NOTA CIENTIFICA

USO DEL ANALISIS DE IMAGENES EN EL pIAGN(’)STICO
DEL “VIRUS DE LA TRISTEZA DE LOS CITRICOS” EN
LIMONEROS, VALLE DE MALLARAUCO, CHILE!

Use of image analysis in the diagnosis of “Citrus tristeza virus”
on lemon trees, Mallarauco Valley, Chile!

Rafael Novoa S.A.> y Guido Herrera M.2

ABSTRACT

With the objective of evaluating the use of image analysis in the detection of “Citrus tristeza virus”
on lemon trees (Citrus limon (L.) Burm.) and to calibrate a screening method for the disease, color
aerial photographs of sectors with lemon orchards in the Mallarauco Valley; Chile, and samples
of healthy plants and plants with virus symptoms were taken. Elisa tests for the virus and analysis
of the spectral signatures of the sampled sites were performed. Simple visual inspection of the
photographs was enough to discriminate between areas with healthy and sick plants. The
reflectivity of the three bands —blue, green and red— was higher in sick plants than in healthy plants.
Moreover, the discrimination between sectors of diseased plants was best on the red band. A
significant correlation coefficient, 0.63, was found between sectors with il plants and reflectance
for the red band. On correlating the number of diseased plants with the area under curve of the
spectral signatures a slightly superior correlation coefficient, 0.64 significant at 95%, was
obtained. This implies that the technique not only can be used to discriminate between healthy and
ill plants but also to evaluate the percentage of diseased plants in each sector of the orchard.
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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el uso del analisis de imagenes en la prospeccién de la enfermedad “Virus
de la tristeza de los citricos” que afecta a limoneros (Citrus limon (L.) Burm.) y calibrar un método
de prospeccién de la enfermedad, en huertos de limonero del Valle de Mallarauco, Chile, se
tomaron muestras de sectores con plantas de limonero con sintomas de ataques de virus y otras
sanas, y se tomaron fotografias aéreas en color. Se realiz6 el test de ELISA para detectar el virus
en las plantas, y andlisis de las firmas espectrales de los sectores muestreados. La simple inspeccién
visual de una imagen de un huerto permiti6 establecer reas enfermas con tristeza y discriminarlas
de las areas con plantas sanas. Se pudo ver que las reflectancias en las tres bandas, azul, verde y
roja, fueron mayores en plantas enfermas que en sanas. Por otra parte, la discriminacién entre
sectores de plantas enfermas fue mejor en la banda roja. Se obtuvo un coeficiente de correlacién
de 0,63 significativo, entre sectores de plantas con diverso nimero de plantas enfermas y las
reflectancias de la banda roja. Al correlacionar el ndmero de plantas enfermas con las 4reas bajo
las curvas de reflectancias se obtuvo un coeficiente de correlacién levemente superior, 0,64,
significativo al 95%. Ello implica que la técnica no sélo permite diferenciar 4rboles enfermos de
sanos, sino también da una idea del porcentaje de arboles enfermos en cada sector del huerto.

Palabras clave: percepcién remota, analisis de imagenes, Virus de la tristeza de los citricos,
limoneros, enfermedades.
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INTRODUCCION

Las técnicas tradicionales de prospeccion de en-
fermedades y de problemas nutricionales son te-
diosas, requieren mucho tiempo, son poco preci-
sas, dificiles de actualizar, destructivas e inva-
sivas. Sin embargo, el avance en el analisis de
imégenes, la percepcién remota y los sistemas
de informacién geogréfica (SIG) permiten supe-
rar las limitaciones de los métodos tradicionales
y avanzar en nuevas aplicaciones.

