestra que la misma secuencia IR (24, 25) con
parametros idénticos, pero aplicada en dos frutos diferentes, entrega imagenes
con la misma relacion S/R (Figura 5.1) pero con contrastes muy diferentes
entre lapulpay €l hueso. Esto pudo ser debido a que la sefial recogida en cada
fruto correspondi6 a planos de reconstruccion muy diferentes. Al utilizar la
misma fruta aplicandole la misma secuencia IR pero con diferente tiempo de
inversion (secuencias 23 y 24), se obtuvo que al aumentar T, se incrementd
considerablemente el contraste entre |as estructuras y entre la pulpay el fondo.
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Con la aplicacion de la secuencia (26) STIR, que es una secuencia
inversion recuperacion con utilizacion de un menor T,, se obtuvo una sefial
media de la estructura del hueso comparativamente menor a la obtenida con
las secuencias (23 a 25) IR probadas, mientras que la sefial media de la pulpa
no se redujo. De este modo, |os contrastes en entre la pulpay e hueso y entre
la pulpa 'y e fondo, fueron mayores a los obtenidos con las secuencias IR.
Este efecto fue debido probablemente a la anulacion de la sefia de los
componentes grasos del hueso que con la secuencia STIR disminuyeron la
intensidad media en € hueso, y no asi en la pulpa, que permitié acentuar €l
contraste en Ti.

En las secuencias GE (35 y 37) € aumento de volumen del voxel vy €
incremento de Ne permitio, para las imégenes del mismo fruto, un incremento
en el contraste. Esto puede ser explicado por la disminucion de la desviacion
de la intensidad de la sefid al incrementar el nimero iméagenes (Ne) y a
aumentar e volumen de materia sobre la que la antena receptora de RF
registrala sefial.

Aunque en las secuencias GE (37 y 38) se presentd un aumento en €l
contraste pulpa-hueso a incrementar ligeramente el Tr y disminuir el angulo
de basculacion q de 35 a 10°, es probable que este efecto se deba a uso de
ambas secuencias sobre frutos diferentes, pues tedricamente, la reduccion de g
deberiareducir € contraste ponderado en T;.

En las secuencias (39 y 40) GE STIR con un angulo de basculacion de
90°, a aumentar € Tr se increment6 ligeramente (en 5 niveles de gris) €
contraste ponderado en Ti. Esto, contrario a lo esperado en teoria, fue debido
al uso de dos imégenes de frutos diferentes.

En sintesis, varias de las secuencias SE ponderadas en T, permitieron
conseguir contrastes de mas de 80 niveles de gris tanto entre la pulpa y €
fondo como entre la pulpa y € hueso, mientras que las secuencias IR y GE
permitieron contrastes altos en T, solamente entre la pulpay el fondo.

L as secuencias SE (12 a 15, 21, 22), TSE (16, 17), ME (28, 30) y TME
(32, 32) fueron utilizadas para contrastar las imagenes RMI en relgjacion
transversal (T,). Con las secuencias SE y TSE se consiguieron contrastes con
maés de 70 niveles de gris entre | as estructuras pulpa-hueso y entre la pulpay €
fondo de las imégenes (Figura 5.3).



En particular con las secuencias (12, 14) SE reconstruidas en 2D y
aplicadas al mismo fruto se logré incrementar el contraste ponderado en T,
tanto de pulpa-hueso como de pulpa-fondo, aumentando simultdneamente los
pardmetros Tr y Te. De forma similar, aunque utilizando frutos diferentes (12,
13), se logré aumentar €l contraste pulpa-fondo y pulpa-hueso, al incrementar
10 veces @ Tr. Sin embargo, la imagen reconstruida (13) present6 saturacion
de la sefiad en captacion debido a uso de un Tg muy prolongado (5000 ms).

La secuencia Turbo Espin Eco TSE conocida también como “Fast Spin
Eco”, empled dos ecos para reconstruir dos imégenes, una ponderadaen T, y
otra en DP. Las imégenes contrastadas (16 y 17) en T, permitieron obtener
contrastes pulpa-hueso y pulpa-fondo mayores a 75 niveles de gris.

La ponderacion en T, obtenida con las secuencias ME (28, 30) y TME
(32, 34) aplicadas a mismo fruto, entregd contrastes pulpa-hueso y pulpa-
fondo entre 40 y 68 niveles de gris, pero con presencia de artefactos en las
imagenes reconstruidas.

Las secuencias ME (27, 29) y TME (31, 33) ponderadas en densidad
protonica DP, arrojaron los contrastes entre la pulpa 'y € hueso méas bajos de
todas las secuencias probadas y presentaron ademés artefactos de ruido
(Figuras 5.3 y 5.1). Es probable, de acuerdo con lo planteado por Chen et al.
(1989) que la densidad proténica sea muy similar en estas estructuras del fruto
y esto explique e poco contraste obtenido con este tipo de secuencias.

En la Figura 5.4 se muestra la relacion S/R de fondo (dividida por 100)
obtenida en las imagenes procesadas para cada secuencia ensayada. Para las
secuencias ponderadas en T, esta relacion varié entre 0,44 y 0,95, en las
secuencias ponderadas en T, varié entre 0,48 y 1,41, y en las secuencias
ponderadas en DP entre 0,57 y 0,95.

En general la relacion S/IR de fondo presentada por las imagenes
procesadas ponderadas en T; fue més uniforme que la presentada por las
imagenes contrastadas en T, y en DP. La secuencia (13) SE con Tr de 5000
msy Te de 80 ms, present6 la imagen con mas alto contraste pulpa-hueso y
fue también la imagen con mayor relacion S/R de fondo (1,41). Esto puede
explicarse por la mayor intensidad de sefial dada por la pulpa con esta
secuencia (una media de 165) a tal punto que fue la Unica secuencia que
presento saturacion de la sefial en captacion.
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Procesamiento digital delasiméagenesy analisis de criterios de calidad

EnlaTabla5.2 se presentan los resultados del procesamiento digital de
cada una de las imagenes obtenidas segln la secuencia evaluada. Las Ultimas
seis columnas corresponden a las variables utilizadas para evaluar |os criterios
de calidad establecidos.

Tabla5.2. Sefialesmediasy variables utilizadas para evaluar los criterios de
calidad de lasimagenes RMI.

SECUENCIA S S S  SRewi Art Voxd Cps Cphn SRy
# Tipoy parametrosprogramados n.g. n.g. n.g. % mm® ng ng %
1  SE110-18-1-100x100-256x256 23 14 14 5 No 0,8 10 9 141
2 SE110-18-4-100x100-256x256 4 12 13 11 No 0,8 32 31 95
3 SE110-18-1-100x100-192x192 37 8 14 8 No 14 29 24 95
4 SE110-18-4-100x100-192x192 86 14 14 17 No 1,4 72 72 86
5  SE110-18-4-200x200-256x256 102 10 13 43 No 30 93 90 85
6  SE110-18-1-200x200-192x192 103 20 11 33 No 54 84 93 82
7  SE110-18-4-200x200-192x128 107 19 12 65 S 8,1 88 95 77
8  SE110-18-4-200x200-192x192 110 13 11 67 No 54 97 99 73
9  SE140-18-4-200x200-192x192 114 109 13 84 No 54 5 102 68
10  SE170-18-4-200x200-192x192 112 77 12 100 No 54 34 99 68
11 SE-500-24-1-160x160-192x192 132 40 14 150 No 6,9 92 125 67
12 SE-450-80-1-200x200-192x192 102 29 18 187 S 54 73 85 61
13 SE-5000-80-1-200x200-192x192 166 74 36 262 S 54 92 129 61
14 SE-540-120-1-200x200-192x192 102 17 13 90 No 54 85 90 57
15  SE-1260-90-1-160x160-192x160 90 14 16 98 No 42 75 74 54
16  TSE-570-120-1-200x200-192x192 89 11 11 70 No 54 77 77 54
17  TSE-570-120-3-200x200-192x192 100 14 11 122 S 5,4 86 89 54
18  HSE-110-12-4-200x200-192x192 92 79 14 62 No 49 14 79 51
19  T3DT1-30-8-1-160x160x100 77 109 21 362 No 2,6 32 56 50
20  T3DT1-30-8-1-200x200x100 82 121 19 520 No 34 39 63 49
21 T3DT2-35-16-1-120x120x40 88 18 19 24 No 1,0 70 69 49
22 T3DT2-35-16-1-200x200x70 96 52 15 283 No 2,4 44 81 49
23 |R-780-18-1-TI200-200x200-192x192 66 76 12 13 No 54 10 54 49
24 |R-780-18-1-T1400-200x200-192x192 98 132 12 133 No 54 34 86 48
25 |R-780-18-1-TI400-200x200-192x192 97 99 10 133 No 54 2 88 48
26 STIR-780-28-1 T180-200x200-192x192 109 41 10 86 No 54 68 99 48
27  ME-450-38-1-200x200-192x192 63 69 23 454 S 54 7 39 48
28  ME-450-90-1-200x200-192x192 68 28 16 151 Si 54 40 52 48
29  ME-450-38-3-200x200-192x192 78 82 23 786 Si 54 4 55 48
30  ME-450-90-3-200x200-192x192 84 25 16 262 Si 5,4 59 68 48
31 TME-450-38-1-200x200-192x192 30 13 13 346 Si 54 17 17 a7
32 TME-450-90-1-200x200-192x192 51 11 11 115 S 54 40 40 47
33 TME-450-38-4-200x200-192x192 76 54 16 693 S 5,4 23 60 46
34 TME-450-90-4-200x200-192x192 69 16 12 231 Si 54 53 57 46




35
36
37
38
39
40

GE-200-8-1-130x130-192x192
GE-200-8-1-200x200-192x192
GE-200-8-2-200x200-192x192
GE-225-8-1-200x200-192x192

GE STIR 650-12-1-T175-200x200-192x192
GE STIR 475-12-1-T175-200x200-192x192

97
113
116
113
105
102

72
80
88
55
53
55

12 30
12 71
11 101
12 25
12 13
13 72

No
No
No
No
No
No

23
54
54
54
54
5,4

25
32
28
58
52
47

85
100
105
101

94

89

46
45
45
45
45
43

S, Sh S sefia emitida por la pulpa, el hueso, el fondo, respectivamente

S/R rwi: relacion sefial-ruido de fondo en imagen RMI original
S/R¢: relacion sefial-ruido de fondo en imagen RMI procesada
Art.. presenciade artefacto en laimagen RMI original

Cp, Cpn: contraste pulpa-fondo y contraste pulpa-hueso

n.g.: nivel

degris

En laTabla 5.3 se muestra e nimero de imagenes que cumplieron cada
uno de los criterios de calidad establecidos para cada uno de los tres grupos de
secuencias reunidos segiin la ponderacién del contraste.

calidad establecidos.

Tabla5.3. Numero deiméagenes RMI que cumplieron loscriterios de

Secuencias # 1 2 3 4 5 6
ponderadas
en RMI S/RRN” Sin Ta Voxe Cp—f Cp—h S/Rf
>60% artefactos  <300s <6mm3 >70 >30 S50%
T, 24 14 13 13 12 10 6 2
T, 12 11 4 4 4 4 3 3
DP 4 4 0 0 0 0 0 0

Después de aplicar los seis criterios de calidad establecidos en este
estudio, se encontr6 que de las 24 secuencias ponderadas en T; solo dos
cumplieron con estos, de las 12 ponderadas en T, tres secuencias cumplieron y
ninguna de las 4 secuencias ponderadas en DP cumplié con los criterios de
calidad. En la Tabla 5.4 se muestran las cinco secuencias eco espin (SE y
TSE) que fueron finalmente seleccionadas y con las que se lograron imagenes
de 8 BIT de mgjor calidad junto con los criterios de calidad obtenidos.

Tabla 5.4. Secuencias seleccionadasy par ametros de calidad obtenidos.

. SR SR
_I_Sflfregc_:lﬁex Secutncia Contraste F;}:i (\r/r;)r):gl) S S S Cpr Con foon/odo I;)d
SE-110-18-4 8 T1 67 54 110 13 11 97 99 73 87
SE-170-18-4 10 T1 100 54 112 77 12 34 99 68 133
SE-540-120-1 14 T, 90 54 102 17 12 8 90 57 106
SE-1260-90-1 15 T, 98 4,1 9 14 15 75 74 54 204
TSE-570-120-1 16 T, 70 5,4 88 11 11 77 77 54 67
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Tr: tiempo de repeticion (ms)

Te: tiempo eco (ms)

Nex: ndmero de excitaciones

S S S sefial media de la pulpa, € hueso y el fondo, respectivamente (n.g.)
Cpi ,Cpn  contraste pulpa-fondo y pulpa-hueso, respectivamente (n.g.)

Tag tiempo de adquisicion de laimagen

Aungue Chen et al. (1989), Sonego et al. (1995) y Barreiro et al.
(2000) en trabajos anteriores, adquirieron imégenes RMI de melocotones y
nectarinas empleando diferentes secuencias SE y GE, los pardmetros de
reconstruccion utilizados por esos autores fueron muy diferentes a los
definidos y utilizados en esta investigacion.

El tiempo de adquisicion vari6 para las secuencias escogidas entre 67 y
204 segundos, y fue bastante similar a utilizado por Sonego et al. (1995)
(entre 134 y 154 s) para la reconstruccion de imégenes de nectarinas y a
empleado por Barreiro et al. (2000) de 192 s en la adquisicion de imégenes de
mel ocotones.

En la Tabla 5.5. se muestran las imagenes RMI de los frutos de hueso
estudiados con sus pardmetros de reconstruccion, correspondientes a cada una
de las anteriores cinco secuencias seleccionadas. La mejor calidad alcanzada
en estas iméagenes fue debida, para el caso de las imégenes contrastadas T, al
menor tiempo de relgjacion longitudinal que presentan los espines de los
tejidos del mesocarpio (pixeles mas brillantes), en comparacion con el mayor
tiempo de relgjacion de los espines del endocarpio (pixeles oscuros), estructura
del fruto en la que el agua tiene menor movilidad en el interior de los tejidos.

Por lo tanto, con los pardmetros escogidos de Tr y Te cortos se logro
ponderar mejor la diferencia de sefial que presentan los nicleos de hidrégeno
de estos tegjidos en T1, con una relacion SR dta, gracias a empleo del
promedio de las sefides de varias imégenes (4 excitaciones), pudiéndose
disminuir e ruido aeatorio en las mismas, en comparacion con las otras
secuencias estudiadas en las que €l ruido fue alto y se presentd poco contraste
entre las sefid es de | as estructuras estudiadas.
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Tabla 5.5. Imégenes RM|I obtenidas de los frutos de hueso con las secuenciasy
par ametr os de reconstruccion seleccionados.

Secuencia (SE): Eco Espin
Contrastadaen T,
(Secuencia#8)

Tr: 110 ms, Te: 18 ms, Ne: 4
Matriz: 192 x 192

Fov: 200mm x 200mm
Espesor corte: 5 mm

Secuencia (SE): Eco Espin
Contrastadaen T,
(Secuencia#10)

Tr: 170 ms, Te: 18 ms, Ny 4
Matriz: 192 x 192

Fov: 200mm x 200mm
Espesor corte: 5 mm

Secuencia (SE): Eco Espin
Contrastadaen T,
(Secuencia#14)

Tr: 540 ms, Te: 120 ms, Ne: 1
Matriz: 192 x 192

Fov: 200mm x 200mm
Espesor corte: 5 mm

Secuencia (SE): Eco Espin
Contrastadaen T,
(Secuencia#15)

Tr: 1260 ms, Te: 90 Ms, Ney: 1
Matriz: 192 x 160

Fov: 160mm x 160mm
Espesor corte: 5 mm

Secuencia (TSE): Turbo Eco Espin
Contrastadaen T,

(Secuencia #16)

Tr: 570 ms, Tg: 120 ms, Ne: 1

Matriz: 192 x 192

Fov: 200mm x 200mm

Espesor corte: 5 mm
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Para €l caso de las imagenes contrastadas en T, por € contrario, con
un tiempo de repeticion mucho més largo (mas de 540ms) y un tiempo eco
mayor (mas de 90 ms) se logré6 una mayor ponderacion en e tiempo de
relgjacion transversal de los espines del mesocarpio. Con el uso de estos
parametros, los espines del endocarpio presentaron tiempos de relgjacion
transversal cortos (pixeles oscuros), debido probablemente a la mayor rigidez
estructural que presentan los tejidos y células del hueso, mientras que los
espines del mesocarpio presentaron tiempos de relgjacion transversal largos
(pixeles més brillantes), debido quizas a la mayor presencia de agua en este
tgjido. Estos pardmetros permitieron obtener alto contraste entre estas
estructuras, requiriendo € empleo de una sola excitacion durante el proceso de
reconstruccion de laimagen.

5.1.2. Citricos

En la Tabla 5.6 se presentan las 31 secuencias evaluadas con la
respectiva imagen RMI obtenida, indicando € tipo de contraste (T, 0 Ty), €
tamafio del pixel, e tiempo de adquisicion (T,y) empleado durante la
reconstruccion y si hubo presencia o ausencia de agun tipo de artefacto. La
imagen RMI mostrada para cada secuencia corresponde a una imagen
localizada en un plano central paralelo a plano ecuatoria del fruto explorado.

Tabla5.6. Imagenes RM1 de frutos de citricos obtenidas segin secuencias
y par@metr os de programacion aplicados.

Secuencia Pixel Resolucion

P Tipo Contraste| = mm? Observaciones RMI
1 Eco espin T 1,04x1,04 54 Sin artefacto
2 Eco espin Ty 1,04x1,04 10,8 Sin artefacto
3 Eco espin T 1,04x1,04 10,8 Sin artefacto
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4 Eco espin T 0,83x0,83 6,9 Sin artefacto
5 Eco espin T1 1,04x1,04 54 Sin artefacto
6 Eco espin T, 0,39x0,39 15 Sin artefacto
7 Eco espin T 0,83x0,83 6,9 Sin artefacto
8 Eco espin Ty 1,04x1,04 10,8 Sin artefacto
9 Eco espin Ty 1,04x1,04 54 Sin artefacto
10 Eco espin T, 0,83x0,83 3,4 Sin artefacto
11 Eco espin Ty 0,52x0,52 2,7 Sin artefacto
12 Eco espin T 0,83x0,83 34 Sin artefacto
13 Eco espin T, 0,83x0,83 6,9 Sin artefacto
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14 Eco espin Ty 1,04x1,04 54 Sin artefacto
15 Inverson ¢ 1y oaxi04| 54 Sin artefacto
recuperacion
16 Inverson ¢y oax1,04| 108 Sin artefacto
recuperacion
Gradiente .
17 redien T, |1,04x1,04 5,4 Sin artefacto
18 Gradiente T, |1,04x1,04 54 Sin artefacto
eco+
19 Gradiente T, |oesxo68| 23 Sin artefacto
eco+
20 Gradiente T, |104x156| 81 Sin artefacto
eco+
21 Gradiente T, |1,04x1,04 54 Sin artefacto
€Cco%x
2 Gradiente T, |104x1,04| 54 Sin artefacto
€Cco%x
Artefacto por
. inhomogeneidades
23 Eco espin T, 1,04x1,04 54 del campo
magnético
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24 Eco espin T, 0,83x0,83 6,9 Sin artefacto
25 Eco espin T, 1,04x1,04 54 Sin artefacto
Artefacto por
% Turbo, €co T, 1,04x1,04 5.4 inhomogeneidades
espin del campo
magnético
27 Turbo eco T, |08%083| 69 Sin artefacto
espin
Artefacto por
. inhomogeneidades
28 Eco espin T, 0,83x1,00 41 del campo
magnético
29 Eco espin T, 1,04x1,04 10,8 Saturacion de sefia
30 Eco espin T, 1,04x1,04 54 Repliegues
31 Eco espin T, 0,83x0,83 3,4 Sin artefacto

* Tiempo de inversion = 400ms
+ Angulo de basculacion = 35°
% Angulo de basculacion = 90°

A continuacioén se presentan |os resultados del procesamiento digital de
las imégenes RMI, el andlisis de los criterios de calidad y la seleccion de las
mejores secuencias de acuerdo con los parametros establecidos para citricos
(Tabla4.3).
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Procesamiento digital delasiméagenesy analisis de criterios de calidad

En la Tabla 5.7 se presentan los resultados del procesamiento digital
correspondientes a contraste entre las diferentes regiones estudiadas, las
relaciones sefia/ruido, la presencia de artefactos y €l tiempo de adquisicion
empleado por e equipo RMI en cada una de las imagenes, agrupados segin
la secuencia evaluada y la ponderacion de las sefides de RM de la imagen.

Tabla 5.7. Resultadosdel procesamiento digital delasiméagenes RMI de
citricos segiin secuencia empleada y ponderacion de la sefial.

SECUENC'A CF.F CF.A CA.p Cp.T Cp.c CC-T S/R S/R Art Tad
# Tipo Cte ng. ng ng ng ng nNg RrMI fondo m:s
1 Ecoespin T, 143 9% 73 13 121 108 67 143 No 127
2 Ecoespin T, 152 98 47 33 22 55 123 152 No 127
3 Ecoespin T, 124 70 37 45 8 131 57 149 No 024
4 Ecoespin T, 144 78 40 20 77 97 8 146 No 127
5 Ecoespin T, 177 117 34 23 68 92 100 135 No 213
6 Ecoespin T, 79 34 30 54 72 127 33 122 No 257
7 Ecoespin T, 172 93 18 13 78 90 128 135 No 213
8 Ecoespin T, 153 73 19 24 8 106 200 140 No 213
9 Ecoespin T, 197 148 63 28 109 137 203 163 No 451
10 Ecoespin T, 116 49 36 30 97 127 130 177 No 451
11 Ecoespin T, 109 38 34 19 105 124 102 134 No 451
12 Ecoespin T, 130 71 33 34 79 114 65 154 No 139
13 Ecoespin T, 169 9 28 21 67 8 150 146 No 139
14 Ecoespin T, 139 9 56 31 87 118 121 140 No 316
15 IR* T, 1% 120 2 38 75 113 133 148 No 232
16 IR* T, 173 85 1 28 35 63 267 136 No 232
17 GE+ T, 81 34 66 7 81 8 71 154 No 041
18 GE+ T, 8 38 73 14 77 63 101 151 No 1:20
19 GE+ T, 74 40 66 1 77 76 43 265 No  1:20
20 GE+ T, 71 27 73 4 70 74 131 144 No 113
21 GE= T, 175 123 70 12 121 133 8 190 No 112
22 GE= T, 102 73 76 21 101 122 104 141 No 2:36

PROMEDIOS 134 77 44 23 8 102 153 114 %0% 213
23 Ecoespin T, 9% 68 8 16 101 8 90 187 S 1:46
24 Ecoespin T, 78 45 51 11 67 79 115 192 No 146
25 Ecoespin T, 116 71 5 15 73 8 167 188 No 146
26 TurboSE T, 8 61 8 18 104 8 70 170 S 1.07
27 TurboSE T, 74 48 44 2 61 59 90 145 No 107
28 Ecoespin T, 67 62 100 14 97 83 147 608 S 324
29 Ecoespin T, 12 9% 49 3 4 7 500 419 S 316
30 Ecoespin T, 40 98 9% 22 94 71 117 416 S 4:51
31 Ecoespin T, 63 70 9 17 8 65 136 496 No 451

PROMEDIOS 71 55 72 16 80 69 313 159 55%  2:39

*|nversion Recuperacion. tiempo de inversion = 400ms.
+Gradiente Eco, angulo de basculacidn = 35°.

148



£ Gradiente Eco, angulo de basculacion = 90°.

& Porcentaje de imagenes RMI ponderadas en T, 0 T, con presencia de artefactos.

Cte: tipo de contraste de laimagen (ponderacion).

Cer Cea, Cap Cpr, Coc, Co: contraste flavel o-fondo, flavel o-albedo, albedo-pulpa, pulpa-
tabique, pulpa-columela, columela-tabique, respectivamente.

S/'Rrmi; S/Rsondo: relacion sefial-ruido de fondo en RMI antes y después del procesamiento.

Art: presencia de artefacto, T,y: tiempo de adquisicion de laimagen RMI.

En genera todas las secuencias ponderadas en T, permitieron obtener
un contraste més ato entre € flavelo y € fondo de laimagen, entre el flavelo y
el albedo, entre la pulpay € tabiquey entre e tabique y la columela. Mientras
gue las secuencias ponderadas en T, permitieron obtener un contraste mayor
entre el albedo y la pulpa. El contraste obtenido entre la pulpa y la columela
con las secuencias ponderadas tanto en T; como en T, fue, en promedio,
bastante similar (80 niveles de gris). Las dos estructuras del fruto que
presentaron € contraste mas ato, empleando las secuencias ponderadas en €l
tiempo de relgjacion Ty, fueron la columelay el tabique (102 niveles de gris).
Mientras que con las secuencias ponderadas en e tiempo de relgacion To,
fueron lapulpay la columela (80 niveles de gris).

Tanto en las secuencias ponderadas en T, como en T, los valores mas
bajos de contraste se presentaron entre la pulpay el tabique (23 y 16 niveles de
gris respectivamente). Precisamente por esto, este contraste fue e que se
utiliz6 como uno de los criterios de seleccién para determinar la mejor calidad
de imagen, dada la dificultad que se observé para distinguir esta estructura
membranosa presente entre |os ggjos de los frutos.

La relacion sefial-ruido, antes y después del procesamiento digital de
las imégenes presentd, en promedio, valores mas altos en agquellas secuencias
ponderadas en T,. Esto se puede explicar por la sefia, en promedio més alta,
obtenida con la aplicacion de tiempos de repeticion y de eco més largos parala
reconstruccion de las imagenes usando secuencias ponderadas en T,, que
incluso llegaron a saturar la sefial en captacidn en algunas de estas secuencias.

Mientras en las secuencias en T, no se presentaron artefactos en la
imagen reconstruida, la presencia de estas perturbaciones en las secuencias
ponderadas en T, fue del 55% y su causa podria ser explicada por
inhomogeneidades del campo magnético y saturacion de las sefid es durante el
proceso de reconstruccion, que son atribuidas a problemas propios del equipo
RMI y no del producto explorado.
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En promedio, €l tiempo empleado por €l equipo para la reconstruccion
de las iméagenes con las secuencias contrastadas en T; fue menor a empleado
con las secuencias ponderadas en To.

En la Tabla 5.8 se presentan los valores obtenidos en cada secuencia
para cada uno de los seis criterios establecidos para determinar las imégenes
con mejor calidad.

Tabla5.8. Variables utilizadas para evaluar los criterios de calidad de las
imagenes RM| de citricos.

SECUENC'A S/RRMI Art Tad Resolucion CP-T SR fondo
# Tipoy parametrosprogramados % s mm* ng %
T SE-110-18-4-200x200-192x192 67 _ No 87 54 3 143
2 SE-110-18-4-200x200-192x192 123  No 87 10,8 33 152
3 SE-110-18-1-200x200-192x192 57 No 24 10,8 45 149
4 SE-110-18-4-160x160-192x192 8  No 87 69 20 146
5  SE-170-18-4-200x200-192x192 100 No 133 54 23 135
6  SE-170-18-1-200x200-256x256 33 No 177 15 54 122
7 SE-170-18-4-160x160-192x192 128 No 133 69 13 135
8  SE-170-18-4-200x200-192x192 200 No 133 10,8 24 140
9  SE-500-24-3-160x160-192x192 203 No 291 54 28 163
10  SE-500-24-3-200x200-192x192 130 No 2901 34 30 177
11  SE-500-24-3-100x100-192x192 102 No 201 27 19 134
12 SE-500-24-1-160x160-192x192 65 No 99 34 34 154
13 SE-500-24-1-160x160-192x192 150 No 99 6.9 21 146
14 SE-1000-18-1-200x200-192x192 121 No 19 54 31 140
15  IR-780-18-1-200x200-192x192 133 No 152 54 38 148
16  IR-780-18-1-200x200-192x192 267 No 152 10,8 28 136
17 GE-200-80-1-200x200-192x192 71 No 41 54 7 154
18  GE-200-8-2-200x200-192x192 101 No 80 54 14 151
19  GE-200-8-2-130x130-192x192 43  No 80 23 1 265
20 GE-275-8-2-200x200-192x128 131 No 73 81 4 144
21  GE-180-8-2-200x200-192x192 85 No 72 54 12 190
22 GE-400-8-2-200x200-192x192 104 No 156 54 21 141
23 SE-540-120-1- 200x200-192x192 9 S 106 54 16 187
24 SE-540-120-1- 160x160-192x192 115 No 106 6.9 11 192
25  SE-540-90-1- 200x200-192x192 167 No 106 54 15 188
26 SE-570-120-1- 200x200-192x192 70 s 67 54 18 170
27  SE-570-120-1- 160x160-192x192 0 No 67 69 2 145
28 SE-1260-90-1- 160x160-192x162 147 S 204 41 14 608
29 SE-1000-80-1- 200x200-192x192 500 S 19 10,8 33 419
30  SE-1500-120-1- 200x200-192x192 117 S 201 54 22 416
31  SE-1500-90-1- 160x160-192x192 136 No 201 34 17 496

S/Rrm1, S/Rsondo: relacion sefial-ruido de fondo antes'y después del procesamiento.
Art: presenciade artefacto, T tiempo de adquisicién de laimagen RMI.
Cp.1: contraste pulpa-tabique, n.g.: nivel de gris.

