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Bio-Speckle aplicado a la caracterizacion del grado de maduracion de frutos
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La medida de la actividad del bio-speckle de muestras biolégicas ha demostrado ser una herramienta no destructiva
muy 1til para el estudio de ciertos procesos que ocurren en las mismas. En particular, se ha explorado su utilidad en 1a
determinacion del grado de maduracién de distintas lincas de tomate, para evaluar el tiempo de permanencia en
estanteria. El estudio se ha llevado a cabo registrando tanto la historia temporal de los diagramas de speckle (HTDS)
como las variaciones en la intesidad de la luz dispersada, obtenidos al iluminar con luz laser la superficie del fruto. La
actividad del bio-speckie se determina a partir de las funciones de autocorrelacién de las fluctuaciones de intensidad.
Se ha encontrado que es posible correlacionar estas medidas con procesos tales como aumento de respiracién,
produccién de etileno, pérdida de clorofila, etc., procesos que ocurren naturalmente durantc la maduracién del fruto y
cuya evolucion brinda informacion sobre ia transicidn entre las fases de crecimiento y de envejecimiento.

The measure of bio-speckle activity in biological samples (like fruits) is a very useful non-destructive tool for the
study of certain processes that occurs in the samples. In particular, to evaluate the tomato fruit shelf life, we explore
the bio-speckle utility in the determination of the ripcning degree of different lines of tomatoes. The study has been
carried out recording the temporal history of speckle diagram (THSD) obtained illuminating the surface of the fruit
with a laser beam. The bio-speckle activity is determined by means of the autocorrelation functions of the intensity
fluctuations. It has been found that it is possible to correlate the activity measurements with processes such as
breathing increase, ethylene production, chlorophyl! loss, etc. These processes happen naturally during the fruit

ripening and its evolution bring information about the transition between the growing phase and the aging phase of

the fruit.

1. INTRODUCCION

Si bien el estudio de los fendmenos intrinsecos que
ocurren durante la maduracion, esta fuera del alcance de
este trabajo de investigacion, en lineas generales puede
decirse que la maduracién de un fruto!”, puede ser defini-
da como la secuencia de cambios en color, sabor y textu-
ra, que hacen que el fruto de una especie cultivada sea
aceptable para el consumo humano. Los fendmenos aso-
ciados con la maduracién de la mayoria de los frutos in-
cluyen cambios en color, lo que implica una pérdida de
clorofila (fruto verde), con el consiguiente desenmasca-
ramiento de algunos pigmentos y la sintesis de otros nue-
vos. También se observan alteraciones en el sabor, que
incluyen cambios en la acidez, astringencia y dulzor, de-
pendientes a su vez de cambios en los acidos orgénicos,
fenoles, azlicares y compuestos volatiles y, por ultimo,
cambios en la textura del fruto. Otros cambios visibles in-
cluyen la abscision del fruto y en algunos frutos un au-
mento en la deposicién de ceras en la piel. Por debajo de
estos cambios visibles y como responsables de ellos, se
encuentran cambios en la composicion quimica y del me-
tabolismo.

Se ha encontrado que algunos de los cambios que ocu-
rren en muestras biolégicas®*® se pueden correlacionar
con la actividad de los diagramas de speckle de la luz dis-
persada por las mismas. Uno de los métodos més usados
hasta el momento para mostrar la evolucién temporal de
un patrén de speckle es el propuesto por Oulamara®. El
método consiste en iluminar la muestra con un laser y re-
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gistrar las imagenes con una camara CCD. Para cada es-
tado del fendmeno bajo estudio se registran 512 imagenes
sucesivas del diagrama de speckle dinamico y se selec-
ciona una columna de cada una de ellas, por ejemplo la
columna central. Con estas 512 columnas se construye
una imagen que resulta de 512x512 pixeles, digitalizada
en 256 niveles de gris. Esta es la denominada Historia
Temporal de los Diagramas de Speckle (HTDS), cada fila
de la cual representa la evolucién temporal de la intensi-
dad luminosa en un punto del campo de speckle. La acti-
vidad de la muestra aparece como fluctuaciones de inten-
sidad en la direccion horizontal. Asi cuando el fendmeno
tiene baja actividad, la HTDS muestra formas elongadas y
cuando es muy activo, la misma se parece a un diagrama
de speckle ordinario. Una vez obtenidas las HTDS, se
calcula la funcién de autocorrelacion promedio de las 512
autocorrelaciones. Para calcular la actividad de los dia-
gramas de speckle se utiliza en este trabajo el ancho del
rectangulo equivalente (WERn)® de los primeros n pun-
tos de la funcidn de autocorrelacion promedio.