Desde hace mas de 20 afios se han venido usando
imagenes satelitales y fotografias aéreas para
diversas aplicaciones (Nilsson, 1995; Valor y
Caselles,1996; Lenney et al.,1996). Entre ellas,
por ejemplo, se han empleado para estimar los
niveles de biomasa de diferentes cultivos
(Quarmby et al., 1993; Akiyama e Inoue, 1996)
y praderas (Pearson y Miller, 1972; Everitt et
al., 1992; Anderson et al., 1993; Bonifacio et
al., 1993; Paruelo et al., 1993; Paruelo y Go-
lluscio, 1994), para estimar el crecimiento de
bosques (Sader et al., 1994), para la ubicacién
y estimacidn de 4reas mas susceptibles a incen-
dios (Burgan et al., 1996), en la obtencién de
estadisticas agricolas (Benedetti y Rossini,
1993), para evaluar el manejo y crecimiento de
maiz (Zea mays L.) y soja (Glycine max)
(Thenkabail er al., 1992; Daughtry et al., 1992)
o trigo (Triticum aestivum L.) (Wiegand et al.,
1992; Gupta, 1993a,b), situaciones de sequia
(Liu et al., 1994), incidencia de enfermedades
(Andersson, 1993), determinar la fenologia de
bosques y cultivos (Reed et al., 1994), estimar
la humedad de la zona radicular (Rao et al.,
1993), evaluar la fotosintesis y eficiencias esto-
maéticas (Myneni y Ganapol, 1992), medir indice
de area foliar y fraccién de la radiacién fotosin-
téticamente activa que es interceptada (Law y
Waring, 1994), monitorear la evapotranspiracién
ylabiomasa (Rosema, 1993), obtener relaciones
entre el indice de diferencianormalizada (NDVI)
y la banda térmica (Van de Griend y Owe,
1993).

De acuerdo alos trabajos citados es posible con-
cluir que parece bien establecido que el uso del
analisis de imédgenes junto a los sistemas de in-
formacién geograficas (SIG) conforman un po-
deroso conjunto de herramientas para abordar
problemas que tienen connotacién geografica
(Eastman, 1997).

Las aplicaciones de estas técnicas en el campo
de la fitopatologia (Nilsson, 1995) y en citricos
en particular, han sido exploradas desde hace
algunos afios (Shih ez al., 1986; Edwards et al.,
1986; Lee, 1989; Blazquez, 1989; Fletcher et
al., 2001) con resultados promisorios.

Por otra parte, siempre hay peligro de que nuevas
enfermedades o plagas aparezcan en el campo.
Por ello seria muy util disponer de un método
rapido que permita conocer, dimensionar y
evaluar con precision las areas afectadas.

La “tristeza de los citricos” es una enfermedad
causada por un Clostero virus que es trasmitido
por afidos y cuya presencia hasido informada en
el pais (Weathers er al., 1969; Sanchez y
Weathers, 1971; Herreraetal., 1995). Se estima
que la enfermedad est4 atacando, desde hace 10
afios a la fecha, a una gran proporcién de las
2.000 ha de citrus plantados en Chile. Ello im-
plica, en opinién de los autores, un dafio potencial
de aproximadamente 2.500 millones de pesos
considerando las pérdidas de lainversion, manu-
tencidén y produccidn de estos huertos.

Los objetivos de este trabajo fueron evaluar el
uso del andlisis de imagenes y la percepcidn re-
mota en la prospeccion de la tristeza de los ci-
tricos que afecta a limoneros, y calibrar un mé-
todo de prospeccidn de la tristeza de los citricos
basado en estas técnicas.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se desarroll en el Valle de Mallarauco
(33°36’ 1at. Sury 71°10’ long. Oeste), en la Pro-
vincia de Melipilla, Regioén Metropolitana, entre
marzo y julio de 1997.
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Toma de muestras de plantas con sintomas de
virus

Se visité la zona de Mallarauco y se tomaron
muestras de cuatro huertos de limoneros (Citrus
limon (L.) Burm.) var. Eureka en produccién,
de 8 afios de edad, y con plantas sobre patrén
Citrus macrophylla, conocido como susceptible
a tristeza. En cada huerto se eligieron dos sitios
de 25 plantas cada uno, cinco plantas en cinco
hileras adyacentes: uno con plantas claramente
enfermas, que mostraban plantas de poco creci-
miento, hojas amarillas, concavidad en el xilema
y gomosis en el patron, tipico del dafio producido
porel virus, y otro con plantas que no mostraban
sintomas, aparentemente sanas (Herrera et al.,
1995). Se tomaron muestras de brotes de creci-
miento, de los Gltimos 10 cm, de las 25 plantas
de cada sitio para los analisis virolégicos. El
material muestreado se llevé desde el campo al
laboratorio en un contenedor con hielo, que
mantuvo una temperatura entre 15 y 18 °C du-
rante el traslado. Las muestras se tomaron en la
altima semana del mes de marzo en los huertos
1'y 2, en sitios con 4rboles normales (sitios 1y
3), y con érboles enfermos (sitios 2 y 4) y una
semana mas tarde, el 7 de abril, en los huertos 3
y 4 en sitios con 4rboles normales (sitios 6 y 7)
y con arboles enfermos (sitios 5y 8) (Cuadro 1).