En laTabla 5.9 se muestra el nimero de imagenes que cumplieron cada
uno de los criterios de calidad establecidos para cada uno de los dos grupos de
secuencias reunidos seguin la ponderacién del contraste.
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Tabla5.9. Numero deiméagenes RMI que cumplieron loscriterios de
calidad establecidos.

Secuencias

contrastadas # Criterio 1l Criterio 2 Criterio3 Criterio4  Criterio5 Criterio6
en RMI S/Rrwmi artefactos Tad Resolucion Cp-t S'Riondo
T, 22 19 19 9 7 2 1
T, 9 9 4 4 4 1 1

Por tanto después de aplicar los seis criterios de calidad establecidos en
este estudio, se encontré que las secuencias seleccionadas que permiten
obtener la mejor calidad de imagen del interior del fruto citrico, fueron las
siguientes (Tabla 5.10):

Tabla 5.10. Secuencias seleccionadasy parametros de calidad obtenidos.

Secuencia - Cte SRirwi | Tag | Arte- | Voxd Cp.1
Tr-Te - N % (s) | facto | (mmd) n.g.
SE-500-24-1

Matriz: 192x192
oo | To| 150 | 99| No | 69 | 21

(secuencia#13)

SE-1500-90-1
Matriz; 192x192
o tsonieo | T2 | 136 |[291| No | 34 | 17

(secuencia#31)

SE: secuencia espin eco

Tr: tiempo de repeticion (ms)
Te: tiempo eco (ms)

FOV: campo devision (mm x mm)
Nex: ndmero de excitaciones

Cont: tipo de contraste (ponderacion)

S/Rrmi, S/Rsondo: relacion sefia -ruido de fondo antes y después del procesamiento
Tag tiempo de adquisicién de laimagen (S)

C,«  contraste pul pa-tabique (n.g.)

Cte contraste

ng.  nivel degris

Imagenes RMI de citricos fueron publicadas antes por Hinshaw et al.
(1977), Andrew (1980) citado por Clark et al. (1997 y 1999), Chen (1989),
Clark et al. (1999), Molté y Blasco (2003), Galed et al. (2004), y Hernandez
et al. (2005). En estos trabagjos se utilizaron diferentes pardmetros de
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adquisicién y tipos de secuencias tales como; eco espin y gradiente eco en T
en T, en DP, “FAST SE” en T,, y FLASH en T2* con objetivos de
visualizacion y equipos RMI muy diferentes en cada caso. Por lo anterior, la
busqueda de las secuencias seleccionadas en esta tesis no se basd en ninguno
de estos trabgj os antecesores.

Los contrastes entre estructuras y la resolucion de las imégenes
obtenidas con las secuencias seleccionadas en este trabajo fueron,
comparativamente, mejores a las publicadas por Chen (1989) y Galed et al.
(2004). Sin embargo, las imégenes obtenidas por Clark et al. (1999) basadas
en mapas en T, permitieron visualizar mejor la morfologia de los sacos de
jugo dentro de los segmentos de la pulpa en mandarina Satsuma que las
imégenes contrastadas en T, de naranjas, obtenidas aqui, y las imagenes
publicadas por Hernandez et al. (2005), aunque de menor calidad, son las
Unicas de citricos, que se tenga conocimiento, adquiridas en condiciones
dindmicas.

Para el ensayo preliminar de seguimiento de dafios en melocotones con
imagenes RMI se utilizd la secuencia nimero 10 (Tabla 5.5), sin embargo para
el experimento de deteccién automética de los dafios por frio, por hongo
saprofito y por mosca se decidio utilizar las mismas secuencias (13 y 31)
seleccionadas para citricos (Tabla 5.10). Estas secuencias y sus parametros se
escogieron, para ser evaluadas, por la adecuada calidad de imagen que
permitieron entregar en exploraciones previas readlizadas a frutos de
melocoton. La alta calidad de imagen (gran contraste entre estructuras
contiguas) lograda con ambos tipos de frutas tan distintas, podria ser explica
por la similar composicion quimica que presentan estos productos (ver Anexo
A2). Aungue no se redlizaron pruebas especificas para determinar la
composicion de los frutos utilizados en esta tesis, 10s valores encontrados en la
literatura indican que, a pesar de las diferencias morfol égicas, |os porcentajes
de agua libre, de proteinas, lipidos, carbohidratos y de otros compuestos con
presencia de hidrogeno, no presentan notables diferencias. Aunque la
distribucién de estos compuestos en |os tejidos de las frutas sea diferente, las
secuencias seleccionadas permitieron contrastar, adecuadamente, las sefiales
emitidas por las diferentes estructuras morfoldgicas. En cuanto a los dafios, a
pesar de ser de diferente origen y fruta, también se pudieron visualizar con
estas dos secuencias.
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5.2. Resultados del ensayo preliminar en melocotones
5.2.1. Frutosinoculados con Penicillium digitatum

En las Tablas 5.11 y 5.12 se muestran respectivamente, las imagenes
procesadas de la pulpa sin el hueso, para el plano de corte seleccionado, en los
frutos inoculados con € método 1 (inoculacién con gotas en media porcion de
fruto) y con el método 2 (inoculacion de gotas inyectadas con jeringuilla).

En todas las imégenes de los frutos inoculados con € método 1 se
aprecia claramente la linea de corte, aunque en el tiempo cero ésta no es tan
evidente. A partir de las 20 horas, las imégenes en los frutos inoculados con
hongo muestran la linea de division del fruto conformada por pixeles de mayor
intensidad de brillo (>124 niveles de gris) que probablemente corresponden a
zonas en € mesocarpio donde el hongo se desarroll6. En losfrutos 1, 2y 3 las
imégenes, a partir de las 48 horas, muestran en la linea divisora del fruto
pixeles més oscuros que corresponden a cavidades con aire formadas entre las
dos porciones de fruto. Estas cavidades que no fueron consideradas como
dafio, se hacen més evidentes con €l tiempo cuando € fruto se ha deshidratado
mas. El fruto 3 (control) no mostré externamente desarrollo alguno del hongo
durante el ensayo, a diferencia de los frutos inoculados con el patdgeno.
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Tabla5.11. Imagenes MRI de melocotonesinoculados con Penicillium digitatum
usando € méodo 1.

Tiempo
(horas)

Frutol
(10° esporas/ml)

Fruto 2
(10° esporas/ml)

Fruto 3
Agua (testigo)

20

48

92




Con e método de inoculacion 2, aunque al inicio del experimento (0
horas) no se observé la perforacion dejada por la aguja, ésta se pudo ver en
todas las imégenes de los cuatro frutos, posteriormente. La cavidad se observo
como un pequefio punto oscuro en e centro del fruto (Tabla 5.12), formado
por pixeles de menor intensidad de brillo. Los frutos 5y 6 inoculados con una
concentracion de 10* y 10° esporas por ml, respectivamente, presentaron
desarrollo del hongo en €l interior del fruto.

Tabla 5.12. Imagenes MRI de melocotones inoculados con P. digitatum usando € método?2.

Tiempo Fruto4 Fruto5 Fruto 6 Fruto7
(horas) | (10° esporas/ml) (10* esporas/ml) (10° esporas/ml) Agua (testigo)

20

48

92
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Este desarrollo se muestra ligeramente en las imagenes como una
pequefia y concéntrica zona de pixeles con diferente intensidad de sefial
rodeando el orifico de perforacion (imagenes adquiridas a las 48 horas),
mientras que externamente no se logro apreciar dafio en € fruto. Las imégenes
RMI adquiridas a 92 horas también mostraron un crecimiento del érea interna
afectada por €l hongo. Esta zona mostro, en el fruto 5, una region de pixeles
con menor intensidad de brillo, mientras que e fruto 6 la zona mostré un
grupo de pixeles con mayor intensidad de brillo, cubriendo casi toda la
seccion, y coincidiendo con lo reportado por Glidewell et al. (1997) para
imégenes RMI de uvas, inoculadas con B. cinerea, usando un similar método
de inoculacion.

En la Tabla 5.13 se presentan los valores medios de nivel de gris (Sy)
obtenidos en la regién de la pulpa de cada fruto de melocoton, para los
diferentes tiempos en que fue realizada la exploracién con e equipo de
resonancia magnética.

Tabla 5.13. Sefial media (nivel de gris) de la region pulpa obtenida en las
imagenes RM | delos frutos estudiados.

Método inoculacién 1 Método inoculacién 2

Tiempo Fruto 1 Fruto 2 Fruto 3 Fruto 4 Fruto 5 Fruto 6 Fruto 7
(10%)* (10°)  Control** | (10°) (10% (10°) Control
(horas) S, DE S,DE S, DE| S, DE S, DE S, DE S, DE

0 122 15 123 14 122 12 (118 27 121 31 123 34 122 39
20 121 10 119 9 122 12 | 121 28 122 28 128 27 121 27
48 120 12 120 9 121 11 | 117 35 112 36 122 22 120 27
92 122 13 123 14 122 14 | 118 29 121 33 123 23 122 40

*Concentracion del hongo (nimero de esporas/ml) ,  ** Agua destilada
Sn Sefid media, DE: desviacion tipica

Se puede observar que la sefial media de la pulpa en todos los frutos
vario muy poco. Esta sefial estuvo entre 117 y 123 niveles de gris. Sin
embargo la desviacion tipica de la sefid fue mayor en las iméagenes de los
frutos inoculados con e segundo método. Esto fue debido a que las imégenes
del método 2 utilizadas para € andlisis, correspondieron a un plano de corte
mas externo con relacion a centro del fruto y en el cua tuvo mayor efecto la
presencia de ruido durante la reconstruccion de laimagen. La desviacion tipica
para estos frutos estuvo entre 22 y 40 niveles de gris, mientras que para los
frutos inoculados con € método 1 estuvo entre 9 y 15 niveles de gris. Los
histogramas de distribucion de niveles de gris de la pulpa en los frutos
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utilizados en cada método fueron muy similares en formay amplitud y la sefial
de la pulpa de los frutos del método 2 present6 un rango dinamico mas amplio.

En la Tabla 5.14 se presentan los valores medios de la sefial obtenidos
para las regiones que presentaron dafio en la pulpa en  momento de la
exploracion. En los dos métodos utilizados no se verificd por RM ningun dafio
al momento de la inoculacién (inicio del experimento). En todos los frutos
inoculados con € hongo mediante € método 1, se observé en las imégenes
RMI una regién de mayor brillo considerada como dafio. En el método 2 se
observo dafio en los frutos inoculados a partir de 48 horas, excepto en € fruto
inoculado con la menor concentracién (10%), en e cua no se observé
desarrollo del hongo. En € método 1 e fruto control, inoculado con agua
destilada, presenté una region con una sefial media de 152 que realmente no
correspondié a un dafio como se verifico por inspeccién visua del fruto,
mientras que en € fruto control del método 2 no fue claro si hubo un dafio
interno por contaminacion, o s solo fue ruido en la sefid debido a plano en
que se reconstruy6 la imagen. En las imégenes analizadas se presentd mucha
variacién en los valores de las sefial es medias de | as regiones con dafio y no se
observé una tendencia clara, para los dos métodos probados, entre la sefial de
los pixeles de estas regiones con dafio y las concentraciones de esporas
empleadas. Se requiere obviamente en futuros ensayos probar los métodos de
inoculacion con suficientes frutos y repeticiones.

Tabla 5.14. Sefial media delaregion con dafio por Penicillium digitatum
obtenida en lasimagenes RM| de los frutos estudiados.

Método inoculacion 1 Método inoculacién 2
Tiempo Fruto 1 Fruto 2 Fruto 3 Fruto 4 Fruto 5 Fruto 6 Fruto 7
(10%* (10°)  Control** | (10°) (109 (10°) Control
(horas) S. bDE S,DE S, DE| S,DE S,DE S,DE S, DE
20 129 7 128 9 152 4 |Sindafio Sindafio Sindafio Sindafio
48 141 5 126 3 Sindafio |Sindafio 129 5 125 3 Sindafio
92 130 5 124 10 Sindafio [Sindafio 103 4 159 13 Sindafio

*Concentracion del hongo (nimero de esporas/ml), ** Aguadestilada
Sn sefid media, DE: desviacion tipica

En la Tabla 5.15 se presentan los valores medios de contraste entre la
region de la pulpa y la region con dafio determinados a partir de las sefidles
medias de ambas imagenes en cada fruto. El contraste obtenido en T, con la
secuencia espin eco aplicada, fue en la mayoria de imagenes muy bajo (2, 36
7 niveles de gris), en otras fue bajo (20-30 niveles de gris) y solo en una fue
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alto (64 niveles de gris). Para las iméagenes de la Tabla 5.15, en que no se
determiné el contraste fue debido a que no se encontrd dafio. Dado que se
utilizo tan solo un fruto por cada concentracion de esporas, no se pudieron
observar relaciones claras entre la concentracion del hongo y € contraste de

las imégenes, y tampoco se observd una tendencia bien definida del contraste
con €l tiempo.

Tabla 5.15. Contraste pulpa-dafio obtenido en lasimagenes RM| estudiadas.
Tiempo Método inoculacién 1 Método inoculacion 2

(horas) Frutao 1 Frutg 2 Fruto 3 Frutg 4 Fruttz 5 Frutg 6 Fruto 7
(10%)* (107 Control** (107 (10% (10°) Control

20 8 9 30 Sindafio Sindafio Sindafio Sindafio
48 21 7 Sindafio | Sindafio 17 3 Sin dafio
92 7 2 Sindafio | Sin dafio 20 64 Sin dafio

*Concentracion del hongo (nimero de esporas/ml), ** Aguadestilada

En la Tabla 5.16 se presenta €l area de la pulpay € &rea del dafio,
determinadas en las imégenes RMI de los frutos en que se desarroll6 € hongo
P. digitatum. Con estos valores se estimé también el porcentaje del area de la
pulpa afectada por el hongo. En genera se observé la tendencia l6gica de
incrementarse e dafio con € tiempo, en concordancia a lo obtenido por
Glidewell et al. (1997) en uvacon B. cinereay alos resultados de Galed et al.
(2004) en mandarina Fortuna y naranja Vaencia con P. digitatum, quienes
también realizaron e seguimiento del dafio con imagenes RMI a estos hongos.

Tabla5.16. Evolucion del &rea (mm?) delasregiones de pulpay dafio en
los frutos infestados con Penicillium digitatum.
Tiempo M étodo 1 ; 4Métod02 ;
(horas) Fruto 1 (10°)* Fruto 2 (10°) Fruto 5 (10%) Fruto 6 (10°)
Pulpa Dafio % Pulpa Dafio % |Pulpa Dafio % Pulpa Daio %
0 2862 0 00 2938 0O 00|33 O 00 1608 0 00
20 2787 53 19 2756 64 23|302 0 00 1951 0 00
48 2808 24 09 2652 64 232847 15 05 2273 5 02
92 2616 72 27 2619 42 16| 3131 159 48 641 812 559
*Concentracion del hongo (nimero de esporas /ml)

En los frutos de melocotén de este estudio, las diferencias en e area
total de la pulpa se deben a que la imagen analizada no fue posible adquirirla
exactamente en e mismo plano con relacion alas demas. De otro lado, €l fruto
fue perdiendo agua y se fue encogiendo durante su amacenamiento. El
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melocoton que presentd mayor area de pulpa afectada por €l hongo (56%) fue
el inoculado con la mayor concentracion de esporas utilizando el método 2.

Finamente, en la Tabla 5.17 se muestran las imagenes de los frutos a
las 20 horas y alas 92 horas de la inoculacién. En ellas se observa como a las
92 horas de inoculacién se evidencid externamente el dafio ocasionado,
probablemente, por € hongo P. digitatum, manifestandose éste como un
pardeamiento y ablandamiento de la piel alrededor del punto de corte (método
1) o de inyeccion (método 2). Se muestra también, en una seccién de cada
melocoton, e estado final de la pulpa segin el tratamiento de inoculacién
realizado. No se descarta la posibilidad de que el dafio, en principio atribuido
al hongo P. digitatum, hubiese sido también provocado por la fuerte agresion
mecanica realizada en los tgidos durante su corte en e caso de los frutos
inoculados por el método 1.

Tabla 5.17. Iméagenes delos frutos de melocoton alas 20y 92 horas
después de lainoculacién de Penicillium digitatum.

(# e;rolrjg?s/ml) 20 horas 92 horas Seccion interna

final

1

(10°)

(10°)

(Testigo)
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(10°)

(10%)

(10°)

(Testigo)

5.2.2. Dafo por larvas de Ceratitis capitata Wied
En la Tabla 5.18 se muestran las imégenes RMI sin fondo y suavizadas

con un filtro de media para los cuatro frutos de melocotén usados en este
estudio.
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Tabla 5.18. Iméagenes RM| que muestran la evolucion del dafio interno en
melocotén ocasionado por larvas de la mosca de la fruta.

FrutoverdeB1, corte 2

Dia0

Dia4

Dia7

Frutoverde B4, corte 1

Dia0

Dia4

Dia7

Fruto maduro B5, corte 1

Dia0

Dia4

Dia6

Fruto maduro B7, corte 1

Dia7

161




En dos delosfrutos (B5y B7) €l deterioro interno se hizo evidente con
RMI desde € inicio del ensayo y se observé un incremento progresivo de este
dafno debido a la actividad de las larvas de Ceratitis capitata. Este deterioro
se manifestd en las imégenes como una peguefia region de pixeles
generadmente de menor intensidad de brillo respecto a los pixeles
correspondientes a la pulpa sana del fruto. Esta region se fue extendiendo en
tamafio y localizacion con el tiempo hasta conseguir deteriorar una importante
zona interna del mesocarpio y evidenciarse externamente con €
oscurecimiento de la piel, como se comprob6 al final del ensayo cuando se
realizo la diseccion de cada uno (Tabla 5.21).

La Figura 5.5 muestra los histogramas de distribucion de niveles de
gris construidos a partir de la informacion generada en el andisis de las
imagenes de los cuatro frutos, para cada una de las regiones estudiadas. la
pulpa, € hueso (incluye la semilla) y el dafio (zona de la pul pa deteriorada por
las larvas de mosca).

Se encontré que la distribucion de la sefia emitida por la pulpa,
comprendida entre 60 y 255 niveles de gris, fue bastante ssimilar en los tres
tiempos de muestreo. Con € paso de los dias € nimero de pixeles
correspondientes a la sefial emitida por la pulpa se redujo debido a incremento
de la regién de pulpa afectada por las larvas de la mosca. Los histogramas
obtenidos para € hueso presentaron un rango dindmico mucho més amplio,
entre 6 y 254 niveles de gris. Este presentd ligeras variaciones en algunos
picos debido, principalmente a que las imagenes RMI analizadas presentaban
diferentes planos de corte del fruto y, por tanto, del hueso, localizando en
algunos la semilla que emite en T; una sefia ata (frutos B4 y B5) mientras en
otros esta no quedo ubicada por € corte (frutos B1y B7).

Lasefia correspondiente alaregion de pulpa con dafio fue aumentando
en rango dindmico y en nimero de pixeles con e tiempo. Como era de
esperar, los histogramas para € dafio resultaron més desplazados hacia la
izquierda debido a la baja sefial emitida por la pulpa. Los tejidos afectados y
las cavidades dejadas por las larvas en la pulpa mostraron una baja sefia en T,
debido ala alteracién y ausencia de agua. El deterioro ocurrié de manera muy
similar tanto en los frutos maduros como en los inmaduros y se extendio en
diferentes planos paralelos del fruto como lo indicala Tabla 5.18. Es probable
gue las peguerias zonas con sefid de mayor intensidad mostradas al interior de
laregion deteriorada, puedan corresponder ala sefid emitida por |as pequefias
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larvas (fruto B7, dia 7), de acuerdo con lo reportado por Chen et al. (1989)
paraiméagenes RMI de pera. Sin embargo, para probar esto habria que utilizar
la secuencia con mayor campo de vision (FOV).
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Figura 5.5. Histogramasde distribucién de nivelesde gris para lasregiones de pulpa,
hueso y dafio para € melocotén en € tiempo.

Dia 7

En la Tabla 5.19 se presentan los valores medios de intensidad de la
sefial para cadaregiony el contraste obtenido entre estas para los cuatro frutos
utilizados en el ensayo. Con la secuencia SE utilizada y para las imégenes
estudiadas en estos frutos, los valores medios més atos de contraste en T; se
alcanzaron a inicio y a final del ensayo entre las regiones de la pulpay €
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hueso. En los tres dias de exploracién, € contraste entre la pulpay € hueso
fue superior a contraste presentado entre la pulpa y € dafio. La region
afectada por las larvas de mosca mostré menor contraste respecto a hueso en
comparacion con la pulpa. Debido el crecimiento de la region deteriorada por
el insecto a final del ensayo, e contraste entre la zona dafiada y la pulpa
aumento considerablemente.

Tabla5.19. Sefial mediay contraste obtenido entre lasregiones del
melocotén infestado por C. capitata.

Tiempo Sefial media (n.g.)* Contraste (n.g.)
Pulpa Hueso Dafio | Pulpa-hueso Pulpa-dafio Hueso-dafio
Dia0 126 84 103 42 23 19
Dia4 123 93 105 30 18 12
Dia7 127 79 91 48 36 13

*n.g.: nivel degris

En la Tabla 5.20 se presentan los valores medios de las areas
correspondientes a las regiones pulpay dafio ocasionado en ésta para |os frutos
estudiados. Estos valores corresponden a promedio de los cuatro planos
(imégenes) escogidos, cada uno calculado con un espesor de 10 mm. La
reduccion en € area de la pulpa fue debida al incremento del area dafiada por
el insecto, que alcanzd a séptimo dia el 6% del &reainicial, y probablemente
también fue debida a la perdida de peso (10%) por la deshidratacion que
sufrieron los frutos dejados a temperatura y humedad relativa ambiente
durante el ensayo.

Tabla 5.20. Variacion del area dela pulpay del dafo durante € ensayo.

. Pulpa Dafio

Dia mmz mmz %
0 2233 5,2 0,2
4 2087 41,2 2,0
7 2003 1254 6,3

En la Tabla 5.21 se muestran para dos de los frutos de melocotén
utilizados en e ensayo la comparacion entre sus imégenes RMI y las
respectivas fotos de la seccién del fruto (al final del ensayo) una vez cortado
en un plano similar al de la adquisicion de laimagen RMI.
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Tabla5.21. Imégenes del dafio interno en
melocoton ocasionado por larvas de mosca.

Fruto B, (después de 7 dias):

Se deduce de la Tabla 5.21 que las imégenes RMI representan con
buena aproximacién el deterioro interno ocasionado en € melocoton por la
mosca de la fruta, deterioro que es dificil de observar al poco tiempo de la
infeccién sin recurrir a un método destructivo de inspeccion de calidad.

5.2.3. Frutosalmacenados a muy baja temperatura

En laTabla 5.22 se muestran las imégenes RMI, sin fondo, de un plano
central de los frutos de melocotén y obtenidas para dos temperaturas de
almacenamiento, a1°C y a-10°C.

Los frutos utilizados en el ensayo presentaban desde el inicio dafios
internos en la pulpa, no apreciados externamente y debidos a la mosca de la
fruta. Este dafio interno no tuvo progreso durante los siguientes cinco dias de
observacion, debido a las bajas temperaturas en las que muy probablemente
las larvas de la mosca no pudieron sobrevivir.
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Tabla 5.22. Iméagenes MRI de melocotones almacenados a 1°C y a -10°C.

Frutosa
1°C:

Inicio

Dia2

Dia5b

N1

N>

N3

Frutosa
-10°C:

Inicio

Dia 2

Diab

Ci

C,

Cs
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En las Figuras 5.6 y 5.7 se presentan respectivamente, los histogramas
de distribucién de niveles de gris para las tres regiones estudiadas en los
melocotones almacenados a 1°C y a —10°C. Se puede observar e gran efecto
gue tuvo la temperatura de congelamiento en la distribucion de la sefial para
los diferentes tiempos de exploracion en las tres estructuras estudiadas. El
debilitamiento de la sefial de la pulpa (oscurecimiento en las imégenes RMI
mostradas en la Tabla 5.22) para los melocotones almacenados a —10°C,
correspondié con un ensanchamiento del histograma en el que los niveles de
gris presentaron una distribucion méas uniforme de sus pixeles hacia e quinto
dia de amacenamiento a —10°C (Figura 5.7). Esta disminucién de la sefid
también fue registrada por Kerr et al. (1997) en e pericarpio interior y en la
pulpa de kiwi, cuyas imégenes RMI fueron ponderadas en T,. Este
comportamiento es de esperarse, pues la cristalizacion de las moléculas de
agua, presentes en los tejidos de la pulpa de estos frutos, ocasiona que los
protones emitan poca sefia durante su relajacion tanto en T; como en To.

Una situacion diferente se observo con la pulpa de los melocotones
almacenados a 1°C, en la que €l agua libre de sus tejidos no alcanzé € punto
de congelamiento, y por el contrario aumentd ligeramente la sefial media, de
119 a 130 niveles de gris, durante su relgjacion en T, (leve desplazamiento del
histograma de la pulpa hacia la derecha en la Figura 5.6).

Para la region del hueso, la sefid media se mantuvo muy similar
durante los 5 dias de almacenamiento a 1°C con una media relativamente baja
que oscilé entre 46 y 49 niveles de gris (Figura 5.6). Sin embargo en los frutos
congelados la sefid media bajo a 9 niveles de gris, sefid que se podria
considerarse casi nula, evidenciando asi la cristalizacién que sufrieron
tambi én los rigidos tgjidos de esta estructura del melocotén.

En & caso de la semillaa 1°C ésta estructura disminuy6 su sefia de 215
niveles de gris a inicio del ensayo, a 127 niveles de gris a quinto dia de
almacenamiento tal como lo indica e desplazamiento hacia la izquierda del
histograma (Figura 5.7) y e oscurecimiento del centro del hueso en las
imégenes de la Tabla 5.22.

A la temperatura de —10°C a segundo y a quinto dia de medicién, la
semilla no emitid sefial en Ty, razdn por la cua no se visuaiza en € interior
del hueso en las imégenes de los frutos congelados (Tabla 5.22) ni en € dltimo
histograma de la Figura 5.7. Segun Kerr et al. (1997), los procesos de
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relgjacion de los protones asociados al hielo (generalmente sélidos) son tan
rapidos que ellos no contribuyen a la sefial.

800
700
600
500
400
300
200 |
100

Pulpa, a 1°C

Numero de pixeles

A

R,

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Nivel de gris

Dia0 Dia 2

Dia 5

30

Hueso, a 1°C

Numero de pixeles

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Nivel de gris

——Dia 0 Dia 2 Dia 5

Semilla a 1°C

NGmero de pixeles
w
o

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250
Nivel de gris

——Dia 0 Dia 2 Dia 5

Figura 5.6. Histogramasde distribucién de nivelesde gris para lasregiones de pulpa,
hueso y semilla en los melocotones almacenados a 1°C.