Esta técnica, por ser no invasiva y de facil implemen-
tacion, resulta adecuada para su aplicacion al estudio pro-
puesto. En particular interesa la determinaci6n del tiempo
de permanencia en estanteria de tomates, caracteristica re-
lacionada con el valor de mercado del producto. Este es-
tudio, de caricter interdisciplinario, intenta servir como
herramienta para un proyecto de investigaciéon de mejo-
ramiento vegetal, relacionado con la evaluacion de carac-
teres de lineas de introgresion. En este caso las lineas son
descendientes de un cruzamiento inter especifico en el
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género Lycopersicon. Para ello se estudi6 el proceso de
maduracién de diferentes especies de tomates, registrando
las HTDS de algunos ejemplares. A continuacion se des-
cribe el sistema Gptico utilizado, el sistema de procesa-
miento de iméagenes desarrollado y algunos resultados
preliminares obtenidos.

II. DESCRIPCION DEL SISTEMA OPTICO Y DEL
SISTEMA DE PROCESAMIENTO.

El sistema optico utilizado se muestra en la Figura 1.
El fruto, tomate en este caso, es iluminado por un laser de
He-Ne (10 mW) sin expandir y la luz dispersada, después
de atravesar un difusor, es capturada por una cimara CCD
(768 x 572 pixeles). El atenuador en el sistema cumple la
funcién de regular la intensidad de la luz que incide en la
muestra, a fin de obtener imagenes de historias tempora-
les con igual nivel de gris promedio (NGP). Esto es im-
portante ya que, como se describe mas adelante, el cam-
bio de coloracion del fruto, que es una de las caracteristi-
cas principales de la maduracion, modifica la intensidad
de la luz dispersada por el mismo. En el inserto de la figu-
ra también se muestra una imagen de un patrén de speckle
tipico (a) y su correspondiente HTDS (b).

LASER
He-Ne ®

Atenuador

Tomate

Figura 1: Dispositivo éptico.

Para el estudio de las muestras bioldgicas analizadas en
este trabajo, se desarroll6 un programa que permite la ge-
neracién de imagenes HTDS a fin de caracterizar dichas
muestras a partir de parametros caracteristicos. El men-
cionado programa fue diseiiado en lenguaje Visual Basic,
y se uso un procesador de imigenes Matrox Pulsar y li-
brerias MIL (Matrox Imaging Library). Este programa
contiene comandos que permiten determinar el nivel de
gris promedio de cada patrén de speckle, previo a la gene-
racioén de la imagen HTDS. Esto resulta conveniente a la
hora de comparar distintas muestras a través del calculo
de la funcién de autocorrelacién, permitiendo normalizar
este parametro. El programa también permite efectuar el
calculo de las funciones de autocorrelacién correspon-
diente a cada fila de la imagen como asi también la auto-
correlacién promedio de las 512 filas de cada HTDS. En
la Figura 2 se muestra una fotografia del entorno gréfico
del programa desarrollado. En esta figura se puede obser-
var también una HTDS caracteristica de una muestra.
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Figura 2: Fotografia de la interfaz gradfica del programa HTDS