Adquisicién, toma y analisis de imagenes de
terreno

El1 27 de julio de 1997 se tomé fotografia aérea
a color de los cuatro huertos estudiados y del
Valle de Mallarauco, en escala aproximada
1:10.000. Las fotografias fueron tomadas por la
empresa Profosur S.A., de Concepcién, con una
camara Hasselblad de 70 mm. Se eligi6é un dia
sinnubosidad, muy despejado, situacién bastante
comun en este valle. Se pudo apreciar bastante
detalle de los huertos en las fotos 1:10.000, lo
cual mejor6 apreciablemente al ampliar las fotos
a 1:5.000 y mejor atn 1:2.500. El grado de
detalle posible de apreciar fue muy bueno en
fotos 1:2.500, ya que el tamafio del pixel es
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inferior a 1 m y cada 4rbol estaba representado
por varios pixeles.

Anilisis de muestras y de datos
Andlisis viroldgicos

Los andlisis se realizaron en tejido meristematico,
limbo de hojas y peciolos de las muestras colec-
tadas. Se us6 la prueba ELISA para la reaccion
de antisueros especificos para la deteccion del
Virus de la tristeza de los citricos. Los detalles
del método fueron de acuerdo a lo descrito por
Herrera et al. (1995).

Definicion de patrones espectrales

Se escanearon las fotografias color 1:10.000 a
1200 x 600 dpi (dots per inch, puntos por pul-
gada) en un scanner (Microtek Scan Maker I11).
Posteriormente se georeferenciaron en coordena-
das UTM (Universal Transverse Mercator), de
acuerdo a informacion del Instituto Geografico
Militar, escala 1:20.000. Este proceso se hizo
usando la opci6én del programa SIG IDRISI, que
aplicauna funcién lineal y un remuestreo segin
el vecino mas cercano. Luego se digitalizaron
sitios de entrenamiento correspondientes a los
sitios muestreados. La separacién de las bandas
azul, verde y roja y la determinacion de los pa-
trones espectrales en los sitios de entrenamiento
se hizo con IDRISI. Por falta de informacién
adecuaday por no disponer de métodos convin-
centes, no se hicieron correcciones de las ima-
genes por efectos del suelo, por diferencias de
color debidas alos diferentes dngulos de toma de
las fotos y por efectos de cambios de color debi-
dos al revelado.

Andlisis biométricos

Los datos recogidos de reflectancias y de nimero
de plantas enfermas por sitio fueron analizados
usando las técnicas de correlacién y regresion
disponibles en el programa Excel.
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RESULTADOS
Fotografia aérea

El tipo de fotografia usada se muestra en la Fi-
gura 1, escala aproximada 1:10.000. En ella se
separaron dos sectores de un huerto de limoneros
del Valle de Mallarauco: un sector de arboles
enfermos (cuadro amarillo) y otro de arboles
sanos (cuadro celeste), que fueron usados como
sitios de entrenamiento para generar las firmas
espectrales de ese huerto (Figura 2).

Analisis virolégicos

Los resultados de las muestras a antisueros es-
pecificos paraladeteccion del Virus de la tristeza
de los citricos se presentan en el Cuadro 1; se
puede apreciar que existieron sectores totalmente
sanos (sitios 1 y 5) y otros hasta con 40% de
plantas enfermas (sitios 4 y 8). También se
puede apreciar que algunos de los sitios conside-
rados normales en realidad no estaban libres de
virus, ya que en dos casos, sitios 3 y 7, resultaron
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conun 16% de plantas enfermas, probablemente
plantas infectadas pero sin desarrollo de sintomas.

Inspeccion de las imAgenes

Lainspeccion de las imagenes permitid ver que
los sectores afectados por la tristeza tenian co-
pas menos frondosas, lo que permitid distinguir
sectores del huerto afectado y otros sanos. Cono-
ciendo el tamafio de cada pixel (2,5 x 2,5 m, en
este caso) y usando un programa de analisis de
imagenes (ERDAS, IDRISI u otro) es posible
contar el numero de ellos, y estimar directamente
la superficie enferma. Ello permite estimar las
cantidades, costos y areas de arboles enfermos a
sustituir por sanos.

Patrones espectrales

Unaherramienta més fina es establecer los patro-
nes espectrales de los sectores enfermos y sanos.
Para ello se ubico en las fotos los sectores que
fueron muestreados para virus, y en esos mismos
sitios, llamados sitios de entrenamiento, se ge-
neraron los espectros de refleccion de la luz.