Las imégenes RMI a inicio del ensayo en todos los frutos presentaron
similitud en distribucion de la sefial, pues para ese tiempo de exploracion
todos los frutos provenian de las mismas condiciones de amacenamiento
previas. Sin embargo, lasiméagenesy sus histogramas obtenidos en los dias
dos y cinco, mostraron diferencias claras en la sefid entre los frutos

168



almacenados a las dos temperaturas probadas. Esta diferencia podria ser
entonces atribuida a la cristalizacion sufrida por los tejidos de los frutos
congelados, que en las imégenes se observa como la disminucién del brillo
desde e pericarpio hacia el mesocarpio del fruto. La sefial nulade la semillaal
interior del hueso podria ser explicada, probablemente, como consecuencia de
la cristalizacién del agua interior de esta estructura, y no por la
deshidratacion interna del fruto, ya que la perdida media de agua de los
frutos almacenados a —10°C fue bastante menor comparada con la obtenida en
los frutos almacenados a 1°C (aproximadamente un 3 % el segundo diay un
7% el quinto dia de almacenamiento).
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300 k
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Figura5.7. Histogramasdedistribucién de nivelesde gris para lasregiones de pulpa,
hueso y semilla en los melocotones almacenados a -10°C.
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En la Tabla 5.23 se presenta la sefial media (Sy) y su desviacion tipica
(DE) obtenida para cada region en los frutos almacenados a 1°C y a—10°C
inicio, alos dosy alos cinco dias del ensayo. Para |os tres tiempos en que se
aplicd la secuencia eco contrastada en Ti, se presentaron diferencias
estadisticas entre la sefial emitida por la pulpa y la emitida por € hueso. Sin
embargo, no se presentd efecto de la temperatura de almacenamiento en la
sefial media para cada una de las regiones estudiadas. En €l caso de los frutos
dejados a 1°C, la sefia media de la semilla difirié estadisticamente de la sefial
media de la pulpa solo a inicio del experimento, y para €l dia 5 la sefia
emitida por € hueso en los frutos congelados present6 diferencias estadisticas
respecto a los frutos amacenados a 1°C. Las mayores desviaciones de |la sefia
media se presentaron a partir del dia 2 en los frutos dgjados a 1°C y estas
fueron mayores a 12 niveles de gris.

Tabla 5.23. Sefial media obtenida segln temper atura de almacenamiento
region estudiada del fruto de melocoton.

.7 Dia0 Dia2 Dia5
(o]
T°C Region S * DE*+ s, DE s, DE
Pulpa 119° 3 132° 4 130 °¢ 2
1 |Hueso 46 @ 8 48 ? 12 49 P 10
Semilla 215°¢ 7 139° 15 127°¢ 22
Pulpa 120 ° 6 120° 6 106 © 10
-10 | Hueso 43 @ 3 15 @ 7 9 @ 3
Semilla 215°¢ 9 Sinsefidl Sinsefid | Sinsefidl  Sin sefid

* En una columna valores con distinta letra denotan diferencia al 5% segiin Test de minima diferencia significativa
** Desviacion tipica

Con los valores medios de sefia se determinaron los contrastes entre
las regiones estudiadas en los tres dias de exploracién (Tabla 5.24). El valor
mas alto de contraste se obtuvo para ambas temperaturas de almacenamiento,
al inicio del ensayo, entre el hueso y la semilla. El mayor contraste se registro
entre la pulpay € hueso en los frutos congelados a segundo y quinto dia de
almacenamiento. Para la secuencia SE utilizada aqui, los contrastes mas bajos
se presentaron entre la pulpa y la semilla de los frutos almacenados a 1°C a
partir del segundo dia de almacenamiento.
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Tabla 5.24. Contrastes medios entre lasregiones estudiadas.

Contrastea 1°C Contrastea—-10°C
Dia Pulpa- Pulpa- Hueso- Pulpa Pulpa- Hueso-
hueso semilla semilla hueso semilla semilla
0 73 95 168 76 95 172
2 84 7 91 104 s.c.* S.C
5 8l 3 77 97 S.C. S.C.

* s.C.: Sin contraste

El resultado al seguimiento del area de las tres regiones estudiadas, en
los frutos almacenados a las dos temperaturas, se presenta en la Tabla 5.25.
En los frutos almacenados a 1°C el éreade la pulpay del hueso disminuy6 con
el tiempo, mientras en la semilla € nimero de pixeles de esta region se
mantuvo constante. Para los frutos congelados la disminucion del area de la
pulpa fue minima, mientras que el érea correspondiente a la sefia del hueso
crecio con e tiempo. Esto indico que € proceso de cristalizacion del agua
presente en el melocoton ocurrié desde la semilla, en € interior del hueso,
hacia el exterior llegando a los tejidos del mesocarpio del fruto,
contrariamente al proceso de congelamiento observado por Kerr et al. (1997)
en kiwi, que se registro desde regiones externas hacia el corazon del fruto en
su interior.

Tabla 5.25. Evolucion del area (mm?) de lasregiones estudiadas en los frutos de
melocoton almacenados a bajas temper atur as.

ToC Dia _ Pulpa o _ Hueso o _ Semilla_ _
Media Desviacion | Media  Desviacion Media Desviacion

0 2276 446 200 12 42 10
1 2 2174 381 229 12 40 9
5 2065 374 214 15 40 8
0 2360 10 250 28 33 20
-10 2 2338 9 312 6
5 2307 90 357 81

Solo se tiene conocimiento de un trabajo previo realizado con
melocotones en este campo, por McCarthy et al. (1989) citado por Schrader et
al. (1992), pero desafortunadamente se desconocen los detalles del mismo
para su comparacion con los resultados obtenidos en el presente estudio.
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A parte del estudio de Kerr et al. (1997) con kiwi, en la literatura se
reportan los estudios de Duce et al. (1992) en calabacin, Gamble (1994) con
arandanos, Hills y Remigereau (1997) con manzanas y Gambhir et al. (2005)
con naranjas. Estos investigadores coinciden en que el congelamiento de la
fruta produce en los tejidos una ruptura de las células, liberando su contenido
durante proceso de descongelamiento, reduciendo la susceptibilidad magnética
y ocasionando cambios en la morfologia y en la distribucion del agua, que
permiten explicar, desde e nivel celular, las diferencias en las sefiales
obtenidas en las diferentes imagenes RMI.

En la Tabla 5.26, se muestra finamente la apariencia externa de todos
los frutos utilizados en e presente ensayo, a inicio y a fina del
almacenamiento para las dos temperaturas empleadas. En los frutos N
almacenados a 1°C no se presentaron cambios externos mientras que los frutos
C amacenados a —10°C, como era de esperarse, mostraron sintomas externos
del congelamiento tales como el endurecimiento y recubrimiento de la piel
con una fina pelicula de escarcha blanca @ momento de redizarles la
exploracion.

Tabla 5.26. Iméagenes de los melocotones al inicioy final
del almacenamiento a bajas temperaturas.
Frutosa 1°C Inicio Dia 5
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Frutosa-10°C: Inicio Dia 5 |

C1

C,

Cs

5.3. Algoritmos desarrollados para la deteccién de dafios
5.3.1. Deteccion en melocotones

Un total de 325 imégenes fueron adquiridas, clasificadas y procesadas
para € estudio de deteccion de dafios en melocotones. En la Tabla 5.27 se
indican, segun la secuencia de exploracion y € plano de corte ddl fruto, €l
nimero de imégenes RMI obtenidas para € entrenamiento y para la
evaluacién de los algoritmos desarrollados para cada uno de |os experimentos.
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Tabla 5.27. Imagenes RM| de melocotones obtenidas, segin experimento,
para €l desarrollo delos algoritmos de procesamiento digital.

Espin Ecoen T, Espin Ecoen T,
Experimento Imagen | Plano Ecuat. | Planolong. Plano Ecuat.
ENT DET | ENT DET ENT DET
Con dafio 8 24 3 7 3 11
Hongo en campo Sndafio | 8 17 | 4 10 3 7
P . Con dafio 12 35 14 42 5 14
Frio en almacenamiento Sin dafto 6 17 8 14 3 5
Mosca delafruta an dapo Plano no usado* 8 21 Secuencia no usada’
Sin dafio 4 12

ENT: imégenes usadas para €l entrenamiento
DET: imégenes usadas para la deteccion

5.3.1.1. Imagenes RM1 con dafio por hongo sapr ofito

En la Tabla 5.28 se presentan, segun contraste y plano de exploracion,
las imagenes RMI de frutos de melocoton Calanda de la variedad “Amarillo
tardio” clon “Jesca’, con presencia interior de dafio por hongo saprofito y sin
dafo (testigos), obtenidas con las secuencias espin eco evaluadas en este
experimento.

En comparacién con los testigos; las iméagenes con dafio exhibieron,
para los dos contrastes y planos de exploracién, regiones bien definidas de
pixeles dentro del mesocarpio con menor intensidad de brillo. Estos pixeles
correspondieron a los teidos aterados por la podredumbre, muy
probablemente provocada por Alternaria sp. Estos tejidos afectados
presentaron tiempos de relgjacion menores a los tiempos de |os tegjidos sanos,
permitiendo que la secuencia espin eco utilizada, con los pardmetros
escogidos, los pudiera distinguir dentro de la pulpa. El dafio, como seve en las
imégenesy se pudo constatar al abrir posteriormente los frutos, se presentd en
zonas del mesocarpio proximas a endocarpio del fruto.

L En este plano y contraste se obtuvo pocas imagenes con dafio, por lo cual éstas fueron
agrupadas para su analisis con las del plano longitudinal.

2 Esta secuencia permitié poco contraste entre la pulpa y las regiones de dafio por lo cual
no se utilizaron las imagenes RMI obtenidas con la misma.
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Tabla5.28. Imagenes RMI contrastadasen T, y en T, de melocotones Calanda,
variedad “Amarillo tardio”, con dafio por hongo saprofito y sin dafo.

Espin Ecoen T, Espin Ecoen T,
Subgrupo . - .
grup Plano Ecuatorial Plano longitudinal Plano Ecuatorial
Con dafio
Sin dafio

De los 182 frutos explorados con RMI, se observé el dafio en 17 frutos
(9,3%), los restantes 165 frutos no presentaron este tipo deterioro interno. El
contraste en T, utilizando el plano ecuatorial permitié obtener mayor nimero
de imégenes con € dafio, seguido del contraste T,-plano ecuatorial y del
contraste en T1-plano longitudinal.

5.3.1.2. Imégenes RMI con dafio por frio

Las imagenes RMI de melocotones Calanda, variedad “Amarillo
tardio” clon “Jesca’, obtenidas con dafio por frio y sin dafio, se muestran en la
Tabla5.29 seguin € contraste y plano de exploracion de la secuencia espin eco
aplicada.

Este dafio se manifestd en las imagenes adquiridas como pequefias
manchas distribuidas en forma irregular sobre gran parte del mesocarpio del
melocotén, mostrando en éste una textura diferente a la presentada en €l
mesocarpio de un fruto sano, la cua fue mucho més uniforme. Imagenes RMI
de nectarinas afectadas por este tipo de dafio, publicadas previamente por
Sonego et al. (1995), también presentaban caracteristicas similares y comunes
alas observadas en este estudio.
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Tabla 5.29. Imégenes RMI contrastadasen Ty en T, de melocotones

Calanda, variedad “ Amarillo tardio”, con dafio por frioy sin dafio.
Espin Ecoen T, Espin Ecoen T,
Subgrupo Plano Ecuatorial Plano longitudinal Plano Ecuatorial
Con dafio
Sin dafio

Las dteraciones de contraste en la pulpa, que se evidenciaron en las
imagenes RMI de melocotones, pueden atribuirse como o plantea Sonego et
al. (1995), en nectarinas, a una reduccion en la densidad protonica ocasionada
por la presencia de espacios gaseosos en los tejidos afectados, que
probablemente alteraron las sefides emitidas por éstos en comparacion a las
sefiales mas uniformes emitidas por tejidos del mesocarpio de frutos sin la
presencia del dafio.

Durante el experimento fueron explorados con RMI un total de 122
frutos, de los cuales 66 (54%) presentaron los sintomas de dafio por frio, de
estos, 20 frutos (16%) correspondieron a tratamiento control (1°C, 99 % HR)
y 46 frutos (38%) fueron del tratamiento susceptible a dafio (5°C, 99 % HR).
Las imégenes RMI que mas permitieron visualizar el deterioro interno fueron,
en el siguiente orden, las reconstruidas en T;1 usando € plano longitudina y
ecuatorial, seguidas de las imégenes reconstruidas en T, en € plano ecuatorial.
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Estructura del algoritmo

- Segmentacion de contornos. En las Figuras 5.8, 59 y 5.10 se
presentan los esguemas de los agoritmos implementados, durante la fase de
entrenamiento, para buscar el umbral de segmentacion de los contornos de la
pulpa y € dafio en las imagenes reconstruidas en Ti- plano ecuatorial, T,
plano longitudinal y T, plano ecuatorial, respectivamente.

Para el subgrupo de imagenes en T;-plano ecuatorial (Figura5.8), ala
imagen RMI original del fruto se aplico un filtro de media para reducir el
ruido, en la imagen resultante | 1 se gecutd un agoritmo de
autoumbralizacion obteniendo una imagen binariade lafrutal 2, enlacud la
pulpa es blancay € hueso y € fondo son negros, estas dos imagenes fueron
combinadas pixel a pixel mediante el operador I6gico “AND”, y a la imagen
resultante 1_3 se le aplicé un filtro de Prewitt para la deteccién de los
contornos. Finalmente, en laimagen resultante | _4 se busc6 el minimo umbral
(Umin ;) para segmentar el contorno de la pulpa, e hueso y las manchas de
dafio. Para todas imagenes de entrenamiento con dafio (Ng) del plano
ecuatorial, contrastadas en Ti, se determiné un umbra minimo medio

(U min), definido como:

— 5 é&J min. U
. o] i
Umn=g e&———-uq (5.1)
=é Ng 0§
RMI original
| il
Filtro media :‘""i
____________ i oo
' Prewitt
T S . EREEEEEE
R - S
1 Autoumbralizacion """ ! I1AND I2 — I 3 1 4 }--2 Unn |
______________ v L___l____l S
|2 f-o-o-o '

Figura 5.8. Esquema ddl algoritmo de blsqueda del contorno en iméagenes con dafio por
hongo saprofito y por frio contrastadasen T;- plano ecuatorial.
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Para €l subgrupo de imagenes contrastadas en T;-plano longitudinal,
fue necesario buscar dos umbrales de segmentacién de contorno; el primero
(Uy) para segmentar solamente el contorno del fruto y del hueso, e cual se
determind, después de filtrar la imagen original con los filtros de media'y de
Prewitt, usando todas las Nt imégenes de entrenamiento, con dafio y sin dafio,
mediante |a siguiente expresion:

&

_ & éU max,
sade
i=1 e

N (5.2)

N

Y & segundo umbra (U,), que se buscé empleando solo las Ny
imagenes con dafio, después de aplicar los filtros y las operaciones
morfol 6gicas mostradas en € diagrama de flujo de la Figura 5.9. Este umbral
permitié segmentar € contorno de la pulpa y de las manchas de dafio. La
expresion utilizada para determinarlo fue:

n,
U2=

"Q)oz

.u‘

(‘D:(‘[;)8

Ir\ln +\/(Umin- U mini)2 5:3)

N, -1

C)C\ C/

| ROI original |

=== pm==== Ly
| Filtro media "--- I Prewitt -7-!

&

Figura 5.9. Esquema del algoritmo de busqueda del contorno en imagenes con dafio por
hongo saprofito y por frio contrastadas en T;- plano longitudinal.
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Para €l caso de las iméagenes contrastadas en T,-plano ecuatorial
(Figura 5.10), € umbral de segmentacién (U,), fue calculado con la ecuacion
(5.3), empleando las imégenes de entrenamiento con dafio. Este umbral
permitio segmentar adecuadamente los contornos del fruto, del hueso y de las
manchas en la pulpa, simultaneamente.

ROI original

_______________

___________

11

\4

1 3 F---+ : Up 1

Figura 5.10. Esquema del algoritmo de blsqueda ddl contor no en iméagenes con dafio
por hongo saprofitoy por frio contrastadasen T, - plano ecuatorial.

En la Tabla 5.30 se indican los valores para los umbrales de
segmentacion de los contornos de la pulpa, e hueso y los dafios, determinados
seglin e contraste de la imagen y e plano de exploracién utilizado. Estos
valores se usaron para la fase de validacion de los algoritmos y permitieron
obtener, en cada caso, una imagen binaria de los contornos.

Tabla 5.30. Umbrales de segmentacion de la pulpa, €l hueso y € daio.

Contraste Plano Umbral No. Ecuacion Valor , nivel degris
T, Ecuatoriadl U min (5.1) 10
T, Longitudind U; ; U,  (5.2); (5.3 73;13
T, Ecuatorial U, (5.3) 19

- Procesamiento de imagen. Para e subgrupo de Iméagenes
contrastadas en Ti-plano ecuatorial, e agoritmo de procesamiento se
esquematiza en la Figura 5.11 y las imagenes obtenidas en cada parte del
proceso para los dos tipos de dafio, por hongo saprofito y por frio, se muestran
en laFiguras 5.12 y 5.13, respectivamente.
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A continuacion se explica paso a paso € algoritmo: Partiendo de la
imagen RMI original se selecciond una ROI rectangular, correspondiente al
fruto, y se le aplicod un filtro de media para suavizar €l ruido (I_1); a esta
imagen se le aplicd el algoritmo de autoumbralizacion para separar € hueso y
el fondo de la pulpa obteniendo la imagen binaria (I_2); esta imagen fue
erosionada 5 veces para eliminar las capas externas de pixeles de la pulpa
(1_3); luego se aplico, punto por punto, el operador l6gico “AND” entre las
imagenes |_2 AND |_1, obteniendo laimagen del fruto sin el hueso |_4; ala
imagen |_4 se aplicé un filtro Prewitt de deteccién de bordes y la imagen

resultante fue segmentada usando € umbral U min de 10, obteniendo los
contornos de la pulpa, e hueso y € dafio en la imagen |_5; luego se
combinaron|_5 AND |_3 para eliminar €l borde de la pulpa obteniendo |_6; a
continuacion se hizo la substraccion pixel por pixel de lasiméagenes| 2 —1_6,
obteniendo la imagen binaria|_7 de la pulpa con las machas de darfio, con €l
hueso y con ruido formado manchas muy peguefias en la pulpa. Esta imagen
fue procesada con un filtro de mediana, aplicado 7 veces, obteniendo
finalmente laimagen binarial_8 con las manchas de dafio por hongo.

De forma andloga para las imégenes RMI contrastadas en T;-plano
longitudinal y para las contrastadas en T,-plano ecuatorial, los algoritmos se
esquematizan, respectivamente, en la Figuras 5.14 y 5.17, y las imégenes
obtenidas, en cada parte de los algoritmos, para los dos tipos de dafio se
muestran en la Figuras 5.15 y 5.16 (contrastes en T;-plano longitudinal) y en
las Figuras 5.18 y 5.19 (contrastes en T,-plano ecuatoria).
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RMI original

v
ROI rectangular
T Fivore b
----------- v
| 1 p-eeeeeaan ,
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fmmmmmm e
! Autoumbralizacion i~ 7" :AND :_> | 4
___________ v e g m e
A
R | 2 peceeeaaan l
! -4 TEroson.n=5 | -4 Prewit. Umin |
I
! | | 3
i !
: : R \ 4
X '---p! AND - 1 | 5
! [
N l
L= ) SUDSracCion  iq--------- 1_6
| Y l _____ F]
1 7
L -4 Filtro mediana. n=7 1
¥ TTTTTTmTmommmmms
1 8

_________________ .
ANALISISDE MANCHAS 1
Fondo: negro
Caracterigticas y filtro de
clase: Tabla5.31

Deteccion de dafio

Figura 5.11. Esquema del algoritmo de procesamiento para la deteccion de dafios por
hongo saprofito y por frio en melocotén paraimagenes en T;- plano ecuatorial.
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Figura 5.12. Procesamiento digital deimagen RMI, contrastadaen T,
plano ecuatorial, con dafio por hongo sapr ofito.

Figura 5.13. Procesamiento digital deimagen RMI, contrastadaen T,
plano ecuatorial, con dafio por frio.
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RMI original

Figura 5.14. Esquema del algoritmo de procesamiento para la deteccién de dafios por

ANALISISDE MANCHAS

1
:
1
! Caracteristicas y filtro de clase:
1
1

¢ Prewit,U;
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|
' »| | 3
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b e 1
» AND - | 4
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i : T e s
IRt
_____ - |
------ | suBs —p| 1_7 '
1
T
A , \ 4
1 6 F---- : K

Fondo: negro

Tabla5.31

Deteccién de dafio

hongo saprofito y por frio en melocotén paraimagenesen T;- plano longitudinal.

183



Figura 5.15. Procesamiento digital deimagen RMI, contrastada en T;- plano
longitudinal con dafio por hongo sapr ofito.

Figura 5.16. Procesamiento digital deimagen RMI, contrastada en T;- plano
longitudinal, con dafio por frio.
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RMI original
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Deteccion de dafio

Figura5.17. Diagrama de flujo dd procesamiento deimagenes RMI en T,- plano
ecuatorial, de los experimentos de dafio por hongo saprofitoy por frio.
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Figura 5.18. Procesamiento digital deimagen RMI, contrastada en T,- plano ecuatorial,
con dafio por hongo sapr ofito.

Figura5.19. Procesamiento digital deimagen RMI, contrastada en T,- plano ecuatorial,
con dafio por frio.

- Andliss y clasificacibn de manchas. Las caracteristicas
seleccionadas para €l andlisis de manchas de las imégenes binarias, y los
diferentes intervalos de valores de clase utilizados como filtros para cada
caracteristica estudiada obtenidos durante €l entrenamiento y aplicados para la
validacion del algoritmo, seindican en la Tabla 5.31.
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Tabla5.31. Caracteristicas seleccionadas e intervalos de clase para eliminacion de
manchas en imagenes RM| para la deteccion de dafios por hongo y por frio.

RMI con | Cte | Plano A, mm? Xc, mm Yc, mm L,mm | P,mm C
- Ecuat. | <1,27;>155 | 46,1<;<52,3 | 52,7<; <58,9
2] 1
Dafio por Long. | <1,00;>100 | <207
hongo
T, | Ecuat. | <2,10; >200 >1,4
Long. | <2,10; >145 <552 | <1,41
P T
Dafio t .
por frio Ecuat. | <0,49; >100 <204
T, Long. | <1,47,>254 >4

A: &ea, Xc, Yc; centroides; L: longitud, P: perimetro, C: compactacion
Cte: contraste de laimagen

Las regiones de dafio, por hongo saprofito y por frio, detectadas y
etiquetadas, de manera automética, por los algoritmos de deteccién durante su
fase de validacion se presentan, para cada contraste y plano de exploracion, en
laFigura5.20.

T4, longitudinal T,, ecuatorial

Figura 5.20. Deteccion del dafio en melocotones afectados por hongo
saprofito (color azul) y con deterioro por frio (color violeta).
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5.3.1.3. Imégenes RMI con picadura de Ceratitis capitata Wied.

En la Tabla 5.32 se presentan dos imégenes RMI de un mismo fruto de
melocoton, variedad Baby Gold, antes (sin dafio) y 24 horas después de haber
sido picado por la mosca de la fruta Ceratitis capitata. En la literatura
consultada no se encontré ningln trabagjo previo que haga referencia a la
visuaizacion y deteccién con RMI del dafio interior que ocasiona esta plaga
al melocoton. El dafio se presentd, al igual que en el ensayo prelimar discutido
anteriormente, como una pequefia region de pixeles mas oscuros dentro del
mesocarpio adyacente a la epidermis (zonas sefidladas en la imagen derecha).
Dos picaduras se pueden observar en la imagen derecha de la Tabla 5.32, por
el ligero contraste que éstas presentan respecto a la pulpa del fruto. Sin
embargo este contraste no fue igual en todas las picaduras de las imagenes
adquiridas y vari6 dependiendo de su localizacién en el mesocarpio.

De los 15 frutos utilizados en e experimento 14 fueron picados por la
mosca y fueron infestados mas de una vez, dado e nimero elevado de
hembras presentes en la cdmara de infestacion. Las picaduras fueron realizadas
en diferentes sitios de |a epidermis.

Tabla 5.32. Imagenes RMI de melocotédn, variedad Baby Gold, sin dafio y

con daiio por la mosca de la fruta Ceratitis capitata.
Secuencia Espin Eco en T4, cortelongitudinal

sin dafio con dafio
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Alternativas para el procesamiento digital

- Segmentacion aplicando un umbral medio. Se explor6 la busqueda
de un umbral promedio, obtenido como la sefial media de 16 regiones de dafio
obtenidas en diferentes imégenes de entrenamiento, marcadas con una ROI,
usando la misma tolerancia de niveles de gris. El umbral obtenido fue de 103
niveles de gris. Este umbral funciond bien en muy pocas imagenes, debido ala
gran variabilidad que presentaba, dentro de un mismo fruto, la sefiad media
emitida por los pixeles de diferentes picaduras. Ademas, determinadas
regiones de la pulpa emitian una sefid media bastante similar a la de las
picaduras. Por tanto, a aplicar este umbral en la mayoria imagenes no se
segmentaron todas las picaduras y en cambio S se segmentaron regiones
pertenecientes a la pulpa y que no estaban afectadas por la mosca. Por lo
anterior esta alternativa de andlisis fue rapidamente descartada.

- Andlisis de perfiles a lo largo de linea trazada sobre la pulpa. Se
estudié € perfil de la intensidad de sefia a lo largo de una linea que cubre
pixeles del mesocarpio, sin y con picadura, de imagenes previamente
suavizadas con €l filtro de media (Figura 5.21).
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Figura5.21. Lineasde perfil dela sefial del mesocar pio sin dafio y con dafio por
picadurade C. capitata.
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Se puede observar, por gemplo, que € perfil a lo largo de la linea
amarilla, trazada en la parte superior izquierda de la pulpa en e mismo fruto,
antes y después de haber sido picado por la mosca, presenta diferencias. Las
diferencias radican en la presencia de valles en el perfil, que corresponden a
los pixeles de las picaduras sobre la linea trazada en la imagen del fruto con
dafo, mientras que la imagen del fruto sin picadura presenta un perfil menos
ondulado y sin estos valles.

Desafortunadamente, con el programa utilizado aqui no se pudieron
generar perfiles de lineas curvas, més interesantes de aplicar en este caso para
la deteccion de las picaduras, dado que éstas se presentaron en € mesocarpio
siguiendo la curvatura de la epidermis del fruto. Ademas, la herramienta de
andlisis de lineas de perfil presentd dificultades de automatizacion. Por estas
circunstancias no se avanzo en la exploracion de esta alternativa, dejandose de
lado, pero que podria considerarse en futuros trabajos.

- Andlisis mediante la aplicacion de modelos. Varios modelos fueron
creados a partir de regiones de dafio escogidas en iméagenes de frutos picados.
En la Figura 5.22-a se muestra uno de los modelos evaluados, en € que la
region de picadura (pixeles grises dentro de la mascara roja) usada como
modelo ha sido ampliada 16 veces para facilitarle al lector su visualizacion.

3 M_MOELDRARTPORMISER_NOT

Dimmnzion | Sesch | ddvnced | drge |

|

Do |

g HES, 2700
oo 116 %131

Hatipol

(a (b)
Figura5.22. Modelo para la deteccién de picaduras de C. capitata.

Este modelo y otros desarrollados, fueron aplicados a las imagenes con
dano y sin dafio, obteniendo en cada imagen los puntos (marcados por una
cruz roja dentro del recuadro verde) de deteccion del modelo (Figura 5.22-b).
Sus coordenadas y € porcentgje de similaridad que la regiéon detectada
presenta con el modelo evaluado también se analizaron.

190



Ninguno de los modelos creados permitié detectar la mayoria de las
picaduras, ademés se detectaban fal sas regiones de picadura en el mesocarpio,
en e hueso e incluso en el fondo de laimagen. La principal razén alas falsas
detecciones efectuadas por estos modelos, fue que las regiones de picaduras
diferian en el tamarfio y en la distribucion de los niveles de gris de sus pixeles,
facilitando de este modo la confusion a modelo aplicado. Por lo anterior esta
aternativa de andlisis también se descarto.