HI. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Experiencia preliminar

Para poner a punto el sistema y evaluar su capacidad, se
ha llevado a cabo una primera experiencia con tomates de
una de las variedades comerciales (Bumbuna). Esta mues-
tra fue cosechada verde de la planta, en el segundo perio-
do de su desarrollo®®, cuando el fruto alcanza practica-
mente el tamafio definitivo. Este dia es el que llamamos
dia cero para el analisis de su evolucién temporal. Se han
registrado diariamente las HTDS de esta muestra durante
quince dias, periodo durante el cual se producen los cam-
bios metaboélicos propios del proceso de maduracion. La
medida de la actividad a partir de la HTDS, se muestra en
la Figura 3. En esta experiencia se registraron los datos de
la actividad en diez regiones de la muestra, que por razo-
nes practicas corresponden a la de mayor diametro del
fruto. En la figura se representa el valor promedio de la
actividad diaria y las correspondientes barras de error que
indican la dispersion en las medidas.
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Figura 3: Actividad del Tomate Bumbuna en funcién del tiempo.

El tomate posee frutos climatéricos, ya que inician su ma-
duracién con un aumento en la respiraciéon que coincide
con el inicio de la produccidn de etileno, hormona volatil
responsable de los cambios que ocurren durante la madu-
racién. El fruto adulto del tomate esta constituido basica-
mente por el pericarpo, el tejido placentario y las semillas.
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El pericarpo es la parte mas exterior del fruto y esta for-
mado por el exocarpo o piel, mesocarpo parenquimatico
con células con cloroplastos (en donde se encuentra la
clorofila) y el endocarpo constituido por una capa
unicelular que rodea los léculos. A medida que el fruto
madura, se observa que la luz incidente penetra cada vez a
mayor profundidad debido a la degradacién de la clorofila
(que tiene un pico de absorcidn en la longitud de onda del
laser utilizado). De esta manera, la informacion obtenida a
través de la luz dispersada probablemente corresponda a
esta region mas externa.

En la Figura 3, puede observarse que la actividad aumenta
progresivamente desde el dia cero hasta el dia 5, que en
principio coincidiria con el limite entre crecimiento y se-
nescencia. Esta figura se ha comparado con la Figura 4,
obtenida de la bibliografia'” para la evolucion de distintos
fendmenos que ocurren durante la maduracion del fruto.
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Figure 5.7 Some of the changes that sceur during the npemag of tomrto fruit.

Figura 4: Algunos cambios que ocurren durante la maduracion
del tomate.

Si bien el objetivo de este trabajo no contempla medir es-
tos fendmenos, en principio podemos decir que la curva
de actividad obtenida por el método dptico puede anali-
zarse globalmente como una medida del proceso de ma-
duracién, en particular al observarse una correspondencia
entre el aumento de actividad y la disminucién de clorofi-
la. Sin embargo, como muestra la Figura 4, ocurren
durante la maduracién procesos de degradacion y sintesis
de diferentes metabolitos los que también podrian estar
evidenciandose en la curva de actividad de la Figura 3. Al
comparar las curvas, no es posible realizar una superposi-
cién grafica de las mismas en funcién del tiempo ya que
en los primeros puntos pueden existir ciertas discrepan-
cias debido a que los frutos han sido cortados en distintos
momentos en la historia de su crecimiento. Ademas, no se
dispone de los datos cuantitativos a partir de los cuales
han sido elaboradas las curvas de la Figura 4. Los resulta-
dos de esta experiencia preliminar, permiten inferir cam-
bios en la actividad del fruto en funcién del tiempo, du-
rante su maduracién. Por lo tanto se ha planteado el uso
de esta técnica como herramienta para estudiar el compor-
tamiento de otras lineas, a fin de verificar si las curvas de
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actividad permiten inferir ciertas caracteristicas propias de
cada linea analizada.

Experiencias con diferentes lineas

En lo que sigue se describen las experiencias realizadas
con cinco lineas diferentes, entre las que se incluyen: dos
lineas comerciales, una proveniente de cruzamientos rea-
lizados en un programa de mejora genética y otra corres-
pondiente a una linea de introgresion utilizada para anali-
sis de laboratorio. Las lineas en cuestion son las siguien-
tes:

* (linea 1) Variedad Comercial Bumbuna, analizada en
la experiencia preliminar.