- Deteccion mediante busgueda de bordes. Debido a la gran
variabilidad presentada, dentro de una misma imagen y de una imagen a otra,
en la sefial media de los pixeles de las picaduras, se decidié entonces explorar
la deteccion mediante la blsqueda de los contornos de estas regiones de dafio,
aprovechando €l ligero contraste observado con relacién a la regiéon de
mesocarpio. Para la obtencion del contorno del mesocarpio afectado por
picaduras de mosca se realiz6 e procesamiento mostrado en € diagrama de
flujo delaFigura5.23.

RMI original
ROI dliptica
! Filtro medic -
---------- y
[ S .
| Filtro de Prewit -~~~ 5
\ 4 v
| 2 ! SUBS —p| I 4
..........
| Segmentacion :_____ ? 1 Autoumbralizacion 1
' (Umbrd=16) | ' L"": Filtro de mediana |
—————————— A4 : A [ |
I3 p--------- ' I 5

Figura 5.23. Procesamiento para la obtencion del contorno del
mesocar pio del melocoton.

A partir de laimagen RMI original se selecciond una ROI eliptica del
fruto que fue suavizada mediante la aplicacion de un filtro de media, a la
imagen |_1 obtenida se le aplicé un filtro de Prewitt para la deteccién de
bordes (1_2), y se aplicé un umbral de 16 niveles de gris para segmentar los
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contornos de la pulpa y las picaduras (I_3). Se realiz6 luego la resta de las
imagenes|_1 —|_3 para obtener la imagen del fruto con los bordes resaltados
(1_4), estaimagen finalmente se convirtié a unaimagen binaria (I_5) mediante
la aplicacion del algoritmo de autoumbralizacion, seguido de la aplicacién de
un filtro de media, para la eliminacién de manchas muy pequefias de ruido.
Las imagenes obtenidas en cada fase del procesamiento se presentan en la
Figura5.24.

Figura 5.24. Procesamiento digital deimagen RM|I, parala obtencién del
contorno del mesocar pio con picadura por C. capiata.

Tanto las imagenes |_3 como |_5 fueron utilizadas en el andlisis de
manchas, empleando caracteristicas como el areay e perimetro del contorno
del mesocarpio, para compararlas con los valores de los frutos sanos, sin
picadura, pero desafortunadamente no se obtuvo distincion alguna debido ala
variacion del tamafio de la pulpa de las imégenes de los frutos estudiados. La
caracteristica del nUmero de huecos tampoco fue efectiva como filtro de clase,
debido a que durante el procesamiento, las imagenes sin dafio resultaban con
algunas manchas de pixeles negros en la pulpa (ruido) que se confundieron
con picaduras. Unavariacion del anterior procesamiento realizada para obtener
una imagen del contorno del mesocarpio, sin la epidermis, se muestra en el
diagrama de flujo de la Figura 5.25.

En este caso se aplicd nuevamente € filtro de Prewitt alaimagen | 5
para obtener e contorno exterior del mesocarpio |_6 y mediante la
substraccion, pixel a pixel, del laimagen binarial_7 (imagen autosegmentada
de | _1), se aobtuvo e contorno del mesocarpio sin la epidermis |_8, Figura
5.26.

192



RMI original

v

ROI eliptica
________ =
: Filtro media 1----
-------- : v
11 p-----e--
1
_________ 1
| Filtro de Prewit -:--- .
_______ v v
1_2 | suBsS ! I 4
T oo ] i T
mentacion | __ P
1 _(Umin=16) T v : V; I_éu_to_uTb_ral_lz_ac_loD_l
e mmmmmm- |
[T P 1.5
______________ |
- - Autoumbralizacion | ;---:_E'I_"Ed_efr_ew_'t_.'
»| 1.7 }---» SUBS ¢- 16
|__I__|
1_8

Figura 5.25. Procesamiento para la obtencion del contorno del mesocar pio del
melocotdn sin la epidermis.

Figura 5.26. Procesamiento para la obtencion del contorno del mesocar pio con picadura
de C. capitata sin la epidermis.

Esta nueva alternativa permitio obtener unaimagen final, |_8, en laque
las picaduras resaltan en el contorno del mesocarpio, sin embargo € andlisis
de manchas también present6 dificultades para detectar estos “resaltos’ a estar
todos los pixeles encadenados con € contorno.

No obstante, el tratamiento de las imégenes mediante aplicacion del
algoritmo de autoumbralizacién y de la busqueda de bordes con operaciones
aritméticas y morfologicas, que a continuacion se explicara, resultd ser la
aternativa mas viable de usar, en estatesis, para la deteccion de la picadura de
la mosca en e melocoton.
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Algoritmo de deteccion

El algoritmo desarrollado presenta la estructura general indicada en la
Figura4.18, con las diferencias que a continuacion se explican.

- Segmentacion de contornos. Se utiliz6 un agoritmo similar al
esguematizado en la Figura 5.10. Sin embargo, en la imagen obtenida, previo
procesamiento, se buscaron dos valores de umbral: un umbra minimo, Umin,
para segmentar e contorno de la pulpa, € hueso y e dafio, y un umbral
maximo, Umax;, para segmentar solo € contorno de la pulpa. Con estos dos
valores se obtuvo un umbral promedio, Unmedio = 21, paratodas las Nt imagenes
de entrenamiento, calculado como:

~

o €U min, +U max; )u
U oo = : é( >N )LJ (5.4)
i=1e T u

Este umbral permitié segmentar en la imagen el contorno de la pulpa
con |las picaduras.

- Procesamiento de imagen. En laFigura 5.27 se presenta el agoritmo
de procesamiento desarrollado y en la Figura 5.28 se muestran las imagenes
obtenidas durante cada paso del proceso, €l cua se describe a continuacién. A
la imagen RMI original se aplicd un filtro de media, obteniendo |I_1. La
autoumbralizacion de éstaimagen permitié obtener laimagen binarial 2 dela
pulpa, esta se erosiond en cinco ocasiones para obtener |_8. De otro lado ala
imagen binaria del contorno del fruto 1_3 se combind, usando € operador
AND con |_1 para obtener |_4 (imagen en escala de grises de los contornos).
| _4 fue autosegmentada para obtener la imagen binaria |_5. Esta imagen se
resto con |_2 para obtener otraimagen binaria de la pulpal_6 con las entradas
de las picaduras. A ésta imagen se le aplico un filtro de media para quitar
ruido y fue dilatada tres veces para obtener |_7. Estaimagen se resto a|_8
para obtener los puntos periféricos de picaduras de la pulpa en laimagen |_9.
Finalmente, esta Ultima imagen se resto de la imagen suavizada |_1 para
obtener la imagen en escala de grises del fruto con las manchas de picaduras
sobre la pulpa, |_10.
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Figura 5.27. Diagrama deflujo del procesamiento de lasiméagenes RMI del experimento
de dafio por Ceratitis capitata.

Figura 5.28. Procesamiento digital deimagen RM1, contrastada en T, plano
longitudinal, con dafio por Ceratitis capitata.
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- Andlisis y clasificacion de manchas. Sobre la imagen resultante en
escala de grises, sereaizo € andlisis de manchas. En ésta parte del algoritmo,
se eliminaron aquellas manchas con &rea menor a 0,1 mm?, consideradas ruido
en la imagen y no picaduras de mosca. Las caracteristicas seleccionadas
durante la fase de entrenamiento para el andlisis de manchas de la imagen
| 10, y los diferentes interval os de valores de clase utilizados como filtros para

cada caracteristica en la fase de validacidon del agoritmo, se indican en la
Tabla5.33.

Tabla 5.33. Caracteristicas seleccionadas en € analisis de manchas e
intervalos de clase en lasimagenes RM | con dafio por Ceratitis capitata.

Caracteristica seleccionada Intervalo de clase
Area, mm <0,97;>90
Compactacion, adimensional <1,3;>48
Diametro medio, mm >1,2;>53
Longitud, mm <03:>79
Xc, mm >44 ;<56
Yc, mm > 46 ; <58

En la Figura 5.29 se muestran las imégenes detectadas, sin dafio y con
dafno por picadura de mosca (regiones marcadas en verde), en e mismo fruto

de melocoton (antes y después de haber sido picado), obtenidas con €l
algoritmo de deteccion desarrollado.

Sin dafio Con dafio

Figura 5.29. Deteccion del dafio por picadura de C. capitata en melocoton.
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5.3.2. Deteccion en citricos

Un total de 1229 imégenes RMI fueron adquiridas, clasificadas y
procesadas para el estudio de deteccion de dafios en citricos. En la Tabla 5.34
se indica el nimero de imagenes RMI obtenidas para el entrenamiento y para
la evaluacion de los agoritmos desarrollados para cada uno de los
experimentos, seguin la secuencia de exploracion 'y el plano de corte del fruto.

5.3.2.1. Imégenes RMI con dafio por hongos

El porcentaje de frutos que desarrollaron dafio interior fue bastante
alto; 100% para los frutos inoculados con D. natalensis, 90% para A. citri y
95% para B. cinerea. Estos elevados porcentgjes indican la gran efectividad
del método de inoculacion utilizado para la preparacion de las muestras.
Ademés de lo anterior, la manifestacion externa de los sintomas fue tardia,
ocurriendo a partir del 4 y del 5 dia en los frutos con D. natalensis y con B.
cinerea, respectivamente, y practicamente sin evidencia alguna durante 11 dias
de seguimiento en los frutos inoculados con A. citri.

En las Tablas 5.35, 5.36 y 5.37 se presentan imégenes RMI tipicas que
fueron obtenidas sin presencia de dafio y con dafo interno producido por los
hongos A. citri, B. cinerea y D. natalensis, respectivamente, en |os diferentes
frutos explorados.
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Tabla 5.34. Numero deimagenes RMI de citricos, con dafo y sin dafio, obtenidas segln experimento y
utilizadas para el desarrollo y evaluacién de los algoritmos de procesamiento digital.

Espin Ecoen T, Espin Ecoen T, GradienteEcoen T,
Experimento Imagen Plano Ecuat. | Plano Long. | Plano Ecuat. | Plano Long. | Plano Ecuat. | Plano Long.
ENT DET | ENT DET | ENT DET | ENT DET | ENT DET | ENT DET
. Con Dafio . 7 20 5 14 5 21
Preliminar Sin Dafo Noadlizdo 12 0| 5 14| 5 21
. Con Dafio 15 44 20 59 12 38 18 53 -
Alternaria | o 7 2|7 2|7 15|8 2 Secuenciano usada
Botrytis Con Dafio 5 16 3 7 4 13 8 24
Sin Dafio 7 17 4 12 4 13 6 18
Dafio Categoria | | 25 78 26 79 11 34 25 77 Secuenciano usada
Heladas Dafio Categoriall 5 15 5 15 Secuenciano usada 5 15 5 15
Sin Dafio 5 15 5 15 5 15 5 15 5 15 5 15

ENT: imégenes usadas para el entrenamiento del algoritmo
DET: iméagenes usadas para la validacion del algoritm



Tabla 5.35. ImagenesRMI contrastadasen T,y en T, decitricos, sin'y
con dafio por Alternaria alternata pv citri.

Espin Ecoen T, Espin Ecoen T,
Subgrupo . N . Lo
Plano Ecuatorial Plano longitudinal Plano Ecuatorial Plano longitudinal
Con
dafo
Sin
dafo

Los dafios inducidos en los frutos por los hongos inoculados se
presentaron, en las imégenes RMI, como regiones de pixeles mas oscuras que
las regiones de estructuras como la pulpa, la columelay el abedo. En las
imégenes reconstruidas en el plano ecuatorial, el dafio se locaizd en lazonade
la columela y se extendi6 radialmente por los tabiques de los gajos. En €l
plano longitudinal, el dafio se observé generamente en parte de la columelay
el abedo més proximo a ee estilar del fruto. Estos sintomas fueron algo
similares a los reportados por Galed et al. (2004) en imégenes RMI
contrastadas en T, de mandarinas Fortuna y naranjas Vaencia, afectadas
internamente por P. digitatum. En €l estudio citado, se observaron, sobre el
mesocarpio, areas oscuras (deshidratadas) correspondientes al hongo, mientras
gue en el meristemo floral (columela), contrario a lo observado en e actual
estudio, se visualizé una zona brillante correspondiente a la acumulacion de
agua movil. Las diferencias presentadas en las imégenes contrastadas en T, de
estos dos trabajos pudieron deberse a discrepante mecanismo de infeccién y
colonizacion de cada hongo (Tuset, 1988), y quizas también al diferente estado
de maduracién gque presentaban |os frutos usados en cada estudio.




Manchas oscuras entre los tejidos de la pulpa fueron observadas en los
frutos inoculados con D. natalensis en una fase avanzada de desarrollo de este
hongo y coincidieron con e sintoma reportado por Galed et al. (2004) en un
estado avanzado de colonizacién de P. digitatum en mandarina.

En genera en la presente investigacion, las imagenes ponderadas en T,
ofrecieron mayor contraste de sefial, entre las regiones de dafo y los tejidos
sanos adyacentes, que las imagenes contrastadas en T;. Sin embargo las
imagenes reconstruidas en T;-plano longitudinal permitieron ver mejor €l

dafio, como una mancha oscura, localizada en la zona del albedo préxima a
pedinculo.

La mayor cantidad de iméagenes RMI con dafio se presenté con los
frutos inoculados con A. citri. Esto fue debido a que el tiempo de desarrollo de
este hongo, comparado con |os otros dos, fue bastante grande, lo cua permitio

realizar un mayor nimero de exploraciones antes que los sintomas de la
podredumbre se hicieran evidentes externamente.

Tabla 5.36. ImagenesRMI contrastadasen T,y en T, decitricos, sin'y
con dafo por Botrytis cinerea.
Espin Ecoen T, Espin Ecoen T,

Subgrupo . N . N
garp Plano Ecuatorial Plano longitudinal Plano Ecuatorial Plano longitudinal

Con dafio

Sin dafio
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Tabla 5.37. ImagenesRMI contrastadasen Ty en T, decitricos, sin'y
con dario por Diplodia natalensis.

Espin Ecoen T, Espin Ecoen T,
Subgrupo . - . N
Plano Ecuatorial Plano longitudinal Plano Ecuatorial Plano longitudinal
Con dafio
Sin dafio

Las imégenes RMI de citricos mostrando los dafios internos
provocados por D. natalensis, A. citri y B. cinerea, obtenidas en esta tesis,
para nuestro conocimiento son las primeras que se publican para este tipo de
frutos. Trabajos similares se habian realizado con B. cinerea en frambuesa
roja, grosella negra, uvay fresa (Goodman et al., 1992; Goodman et al., 1996;
Clark et al.1997; y Glidewel et al., 1997) pero no con naranjas.

5.3.2.2. Imégenes RMI con dafio por heladas

En la Tabla 5.38 se muestran las tipicas imagenes RMI de citricos con
dos categorias de dafio por heladas en campo e imégenes de frutos sin dafio
utilizados como control. El dafio, categorial, se observé en las imégenes como
regiones bien definidas de pixeles més oscuros localizadas dentro de uno o
varios gajos. El dafio, categoria ll, se presentd, como regiones méas grandes de
pixeles oscuros presentes practicamente en todos los gajos de la fruta. Estas
regiones oscuras correspondieron en el dafio leve a los gaos secos y
deshidratados, mientras en el dafio severo correspondieron a oquedades dentro
del mesocarpio de la fruta. Los frutos de control, sin dafio, no presentaron
ninguna de los sintomas anteriores y por el contrario € nivel de gris de los
pixeles correspondientes al mesocarpio, se presento bastante uniforme.
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Tabla 5.38. Imagenes RM| contrastadasen T,y en T, decitricos, siny con
dafo, producido por heladas en campo.

Espin Ecoen T, Espin Ecoen T, (GE en Ty)*
Darfio . N . N
Plano Ecuatorial Plano longitudinal Plano Ecuatorial Plano longitudinal
Catl
Catll
Sin dafio

* En |las imégenes con dafio por heladas, categoria ll, se uso la secuencia T, (GE) en lugar de T, (SE)

Este tipo de dafio en citricos habia sido revelado por primera vez con
RMI por Chen et al. (1989), quien utilizando una secuencia eco espin en Ty,
mostro las regiones secas y € grado de sequedad en una naranja Washington
Navel. Posteriormente, Herndndez et al. (2003) fueron los primeros en adquirir
y procesar imagenes dindmicas de naranjas afectadas con esta clase de
deterioro. Tanto en esos trabajos como en el presente, |os tejidos afectados se
visualizan como regiones oscuras, de baja intensidad de sefial, debido a la
carencia de agua en estas regiones del fruto. Los tejidos sanos de la pulpa, en
cambio, presentan pixeles con unaintensidad de brillo mayor. De acuerdo con
el trabajo publicado recientemente por Gambhir et al. (2005), estas diferencias
en las sefides emitidas por los teidos afectados y sanos, se explican por la
reduccion significativa (>10%) en el tiempo de relgjacion T, que padecen los
tgjidos de la pulpa, cuando son congelados.
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Estructura del algoritmo

El esquema del algoritmo desarrollado se muestra Figura 5.30. Cémo
en la deteccion de dafios en las imégenes de melocoton, éste algoritmo se
empled en dos fases, una de entrenamiento (resaltada en rojo) y otra de
validacion (en azul). En cada una se usaron imégenes independientes.

- Segmentacion de contornos. En la Tabla 5.39 seindica la ecuacion o
método para determinar cada umbral y los valores respectivos obtenidos para
los subgrupos de imégenes y € tipo de dafio estudiado (experimento). El valor
de umbral determinado para los frutos afectados por hongos, varié entre 66 y
100 niveles de gris dependiendo del tipo de patdgeno, del contraste de la
imagen y del plano explorado.

Tabla 5.39. Umbrales de segmentacién de regiones en citricos.

Experimento Contraste Plano Region Ecuacién/método* Umbral, ng**
. Ty Longitudinal Dafio Sm 66
Preliminar . o
(3 hongos) T, Ecuatorial Columela-dafio Alg. AutoUmb. Autoumbral
T, Longitudinal Dafio Sm 92
T, Ecuatorial Dafio Sm 100
A citri T1 Longitudinal Dario Sm-DE 86
T, Ecuatorial Columela-dafio Sm+DE 91
T, Longitudinal Columela-dafio Sm-DE 93
T, Ecuatorial Columela Sm-DE 91
B. cinerea Ty Longitudinal Columela-dafio Sm-DE 74
T, Ecuatorial Columela-dafio Sm 80
T, Longitudinal Columela-dafio Sm-DE 86
T, Ecuatorial Dafio Sm-DE 87
Helada Ty Longitudinal Dafio Sm 87
categoria T, Ecuatorial Pulpa-dafio Alg. AutoUmb. Autoumbral
T, Longitudinal Pulpa-dafio Alg. AutoUmb. Autoumbral
Ty Ecuatorial Dafio Alg. AutoUmb. Autoumbral
Helada T, Longitudinal Dafio Alg. AutoUmb. Autoumbral
categoriall T, (GE) Ecuatorial Dafio Alg. AutoUmb. Autoumbral
T1(GE) Longitudinal Pulpa-dafio Alg. AutoUmb. Autoumbral

*Sm: sefid media (ecuacion 4.2) , DE: desviacion tipica de Sm (ecuacion 4.3),

Alg. AutoUmb.: Algoritmo de autoumbralizacion (Anexo A8)

**ng: nivel de grisdel umbral
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Figura 5.30. Esguemadel algoritmo para la deteccion de dafios en citricos
ocasionados por hongosy por heladas en el campo.



- Procesamiento de imagen. En cada imagen RMI origina se
selecciond una ROI, a la cua se le aplico, generalmente, € filtro de media
para suavizar y disminuir € ruido presente. A las imégenes afectadas por
heladas y a las imégenes contrastadas en T,-plano ecuatorial del experimento
preliminar con tres hongos, se les aplicd luego un agoritmo de
autoumbralizacion, para obtener una imagen binaria de la pulpa (en blanco)
con las regiones de dafio y de fondo (en negro).

Se quitaron aguellas regiones de manchas muy pequefias consideradas
como ruido y se eliminaron también agquellas manchas de tamafio consideradas
fondo o estructuras sanas de la fruta. En el caso de la imagen en escala de
grises se aplicd el umbral buscado antes 'y para €l caso de laimagen binaria se
aplicd un umbral fijo de 128 como nivel de gris.

En la Tabla 5.40 se muestran para cada tipo de dafio, segun la

secuencia y plano de exploracién, las imagenes tipicas obtenidas después de
realizar el procesamiento digital anterior, esquematizado en la Figura 5.30.
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Tabla 5.40. Imégenestipicas obtenidas del procesamiento digital para
cada uno de los dafos estudiados en citricos.

Tipode Contrasteen T, Contrasteen T, (T; GE)

dafo Ecuatorial Longitudinal Ecuatorial

L ongitudinal

A. citri

cinerea

D.
natalensis

Helada
Catl

Helada
Cat Il

* En las imégenes con dafio por heladas, categoria 11, se usd la secuencia T, (GE) en lugar de T, (SE)
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- Andliss y cladficacibn de manchas. Las caracteristicas
seleccionadas para € andlisis de manchasy los diferentes intervalos de valores
de clase utilizados, como filtros de eliminacién de mancha, para cada
caracteristica de las imégenes de entrenamiento, se presentan en la Tabla 5.41.
Toda mancha dentro del intervalo indicado, en cualquiera de las caracteristicas
escogidas segun €l tipo de dafio, contraste y plano de la imagen; fue eliminada
y no fue considerada como region con dafio.

En la Tabla 5.42 se presentan las tipicas regiones de dafio, provocadas
por los hongos y por las heladas, que fueron detectadas y etiquetadas, de
manera automatica, por los algoritmos en la fase de validacion, luego de
aplicar los filtros de clase obtenidos en la fase de entrenamiento. Las regiones
detectadas con dafio, en las imégenes se indican con un color diferente para
cada tipo de deterioro y corresponden a las mismas imégenes RMI con dafio
mostradas en |as tablas anteriores.

En la mayoria de las imégenes con dafio por hongo, contrastadas en T;-
plano longitudinal, se detectd la region de la columela con e dario localizado
en un extremo (zona del albedo), y en otras fueron detectadas pequefias
manchas dentro de los gajos, mientras que en las imagenes contrastadas en T,
mismo plano, se detecté al menos unaregion de gajo completa con entrantes
periféricos debidos a la podredumbre del hongo. En las imégenes en Ti-plano
longitudinal con dafio por heladas, éste se detecté como peguefias manchas
dentro de los gajos, localizadas cerca de la columela. Para e caso de las
imégenes con este dafio reconstruidas con la SE en T, y con la secuencia GE
en T4, fue detectado el contorno de a menos uno de |os gajos afectados.
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Tabla 5.41. Caracteristicas seleccionadas e intervalos de clase para eliminacién de manchas no deseadas en la
deteccion de dafios en imagenes RM | de citricos.

RMI con Cte Plano A, mm? Xc, mm Yc, mm L, mm P, mm C R #H
b. natalensi T Long. <16; >1000 >38,3
. natalensis ;
(ensayo prelimiar) T, Ecuat.  <80; >429 <33,6 <50,8 <372
Long. <8,65 <39,1 >78,1 55,8 >;< 133,6 >312,5 >6 1,20>;<1,26
<3,15; >500 . . .
. Ecuat. 15> : <110 <48; >73 <42; >88 5>;<33
1
" <35 . : . .
A. citri Long. 50>:<244 <29; >65 <42;>95 10>;<38 8>,<19
T Ecuat. <1,0 5,4>,<144 2>:<75
2 Long.  <600;>2345 <1,2;>1,95
<1; >300 . . .
T Ecuat. 6> <140 <40; >89 <49; >90 7>,<26,7 >130
B. cinerea Long. <75 >50 <43; >76 19,9>;<38 >136
T Ecuat. <19 15>;<110
2 Long. <50 240><321  >10 <1,185
<1; >5000 . .
; Ecuat. 134<:<217 <30; >80 <41;>80 >12
1
<1; >5000 . . .
Helada cat | Long. 1 oc.c3eg <344 >70 <485,>83 8>:<22.2
. 20>;>47 38>;<110
T, Ecuat. <2,2; >515 >197 ~400
Long. <160 100>;<139 <82 <1,77 =0
<3;>5000 . .
; Ecuat. 50,1<:<125,2 60,4<;<63,2 65,5<;<68,4
1
<1; >5000 . .
Helada cat 11 Long. 914<:<197.1 53,3<;<65,6 55<;<64,8
Ecuat <3; >5000 78,7<;<80,1 77,4<;<86,8
T: (GE) ) 150<;<190 <50; >100 <67; >100
Long. <105 <6,7 =0

A: érea, Xc, Yc: coordenadas del centroide, L: longitud, P: perimetro, C: compactacion,
R: rugosidad, #H: nimero de huecos, Cte: contraste de laimagen RMI



Tabla 5.42. Deteccion de dafios en citricos afectados por hongos
y por heladas en campo obtenida en la fase de validacién del algoritmo.

Dafo T, T, (T GE*)

Ecuatorial L ongitudinal Ecuatorial L ongitudinal

A. citri

B. cinerea

D.
natalensis

secuencia no usada

Helada
cat |

Helada
catll

* En las imégenes con dafio por heladas categorias | y 1l se usd la secuencia T, (GE) en lugar de T, (SE)

La deteccion de los dafios en las imagenes exploradas en e plano
ecuatorial, sin importar €l tipo de secuencia usada, se presentd en forma de
manchas localizadas en la region de la columela que se extendieron por los

tabiques para el caso de los hongos, y hasta los gajos en el caso de los frutos
deteriorados por heladas.



5.4. Evaluacién delosalgoritmos
5.4.1. Meocotones

En la Tabla 5.43 se presentan |os resultados obtenidos en la evaluacion
de los agoritmos desarrollados para la deteccion de los dafios estudiados en
melocoton. Se puede observar que los mejores resultados se lograron
detectando frutos afectados por € hongo saprofito y por e dafio por frio, en
los cuales, en promedio, se logrd detectar correctamente el 98,5% de fruta con
dafio y se detecto, erréneamente, un 21,5% de fruta sana como producto con
dafio con tan solo un 1,5% por encima del umbral méximo de clasificacion
fijado en este trabajo. Por e contrario, la deteccion de fruta con picadura de
mosca fue del  71%, un 9% por debajo del umbral minimo fijado y con una
altafalsa asignacion de fruta sana como fruta con dafio (42%), es decir un 22%
mas por encima del umbral maximo.

Tabla5.43. Resultados de deteccion en melocotones de los algoritmos
desarrollados segln tipo de dafio, contraste y plano de exploracion.

. Imégenes con dafio | Imagenessin dafio
Dafio por | Contraste Plano
%DAFD | % FDFD | %DAFS | % FDFS
- Ecuatoria 100 0 65 35
Hongo 1 T
saprofito Longitudinal 100 0 80 20
T, Ecuatoria 100 0 89 11
- Ecuatoria 91 9 65 35
Frio " [ Longitudina | 100 0 92 8
T, Ecuatoria 100 0 80 20
Mosca T, Longitudinal 71 29 58 42

Estas diferencias se explican por las caracteristicas mismas de los
dafos estudiados, en los que las regiones con deterioro por hongo y por frio se
presentaron en las imagenes de forma mas distribuida, con mayor nimero y
tamafio, con lo cual la deteccién de a menos una mancha era més probable de
ocurrir. Mientras en la fruta afectada por picadura, en la cual € ndmero de
danos (picaduras) y € tamafio era menor, con un contraste muy variado, que
facilitd la confusién con peguefias zonas sanas en € mesocarpio; fueron
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aspectos que afectaron e buen desempefio del algoritmo de deteccion
propuesto en esta tesis.

Para €l caso de la deteccion del dafio por hongo saprofito, e mejor
desempefio se obtuvo con e agoritmo desarrollado para las imagenes
adquiridas oon la secuencia eco espin contrastada en T, utilizando en la fruta
el plano ecuatorial (tan solo un 11% de fruta sana clasificada como dafiada).
Sin embargo, para los melocotones con dafio por frio, e mejor desempefio se
logré con e algoritmo desarrollado para las imagenes RMI contrastadas en T
adquiridas en el plano longitudinal (solo un 8% de falsa asignacién a la fruta
sana). Estos resultados fueron debidos, principalmente, alos mayores cambios
de contraste entre las regiones sanas y con dafio del mesocarpio, que esta
secuencia permitio obtener, facilitando de este modo la discriminacion de éstas
por €l algoritmo.

Con relaciéon a la falsa deteccién de fruto sano como dafiado, que
realiz6 cada agoritmo con las imagenes de control de los demés dafios, la
Tabla 5.44 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 5.44. Porcentajesde falsa deteccion en frutos sanos de melocoton
obtenidos con los algoritmos desarrollados.

) % FDFS con iméagenes control del
Algoritmopara | SubgrupoRMI experimento de:

detectar dafio por

Contraste | Plano | Hongo | Frio M osca
T, Ecuat. 35* 35 | Siniméagenes**
Hongo T1 Long. 20* 44 50

T, Ecuat. 11* 22 Sin imégenes**

T, Ecuat. 41 35¢ | Siniméagenes**

Frio T Long. 7 8* 50
T, Ecuat. 56 20* | Siniméagenes**
Mosca T Long. 56 40 42*

* Vaores dereferencia
** No se obtuvo iméagenes en ese contraste y plano

Se puede observar que los agoritmos de meor desempefio, sefialados

antes, también permitieron conseguir los menores porcentajes de falsa
asignacion de la fruta sana (22 y 7% para las secuencias con dafio por hongo y
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con dafio por frio, respectivamente). En el caso de las imégenes de control del
dafno por hongo, este porcentaje fue incluso menor a obtenido con las propias
imagenes de control del dafio por frio, con las que se evalud inicialmente el
algoritmo. Para €l caso del algoritmo desarrollado para el hongo en T,-plano
ecuatorial, la falsa deteccién de los controles del dafio por frio fue e doble
(22%) de la obtenida inicialmente (11%), no obstante este valor esta muy
cerca del umbra maximo de aceptacion establecido del 20%. La falsa
asignacion de fruta sana que presentaron ambos algoritmos fue igual cuando
se gecutaron con las imagenes de control del dafio por mosca (50%). Este
porcentgje tan ato podria ser explicado por €l origen de las imégenes RMI,
que en el caso del dafio por mosca provenian de frutos de la variedad Baby
Gold, mientras que las imégenes de control de los otros dafios estudiados
provenian de frutos de melocoton Calanda variedad “ Amarillo tardio”.

5.4.1.1. Seguimientoy deteccion anticipada del dafio por frio

Periodo inicial de almacenamiento de los frutos. En la Tabla 5.45 se
presenta la evolucion de algunas propiedades registradas en los frutos durante
el periodo inicial de almacenamiento de 22 dias, comparando los valores
medios obtenidos para cada propiedad medida a comienzo, a intermedio y a
final de éste periodo. Se puede observar; en cuanto a peso de los frutos, que
en cada dia de observacion no hubo diferencias entre el tratamiento control
(1°C) y © tratamiento de induccion del dafio por frio (5°C), y que la pérdida
media de peso, a final, fue del 10% (1 g/dia). En cuanto a color, entre
tratamientos, los frutos, no presentaron cambio en su tonadidad roja
(coordenada cromética +a*), ni en latonalidad amarilla (coordenada +b*) para
los mismo dias de evaluacion. En la luminosidad (coordenada L*) solo se
presentaron diferencias entre los dos tratamientos en el dia 22. Las pruebas
destructivas mostraron que, en cada dia de observacién, los frutos de ambos
tratamientos no presentaron diferencia estadistica en la firmeza (valores entre
81 y 95N), y a inicio y final del amacenamiento, presentaron la misma
concentracion de solidos solubles (entre 12,1y 14,4%), datos muy similares a
los reportados por Badenes et al. (1998), en un estudio de caracterizacion
realizado con esta misma variedad de melocotones.
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Tabla 5.45. Evolucion de algunas propiedades de los frutos de melocotén
durante los tratamientos de almacenamiento.

. Pérdida Peso Color epidermis Firmeza CSS
Trat. Dia % L it b* N %
0 00°? 61,343° 12892 44,79? 816" 1212
1°C 12 71 ° 61,633 1406% 5084 °© 8313 126 °¢
22 99 ° 61,92 1361% 45813 7383 134 °d
0 0,02 60,25%  1307% 46,11% 81,0%° 122°°
5°C 12 60 ° 6406 °° 11222 4845 ¢ 6522 11,22
22 100 ¢ 6650 °© 12,16% 4651%° 953 ° 144 ¢

En una columna valores con la misma letra no presentan diferencia estadistica segiin prueba LSD, P= 95%.

Para los dos tratamientos, no se observaron externamente sintomas de
dafno alguno. En la Tabla 5.46 se presentan dos de los frutos utilizados para el
seguimiento, en los que se puede observar, que internamente no s presento y
por tanto no fue detectado, con €l procesamiento digital, el dafio por frio
durante esta fase del experimento.

Adicionamente, en los frutos usados para el muestreo destructivo
tampoco se observo, durante los 22 dias de almacenamiento previo, ninguno
de los sintomas del dafio por frio descritos en el Anexo A4. Por todo lo
anterior, fueron tomados como valores de referencia de color, CSS'y firmeza,
parala siguiente fase e experimento, los promedios alcanzados € dia 22, para
compararlos con los promedios obtenidos durante el periodo de maduracién de
los frutos.
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Tabla 5.46. Iméagenes exteriores e interiores de frutos de melocoton en diferentes

dias de evaluacion segiin € tratamiento de almacenamiento inicial.
Trat. Dia Foto RMI Deteccion*
0
CONTROL
1°C 12
22
0
INDUCCION DE
DANO POR FRIO 12
50C
- .

* |magenes binarias en las que no se detectd dafio alguno
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Periodo final de maduracion de los frutos. El seguimiento de la
pérdida de peso fue realizado hasta € cuarto dia de amacenamiento en esta
fase (datos no mostrados), momento en el que los frutos de ambos tratamientos
perdieron, en promedio, €l 3,6% del peso fresco con el que habian llegado de
la fase de almacenamiento previa. Esta variable mostr6 un comportamiento
smilar y no presentd diferencias estadisticas entre los frutos de ambos
tratamientos. Seguin Ferrer et al. (2001), en melocotones a partir de un 5% de
pérdida de peso el fruto empieza a denotar encogimiento y marchitamiento y
el méximo porcentaje de pérdida de peso se sitliaen € 11% (Carmona, 2001).

La Tabla 5.47 muestra los resultados de las caracteristicas estudiadas
en los frutos durante su maduracion (ensayos, en su mayoria destructivos,
usados como referencia para confirmar la aparicion del dafio).

En cuanto a la apariencia externa, la coordenada cromética +a*,
indicadora del componente rojo en los frutos, solo mostré diferencias entre
tratamientos al final del almacenamiento (dia 10). Analizando la variacion de
esta coordenada cromética en cada tratamiento; se encontrd, para los frutos del
tratamiento susceptible al dafio, una diferencia estadistica a partir del segundo
dia, mientras que la diferencia para los frutos control, se present6 a partir del
cuarto dia de maduracién. EI componente amarillo del color (coordenada
cromatica +b*) también present6 diferencia entre tratamientos solamente a
fina (dia 10), y por tratamiento solo se registré diferencia estadistica, €l
ultimo dia de amacenamiento en los frutos de control. Respecto a la
luminosidad L*, los frutos susceptibles a dafio por frio no presentaron
diferencias estadisticas durante la maduracion, mientras que en los frutos de
control s se presentaron diferencias a partir del dia 5. Se presentaron
diferenciasen L* d inicioy al final. Se puede inferir de todo lo anterior, que
la discriminacién entre frutos con y sin dafio por frio, basada en el color de la
epidermis exterior, no fue posible en las condiciones de éste experimento.
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Tabla 5.47. Evolucion del color dela epidermis, lafirmezay € contenido de
azlcares de la pulpa durante € periodo de maduracion a 20°C y 85% de HR.

i Luminosidad L* Coordenada a* Coordenada b* Firmeza, N CSS, %
DIA
1°C 5°C 1°C 5°C 1°C 5°C 1°C 5°C 1°C 5°C

Inicio* *61,96% 66,08° 1361%® 12262 4581® 4592% 738° 954°¢ 1349 144¢
1 64,40® 6456® 12492 1349% 4486% 4562%° 664° 795 130 138
2 6374® 6445® 1429™ 1388™ 4518% 46,04% 542% 446> 129 129"
3 63487 6426% 1520 1411™ 4468*% 4544° 531% 514° 124% 130"
4 64,16® 64,38% 1548% 14,30 46,32® 4555® *683° 498° *11,7® 125™
5 6564% 66,71° 1545% 14,87° 4815® 4895 565%™ 307* 123* 130%®
6 66,26® 6574® 1553% 14,52 50,03° 4866% 463 22,0® 120* 117°
8 64,04 ® 6497® 1656% 1515° 49,05 4651%* 387% 257% 120® 129"

10 *67,38° 62,762 *16,89¢ 1432™ *50,79° 4504® 414% 343* 121% 123%

*Valores dereferenciaal inicio del periodo de maduracion
Para cada variable y dia de exploracion, * denota diferencia estadistica entre tratamientos y en una
columna valores con la misma letra no presentan diferencia estadistica segiin prueba LSD, P= 95%.

En cuanto a la firmeza de la pulpa, las mediciones revelaron
diferencias estadisticas entre tratamientos, en la mitad del periodo de
maduracioén (dias 4, 5y 6), tiempo durante el cual los frutos del tratamiento
susceptible a dafio presentaron una firmeza de 18 a 25 N menor a la obtenida
por los frutos sin dafio. Los frutos susceptibles al dafio presentaron diferencia
estadistica en esta variable a partir del segundo dia, cuando la firmeza media
seredujo a 44,6 N, mientras que en los frutos control a partir del dia 6, cuando
lafirmezafue de 46,3 N.

Con relacién a contenido de azucares los tratamientos presentaron una
diferencia puntual a tercer dia de maduracion. Los frutos del tratamiento
susceptible a dafio presentaron diferencias en la CSS a partir del segundo dia
mientras que los frutos de control a partir del dia4. Ladistincion entre frutos,
con y sin dafio, empleando este ensayo destructivo no resulté evidente.

En la Tabla 5.48 se presentan las caracteristicas internas estudiadas;
color del mesocarpio y los indices del dafio, valorados como textura y
pardeamiento, y se indica, en las dos Ultimas columnas, si los frutos
evidenciaron para cada dia los sintomas internos del deterioro.
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Tabla 5.48. Evolucion del color del mesocar pio y de los sintomas del dafio por frio durante la fase de
madur acién de los frutos de melocotén segln la temper atura previa de almacenamiento.

DIA Luminosidad L* Coordenada a* Coordenada b* indicedetextura [ndicedepardeamiento Presenciadel dafio
1°C 50C 1°C 50C 1°C 50C 1°C 50C 1°C 50C 1°C 50C
1 66,07%° 64,35 11,77% 11,80% 48622 47,76 *1,14%° 1,712 ®1,002 2,142 Poca S
2  68153°° 6552°¢ 11,33% 12,08% 51,953° 49,93  *100% 214% ®1,002 2,29 No S
3 “6833°° 6061F *11,29% 12692 *5220%° 4550%  *1,00* 211%  *1,293° 3,22°¢ Poca S
4  *67,79%¢ 6311" *1123% 1274% 5149 4188 =*112% 200® *1573°°C 3,57™ S S
5 68,41°  64,65™ 11,98% 11,98% ©“5520° 4846 212° 2,14®  #214°° 3,00 S S
6  68033° 66682 1250%° 11662 54,78° 50,76°¢ 1,71¢ 1,71®  *2,00°° 3,14° S S
7 68,39°  6540°¢ 1227% 1245% 5395 50,00 *162°° 233°  *1,713b° 311°¢ S S
10  “6574% 56932 *1390° 12282 *5586° 41,762  “1,83° 2,17° #1,43°¢ 4,00¢ S S

Para cadavariabley diade exploracion, * denota diferencia estadistica entre tratamientos y en una
columna valores con la misma letra no presentan diferencia estadistica segiin prueba LSD, P= 95%.



Los resultados indican como para los frutos tratados previamente a
5°C, efectivamente se indujo €l dafio (indice de pardeamiento>2), mientras en
los frutos control, durante los dos primeros dias, € dafio se evidencié muy
poco o nada (dia 2), ya que € amacenamiento a 1°C no favorecié su pronta
aparicion, como era de esperar. Sin embargo, a partir del cuarto dia, los frutos
control exhibieron también sintomas del dafio (indices de firmeza y
pardeamiento cercanos a 2).

5.4.1.2. Resultados en la deteccion automatica

La Tabla 5.49 muestra, para cada dia de la fase de maduracion, en los
dos tratamientos de temperatura usados, los indices del dafio por frio
(porcentgje real de frutos afectados, indice de texturay de pardeamiento de la
pulpa) y los porcentajes de aciertos y falsas detecciones de melocotones con
dafio y sin dafio, obtenidos con los algoritmos de procesamiento digital
explicados antes. También seindica al final de cada tratamiento los promedios
generales obtenidos durante los diez dias.

L os resultados obtenidos muestran que los algoritmos detectaron muy
bien (méas del 98%) la fruta con dafio del tratamiento a 5°C desde € mismo dia
en que este ocurrio y con dos dias de antelacion alos métodos destructivos, los
cuales mostraron indicios del deterioro en las valoraciones redlizadas de la
firmeza y del color de la pulpa del fruto. Sin embargo, ninguno de los
algoritmos detecté con eficiencia los frutos calificados como sanos en €
muestreo diario del tratamiento control, a pesar que la deteccion de frutos
levemente afectados, fue también muy exitosa (més del 91%). Se destaca €l
resultado obtenido con e algoritmo para imagenes RMI en T; del plano
longitudinal en el dia uno, en el cual del 86% de fruta sana, detect6 el 67%
correctamente y rechazd como mala un 33%, clasificando correctamente todo
el 14% de la fruta dafiada que carecia de pardeamiento en la pulpay tan solo
evidenciaba una textura ligeramente lanosa. No obstante, este mismo
algoritmo con fruta completamente afectada con pardeamiento y lanosidad
grado 2, detecto solo € 71% de melocotones dafiados.



Tabla 5.49. Porcentajes de aciertosy de falsa deteccion del dafio por frio en melocotones almacenados previamente
a1°C y a5°C , en diferentes dias de maduracién seguin contraste y plano de exploracién de lasiméagenes RMI .

TRATAMIENTO CONTROL: almacenamiento previo a 1°C

indices del dafio por frio RMI en T4, plano ecuatorial RMI en T4, plano longitudinal RMI en T,, plano ecuatorial
DIA
DPFF% |I_TEX |_PARD DAFD% FDFD% DAFS% FDFS% DAFD% FDFD% DAFS% FDFS% DAFD% FDFD%
1 14 1,14 1,00 100 0 17 83 100 0 67 33 100 0
2 0 1,00 1,00 Ninguno con dafio 43 57 Ninguno con dafio 14 86 Ninguno con dafio
3 29 1,00 1,29 100 0 0 100 100 0 0 100 100 0
4 71 1,12 1,57 100 0 0 100 80 20 0 100 100 0
5 100 2,12 2,14 100 0 Ningun fruto sano 71 29 Ningun fruto sano 100 0
6 86 1,71 2,00 100 0 0 100 100 0 0 100 50 50
7 86 1,62 1,71 100 0 0 100 100 0 0 100 100 0
10 43 1,83 1,43 100 0 0 100 100 0 33 67 100 0
Media 54 1,39 1,52 100 0 9 91 % 6 16 84 93
TRATAMIENTO DE INDUCCION DEL DARNO: almacenamiento previo a 5°C
DIA DPFF% |I_TEX |_PARD DAFD% FDFD% DAFS% FDFS% DAFD% FDFD% DAFS% FDFS% DAFD% FDFD%

1 100 1,71 2,14 100 0 100 0 100 0
2 100 2,14 2,29 100 0 86 14 100 0
3 100 2,11 3,22 100 0 100 0 100 0
4 100 2,00 3,57 86 14 Ningan 100 0 Ningdn 100 0
5 100 2,14 3,00 100 0 fruto 100 0 Fruto 100 0
6 100 1,71 3,14 100 0 sano 100 0 sano 100 0
7 100 2,33 311 100 0 100 0 100 0
10 100 2,17 4,00 100 0 100 0 100 0
Media 100 2,05 3,05 98 2 98 2 100 0

DPFF: dafio por frio real enlafruta, |_TEX: indice de latexturadelapulpa, |_PARD: indice del pardeamiento de la pulpa, DAFD: deteccién acertada de fruto con dafio,
FDFD: falsa deteccion de fruto con dafio, DAFS: deteccion acertada de fruto sano, FDFS: falsa deteccion de fruto sano.




La baa deteccion de frutos sanos podria ser explicada a haber
utilizado imagenes RMI sin dafio, para la fase de entrenamiento del algoritmo,
obtenidas al comienzo del experimento (22 dias antes); tiempo durante €l cual,
a pesar que no se presentaron cambios significativos en la apariencia externa,
s pudo haber cambiado la movilidad del agua interior en tegjidos como €l
mesocarpio, afectando esta situacién las sefiales emitidas por los protones y
por tanto las imagenes RMI reconstruidas durante la fase de maduracion. A
pesar de las falsas detecciones de frutos sanos como afectados, se considera
gue los algoritmos desarrollados presentan un buen desempefio dado que
trabajaron con imagenes de frutos con sintomas leves del dafio por frio (leve
lanosidad y ligero pardeamiento del hueso y del mesocarpio), con lo cua el
alto porcentaje de deteccion de frutos con dafio tuvo mayor merito. No
obstante los algoritmos podrian ser mejorados en trabgjos futuros para
aminorar la falsa asignacion de la fruta sana.

En la Tabla 5.50 se muestran algunas de las fotos exteriores e
interiores de frutos del tratamiento control y del tratamiento para inducir el
dafio, con sus respectivas imagenes RMI y la imagen de deteccion entregada
por los diferentes algoritmos. Las imagenes corresponden a diferentes dias
(inicio, intermedio y final) de la fase de maduracion.

Trabgjos previos utilizando RMI para estudiar € dafio por frio
(lanosidad) en frutas de hueso fueron reportados por Sonego et al. (1995) y
por Barreiro et al. (2000). A diferencia del presente trabajo, en €l primero los
autores no realizaron ningln procesamiento de imagen en las RMI obtenidas y
en e segundo, los autores obtuvieron imagenes, con un equipo de ata
intensidad de campo magnético, basadas en mapas en T, que fueron analizadas
mediante parametros obtenidos de |os respectivos histogramas.

Los resultados obtenidos en el presente trabgjo, a diferencia de los
anteriores y de los reportados en kaki por Clark y MacFal (1996) y en
manzanas por Marigheto y Hills (2005), permiten demostrar que la deteccién
automética y anticipada del dafio por frio en melocotones, basada en imégenes
RMI obtenidas con un equipo de menor resolucién y campo magnético, es
factible.



Tabla5.50. Imégenes exteriores einteriores de frutos de melocoton en diferentes dias de
la fase de maduracion segun e tratamiento de almacenamiento previo.

Foto Corte RMI Deteccion*

Trat. | Dia
1
1cy,
10
1
5C | 4
10

* Lasimagenes binarias con manchas etiquetadas en violeta indican deteccion de dafio.
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5.4.2. Citricos

En la Tabla5.51 se presentan |os resultados obtenidos en la evaluacion
de los algoritmos desarrollados para detectar diferentes dafios en citricos.

Tabla 5.51. Resultados de deteccion en citricos de los algoritmos desarrollados
segun tipo de dafio, contraste y plano de exploracion.

~ Iméagenes con dafo | Imagenessin dafo
Dario por Cte Plano
%DAFD | % FDFD | % DAFS | % FDFS
Tresh T1 Long. 80 20 100 0
reshongos
(ensayo preliminar) T, Ecuat. 50 50 79 21
Long. 75 25 81 19
T Ecuat. 81 19 82 18
1
A, citri Long. 63 37 68 32
T Ecuat. 82 18 87 13
z Long. 72 28 82 18
T Ecuat. 75 25 77 23
. ' Long. 86 14 100 0
B. cinerea
T Ecuat. 92 8 85 15
z Long. 75 25 72 28
T Ecuat. 97 3 80 20
1
Long. 2 7 1
Helada Cat | k. 2 8 8 3
T Ecuat. 88 12 93 7
2 Long. 93 7 87 13
T Ecuat. 100 0 100 0
1
Long. 7 1
Helada Cat I1 ond 93 00 0
T, (GE) Ecuat. 93 7 100 0
! Long. 93 7 87 13

Cte: contraste, GE: gradiente eco, %DAFD: deteccion acertada de fruto con dafio, %FDFD: falsa deteccion de
fruto con dafio, %DAFS: deteccion acertada de fruto sano, %FDFS: falsa deteccidn de fruto sano.

En e experimento preliminar que se realiz6 con las imagenes RMI con
dafno producido por los hongos A. citri, B. cinerea y D. natalensis, e mejor
desempefio se obtuvo con el algoritmo desarrollado, para imagenes adquiridas
con la secuencia eco espin contrastada en Ty, usando € plano longitudinal de
la fruta y cumpliendo con los umbrales de clasificacion establecidos. Este
resultado es muy interesante, ya que las imagenes con dafio de cada hongo
fueron mezcladas, con lo cual independiente del hongo que hubiera causado la
podredumbre en €l interior de la fruta, el algoritmo pudo realizar una exitosa
clasificacion sin falsa asignacion del producto sano.
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Para el caso especifico de frutos afectados con A. citri, se destacan los
resultados obtenidos por los agoritmos basados en imégenes reconstruidas en
el plano ecuatorial, usando las secuencias eco espin en T, y en T,. Ambos
algoritmos discriminaron exitosamente la fruta dentro de lo umbraes
establecidos.

Con los frutos afectados por B. cinerea los mejores agoritmos
resultaron ser los desarrollados para las imégenes contrastadas en T;-plano
longitudinal y T,-plano ecuatorial, los cuales también clasificaron
acertadamente dentro de los umbrales fijados. Se destaca que e segundo
realizd un 15% de falsa asignacién a los frutos sanos y permitié detectar €l
92% del producto dafiado.

Todos los algoritmos desarrollados para detectar €l dafio por heladas
presentaron un desempefio exitoso, dentro de los umbrales de clasificacion
establecidos, con porcentajes de deteccion de fruta dafiada superiores a 90%.
Para e dafio més leve (categoria 1), se destacd € algoritmo basado en
imégenes eco espin, reconstruidas en Ti-plano longitudinal, con una
discriminacion de la fruta dafiada del 97%. Para el dafio severo (categoria ll)
se destacd un algoritmo similar basado en e mismo tipo secuencia y plano,
con € que se acanzd la clasificacion Optima. Se resalta agui también, como
resultado importante de esta investigacion, que otro algoritmo basado en
imégenes reconstruidas con la secuencia gradiente eco, usando € plano
ecuatorial; permitié discriminar hasta un 93% de fruta dafiada, sin falsa
asignacion de fruta sana, con €l menor tiempo de adquisicion de la imagen (4
segundos) que permite el equipo RMI usado en estatesis.

Se deduce del andlisis de los resultados obtenidos en la Tabla 5.51 que
el dafio interno que present6 los porcentajes mas altos de deteccion, con los
algoritmos desarrollados, fue €l deterioro provocado por heladas. En segundo
lugar fueron los dafios por podredumbre del hongo B. cinerea. Los menores
desempefios de los algoritmos se lograron con los dafios producidos por A.
citri.

También se deduce, que los algoritmos basados en iméagenes eco espin
contrastadas en T, y adquiridas en el plano ecuatorial de la fruta permitieron,
obtener, en general, los porcentgjes mas elevados de deteccion acertada de
producto con cualquier clase de dafio dentro del umbral méximo permitido de
falsa asignacion de fruta sana.
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La Tabla 5.52 muestra los resultados obtenidos respecto a la falsa
deteccion de fruto sano como dafiado que realizd cada agoritmo con las
imagenes de control de |os demas dafios.

Los mejores resultados se lograron en el experimento prelimar de tres
hongos con el agoritmo desarrollado para las imagenes eco espin en T;-plano
longitudinal, donde a pesar de haberlo evaluado con imégenes provenientes de
frutos de otras tres variedades de citricos diferentes, la falsa asignacion estuvo
alrededor del umbral maximo permitido del 20%. En e caso de las dos
categorias de dafio por heladas, los mejores resultados se presentaron con €l
algoritmo basado en imégenes eco espin en T,-plano ecuatorial. Para los casos
especificos de dafio por A. citri y por B. cinerea no se lograron resultados
consistentes en la falsa asignacion de la fruta sana, ya que con unos grupos de
imégenes de control se logré discriminacion por debajo del umbral méximo
establecido, pero en otros la falsa clasificacion fue muy alta. En los algoritmos
desarrollados para cada hongo, quizés si tuvo algun efecto el origen de las
imégenes utilizadas.

Tabla 5.52. Porcentajes de falsa deteccién en frutos sanos de
citricos obtenidos con los algoritmos desarr ollados.

Aldori % FDFS con iméagenes control del
goritmopara | o | piang experimento de:
detectar dafio por
Tres hongos A.citri | B.cinerea | HeladaCat| | HeladaCat Il
Tresh T, | Long. o* 10 0 24 19
res hongos
o Ecuat. * 2 15
(ensayo prefiminar) | 1, [0 21 8 6 Sinimagenes
Long. 19* 63 67 30
T Ecuat. | Sinimégenes** 18* 32 70 48
1
A citri Long. 30 32 37 38 38
Ecuat. 43 13* 23 10 S
T2 Sin imégenes
Long. 81 18* 54 55
T Ecuat. Sinimagenes 40 23* 70 57
. * | Long. 15 31 o* 43 43
B. cinerea
Ecuat. 93 23 15* 10 S,
T2 Sin imégenes
Long. 19 43 28* 25
T Ecuat. Sinimagenes 87 89 20* 62
1
Helada Cat | Long. 15 28 37 13 9
Ecuat. 7 23 18 * S
T2 Sin imégenes
Long. 12 30 29 13*
Helada Cat |1 T, Ecuat. Sin imégenes 20 26 20 0
Long 25 55 25 9 o*

* Valores de referencia, ** No se obtuvo imégenes en ese contraste y plano
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Considerando los porcentajes de deteccion acertada en fruta con dafio,
de falsa asignacion de fruta sana, la cantidad de tipos de dafio que evaluaron,
el nimero de variedades de citricos y € total de imégenes RMI con que se
probaron; se determind de este estudié que los agoritmos con mejor
desempefio para la clasificacion supervisada de citricos, fueron los
desarrollados con imégenes RMI reconstruidas con la secuencia eco espin
contrastadaen T; en el plano longitudinal de lafruta.

5.4.2.1. Seguimiento de la deteccién del dafio por hongos en citricos

En laTabla 5.53 se presenta para el ensayo preliminar con tres hongos,
el porcentgje de deteccidn en las imégenes con dafio y € tiempo, en dias, de
anticipacion de la deteccion a la manifestacion visual exterior del deterioro en
lafruta

Tabla. 5.53. Por centaj e de deteccién de dafio y tiempo de anticipacién de
la deteccion en ensayo preliminar de inoculacién de tres hongos.