*  (linea 2) Variedad Comercial Uco Plata, (se analiza-
ron dos ejemplares provenientes de distintas plantas:
2ay 2b)

= (linea 3) Variedad Comercial VF36

= (linea 4) F10, resultante del cruzamiento del cultivar
comercial Uco Plata INTA y PI 134417 de L. hirsu-
tum f glabratum (se analizaron dos ejemplares prove-
nientes de la misma planta).

= (linea 5) Linea de introgresién proveniente de un cru-
zamiento interespecifico entre la linea E6203 de L.
esculentum y la linea LA1777 de L. hirsutum.

Medidas de actividad de los diagramas de speckle

En la Figura 5 se muestran las curvas de actividad de
todas las lineas. Por cuestiones de indole practica el
registro de la actividad de cada muestra se realiz6 en una
sola region de la misma.
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Figura 5:Curvas de actividad de las lineas estudiadas

En esta figura pueden observarse similitudes en el patrén
de comportamiento de la actividad de las lineas
analizadas. Se aprecian al menos dos momentos de
actividad maxima: el primer méximo de actividad podria
estar asociado con las 1ltimas etapas del crecimiento del
fruto y el segundo periodo de maxima actividad estaria
relacionado con procesos tales como la acumulacién de
pigmentos y cambios en la paredes celulares que
provocan el ablandamiento del fruto, entre otros.

La diferencia en el nimero de picos entre las muestras
analizadas, podria deberse al hecho de que las variedades
de tomate estudiadas son genéticamente diferentes y, por
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lo tanto, pueden existir diferencias en los componentes
genéticos que regulan el inicio y el tiempo de maduracién
del fruto. En la misma figura también se observa defasaje
entre los picos que muestran las distintas lineas, esto
podria vinculrse por un lado a la diferencia genética entre
los ejemplares, y por otro lado a que el tiempo
transcurrido desde el cuajado del fruto a la cosecha es
distinto para cada muestra. (no todos estaban en €l mismo
estadio).

A pesar de estas diferencias, la Figura 5 muestra que las
lineas comerciales (2 y 3) tienen un comportamiento
similar entre ellas y se diferencian de la 4 y la 5. Esta
situacién podria atriburse al hecho de que las variedades
comerciales tienen frutos que sufren procesos similares
durante su maduracién. La linea 5 que es utilizada como
material para ensayos bioldgicos y agrondmicos muestra
valores de actividad mayores y diferentes al resto y la
linea 4 que es producto de un proceso de mejora genética
y que posee frutos con algunas caracteristicas semejantes
a las comerciales registra un nivel de actividad intermedio
entre las lineas comerciales y la linea 5. Para corroborar
este analisis se compararon los niveles de actividad de dos
muestras de la misma linea provenientes de dos plantas
(linea 2), y los niveles de actividad de dos muestras
proveneintes de la misma planta (linea 4), lo que se
muestra en la Figura 6.
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Figura 6: Actividad comparada: dos ejemplares linea 2 y dos
ejemplares linea 4

En esta figura se observa que las curvas de actividad
correspondientes a lineas distintas se diferencian entre si,
mientras que las de los ejemplares de una misma linea
muestran caracteristicas similares.

Medidas de variacion de la intensidad de la luz
dispersada

Uno de los cambios més evidentes durante los primeros
dias, luego de la cosecha, es el cambio de coloracién del
fruto, debido a la degradacién progresiva de clorofila,
responsable del color verde de los tomates. Simultanea-
mente los cloroplastos (que contienen clorofila) se van
transformando en cromoplastos en los que se acumulan
los pigmentos responsables de la coloracion roja del fruto
maduro. En este sentido el laser utilizado resulta ser una
buena fuente de luz para medir cantidades de clorofila®
ya que uno de los picos de absorcion de la clorofila (632
nm) coincide con la longitud de onda del laser.
Si se analiza el comportamiento de la clorofila a través del
nivel de gris promedio (NVGP) de las imagenes de los dia-
gramas de speckle, se encuentra una correlacion entre este
valor y la coloracién del fruto. Dado que, como se men-
ciond anteriormente, la clorofila absorbe la luz laser, el
nivel de gris promedio de las imagenes aumenta a medida
que el fruto degrada este pigmento. Se define un parame-
tro que varia entre cero y uno, que permite mostrar la evo-
lucién de este fendmeno en el tiempo, mediante la expre-
sion:

[Dz Imdx—[i (1)

1 mdx ! min

donde 7, € I, son el maximo y el minimo valor de ni-
vel de gris promedio respectivamente e J; es el valor de
nivel de gris promedio del patrén de speckle correspon-
diente al dia de la medida.
En la Figura 7, se ha graficado /p para la linea 3. En ella
se observa un brusco decaimiento de este parametro a par-
tir del séptimo dia, lo que coincide con el primer pico de
maxima actividad para esta linea. Un resumen de los as-
pectos mas relevantes de las curvas de actividad y del pa-
rametro I se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1: CARACTERISTICAS MAS SOBRESALIENTES DE LAS CURVAS DE ACTIVIDAD Y DE /p.

linea dia de maxima dia de Observaciones
actividad minimo /p

1- Bumbuna - 6 s/dato Apto para consumo hasta el dia 16.
2- Uco Plata- muestra a) 13 6 Apto para consumo hasta el dia 20
2- Uco Plata- muestra b) 15 10 Apto para consumo hasta el dia 20.
3- VF36 13 15 Inicio degradacion clorofila dia 6
4- F10 (Uco Plata x L. hirsutum f. 13 7 Aptos para consumo hasta el dia 16.
glabratum). Muestra a)
4- F10 (Uco Plata x L. hirsutum f. 5 7 Apto para consumo hasta el dia 16.
glabratum). Muestra b)
S- Linea de introgresion 13 10 Apto para consumo hasta el dia 14.
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Todas las lineas de tomate analizadas muestran un com-
portamiento similar. En todas ellas se pueden distinguir
dos regiones: la regién izquierda, hasta el minimo valor
de Ip, puede asociarse a la curva de degradacion de cloro-
fila mostrada en la Figura 4. El comportamiento de esta
curva en la regién de la derecha podria asociarse a la sin-
tesis de los pigmentos amarillos, fundamentalmente xan-
tofilas y B-carotenos que se hacen mdas aparentes con la
progresiva destruccién de la clorofila. Posteriormente,
aunque continua la sintesis de dichos compuestos, el to-
mate adquiere la coloracion roja debido a la rapida acu-
mulacién de licopeno®.
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Figura 7: Variaciones de ID en funcion del tiempo linea 3.

A fin de comparar el comportamiento de I de otras li-
neas, en la Figura 8 se muestran las curvas correspondien-
tes a los dos ejemplares analizados de la linea 2. Para la
comparacion se llevé a cabo un corrimiento temporal de
una de ellas de manera tal que ambas coincidan en el va-
lor minimo de /p. Se observa que ambas curvas presentan
maximos y minimos relativos aproximadamente coinci-
dentes.
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Figura 8: Variaciones de Ip en funcion del
tiempo para la linea 2.
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IV. CONCLUSIONES

Se ha verificado experimentalmente que la técnica de bio-
speckle resulta apta para analizar los procesos biolégicos
que ocurren durante la maduracién de frutos de tomate. Al
analizar individuos de la misma linea, de los que se espera
que su comportamiento biolégico sea muy similar, el mé-
todo dptico revela comportamientos de actividad semejan-
tes. La repetibilidad del método se observa en los dos ca-
sos analizados. Se continia trabajando en esta linea de in-
vestigacién, para estudiar calidad de frutos en lineas en
proceso de mejora genética. De los resultados de este tra-
bajo surge que es necesario estandarizar una serie de va-
riables tales como, momento de cosecha, analisis en las
caracteristicas visibles del proceso de maduracién (cam-
bio de coloracion, textura, ablandamiento, etc.). Esto
permitiria establecer correlaciones entre los parametros
opticos del speckle dindmico y procesos biolégicos espe-
cificos, tales como degradacién de clorofila, producién de
etileno, produccion de didxido de carbono, solubilizacién
de aziicares, etc.
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