Tiempo de anticipacion de la deteccion

RMI % Infestacion % Deteccion (No. dedias)
A.citri*  B.cinerea**  D. natalensis**
T1- longitudinal 100 82 9 3 2
T~ ecuatorial 100 53 4 2 0
T,- longitudinal 100 62 8 1 0

* con relacion al diafina del experimento
** con relacién alavisualizacion de sintomas exteriores

Para este ensayo preliminar, con los tres hongos inoculados, el
porcentgje de infestacion y desarrollo de sintomas internos de podredumbre
por los patdgenos fue del 100%, mientras los frutos de control no presentaron
desarrollo de ninguin hongo. El seguimiento se realizo, respectivamente, en A.
citri, B. cinereay D. natalensis, durante 14, 7 y 4 dias. Considerando todas las
imagenes, agrupadas por contraste y plano, el mayor porcentaje de deteccion
se presentdé para las imégenes ponderadas en T, adquiridas en plano
longitudinal (82%), seguido de las imégenes adquiridas en To-plano
longitudinal (62%) y la menor deteccion se alcanzd con las imagenes en To-
plano ecuatoria (53%). El hongo que fue detectado con mayor antelacion fue
A. citri (entre 4 y 9 dias) antes de finalizar las exploraciones, pues este
patdgeno no desarroll6 sintomatologia externa durante todo el tiempo que se
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prolongd el ensayo. Hongos como B. cinerea y D. natalensis, con una
evolucién més acelerada de las podredumbres, pudieron detectarse de manera
automética, hasta 3 y 2 dias, respectivamente, antes de que se visuaizaran los
sintomas de dafio fuera de la fruta. Para todos los hongos las imagenes que
permitieron detectar con mayor antelacion e dafio interno, fueron las
adquiridas en T; usando € plano longitudinal. Las imagenes ponderadas en T,
no permitieron en este ensayo detectar anticipadamente la podredumbre
ocasionada por D. natalensis.

En la Tabla 554 se comparan los resultados obtenidos en el
experimento, realizado posteriormente, solo con los hongos A. citri y B.
cinerea, para andlizar la evoluciéon de la deteccién automética del dafio. En
este experimento también se logré una infestacion muy alta de los hongos,
logrando que se desarrollara sintomatologia interna de la podredumbre en méas
del 90% de los frutos tratados, mientras que los frutos de control no exhibieron
ninguna afeccion.

B. cinerea mostro, a cabo de 6 dias, evidencia exterior del dafio en el
85% de los frutos, mientras que A. citri sdlo exhibié sintomas en 15% de la
fruta tratada. El restante porcentaje de fruta no manifesto, externamente,
ningun dafio durante todo el ensayo. En el caso de A. citri se tom6 como
referencia el Ultimo dia del seguimiento (dia 11) para el estimar e tiempo de
anticipacion de la deteccion del dafio en las imagenes RMI.

Utilizando las imégenes RMI con dafio obtenidas con las secuencias
evaluadas, se elabord el gréfico de la evolucién de la deteccidn del dafio en
todos los frutos para ambos hongos. Se puede observar que la primera
deteccion de la podredumbre por B. cinerea se present6 dos dias después de la
inoculacion en e 42,1% de los frutos y ésta fue aumentando hasta alcanzar €l
100% de la fruta al quinto dia. En € caso de A. citri la primera deteccion
ocurrié € cuarto dia en € 22,2% de los frutos y ésta también fue aumentando
progresivamente hasta detectarse la podredumbre interna en todos los frutos,
10 dias después de la inoculacion. Dada las condiciones similares de
temperatura y humedad relativa en las que se desarrollaron los dos hongos, €l
gréfico pone de manifiesto el menor tiempo que tarda B. cinerea en colonizar
los tejidos de los citricos antes de llegar ala epidermis exterior.
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Tabla. 5.54. Resultadosen la evolucion de la deteccion de dafios
inter nos ocasionados por hongos en citricos.

CARACTERISTICAS A. alternata pv. citri Botrytiscinerea
Tiempo de seguimiento, dias 11 6
NUmero de frutos 20 20
% con sintomas internos 20 95
% con sintomas externos 15 85
Comparacion respecto
A losfrutos sin dafo en: * *
o Peso, g Sin diferencia Sin diferencia
Indice de color (IC) Dia2, 9,10,11 Dia4,5,6
CSS, % Dia10, 11 Diab, 6

Evolucién de la deteccion del
dafio interno:

Deteccion del dafio, %

—a— A, citri
—o— B. cinerea

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Dias después de la inoculacion

Tiempo de anticipacién y
por centaje de la deteccién

100 -

80 -

%

Deteccion,

20 -

60 -

40 |

—a—A. citri
\ _ o B. cinerea
: : : : : : ‘
0 1 2 3 4 5 6 7

Dias de anticipacion de la deteccion

*Seglin Test de LSD con P=95%

227




Lo més importante es que la reconstruccion de imagenes por
resonancia magnéticay el procesamiento digital de éstas permiti6 detectar, con
suficiente anticipacion a su evidencia externa, la presencia en el interior de la
fruta de estos dafios. La Ultima gréfica de la Tabla 5.54 muestra el nimero de
dias de antelacidon y € porcentgje de fruta dafiada detectada en este tiempo
para los dos hongos estudiados. Fue posible detectar hasta un 26% de fruta
dafiada por B. cinerea y por A. citri, 4 y 7 dias, respectivamente, antes de ser
visto exteriormente los dafios. El 100% de los frutos con dafio, incluso fueron
detectados un dia antes de |a podredumbre aparecer en la epidermis exterior.

Para nuestro conocimiento, estudios de los dafios producidos por estos
hongos en citricos, utilizando RMI, no han sido reportados. En el trabajo
realizado por Galed et al. (2004) se visualizo el dafio interior generado por P.
digitatum en mandarina Fortuna y naranja Valencia, a partir de la primera
semana de amacenamiento de la fruta, pero los autores no indicaron con
cuanta antelacion de tiempo ala aparicion de sintomas externos puede verse €l
dafio en las imégenes. Glidewell et al. (1997) reportan la visualizacion con
RMI del dafio interior producido por B. cinerea en uva, tres dias después de la
inoculacion, pero tampoco indicaron €l tiempo de anticipacién de la
visuaizacion. A diferencia del presente trabajo, en ninguno de los anteriores
se realizd un procesamiento digital de las imégenes con miras a buscar la
deteccion automatica del dafio.

Se destaca también en los presentes resultados, que medidas realizadas
de la fruta en forma paralela a las exploraciones RMI, tales como € peso,
indice de color y concentracion de azucares, no insinuaron ateraciones
tempranas en la fruta respecto a los controles, a excepcion del indice de color
gue en el caso de los frutos con A. citri mostré una diferencia significativa de
0,6 afavor del control en el segundo dia de exploracion (Figura 5.31-a). Otras
diferencias estadisticas respecto alos frutos sin dafio, del IC enlosdias 9,10y
11, y de la CSS en los dias 10 y 11; atribuibles a crecimiento del hongo A.
citri en la epidermis y en el mesocarpio del fruto, fueron obtenidas con €l
colorimetro y e refractébmetro cuando las imégenes de RMI ya habian
detectado, para € octavo dia, e 75% de la fruta afectada por € patdgeno
(Figuras 5.31-ay 5.31-c).

En €& caso de B. cinerea las diferencias estadisticas, con relacion alos

frutos sin dafio, en el indice de color y en la CSS, fueron obtenidas a partir del
cuarto dia, cuando el procesamiento de imagenes RMI habia detectado, un dia
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antes, e 44,4% de los frutos afectados con este hongo (Figura 5.31-b y 5.31-
c). Desafortunadamente, no se realizaron mediciones de la CSS en frutos
adicionaes, inoculados con los hongos y en testigos, en cada dia de
exploracion para establecer en que dia, este método destructivo podria haber
probablemente o no discriminado, por la concentracidn de azucares del zumo,
diferencias entre tratamientos.

9,0 -
85 -

8,0 4

(a)

Indice de color
~
(&

7.0 - —=— A citri
6,5 - Control

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Dias después de la inoculacion

—=—B. cinerea
Control

95
9.0 -
55 § L (b)

8,0 - S

Indice de color

7,5 -

7,0 - T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Dias después de la inoculacion
12,5
12,0 A

11,5
o B. cinerea

11,0 { (©)

Control
10,5

[ !

9,5

9,0 T T T T T T T T T T |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Dias después de la inoculacion

o A. citri

CSS, %

Figura 5.31. Evolucién dd indice de color dela piel y del contenido de azucar es
del zumo en los citricos inoculados con hongos.
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En la Tabla 5.55 se muestra la apariencia externa e interna de algunos
de los frutos con dafio por los hongos estudiados, obtenidas en diferentes dias
del experimento.

Tabla. 5.55. Apariencia externa einternadelos frutos con dafio por
hongosy controles en diferentes dias del experimento.

Dia A. citri Control B. cinerea Control

Inicial

Intermedio

Final

Plano
ecuatorial

Plano
longitudinal

En la columna “control” a la derecha de cada hongo se muestran las
imagenes de los respectivos frutos testigos, sin dafio interno. Las manchas
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grises, localizadas en el centro de los frutos, corresponden a la cera empleada
para sellar los orificios de inoculacion. El lector puede observar que la
apariencia externa fue bastante similar en la fruta, con y sin dafio, de las
imégenes registradas a inicio y en e intermedio del ensayo. Al fina del
experimento, en algunos frutos, se observd zonas necréticas y ablandamiento
de la epidermis proxima a orifico de inoculacion, como se muestra en las
fotos de los frutos inoculados con A. citri y con B. cinerea, las cuales explican
las diferencias encontradas en los indices de color (Figura 5.31) respecto alos
frutos control. Para estos mismos frutos del final del ensayo, se muestran los
cortes en los planos ecuatorial y longitudinal, realizados en el centro del fruto
para apreciar la apariencia interna y comprobar la presencia de podredumbre
causada por € hongo. Los sintomas correspondieron con los descritos en €l
capitulo 4 de materiales y métodos. Se verifico que la podredumbre interna fue
efectivamente ocasionada por los hongos en cuestién, mediante €l cultivo de
los mismos a partir de muestras del mesocarpio afectado. Estos hongos
produjeron las esporas a cabo de unos dias pudiendo ser identificados. Las
imagenes de estos se presentan en el Anexo A1l

5.4.2.2. Deteccion del dafio por heladas en campo

En la Tabla 556 se comparan los valores medios de algunas
caracteristicas fisicas medidas en los frutos con dafio por heladas categorias | y
I1'y los frutos control sin dafio.

Tabla5.56. Comparacion de caracteristicas fisicas de frutos con y sin dafo por heladas.

Dafio Variedad Peso, g I ndice de color CSS, %
Categorial Navel Barnfield 1933 ° 8,462 11,42
Categoriall Lane Late 185,1 2P 8,462 11,22

Sin dafio Navelate 163,12 8,12 11,22

En una columna valores con la misma letra no presentan diferencia estadistica seguin prueba LSD, P= 95%.

Las diferencias en los valores medios del peso son atribuidas
|6gicamente a las tres variedades de citricos utilizadas. Para el andlisis, por
tratarse de diferentes variedades, no fue un parametro que permitié discriminar
la apariencia de lafruta

Respecto a color de la piel, no hubo efecto de las heladas en esta
variable, pues e indice de color (IC) de los frutos con dafio no presentd
diferencias estadisticas respecto a de los frutos sanos. Este indice, de 8,46 ,
fue bastante similar a los valores reportados por Bono et al. (2002), indicando
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éste un color adecuado de maduracion para su comercializacion, segun la
normativa establecida para la produccién integrada en citricos y las normas de
calidad de mandarinas y naranjas (Generalitat Valenciana, 2001 y 2003,
respectivamente), las cuales exigen un indice minimo de 6,5 para naranjas de
media estacion o tardias, como las usadas en este estudio.

El ensayo destructivo para determinar €l contenido de azucares del
zumo, tampoco mostro diferencias estadisticas en esta variable entre la fruta
con dafio y e control. Los valores obtenidos entre el 11,2 y el 11,4% fueron
también similares a los reportados por Bono et al. (2002) para frutos sanos de
las mismas variedades aqui utilizadas. En la Tabla 5.57 se muestran iméagenes
tipicas de la apariencia externa e interna de los frutos con y sin dafio por
heladas, utilizados en esta investigacion.

Tabla5.57. Apariencia externa einternade los frutos con dafo por
helada y del control.

Frutos con dafio por helada:

Control

Categoriall Categoriall
(leve) (severo)
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Se puede apreciar en las fotografias que la apariencia externa de los
frutos con dafio con relacion al control fue muy similar tal como se comprobd
con € IC, mientras que la apariencia interna fue muy diferente. Los frutos
sanos presentaron los gajos muy lisos y compactos mientras los frutos
afectados por heladas presentaban pulpa con presencia de cristales de
hesperidina, gajos resecos, desuniformes, con el mesocarpio descolorido y con
abundantes oquedades en la fruta con dafio severo. A pesar de esta alteracion
fisica el contenido de azucares no fue afectado aunque el sabor de la fruta con
dafio fue mas insipido que e sabor de los frutos testigos, posiblemente debido
a diferente redistribucion de los azlcares.

De los resultados de deteccion del dafio por heladas, mostrados en la
Tabla 5.51, y la ausencia de diferencias estadisticas en propiedades como €l
color de laepidermisy el contenido de azucares del zumo, de fruta sanay fruta
afectada por heladas (Tabla 5.56), se demuestra con esta investigaciéon el
enorme potencial que presenta el uso de la tecnologia de RMI de bajo campo
magnético y el procesamiento digital agui propuesto, para detectar en citricos
este tipo de dafio, a diferencia de otros trabajos en los que se han empleado
equipos de RM més sofisticados.

Los resultados obtenidos en esta tesis corroboran 1o planteado por
Gambhir et al. (2005) quienes sugieren que, usando un equipo RM de baa
resolucion, las diferencias encontradas en el tiempo de relgaciéon T, de la
pulpa de naranja congelada y descongelada podrian ser usadas como método
de discriminacion de fruta afectada por heladas. De hecho otros trabajos en
deteccién de dafios por heladas en citricos, reportados por Herndndez et al.
(2004 y 2005), indican que es posible la deteccion en linea de este defecto. A
diferencia del presente trabagjo, ellos utilizaron un equipo RMI de ata
resolucién que permitié aplicar secuencias de muy corta adquisicién para
reconstruir imagenes dinamicas de la fruta con dafio y sin dafio.
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CAPITULO®6

PROPUESTA DE AUTOMATIZACION
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Considerando los objetivos de esta tesis y los resultados obtenidos
durante larealizacion de la misma, se pretende en este capitulo sentar las bases
de lo que podria ser un sistema automético de inspeccion integral de fruta
basado en imégenes adquiridas por resonancia magnética, utilizando un equipo
de bgjaintensidad de campo magnético. Los planteamientos que aqui se hacen,
en principio, son pensados para la deteccion de defectos internos de calidad en
melocotones y en naranjas, 1o cual no imposibilita su aplicabilidad a otro tipo
de frutas o incluso a productos horticolas 0 a cierto tipo de aimentos
procesados, cuyas dimensiones se gjusten ala bobina de RF de la méaguina.

En laFigura 6.1 se esquematizan |os aspectos técnicos que se deberian
consideran para €l sistema de inspeccién automatico basado en un equipo
RMI, como el usado en este trabgjo.

Seleccidn tipo de Fruta

¥
Configuracion del sistema i_ -C-)r-u;r;t;c-lc;r;"i
................... detransporte : Voo |
' Sncronizacion + 1 77T
] 1
| _yorma v
......................... Exploracion de RM
v
Adquisicion imagen RMI
v mmmmmm e
e Procesamiento d|g|ta] .............. .I Integragon de :
1 agoritmos 1
| Control '
LI \ 4

R Decision

Figura6.1. Esquema del sistema automatico de inspeccion de fruta basado en RMI.
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Seleccion del tipo de fruta. Para el equipo RMI de bagja intensidad de
campo con que cuanta actualmente el IVIA, e sistema propuesto podria
inspeccionar frutas con las dimensiones maximas indicadas en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Dimensiones maximasde lafrutaa explorar segin la bobina*
utilizada en € equipo RM1 del IVIA.

Diadmetro maximo de la fruta, mm
Bobina de Ecuatorial Longitudinal
Radio Frecuencia 1'."_ T

#

1 120 135
2 135 180
3 120 120

* Dejando una holgura de la fruta respecto las paredes de la bobina, de 5 mm en los puntos extremos.

Configuracion del sstema detransporte dela fruta al equipo RMI.
En éste se deben tener muy presentes dos aspectos técnicos; facilitar
determinada orientacion de la fruta y permitir gustar su velocidad. La
orientacién de la fruta es un aspecto muy importante para garantizar la
similitud en los planos de adquisicion de las iméagenes por € equipo RMI. La
orientacion del producto respecto a la bobina de radiofrecuencia (RF) podria
hacerse segun € tipo de fruta y tamafio, considerando su gje central (entre €l
pedinculo y e ombligo); perpendicular o paralelo a €e central de la bobina,
como se muestra en la Figura 6.2. De este modo se tienen dos orientaciones,
ecuatorial y longitudinal, pararealizar |as exploraciones por e sistema.

&

Ecuatorial Longitudinal
Bobina RF

Figura 6.2. Orientacionesdelafrutarespecto ala bobina de RF del equipo RMI.

Cualquiera de las dos orientaciones sefialadas de la fruta son posibles
de lograr, en la practica, empleando un sistema adecuado de transporte; por
giemplo, mediante cintas prefabricadas con materides plésticos, que no
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afecten la homogeneidad del campo magnético del equipo y que ademas
permitan individualizar, alinear y distanciar las frutas unas de otras para
facilitar la exploracién de las mismas. Sistemas de transporte de fruta de este
tipo, compatibles con equipos de RM, han sido desarrollados y publicados por
Zion et al., 1997; Kim et al., 1998; Hernadez et al., 2003; 2004 y 2005ay b,
cuya experiencia y resultados podrian aprovecharse para su aplicacion a
sistema aqui proyectado.

Exploracion de RM. Corresponde a lanzamiento de la secuencia de
RM previamente programada por el operario del equipo y elegida segun el tipo
de fruta a examinar y el dafio que se quiera inspeccionar. Para e caso
particular de melocotones y naranjas, después de anaizar los resultados de
deteccién obtenidos en esta tesis, se encontrd que la secuencia espin eco (SE),
ponderada en T,, reconstruida en €l plano longitudinal, y cuyos pardmetros de
programacion se detallan en las Tablas 4.6 y 4.7; es la secuencia que se
deberia utilizar en € sistema propuesto. Es muy importante que e sistema
permita gjecutar una correcta sincronizacion del movimiento de la cinta con la
fruta y el lanzamiento de la secuencia de exploracion, para que éste pueda
determinar la localizacion de la fruta en la cinta, después de haber adquirido y
procesado la imagen de RM. Para lograr esto, podria emplearse, como
alternativa, un controlador que sincronice e ordenador del equipo RMI con €l
motor que regulalavelocidad del sistema de transporte de lafruta.

Adquisicion de la imagen RMI. Este sistema complejo y propio del
equipo RMI permite, en la actualidad, reconstruir las imagenes con un tiempo
minimo de 4 segundos. Sin embargo, es probable que, con la autorizacion del
fabricante del equipo, mediante e acceso a los programas internos de
procesamiento de datos y reconstruccion de las imégenes de este sistema, se
pueda mas adelante disminuir este tiempo para facilitar el acondicionamiento
del equipo alainspeccién en linea.

Procesamiento digital. Este es e aspecto de la propuesta de
automatizacion en la que los resultados obtenidos en esta tesis permiten
aportar mayor informacion y conocimiento, pues los agoritmos aqui
desarrollados y evaluados exitosamente, podrian implementarse para ayudar al
sistema a tomar una decisién respecto a cada fruta que sea examinada. Tanto
para los melocotones como para los citricos, por separado, existen dos
aternativas de uso de los algoritmos desarrollados. Una es aplicar un
algoritmo en particular para la busgueda de un determinado dafio, del cua se
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presuma que podria afectar a una partida de fruta. La otra es la aplicacién de
un procesamiento digital que integre varios de los algoritmos desarrollados,
para buscar, simultdneamente, varios de los defectos agqui estudiados. En esta
opcién los algoritmos de mejores resultados en deteccién del dafio se gjecutan
primero, dejando de ultimo el algoritmo para el dafio mas dificil de detectar.
Esta segunda opcién, més completa en la inspeccion de la calidad integral,
podria tener el riesgo de arrojar mayor descarte de fruta sana durante €l
proceso automético de deteccion. Claro estd que e meoramiento de los
algoritmos aqui propuestos, en trabajos futuros disminuirian, seguramente, las
falsas detecciones de fruta sana y harian mas €ficiente el sistema que se
propone. El esquema general del procesamiento digital, que integra los
algoritmos, se muestra en €l diagrama de flujo de laFigura 6.3.

Imagen RMI

'

Algoritmodeteccion | r--------%
o 1
defecto 1  Si detecta |

_____ L.

| No detecta |

Algoritmo deteccion [TITToToTS Rechazar fruta
defecto 2 [ _S detecta >

.

| No detecta .

v

A

Algoritmo deteccién rToTTmmmn
defecto n 1 Sidetecta

_____ L.

i No detecta |

Aceptar fruta

Figura 6.3. Esquema del procesamiento digital del sistema automatico de deteccion.
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En la Tabla 6.2 se presenta el orden de gjecucién de los algoritmos
integrados en el procesamiento digital del sistema automatico propuesto,
seguin el tipo de fruta a inspeccionar.

Tabla 6.2. Integracion de algoritmos* para el procesamiento digital delas
imagenes RM | segln € tipo de fruta a inspeccionar .

Orden de ejecucion Tipo de dafio a detectar

M elocotén Naranja
Algoritmo 1 Hongo saprofito Tres hongos**
Algoritmo 2 Dafio por frio Botrytis cinerea
Algoritmo 3 Picadura de mosca Alternaria citri
Algoritmo 4 Helada severa
Algoritmo 5 Helada leve

*Las sentencias de cada algoritmo se indican en los Anexos A9 (melocotones) y A10 (naranjas), para
imagenes RMI obtenidas con la secuencia espin eco (SE) ponderada en Ty, plano longitudinal.
** Diplodia natalensis, Botrytis cinerea, Alternaria citri.

Decision. Después de analizar cada imagen de fruta, € sistema habra
identificado si ésta presenta 0 no cualquiera de los dafios antes explicados y,
por tanto, decidira si la fruta es aceptada como sanay se queda en la cinta de
transporte para continuar su procesamiento, o por e contrario la fruta esta
deteriorada y debe sacarse de la cinta para dirigirse hacia otro proceso
diferente. Por lo tanto y como se indica en la parte final de la Figura 6.1, €
sistema que se propone debera tener control permanente de la posicion de cada
fruta sobre la cinta, una vez ésta abandona la bobina del equipo. Esto con €l fin
de que el sistema ordene accionar algin dispositivo electro-mecanico, por
giemplo, para que permita permanecer o retirar de la linea, la fruta que se
requiera.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES
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Aungue son numerosas las investigaciones publicadas en la literatura
cientifica sobre la aplicacion de la tecnologia de resonancia magnética para
estudiar la calidad interna de las frutas, son relativamente pocos |os trabajos
orientados hacia el desarrollo de sistemas que utilicen magnetos de baa
intensidad de campo, y es en esta linea de investigacién en la que se podrian
obtener equipos de RM, més econdémicos.

Las amplias diferencias en la intensidad de sefial que emiten los
protones contenidos en pequefios volimenes (6 mm®) de los tejidos del
mesocarpio, respecto a los tejidos del endocarpio y de la semilla, permitieron
diferenciar claramente estas estructuras en las imégenes de melocotén
adquiridas por resonancia magnética. Para ello, se aplicé una secuencia espin
eco ponderada en el tiempo de relgjacion T,. Este tipo de secuencia también
permitio distinguir las diferentes estructuras internas de naranjas, con una
resolucion de 7 mm®.

Asi pues, es factible emplear la misma secuencia RM para reconstruir,
con ata calidad, una imagen del interior de dos frutas tan diferentes, como €l
melocoton y la naranja. Sin embargo, considerando la variacién de la
composicion morfolégica y quimica que presentan estos materiales
biol 6gicos, éste trabajo demuestra que es preferible la aplicacion de secuencias
especificas para encontrar distintos tipos de defectos.

En melocotones, la secuencia espin eco en T;, con los siguientes
parametros, Te de 18 ms, Tr de de 170 ms, N 4, espesor del cortede 5 6 10
mm, matriz de 192x192 y FOV de 200x200 mm?, permiti6 observar durante el
almacenamiento la evolucion del dafio interno ocasionado por Ceratitis
capitata antes de éste hacerse evidente externamente. Asi mismo, sirvié para
distinguir, aunque con muy poco contraste, el mesocarpio afectado por €l
hongo Penicillium digitatum después de 20 horas de haber sido inoculado en
el interior del fruto y 72 horas antes de poder observar externamente la
podredumbre. También permitioé determinar, en frutos almacenados a 1°C por
mas de 2 dias, una disminucion significativa en el contraste entre la pulpay la
semilla. Finamente, permiti6 visualizar, en frutos sometidos a temperatura de
congelamiento de —10°C, la cristalizacién del agua, que ocurre desde €l
interior del hueso hacia la parte externa de la pul pa.
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Las diferencias de contraste obtenidas, mayores de 20 niveles de gris,
entre el mesocarpio sano y el mesocarpio afectado por Ceratitis capitata y por
Penicillium digitatum, indican la posibilidad de detectar automaticamente
estos defectos a partir de imagenes RMI reconstruidas con un equipo de baja
resolucién.

El mayor contraste en T, entre las regiones de la pulpa y el hueso de
melocotones almacenados a temperatura de congelamiento, comparado con €l
menor contraste obtenido a temperatura normal de almacenamiento, es un
resultado muy importante que indica la poshbilidad de detectar
autométicamente el dafio por congelamiento. Igualmente, las diferencias entre
niveles de gris que presentaron la pulpa y la semilla, o que presentaron el
hueso y la semilla, podrian servir para detectar los dafios por congelamiento en
melocotones.

Los agoritmos supervisados de procesamiento digital de imégenes
RMI desarrollados en esta tesis, basados en la busgueda de umbrales para la
segmentacion de contornos, permiten detectar los dafios internos, invisibles
exteriormente, con diferentes porcentgjes de eficacia segin €l tipo de fruta, la
clase de deterioro, € contraste utilizado y € plano de exploracion usado para
la reconstruccion cada imagen.

En melocotones, el dafio producido por la picadura de la mosca
Ceratitis capitata resultd ser e mas dificil de detectar, debido a la
generalizada variacion de contraste de las regiones picadas con respecto a la
pulpa. Para obtener mejores resultados de deteccion, se requieren herramientas
y conocimientos de andlisis de imagen més sofisticados.

En melocotones, los agoritmos desarrollados consiguieron e mejor
desempefio en la deteccién de |os dafios ocasionados por un hongo saprofito y
por frio, detectando correctamente € 98,5% de fruta con dafio, a costa de
considerar erréneamente, un 21,5% de fruta sana como producto con dafio.

Durante el seguimiento con RMI del deterioro por frio de los
melocotones, el algoritmo desarrollado detecté € 98% de la fruta con dafio,
desde el mismo dia en que éste se presentd y con dos dias de antelacién a la
deteccion realizada por os métodos destructivos de valoracion de la firmezay
el color delapulpadd fruto.
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Respecto a las naranjas, los tejidos internos de la pulpa, de la columela
y del albedo, afectados por la accion invasiva de los hongos Alternaria citri,
Botrytis cinerea y Diplodia natalensis, fueron claramente visualizados como
manchas de menor intensidad de brillo en iméagenes obtenidas con secuencias
eco espin ponderadas en T, y en T, En las imagenes reconstruidas en e plano
ecuatorial, se observé que el dafio se localizo en la zona de la columelay se
extendié radialmente por los tabiques de los gajos, mientras que en el plano
longitudinal, la podredumbre se observo en parte de la columelay en € abedo
més proximo al ge estilar del fruto. La deteccidn automética y anticipada del
deterioro causado por los hongos se realizd en més del 80% de los frutos
afectados y se llevo a cabo entre 2 y 7 dias antes de aparecer sintomas
exteriores de podredumbre.

Las imégenes ponderadas en T,, adquiridas con las secuencias espin
eco y gradiente eco permitieron también visualizar dos categorias diferentes de
dafio por heladas. El dafio leve se observd en las imagenes como regiones
oscuras correspondientes a ggjos secos y deshidratados, y €l dafio severo se
visualizd como regiones méas grandes de pixeles oscuros que correspondieron
a ogquedades dentro del mesocarpio de la fruta.

Los agoritmos desarrollados para detectar dafios por heladas
presentaron, en promedio, los desempefios més altos. La sintomatologia
exhibida por los tejidos de los gajos de pulpa, facilitd particularmente su
deteccion automética, permitiendo incluso aplicar una secuencia de
reconstruccion, de pobre calidad, con e menor tiempo de adquisicién que €l
equipo permite. Por tanto, este defecto, invisible exteriormente, podria ser
entonces facilmente detectado por un sistema de inspeccion basado en
imagenes RM| obtenidas con un equipo de bajo campo magnético y de inferior
resolucién.

L os resultados obtenidos en esta tesis ponen de manifiesto, parael caso
especifico de los frutales de hueso y paralos frutos citricos, la gran utilidad del
andlisis de imagenes por resonancia magnética RMI para la realizacion de
estudios no destructivos sobre los cambios de la estructura interna de éstos,
cuando se requiera someterlos a diferentes condiciones de almacenamiento, o
cuando se requierainvestigar €l efecto interno que puede producir en los frutos
la aplicacion de diferentes tratamientos poscosecha o lainfluenciaen lafruta
de factores fisiolégicos o ambientales en el campo. Las aplicaciones de ésta
tecnologia pueden servir también a otros investigadores como bidlogos,
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fisidlogos, fitopatdlogos y entomdlogos, entre otros, para realizar estudios en
vivo, de manera no invasiva y como un complemento a otros métodos
convencionales de andlisis de muestras.

Un sistema automético de inspeccion de calidad integral de fruta
basado en imagenes RMI, obtenidas con un equipo de baja intensidad de
campo magnético, deberd considerar los siguientes aspectos técnicos;
seleccion adecuada del tamafio de la frutas, configuracion del transporte de la
fruta a equipo RMI considerando orientacion y velocidad del producto,
eleccion precisa de la secuencia de exploracion y sincronizacion de la misma
con el movimiento de la fruta, adquisicién de la imagen RMI, procesamiento
digital de cada imagen mediante implementacion e integracion de los
algoritmos aqui desarrollados, y finalmente, decisién por parte del sistema
sobre la aceptacion o el rechazo de la fruta segin la deteccion redizada
durante el andlisis de imagen. De este modo, la tecnologia de RMI vy €
procesamiento de imagen aplicados en la inspeccién de frutas podrian
utilizarse para el control de calidad interno no destructivo, evitando la saliday
exportacion de producto deteriorado con este tipo de dafios. Sin embargo, no
debemos olvidar que aun quedan muchos interrogantes por resolver y por esto
los resultados obtenidos en esta tesis constituyen tan solo un primer paso en
ese camino.
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CAPITULO 8

SUGERENCIAS PARA FUTUROS
TRABAJOS
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En este capitulo se presentan algunas propuestas de las lineas de
trabaj 0 que podrian desarrollarse en € futuro cercano, como continuacion de la
investigacion iniciada en esta tesis, utilizando un equipo RMI de baga
intensidad de campo magnético, para el desarrollo del sistema automético de
inspeccion de calidad integral de fruta propuesto anteriormente y basado en
esta interesante y muy promisoria tecnologia.

Es muy importante realizar un estudio de los tiempos de relgjacion T, y
T, de los diferentes tgjidos internos que aparecen en el plano central de la
imagen de resonancia magnética del melocoton y de la naranja, adquirida con
un equipo RMI de baja intensidad de campo. Tomando regiones de interés en
cadategjido, incluyendo aquellos con algun tipo de dafio, es posible determinar,
mediante métodos de regresién no lineal, a partir de la ecuaciones de
intensidad de sefid (2.46 a 2.51), y segun el tipo de secuencia de exploracion
que se aplique; los tiempos de relgjacién longitudinal (T,) y transversal (T,) de
cada tejido, con €l propésito de gjustar los pardmetros de programacion de la
secuencia para obtener nuevas iméagenes RMI con mejores contrastes de los
tejidos afectados. Esto facilitaria el posterior procesamiento digital de imagen
y la correcta deteccion del defecto en lafruta

Resulta muy interesante investigar, incluso, si idénticos tejidos de
diferentes variedades de una fruta, tratados bajo las mismas condiciones,
presentan tiempos de relgacion T, y T, similares o diferentes. Es muy
importante conocer esto con € fin de establecer s, por g emplo, una naranja
Valencia puede ser explorada con la misma secuencia que una naranja Powell,
para obtener resultados similares.

Para mejorar los resultados de deteccion de dafio por picadura de
Ceratitis capitata en melocoton se sugiere desarrollar un algoritmo basado en
la aplicacion de umbrales automaticos y adaptativos. Este procedimiento
permitiria segmentar cada regioén de pixeles con picadura de mosca con
condiciones de contraste particulares dentro de la imagen. Otra alternativa que
se recomienda es explorar €l andlisis de perfiles de intensidad de sefia a lo
largo de lineas curvas interiores, paralelas a la periferia de la epidermis del
melocoton, en busca de contrastes bruscos de sefial. También se sugiere
abundar en |a deteccién de dafios producidos por Ceratitis capitata en citricos.
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Con la base de datos de mas de 3000 imégenes RMI obtenidas en esta
tesis, se recomienda trabagar en el desarrollo y puesta a punto de un agoritmo
no supervisado que sea capaz, a analizar cadaimagen, de identificar € tipo de
fruta, la clasifique por tamafio, determine si esta presenta 0 no algun tipo de
dafo y la etiquete segin €l tipo de dafio encontrado. Este trabajo permitiria
avanzar més en e camino hacia el desarrollo de un sistema de inspeccion
integral de calidad basado en imagenes RMI.

Se propone investigar en la disminucién de los tiempos de adquisicion
de imagen que el equipo RMI utilizado en esta tesis actualmente permite,
mediante el acceso alos programas de adquisicion y procesamiento de datos y
reconstruccion de las iméagenes del sistema, para analizar su viabilidad de
operacion con reducidos tiempos de reconstruccion que se adapten a una
posible inspeccion en linea. Se recomienda que este trabajo se haga en
colaboracién con la empresa fabricante del equipo.

Otra importante linea de trabajo seria el desarrollo de un sistema de
transporte de la fruta por € interior del equipo RMI, que sea compatible con
los requerimientos técnicos del mismo respecto a: dimensiones, empleo de
materiales no ferromagnéticos, velocidad, sincronizacion con la adquisicion de
laimagen, etc.
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ANEXO Al. Resefia histérica del desarrollo delatecnologia de RM y RMI.

El camino hacia €l descubrimiento de la resonancia magnética (RM) comenzo con las
primeras investigaciones sobre la naturaleza del &omo. En 1897, d fisico J. J. Thompson, de
la Universidad de Cambridge-Inglaterra, descubrié el electron. Durante las dos décadas
siguientes, una serie de destacados fisicos, entre los que se incluyen Max Planck, Ernest
Rutherford, Niels Bohr, Erwin Schrodinger y Werner Heisenberg, se basaron en los trabajos
de unos y otros para avanzar en €l estudio de la estructura y propiedades del &omo y las
particulas atémicas. Con €llo, revolucionaron la fisica y elaboraron una teoria y un lenguaje
nuevos conacidos como mecanica cuantica (Conlan, 2001).

El magnetismo del nlcleo fue sugerido en la década de los afios 20 por Wolfgang
Pauli para explicar las estructuras hiperfinas halladas con espectrometria Optica. Gracias alos
adelantos obtenidos en las técnicas radioel éctricas desde esa época hasta la segunda guerra
mundial, este campo de investigaci 6n también ha sido objeto de numerosos trabajos (Desgrez
et al., 1991; Schrader et al., 1992).

Durante la década 1930, Isidor Isaac Rabi en la Universidad de Columbia, mediante
experimentacion desarrollala RM de haces moleculares, a hacer pasar un haz de moléculas de
cloruro de litio a través de un campo magnético y, a continuacion, someterlo a ondas de radio.
Esto permitié e descubrimiento de una propiedad denominada momento angular de espin. El
desarrollo de la RM de haces moleculares como técnica de estudio de las propiedades
magnéticas y la estructura interna de moléculas, atomos y nicleos le valieron a Rabi € premio
Nobel de fisica en 1944 (Conlan, 2001).

Después de la segunda guerra mundia en Estados Unidos, dos grupos de
investigacion en fisica, uno en la Universidad de Harvard, dirigido por el Edward Purcell, y
otro en la Universidad de Standford, dirigido por Felix Bloch, de forma independiente, se
propusieron desarrollar un método simple para observar la RM de los nucleos de moléculas
de liquidos y sdlidos. En 1945, ambos grupos lograron crear, con tres semanas de diferencia, a
través de experimentos con parafina'y con gotas de agua contenidas en una esfera de cristal,
las condiciones necesarias para observar € fendmeno en materia condensada conocido hoy
dia como Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Esos experimentos les permitieron también
compartir €l premio Nobd de fisicaen 1952 (Desgrez et al., 1991; Conlan, 2001).

A finales de la década de 1940, Hernry Torrey de la Universidad de Rutgers y, de
manera independiente, Erwin Hahn de la Universidad de Illinois, lograron un nuevo avance en
la técnica de RMN al aplicar potentes impulsos de ondas de radio, encontrando que las
sefiales transitorias emitidas podian medirse después de la aplicacion de impulsos cortos.
Luego, Hann descubriria el fendmeno conocido como eco de espin que posteriormente resultd
de gran importancia para la medicion de los tiempos de relgjacion.

Seguin Conlan (2001), Nicolaas Bloembergen fue el primer investigador en medir de
forma precisa los tiempos de relgjacion que tardan los nlcleos de las muestras experimentales
en volver a su alineacion original (T,) y la duracidon de la sefial magnética obtenida de la
muestra (T,).
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Bloembergen, Purcell y Pound, encontraron que la manipulacion de los tiempos de
relgjacion proporcionaria un método de gran eficacia en quimicay en biologia para andlizar la
estructura de las moléculas, esto les permitié comenzar a utilizar la espectrometria de RM
para investigar la composicion quimica y la estructura fisica de la materia. A finales de la
décadade 1950, Rusell Varian propuso un nuevo método de impulsos denominado RMN con
trasformada de Fourier. Posteriormente a finales de los 60, estudiando |os espectros de RMN,
Irving Lowe y Richard Norberg, descubrieron que emitiendo de forma simulténea un intervalo
de radiofrecuencias a los &omos de la muestra y, a continuacion, realizando € andlisis de
Fourier a la sefial de impulso resultante, podian obtener todos los resultados del método de
onda continua.

Durante € periodo transcurrido entre 1950 y 1970 la RM fue € método elegido por
los investigadores quimicos para € estudio de las estructuras moleculares. En ese tiempo las
limitaciones de los equipos informéticos no permitia realizar con rapidez los andlisis de los
espectros. Hoy en dia es posible emplear la RM para analizar muestras muy pequefias de un
material o identificar &omos poco comunes.

Ya en 1959, J. R. Singer, de la Universidad de California, habia propuesto la
utilizacion de la RMN como herramienta de diagnostico en medicina. Pero es 1971 cuando,
con e desarrollo de equipos informéticos de alta velocidad de procesamiento, con la
construccion por pate de Godfrey Hounsfield del primer escaner de tomografia
computerizada (instrumento que combinaba una maguina de rayos X y un ordenador), y con €l
empleo de algunos principios de reconstruccion algebraica para explorar organismos; ocurre €l
nacimiento de la técnica de obtencidn de Imégenes por Resonancia Magnética (RMI).

En 1973, y de manera independiente, Paul Lauterbur en Estados Unidos y Peter
Mansfield en Inglaterra, proponen la utilizacion de gradientes lineales de campo magnético
para la obtencion de una imagen mediante la localizacion espacial de la sefial de RMN.
Lauterbur combind laidea del gradiente con laidea del escaner de tomografia computerizada
para redizar varias proyecciones y reconstruirlas para obtener la primera imagen RMI, y
Mansfield desarroll6 una técnica ultrarrdpida para obtener imagenes con RM conocida como
ecoplanar. Para 1976, Lauterbur ya habia obtenido imagenes de una serie de tallos vegetales,
dedl muslo del cadaver de un pavo, y de un dedo humano en el cual se podian diferenciar el
hueso, la medula, los nervios y las arterias (Desgrez et al., 1991; Conlan, 2001). Los trabgjos
realizados por Lauterbur y Mansfield recibieron, en €l afio 2003, € premio Nobel de medicina
por su importante aporte en € desarrollo de los escaneres de cuerpo para € andlisis de
iméagenes RMI.

A partir de la década de los afios 80, las numerosas investigaciones realizadas en RM
permitieron la expansiéon comercial de esta tecnologia, contribuyendo de esta forma a
desarrollo de importantes avances cientificos en diversas areas del conocimiento tales como;
la fisica, e diagnostico medico, los hidrocarburos, la ciencia de los materiales, la
biotecnologia, la bioguimica, y la industria agroalimentaria entre muchas otras. (Castifieira,
1989; Cheny Sun, 1991; Ablett, 1992; Schrader et al., 1992; McCarthy, 1994; Clark et al.,
1997; Hammer, 1998; Hills, 1998; Ruan y Chen, 1998; McCarthy y McCarthy, 2000; Ishida et
al., 2000; Van As, 2003; Hillsy Clark, 2003).
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ANEXO A2. Composicion quimicay morfologia del fruto maduro, en estado fresco.

Compuesto M elocotén* Nar anja**
Prunus persica (L.) Batsch. Citrussinensis(L.) Osh.
Agua, % 86,6 86,0
Proteinas, % 0,6 0,7
Lipidos, % 0,1 0,2
Carbohidratos, % 11,8 12,2
Acidosy vitaminas, % 0,9 0,9

* Drupa de gran tamafio deriva de un ovario unicarpelar con una epidermis delgada y pilosa,
un mesocarpio carnoso o fibroso y un endocarpio, vulgarmente llamado hueso o carozo,
constituido por tejido esclerenquimatico cuyo interior contiene la semilla (Figura A2-a).

** Hesperidio o baya modificada caracteristica del género Citrus, consta de exocarpio o
epicarpio (flavedo), que es la porcién coloreada y glandulosa que presenta vesiculas que
contienen aceites esenciales, un mesocarpio corchoso (albedo) de color blanco, y un
endocarpio (pulpa o gajo) que presenta tricomas (pelos o emergencias pluricelulares) que
contienen jugo. Los tabiques que separan los léculos estan formados por € endocarpio y €
mesocarpio (Figura A2-b).

Exocarpo

Endocarpo

' I\hesucarpo

Figura. A2-b. Hesperidio de naranja, Citrus sinensis

FUENTES: http://www.infoagr o.com/frutag/frutas.asp
http:/www.biologia.edu.ar/botanica/tema6/6_5cla-car nosos.htm
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ANEXO A3. Caracterizacion de melocotones Calanda, variedad “ Amarillo tardio” clon
“Jesca”, utilizados en experimentos de dafio por hongo saprofito y dafio por frio.

Fruto Calibre  Peso Firmeza (kg) CSss (%) COLORCIE L*a*b*
# (mm) (9) Caral Cara2 Caral Cara?2 L* a* b*
1 84 304 45 7,0 13,1 14,7 70,22 5,71 4471
2 77 229 45 58 11,2 9,3 63,62 4,08 45,08
3 76 239 51 75 9,8 9,6 65,03 1,43 44,50
4 85 309 6,9 71 12,8 11,2 71,12 -7,89 46,56
5 75 226 43 45 14,5 12,8 69,20 1,97 49,85
6 7 248 4.4 4.2 12,4 12,2 69,55 0,88 49,11
7 81 290 55 4.8 12,2 12,7 68,62 -0,96 47,30
8 87 245 6,7 50 10,0 11,5 68,96 -3,77 44,50
9 82 255 8,6 6,0 11,8 12,0 69,02 -1,88 49,78
10 81 274 58 7,6 10,5 12,2 66,36 591 46,75
11 83 296 8,1 43 12,4 114 67,10 -3,48 48,07
12 75 225 41 39 134 11,8 69,97 -1,73 50,26
13 73 217 50 3,6 12,5 12,2 67,36 4,28 42,91
14 75 238 4,6 45 10,5 9,8 69,29 -5,78 43,99
15 75 223 4.4 57 11,3 11,6 71,47 0,86 47,72
16 76 213 59 6,2 12,8 12,6 70,27 -4,90 43,40
17 71 200 48 51 135 12,4 70,96 -1,58 50,07
18 76 267 51 7,0 14,6 12,8 70,59 -4,90 49,25
19 75 227 4,0 45 111 10,4 69,28 -3,83 44,44
20 7 255 6,1 45 14,2 12,2 70,77 -0,08 51,12
21 76 245 37 54 135 10,7 69,95 1,47 45,70
22 74 227 6,0 6,5 12,8 10,1 69,24 -6,68 45,15
23 70 194 5,6 6,8 10,3 9,8 69,20 -2,08 45,54
24 69 194 9,0 7,0 134 12,1 69,78 -4,40 43,52
25 76 245 42 58 10,5 98 70,92 -6,40 45,51
26 74 218 58 11,5 59 10,5 69,57 -7,23 46,06
27 78 255 57 7,0 13,5 12,6 70,49 -4,45 42,71
28 73 218 58 14,2 6,5 13,8 70,12 -3,46 49,25
29 76 249 58 78 15,7 15,0 69,73 -2,19 51,97
30 75 228 4.6 42 14,2 14,1 67,82 -0,91 46,93
Promedio 76,7 241,8 55 6,2 12,0 11,8 69,19 -2,11 46,72
Mediana 76,0 238,5 53 58 12,5 12,1 69,56 -2,14 46,31
Varianza 18,41 915,70 1,75 4,94 4,78 2,23 3,20 12,82 6,88
Desviacion tipica 43 30,3 1,3 2,2 2,2 15 1,79 3,58 2,62
Minimo 69,0 194 37 3,6 59 93 63,62 -7,89 42,71
Maximo 87,0 309 9 14,2 15,7 15 71,47 5,91 51,97

274



ANEXO A4. Método cualitativo-destructivo de evaluacion del dafio por
frio en frutos de hueso®.

Los sintomas del dafio por frio incluyen el pardeamiento de la pulpa, €l
desarrollo de textura harinosa o lanosa en la pulpa, la acumulacion de
pigmentos rojos en la mismay el desarrollo de un ma sabor. Estos sintomas
pueden medirse de la siguiente manera:

1. Pardeamiento de la pulpa. Se mide cualitativamente en una escala
del a6, asi: 1-sin pardeamiento, 2-muy ligero pardeamiento en la cavidad
del hueso, 3-ligero pardeamiento en la cavidad del hueso y tejidos cercanos, 4-
moderado pardeamiento sobre menos del 50% de la pulpa, 5-severo
pardeamiento sobre el 50 a 75% de la pulpa, y 6-pardeamiento extremo
cubriendo la mayoria de la pulpa (Ver Figura A4-a).

2 3

4

Figura A4-a Escala o indice de pardeamiento de la pulpa del melocoton
afectado por dafio por frio. (Fuente: Crisosto et al., 2003)

& Propuesto por Crisosto C. H.; Garner D. y Crisosto G. M., 2003.
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2. Texturadela pulpa. Se mide cualitativamente en unaescalade 1 a
3, asi: 1-fruto jugoso, 2- fruto moderadamente lanoso o harinoso (una pequefia
cantidad de zumo se libera a exprimir la pulpa, y 3-severamente lanoso o
harinoso (casi no es posible obtener zumo a exprimir la pulpa).

3. Enrojecimiento de la pulpa. Se mide cualitativamente en la escala
de 1 a3, asi: 1-no hay enrojecimiento, 2-hay un moderado enrojecimiento con
pigmentos rojos cubriendo menos del 50% de la pulpa, y 3-hay un severo
enrojecimiento con pigmentos rojos cubriendo més del 50% de la pulpa (ver
Figura A4-b).

Enrojecimiento dela pulpa

Figura A4-b. Enrojecimiento dela pulpay medida de la textura.
(Fuente: Crisosto et al., 2003)
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ANEXO A5. Macro MediaROl .scr

/IDescription: calculate the mean pixel valuesin the current rectangular ROI (or bounding box of an irregular ROI)
/I Displays result in message box.
/I Returns value of mean.

Def MeanValuelnROI()

{
dMean = BlobMeanROI(1, 1);
return (dMean);

}

/IDescription: calculate the mean pixel values in the current non-rectangular ROl (Object of Interest - OOI).
/I Works with rectangles too - but is slower than the one above

/I Displays result in message box.

/I Returns value of mean

Def MeanValuelnOOil ()

dMean = BlobMeanROI(0, 1);
return (dMean);

}

/IDescription: find mean and max pixel value
/I bRect - if regular rectangular ROl setto 1, else set to 0
/I bMsg - to show result set to 1, elseset to 0
Def BlobMeanROI (bRect, bMsg)
{
MiscDispDIgPlayBack(0);
DispSetUpdate(0, 0);

B_BLOBSET=BlobNew();
BlobSetCurDocument(B_BLOBSET);
BlobSetRemEdge(FAL SE, FALSE, FALSE, FALSE);
BlobFeatSelect(BLOB_MAX_PIXEL, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_MEAN_PIXEL, TRUE);
BlobResInLogWin(0);

if (bRect)

/I Tell it that all the pixelsin the ROI are to be considered
BlobSetThreshEx(0, 0);

/I Create a mask image in the shape of the ROI
IWidth = ROIGetSize(IMG_WIDTH);
IHeight = ROIGetSize(IMG_HEIGHT);
I_IMAGE15=ImgNewDisp(IWidth, IHeight, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0,
IMG_AUTOSCALE, 8);
ImgFilIROIBand(255);
ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);
BlobMaskChange(BLOB_MASK_LAST_IMAGE);
}

BlobCount();
dMean = BlobGetResultEx(BLOB_MEAN_PIXEL, 0, "");
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}

/I Report the result if desired
if (bMsg)
{

UtilMsgBox("Mean pixel valueis" + dMean);
}

/I Cleanup temporary mask
if ('bRect)
ImgClose();

BlobCloseAllRes();
BlobClos();
MiscDispDIgPlayBack(1);
DispSetUpdate(1, 0);

return (dMean);

Def DemoM eanV a ue(bShowMsg)

{

I_BOLTS_MIM=ImgL oad(G_strPathimages + "Bolts.mim");
ImgSetCurrent(I_BOLTS _MIM, R_Def, ALL_BANDS);
R_BOLTS_MIM_0=ImgNewROI (87, 109, 94, 82);

dMean = BlobMeanROI (1, bShowMsg);

/I With an éliptic ROI

ImgSetCurrent(I_BOLTS _MIM, R_Def, ALL_BANDS);
R_BOLTS MIM_1=ImgNewROIEllipse(121, 332, 70, 69);
dMean = BlobMeanROI (0, bShowMsg);

/I With an ROI based on pixel valuesin the image

/I using aMagicWand

ImgSetCurrent(I_BOLTS _MIM, R_Def, ALL_BANDS);

R_BOLTS MIM_2=ImgNewROIMagicWand(382, 307, 1, 1, 1, 32, 32, 32);
ImgSetCurrent(I_BOLTS MIM, R_BOLTS MIM_2, ALL_BANDS);
SetMagicWandParams(1, 1, 1, 68, 68, 68);

dMean = BlobMeanROI (0, bShowMsg );

/I Cleanup
deleteR_ BOLTS MIM_0, R_BOLTS MIM_1, R BOLTS MIM_2;
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ANEXO A6. Macro DesviacionROI .scr

//Description; Calculalamediay ladesviacion tipicade los pixeles de unaregion ROI del
/[fondo de laimagén

Def desviacionROI()

{

DispSetUpdate(0, 0);

B_BLOBSET1=BlobNew();
BlobSetCurDocument(B_ BLOBSET1);
BlobSetForeground(0);

BlobSetRemEdge(FALSE, FALSE, FALSE, FALSE);
BlobEnableMinArea(FAL SE);
BlobFeatSelect(BLOB_SIGMA_PIXEL, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_MEAN_PIXEL, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_AREA, FALSE);
BlobCount();

}
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ANEXO A7. Macros para la calibracion de los pixeles de lasimagenes

RMI aunidadesreales dela fruta.

Macro: Calibracionunidadesrealesl.scr

/IDescription: calibralos pixeles de imagen con FOV 160x160 matriz 192x192 a unidades reales de lafruta
1 Enladirecccion x : 1pixel=0.3125 mm

1 Enladireccion y: 1pixel=0.3125 mm

/I Con esta calibracion no aperece lareticulaen laimagen

Def calibracionunidadesreal es1()

/I Load theimage

|_6463=ImgL oad("C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\maduros en
laboratorio\6463.tif");

ImgSetCurrent(l_6463, R_Def, ALL_BANDS);

/I Célibrate the image

CalSetRatio(1, 1, 0.3125, 0.3125, CAL_NEW_IMAGES);
CalSetGrid(CAL_GRID_GRID, 25, 25, 65535, CAL_NEW_IMAGES);
CalSetUnits("mm", CAL_NEW_IMAGES);

Cal SetNumDecimals(1, CAL_NEW_IMAGES);

/Iclose the image
ImgSetCurrent(l_6463, R_Def, ALL_BANDS);
ImgClose();
delete|_6463;
}

Macro: calibracionunidadesreales2.src

/IDescription: calibralos pixeles de imagen con FOV 200x200 matriz 192x192 a unidades reales de lafruta
1 Enladirecccion x : 1pixel=0.4000 mm

1 Enladireccion y: 1pixel=0.4000 mm

Def calibracionunidadesreales2()

/I Load theimage

|_6463=ImgLoad("C:\Documents and  Settingslvan  Aristizaba\Mis  documentos\maduros
laboratorio\6463.tif");

ImgSetCurrent(l_6463, R_Def, ALL_BANDS);

/I Célibrate the image

CaSetRatio(1, 1, 0.4, 0.4, CAL_NEW_IMAGES);
CalSetGrid(CAL_GRID_GRID+CAL_GRID_VISIBLE, 25, 25, 65535, CAL_NEW_IMAGES);
CalSetUnits("mm", CAL_NEW_IMAGES);

CalSetNumDecimals(1, CAL_NEW_IMAGES);

/Iclose the image
ImgSetCurrent(l_6463, R_Def, ALL_BANDS);

ImgClose();
delete|_6463;

en
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Macro: calibracionunidadesreales3.src

/IDescription: calibralos pixeles de imagen con FOV 200x100 matriz 192x128 aunidades reales de lafruta
1 Enladirecccion x : 1pixel=0.4000 mm

1 Enladireccion y: 1pixel=0.4000 mm

Def calibracionunidadesreal es3()

/I Load theimage

|_6463=ImgLoad("C:\Documents and  Settings\lvan  Aristizaba\Mis  documentos\maduros  en
laboratorio\6463.tif");

ImgSetCurrent(l_6463, R_Def, ALL_BANDS);

/I Célibrate the image

CaSetRatio(1, 1, 0.4, 0.4, CAL_NEW_IMAGES);
CalSetGrid(CAL_GRID_GRID+CAL_GRID_VISIBLE, 25, 25, 65535, CAL_NEW_IMAGES);
CalSetUnits("mm", CAL_NEW_IMAGES);

Cal SetNumDecimals(1, CAL_NEW_IMAGES);

/Iclose the image
ImgSetCurrent(l_6463, R_Def, ALL_BANDS);

ImgClose();
delete|_6463;
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ANEXO A8. Macro de auto-segmentacion de imagen.

/IDescription: Autothreshold the current image using a function in auser DLL.
Def autoumbral ()

if (UtilGetType(UtilSl) != SI_VARTYPE_LIB)
UtilLoadLib("UtilSI32.Idf", "UtilSI");

IMilld=ImgGetMilID();
if (IMilld>0)
{
IThresh=UtilS|.GetAutoT hreshold(IMilld);

/I Retrieve the image type

nRetVa=ImgGetDepth();

nSigned=nRetVal&SIGNED; // signed if different of O
nDepth=nRetVa &~SIGNED;

if (nSigned!=0)

{

/I Signed
if (nDepth==8)
{

IMinIntensity=-128;
IMax|Intensity=127;

}
eseif (nDepth==16)

IMinIntensity=-32768;
IMaxIntensity=32767;

}
}
else
{
/I Unsigned
if (nDepth==8) || (nDepth==24))
{
IMinlIntensity=0;
IMaxIntensity=255;
}
elseif (nDepth==16)
{
IMinlntensity=0;
IMaxIntensity=65535;
}
}

MapClipGeneral(IThresh, NOT_USED, IMinintensity, [IMaxIntensity, NOT_USED,
LEVEL_BUFFER);
delete I Thresh;

delete nSigned;
delete nDepth;
delete nRetVal;
delete IMinlntensity;
delete IMaxIntensity;

}
delete IMilld;
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ANEXO A9. Macros de procesamiento digital de imagenes RM| de melocotones.

Macro: Dafio por hongo saprofitoy dafio por frio, contraste en T, plano ecuatorial.

/IDescription:
Def hongoencampoT 1corultimo()

{

DispSetUpdate(0,0);

R 9163 0=ImgNewROI(91, 65, 315, 295);

ClipCopy();

I_IMAGE1=ClipPaste();

ImgSetCurrent(I_IMAGEL, R_Def, ALL_BANDYS);

FiltAverage();

I_IMAGE2=ImgDupEXx(0);

autoumbral ();

I_IMAGE3=ImgDupEx(0);

ImgSetCurrent(I_IMAGE3, R_Def, ALL_BANDYS);

MorphErodeEx(5, 1);

ImgLockSrcl(I_IMAGE2, R_Def, ALL_BANDS);

ImgLockSrc2(I_IMAGEL, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE4=ImgNewDisp(315, 295, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
ArithAnd();

ImgSetCurrent(I_IMAGE4, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE5=ImgNewDisp(315, 295, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltPrewitt();

MapClipGeneral (10, NOT_USED, 0, 255, NOT_USED, LEVEL_BUFFER);

ImgLockSrcl(l_IMAGES, R_Def, ALL_BANDS);

ImgLockSrc2(I_IMAGE3, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE6=ImgNewDisp(315, 295, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
ArithAnd();

ImgLockSrcl(I_IMAGE2, R_Def, ALL_BANDS);

ImgLockSrc2(I_IMAGES, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE7=ImgNewDisp(315, 295, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
ArithSubSat();

ImgSetCurrent(I_IMAGE7, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE8=ImgNewDisp(315, 295, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltMedian();

FiltMedian();

FiltMedian();

FiltMedian();

FiltMedian();

FiltMedian();

FiltMedian();

B_BLOBSET1=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BLOBSET1);

BlobSetForeground(0);

BlobEnableMinArea(FAL SE);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);

BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\Hongo en campo\T 1 coronal
entrenamiento\filtrol.cls’);

BlobCount();

ImgSetCurrent(I_IMAGES6, R_Def, ALL_BANDYS);

ImgClose();
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delete|_IMAGES;

ImgSetCurrent(I_IMAGES, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete | _IMAGES;

ImgSetCurrent(I_IMAGE4, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete|_IMAGE4;

ImgSetCurrent(I_IMAGE3, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

deletel_IMAGES;

ImgSetCurrent(I_IMAGE2, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete | _IMAGE2;

ImgSetCurrent(I_IMAGE1, R_Def, ALL_BANDS);
ImgClose();

delete | _IMAGEL;

}

Macro: Dafo por hongo saprofito y dafio por frio, contraste en T, plano sagital.

/IDescription:
Def hongoencampoT 1sag()

{

DispSetUpdate(0,0);

R_9951_0=ImgNewROI(89, 64, 312, 324);

ClipCopy();

|_IMAGE141=ClipPaste();

ImgSetCurrent(I_IMAGE141, R_Def, ALL_BANDS);

FiltAverage();

I_IMAGE142=ImgDupEXx(0);

autoumbral ();

ImgSetCurrent(I_IMAGE141, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE143=ImgNewDisp(312, 324, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltPrewitt();

ImgSetCurrent(I_IMAGE143, R_Def, ALL_BANDYS);

MapClipGeneral (73, NOT_USED, 0, 255, NOT_USED, LEVEL_BUFFER);

ImgLockSrcl(I_IMAGE142, R_Def, ALL_BANDS);

ImgLockSrc2(I_IMAGE143, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE144=ImgNewDisp(312, 324, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
ArithSubSat();

ImgLockSrcl(I_IMAGE144, R _Def, ALL_BANDS);

ImgLockSrc2(I_IMAGE141, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE145=ImgNewDisp(312, 324, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
ArithAnd();

ImgSetCurrent(I_IMAGE145, R_Def, ALL_BANDYS);

FiltPrewitt();

MapClipGeneral (13, NOT_USED, 0, 255, NOT_USED, LEVEL_BUFFER);

ImgSetCurrent(I_IMAGE142, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE146=ImgNewDisp(312, 324, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
MorphErodeEx(5, 0);

ImgLockSrcl(l_IMAGE146, R_Def, ALL_BANDS);

ImgLockSrc2(I_IMAGE145, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE151=ImgNewDisp(312, 324, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
ArithSubSat();

ImgSetCurrent(I_IMAGE151, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE158=ImgNewDisp(312, 324, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltMedian();

FiltMedian();



B_BLOBSET1=BlobNew();
BlobSetCurDocument(B_BLOBSET1);
BlobSetForeground(0);

BlobEnableMinArea(FAL SE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\Hongo en campo\T1
sagital\filtrol.cls");

BlobCount();

ImgSetCurrent(I_IMAGE146, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete|_IMAGE1486;

ImgSetCurrent(I_IMAGE145, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete|_IMAGE145;

ImgSetCurrent(I_IMAGE144, R_Def, ALL_BANDS);
ImgClose();

delete|_IMAGE144;

ImgSetCurrent(I_IMAGE143, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete|_IMAGE143,

ImgSetCurrent(I_IMAGE142, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete|_IMAGE142;

ImgSetCurrent(I_IMAGE141, R_Def, ALL_BANDS);
ImgClose();

delete|_IMAGE141;

}

Macro: Dafio por hongo saprofitoy dafio por frio, contraste en T,, plano ecuatorial.

/IDescription:
Def hongoencampoT2cor()

{

DispSetUpdate(0,0);

R_9452_0=ImgNewROI (104, 84, 284, 292);
ClipCopy();

I_IMAGE1=ClipPaste();
ImgSetCurrent(I_IMAGEL, R_Def, ALL_BANDYS);
FiltAverage();

I_IMAGE2=ImgDupEXx(0);

autoumbral ();

I_IMAGE3=ImgDupEx(0);

autoumbral ();

ImgSetCurrent(I_IMAGE3, R_Def, ALL_BANDYS);
MorphErodeEx(5, 1);

ImgSetCurrent(I_IMAGEL, R_Def, ALL_BANDYS);
FiltPrewitt();

MapClipGeneral (19, NOT_USED, 0, 255, NOT_USED, LEVEL_BUFFER);
FiltMedian();

ImgLockSrcl(I_IMAGE3, R_Def, ALL_BANDS);
ImgLockSrc2(I_IMAGEL, R_Def, ALL_BANDS);
I_IMAGE4=ImgNewDisp(284, 292, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
ArithAnd();
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ImgLockSrcl(I_IMAGE2, R_Def, ALL_BANDS);
ImgLockSrc2(I_IMAGE4, R_Def, ALL_BANDS);
I_IMAGE5=ImgNewDisp(284, 292, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
ArithSubSat();

ImgSetCurrent(I_IMAGES, R_Def, ALL_BANDYS);

FiltMedian();

FiltMedian();

FiltMedian();

FiltMedian();

FiltMedian();

FiltMedian();

FiltMedian();

B_BLOBSET1=BlobNew();
BlobSetCurDocument(B_BLOBSET1);

BlobSetForeground(0);

BlobEnableMinArea(FAL SE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\Hongo en campo\T2
corona\filtrol.cls");

BlobCount();

ImgSetCurrent(I_IMAGE4, R_Def, ALL_BANDYS);

ImgClose();

delete|_IMAGE4;

ImgSetCurrent(I_IMAGE3, R_Def, ALL_BANDYS);

ImgClose();

delete|_IMAGES3;

ImgSetCurrent(I_IMAGE2, R_Def, ALL_BANDYS);

ImgClose();

delete | _IMAGE2;

ImgSetCurrent(I_IMAGEL1, R_Def, ALL_BANDYS);

ImgClose();

delete | _IMAGEL;

}

Macro: Obtencion del contorno del mesocar pio con picadura de Ceratitis capitata Wied

/IDescription:
Def MOSCA2()
{

DispSetUpdate(0,0);

/11_6787=ImgL oad("C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\maduros en
laboratorio\entrenamiento\6787.tif");

/limgSetCurrent(l_6787, R_Def, ALL_BANDS);

R_6787_0=ImgNewROIEllipse(65, 84, 294, 313);

ClipCopy();

I_IMAGE188=ClipPaste();

ImgSetCurrent(I_IMAGE188, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE189=ImgNewDisp(294, 313, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE189, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE190=ImgNewDisp(294, 313, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltPrewitt();

ImgSetCurrent(I_IMAGE190, R_Def, ALL_BANDYS);
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I_IMAGE191=ImgNewDisp(294, 313, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
MapClipGeneral (16, NOT_USED, 0, 255, NOT_USED, LEVEL_BUFFER);

ImgLockSrcl(I_IMAGE189, R_Def, ALL_BANDS);

ImgLockSrc2(I_IMAGE191, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE192=ImgNewDisp(294, 313, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
ArithSubSat();

I_IMAGE193=ImgNewDisp(294, 313, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
autoumbral ();

I_IMAGE194=ImgNewDisp(294, 313, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltMedian();

B_BLOBSET17=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BLOBSET17);

BlobEnableMinArea(FAL SE);

BlobEnableMinArea(TRUE);

BlobSetMinAreaEx(14.9414);

BlobSetMinAreaEx(14.8437);

BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_NUMBER_OF HOLES, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_ROUGHNESS, TRUE);

BlobCount();

Macro: Obtencion del contorno del mesocarpio sin epidermis con picadura de Ceratitis
capitata Wied.

/IDescription:
Def MOSCA4()

{

DispSetUpdate(0,0);

R_6787_1=ImgNewROIEllipse(50, 18, 422, 386);

ClipCopy();

I_IMAGE1=ClipPaste();

ImgSetCurrent(I_IMAGEL, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE2=ImgNewDisp(422, 386, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE2, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE3=ImgDupEx(0);

ImgSetCurrent(I_IMAGE3, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE4=ImgNewDisp(422, 386, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltPrewitt();

ImgSetCurrent(I_IMAGE4, R_Def, ALL_BANDYS);

MapClipGeneral (16, NOT_USED, 0, 255, NOT_USED, LEVEL_BUFFER);

ImgSetCurrent(I_IMAGE4, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE5=ImgNewDisp(422, 386, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltPrewitt();

ImgSetCurrent(I_IMAGE2, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE6=ImgNewDisp(400, 380, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
autoumbral ();

ImgLockSrcl(I_IMAGES, R_Def, ALL_BANDS);

ImgLockSrc2(I_IMAGES, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE7=ImgNewDisp(422, 386, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
ArithSubSat();

ImgLockSrcl(I_IMAGES, R_Def, ALL_BANDS);

ImgLockSrc2(I_IMAGE?7, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE8=ImgNewDisp(422, 386, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
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ArithSubSat();

ImgSetCurrent(I_IMAGE7, R_Def, ALL_BANDS);
ImgClose();

delete | _IMAGET;

ImgSetCurrent(I_IMAGES6, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete|_IMAGES;

ImgSetCurrent(I_IMAGES, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete|_IMAGES;

ImgSetCurrent(I_IMAGE4, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete|_IMAGE4;

ImgSetCurrent(I_IMAGE3, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

deletel_IMAGES;

ImgSetCurrent(I_IMAGE2, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete | _IMAGE2;

}

Macro: Deteccién del dafio por picadura de Ceratitis capitata Wied en melocoton.

/IDescription:
Def MOSCA6()
{

DispSetUpdate(0,0);

R_6395_0=ImgNewROIEllipse(68, 50, 353, 346);

ClipCopy();

I_IMAGE1=ClipPaste();

ImgSetCurrent(I_IMAGEL, R_Def, ALL_BANDYS);

FiltAverage();

I_IMAGE2=ImgDupEXx(0);

I_IMAGE2A=ImgNewDisp(353, 346, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
autoumbral ();

ImgSetCurrent(I_IMAGEL, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE3=ImgDupEx(0);

ImgSetCurrent(I_IMAGE3, R_Def, ALL_BANDYS);

FiltPrewitt();

MapClipGeneral (21, NOT_USED, 0, 255, NOT_USED, LEVEL_BUFFER);

MorphDilateEx(3, 1);

ImgLockSrcl(l_IMAGEL, R Def, ALL_BANDS);

ImgLockSrc2(I_IMAGE3, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE5=ImgNewDisp(353, 346, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
ArithAnd();

ImgSetCurrent(I_IMAGES, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE4A=ImgNewDisp(353, 346, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
autoumbral ();

ImgLockSrcl(I_IMAGE2A, R_Def, ALL_BANDS);

ImgLockSrc2(I_IMAGE4A, R_Def, ALL_BANDS);

I_IMAGE6=ImgNewDisp(353, 346, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
ArithSubSat();

ImgSetCurrent(I_IMAGES6, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE6A=ImgNewDisp(353, 346, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltMedian();

MorphDilateEx(3, 1);

ImgSetCurrent(I_IMAGE2A, R_Def, ALL_BANDYS);

I_IMAGE7=ImgNewDisp(353, 346, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
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MorphErodeEx(5, 1);
ImgLockSrcl(l_IMAGE7, R_Def, ALL_BANDS);
ImgLockSrc2(I_IMAGE6A, R_Def, ALL_BANDS);

|_IMAGE10=ImgNewDisp(353, 346, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);

ArithSubSat();
ImgLockSrcl(l_IMAGEL R _Def, ALL_BANDS);
ImgLockSrc2(I_IMAGE10, R_Def, ALL_BANDS);

|_IMAGE11=ImgNewDisp(353, 346, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);

ArithSubSat();

ImgSetCurrent(I_IMAGE11, R_Def, ALL_BANDS);
B_BLOBSET1=BlobNew();
BlobSetCurDocument(B_BLOBSET1);
BlobSetForeground(0);

BlobSetMinAreaEx(0);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_FERET _MEAN_DIAMETER, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobSetThreshEx(0, 10);
BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterLoad("C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\maduros en

laboratorio\entrenamiento\filtrol.cls");

BlobCount();

ImgSetCurrent(I_IMAGES6, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete |_IMAGES;

ImgSetCurrent(I_IMAGES, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete | _IMAGES;

ImgSetCurrent(I_IMAGE3, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete |_IMAGES;

ImgSetCurrent(I_IMAGE7, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete | _IMAGET;

ImgSetCurrent(I_IMAGE2, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete | _IMAGE2;

ImgSetCurrent(I_IMAGE2A, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete| _IMAGE?2A;

ImgSetCurrent(I_IMAGE4A, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete| _IMAGE4A;

ImgSetCurrent(I_IMAGEL, R_Def, ALL_BANDYS);
ImgClose();

delete | _IMAGEL;

}
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ANEXO A10. Macros de procesamiento digital deimagenes RM1 de citricos.

Macro: Dafio por hongos A. citri, B. cinerea, D. natalensis contraste en T,, plano
longitudinal.

/IDescription:
Def hongoscitricosT 1sagfiltro()

{

DispSetUpdate(0, 0);

|_4815=ImgNewROIEllipse(75, 76, 299, 300);
B_BLOBSET19=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BLOBSET19);

BlobSetForeground(0);

BlobSetMinAreaEx(16);

BlobEnableMaxArea(TRUE);

BlobSetM axAreaEx(1000);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_GRAY, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_GRAY, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFilterApplyAfterCount(TRUE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\T1 sag entrenamiento\centroide x
mayor de 49.cls");

BlobSetThreshEx(0, 66);

BlobCount();

Macro: Dafio por hongos A. citri, B. cinerea, D. natalensis contraste en T,, plano
ecuatorial.

/IDescription:
Def T2corpulpa()

DispSetUpdate(0, 0);
|_5181=ImgNewROIEllipse(75, 76, 299, 300);
autoumbral ();

B_BLOBSET3=BlobNew();
BlobSetCurDocument(B_BL OBSET3);
BlobEnableMinArea(FAL SE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobCount();

}

Macro: Dafio por hongos A. citri, B. cinerea, D. natalensis contraste en T,, plano
longitudinal.

/IDescription:
Def hongoscitricosT2sagfiltro()

{
DispSetUpdate(0, 0);

|_4664=ImgNewROIEllipse(75, 76, 299, 300);
B_BLOBSET15=BlobNew();
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BlobSetCurDocument(B_BLOBSET15);

BlobSetMinAreaEx(8.65);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_GRAY, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_GRAY, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_ROUGHNESS, TRUE);
BlobFilterApplyAfterCount(TRUE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\T2 sag deteccion\filtro4.cls");
BlobSetThreshEx(0, 92);

BlobCount();

}

Macro: Dafio por hongo A. citri, contraste en T4, plano ecuatorial.

/IDescription:
Def citricosT 1coralternaria()

{

DispSetUpdate(0, 0);

1_4386=ImgNewROIEllipse(55, 18, 399, 377);
I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);
B_BLOBSET6=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BL OBSET6);

BlobSetForeground(0);

BlobEnableMaxArea(TRUE);

BlobSetMaxAreaEx(500);

BlobEnableMinArea(TRUE);

BlobSetMinAreaEx(3.15);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);

BlobFeatSel ect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);

BlobSetThreshEx(0, 100);

BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad("C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\aternaria\T1 cor entrenamiento\filtro
1.cls');

BlobCount();

}

Macro: Dafio por hongo A. citri, contraste en T,, plano longitudinal.

//Description:

Def citricosT 1sagalternaria()

{

DispSetUpdate(0, 0);
1_4386=ImgNewROIEllipse(55, 18, 399, 377);
I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);
B_BLOBSET6=BlobNew();
BlobSetCurDocument(B_BL OBSET6);
BlobSetForeground(0);
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BlobEnableMaxArea(FAL SE);

//BlobSetM axAreaEx(627);

BlobEnableMinArea(TRUE);

BlobSetMinAreaEx(3.5);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);

BlobSetThreshEx(0, 86);

BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad("C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\alternaria\T 1
entrenamiento\filtro3.cls");

BlobCount();

}

Macro: Dafio por hongo A. citri, contrasteen T, plano ecuatorial.

/IDescription:
Def citricosT 2coralternaria()

{

DispSetUpdate(0, 0);

1_4386=ImgNewROIEllipse(55, 18, 399, 377);
I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);
B_BLOBSET6=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BL OBSET6);

BlobSetForeground(0);

BlobEnableMaxArea(FAL SE);

//BlobSetM axAreaEx(500);

BlobEnableMinArea(TRUE);

BlobSetMinAreaEx(1.00);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);

BlobSetThreshEx(0, 91);

BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\aternaria\T2
entrenamiento\filtrol.cls’);

BlobCount();

}

Macro: Dafio por hongo A. citri, contraste en T,, plano longitudinal.

/IDescription:

Def citricosT 2sagalternaria()

{

DispSetUpdate(0, 0);
|_4664=ImgNewROIEllipse(75, 76, 299, 300);
B_BLOBSET15=BlobNew();
BlobSetCurDocument(B_BLOBSET15);
//BlobSetMinAreaEx(8.65);

cor
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BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_GRAY, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_GRAY, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_ROUGHNESS, TRUE);
BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\Alternaria\T2 sag
entrenamiento\filtro2.cls");

BlobSetThreshEx(0, 93);

BlobCount();

}

Macro: Dafo por hongo B. cinerea, contraste en T4, plano ecuatorial.

/IDescription:
Def citricosT 1corbotritis()

{

DispSetUpdate(0, 0);

1_4386=ImgNewROIEllipse(55, 18, 399, 377);
I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);
B_BLOBSET6=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BL OBSET6);

BlobSetForeground(0);

BlobEnableMaxArea(TRUE);

BlobSetMaxAreaEx(300);

BlobEnableMinArea(TRUE);

BlobSetMinAreaEx(1.1);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);

BlobSetThreshEx(0, 91);

BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\Botritis\T 1 Coronal\filtro3.cls");
BlobCount();

Macro: Dafio por hongo B. cinerea, contraste en T4, plano longitudinal

/IDescription:
Def citricosT 1sagbotritis()

{

DispSetUpdate(0, 0);

1_4386=ImgNewROIEllipse(55, 18, 399, 377);

I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);

B_BLOBSET6=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BL OBSET6);

BlobSetForeground(0);

BlobEnableMaxArea(FAL SE);
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//BlobSetM axAreaEx(627);

BlobEnableMinArea(TRUE);

BlobSetMinAreaEx(7.5);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);

BlobSetThreshEx(0, 74);

BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad("C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\botritis\T1 Sagital\filtro2.cls");
BlobCount();

1
Macro: Dafo por hongo B. cinerea, contrasteen T,, plano ecuatorial.

/IDescription:
Def citricosT 2corbotritis()

{

DispSetUpdate(0, 0);

1_4386=ImgNewROIEllipse(55, 18, 399, 377);
I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);
B_BLOBSET6=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BL OBSET6);

BlobSetForeground(0);

BlobEnableMaxArea(FAL SE);

//BlobSetM axAreaEx(300);

BlobEnableMinArea(TRUE);

BlobSetMinAreaEx(1.9);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);

BlobSetThreshEx(0, 80);

BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\Botritis\T2 Coronal\filtrol.cls");
BlobCount();

Macro: Dafio por hongo B. cinerea, contraste en T,, plano longitudinal

//Description:

Def citricosT 2sagbotritis()

{

DispSetUpdate(0, 0);

|_4664=ImgNewROI Ellipse(75, 76, 299, 300);
B_BLOBSET15=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BLOBSET15);

//BlobSetMinAreaEx(8.65);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_GRAY, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_GRAY, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
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BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);

BlobFeatSelect(BLOB_ROUGHNESS, TRUE);

BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad("C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\BotritisS\T2
entrenamiento\filtro2.cls");

BlobSetThreshEx(0, 86);

BlobCount();

1
Macro: Dafio leve por helada (categorial), contrasteen T, plano ecuatorial.

/IDescription:
Def citricosheladaT 1corbarfield()

{

DispSetUpdate(0, 0);

1_4386=ImgNewROIEllipse(55, 18, 399, 377);
I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);
B_BLOBSET6=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BL OBSET6);

BlobSetForeground(0);

BlobEnableMaxArea(TRUE);

BlobSetM axAreaEx(5000);

BlobEnableMinArea(TRUE);

BlobSetMinAreaEx(1.0);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);

BlobSetThreshEx(0, 87);

BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\heladas barfield\T1 cor
entrenamiento\filtro 2.cls");

BlobCount();

1
Macro: Dafioleve por helada (categorial), contrasteen T, plano longitudinal

/IDescription:
Def citricoshel adaT 1sagbarfield()

{

DispSetUpdate(0, 0);
1_4386=ImgNewROIEllipse(55, 18, 399, 377);
I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);
B_BLOBSET6=BlobNew();
BlobSetCurDocument(B_BL OBSET6);
BlobSetForeground(0);
BlobEnableMaxArea(TRUE);

BlobSetM axAreaEx(5000);
BlobEnableMinArea(TRUE);

seg
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BlobSetMinAreaEx(1.0);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);

BlobSetThreshEx(0, 87);

BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\l van Aristizabal\Mis documentos\heladas barfiel d\T1 sag
entrenamiento\filtro 3.cls");

BlobCount();

1
Macro: Dafioleve por helada (categorial), contrasteen T,, plano ecuatorial.

/IDescription:
Def citricosheladaT 2corbarfield()

{

DispSetUpdate(0, 0);

|_5181=ImgNewROI Ellipse(55, 18, 399, 377);

autoumbral ();

/I _IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
IIFiltAverage();

B_BLOBSET3=BlobNew();
BlobSetCurDocument(B_BL OBSET3);

BlobSetForeground(0);

BlobEnableMinArea(FAL SE);

//BlobSetMinAreaEx(1.0);

BlobEnableMaxArea(FAL SE);

//BlobSetM axAreaEx(1000);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterLoad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\heladas barfield\T2 cor
entrenamiento\filtro 2.cls");

BlobCount();

1
Macro: Dafio leve por helada (categorial), contrasteen T,, plano longitudinal

/IDescription:
Def citricoshel adaT 2sagbarfiel d()

{

DispSetUpdate(0, 0);

|_5181=ImgNewROI Ellipse(55, 18, 399, 377);
autoumbral ();

I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

B_BLOBSET3=BlobNew();
BlobSetCurDocument(B_BL OBSET3);
BlobSetForeground(1);
BlobEnableMinArea(FAL SE);
//BlobSetMinAreaEx(2.2);

296



BlobEnableMaxArea(FAL SE);

//BlobSetM axAreaEx(1000);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_NUMBER_OF HOLES, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\heladas barfiel d\T2 sag
entrenamiento\filtro 2.cls");

BlobCount();

1
Macro: Dafio severo por helada (categoriall), contraste en T, plano ecuatorial

/IDescription:
Def citricosheladaT 1cor()

{

DispSetUpdate(0, 0);

1_4386=ImgNewROIEllipse(55, 18, 399, 377);
I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);

autoumbral ();

B_BLOBSET6=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BL OBSET6);

BlobSetForeground(0);

BlobEnableMaxArea(TRUE);

BlobSetM axAreaEx(5000);

BlobEnableMinArea(TRUE);

BlobSetMinAreaEx(3.0);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\imagenes RMI\Citricos helada en
campo\SE T1 coronal\area 97 a205 xc 77 a81 yc 84 a87.cls");
BlobCount();

Macro: Dafio severo por helada (categoriall), contraste en T4, plano longitudinal.

//Description:
Def citricosheladaT 1sag()

{

DispSetUpdate(0, 0);

1_4386=ImgNewROIEllipse(55, 18, 399, 377);

I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);

autoumbral ();

B_BLOBSET6=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BL OBSET6);

BlobSetForeground(0);
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BlobEnableMaxArea(TRUE);

BlobSetM axAreaEx(5000);

BlobEnableMinArea(TRUE);

BlobSetMinAreaEx(1.0);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\imagenes RMI\Citricos helada en
campo\SE T1 sagital\area 150 a 323 xc 68 a84 yc 70 a 83.cls");
BlobCount();

Macro: Dafio severo por helada (categoriall), contraste en T (GE), plano ecuatorial

/IDescription:
Def citricosheladaGEcor()

{

DispSetUpdate(0, 0);

1_4386=ImgNewROIEllipse(55, 18, 399, 377);
I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);

autoumbral ();

B_BLOBSET6=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BL OBSET6);

BlobSetForeground(0);

BlobEnableMaxArea(TRUE);

BlobSetM axAreaEx(5000);

BlobEnableMinArea(TRUE);

BlobSetMinAreaEx(3.0);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\imagenes RMI\Citricos helada en
campo\GE coronal\filtro 3.cls");

BlobCount();

}

Macro: Dafio severo por helada (categoriall), contraste en T; (GE), plano longitudinal

//Description:
Def citricosheladaGEsag()

{

DispSetUpdate(0, 0);

1_4386=ImgNewROIEllipse(55, 18, 399, 377);

I_IMAGE15=ImgNewDisp(399, 377, 1, IMG_MONO, IMG_8U, PAL_SOURCE, 0, IMG_AUTOSCALE, 8);
FiltAverage();

ImgSetCurrent(I_IMAGE15, R_Def, ALL_BANDS);

autoumbral ();
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B_BLOBSET6=BlobNew();

BlobSetCurDocument(B_BL OBSET6);

BlobSetForeground(1);

BlobEnableMaxArea(FAL SE);

BlobEnableMinArea(TRUE);

BlobSetMinAreaEx(10.5);

BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_X_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CENTER_OF GRAVITY_Y_BIN, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_COMPACTNESS, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_CONVEX_PERIMETER, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_LENGTH, TRUE);
BlobFeatSelect(BLOB_NUMBER_OF HOLES, TRUE);
BlobFilterApplyAfterCount(FAL SE);

BlobFilterL oad(" C:\Documents and Settings\lvan Aristizabal\Mis documentos\imagenes RMI\Citricos helada en
campo\GE sagital\filtro 2.cls");

BlobCount();
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