Figura 1. Sitios de muestreo en huerto de limonero, Valle de Mallarauco. Rectingulo amarillo plantas enfermas;

rectangule celeste plantas sanas.

Figure 1. Sampling sites in a lemon tree orchard, Mallarauco Valley. Yellow rectangle sick plants; blue rectangle

healthy plants.

Los rectangulos de color amarillo y celeste fueron digitalizados y representan'los sitios de entrenamiento usados en uno

de los huertos para establecer los patrones espectrales.
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Figura 2. Reflectancias de plantas de limoneros sanas y afectadas por tristeza segiin largo de onda.
Figure 2. Spectral signatures of healthy and tristeza virus affected plants according to wave length.

San = plantas sanas. Enf = plantas enfermas.

Los patrones espectrales obtenidos se muestran
en la Figura 2. En esta figura los valores de
reflectancias son los dados por el sistema IDRIST
en una escala entre 0 y 255 por tratarse de co-
lores de 8 bits. Las reflectancias son una medida
delacapacidad de una superficie para reflejar la
energia incidente.

Se puede apreciar que los sectores con plantas
enfermas muestran mayores reflectancias que
aquellos con plantas sanas, lo que permite discri-
minar entre sectores enfermos y sanos. La mayor
reflectancia se puede atribuir a dos causas:
arboles menos frondosos y, por lo tanto, con ma-
yorreflectancia aparente por efecto de la mayor
reflecciondelaluz desdeel suelo, y drboles més
amarillos por efecto de destruccion de la clorofila
de las hojas en arboles enfermos.

Por otra parte, no cabe duda que estos patrones
pueden mejorarse mucho agregando imagenes
de la banda infrarroja, y haciendo correcciones
de las imagenes. Entre éstas se debe considerar
corregir el efecto del color del suelo, de la
atmdsfera, de los 4ngulos de vision y del sol. Por
otra parte, la nueva generacion de satélites que
entregan imagenes multiespectrales con resolu-
ciones de 0,5 a 2 m hard mucho mas simple el
uso de esta herramienta. Ademaés, las nuevas
técnicas subpixel pueden ser muy importantes
para mejorar la precisién de una clasificacién
supervisada de las imagenes.

Para cuantificarlas relaciones entre reflectancias
y niimero de rboles enfermos se exploraron dos
sistemas:
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Cuadro 1. Reaccién de muestras de limoneros a antisueros especificos para la deteccién del Virus de la
tristeza de los citricos mediante la prueba ELISA
Table 1. Response of lemon trees samples to specific ELISA test for the Citrus tristeza virus

muestra

N° Huerto 1

Huerto 2

Huerto 3 Huerto 4

Sitio

1 2 3
Normal Afectado Normal

4

Afectado

5 6 7 8
Normal Afectado Normal Afectado

% infectado

N = e
Y N N e
! 1
1 1
1 t

2.2 . - + -
2.3 | - - -
2.4 ’ - - -
2.5 - - +
3.1 - - -
3.2 - +

33 - + -
3.4 - - -
3.5 - - -
4.1 - - -
4.2 - - -
4.3 - - -
4.4 - - -
4.5 - - +
5.1 - - +
5.2 - - -
5.3 - + -
5.4 - - -
5.5 - - -

0,0 20,0 16,0

1
+
'
1

36,0 16,0 40,0

1

: muestra negativa; +: muestra positiva.

. Correlacidon entre nimero de limoneros enfer-

mos y los valores de las reflectancias, entre-
gadas por la banda roja, la mas sensible se-
gin laFigura 2, Los cuarteles “sanos” presen-
taron un total de 8 plantas enfermas y una
reflectancia promedio de 61; los cuarteles
“enfermos” tuvieron un total de 34 plantas
enfermas y una reflectancia promedio de
123. El coeficiente de correlacién obtenido
fue 0,63, significativo al 95%, laecuacién de
regresion encontrada fue: Nimero de drboles

enfermos = -0,158 + 0, 0585 x valor de la
reflectancia en la banda roja (Figura 3).

b. Regresion entre ndmero de limoneros enfer-

mos y areas bajo las curvas de reflectancias.
El coeficiente de correlacién mejord leve-
mente, 0,64, y fue significativo al 95%. La
ecuacion de regresion encontrada fue: Nimero
de arboles enfermos = -1,35 + 0,0936 x area
bajo la curva en cm? (Figura 4).



612 AGRICULTURA TECNICA - VOL. 62 - N2 4 - 2002
Numero de limoneros enfermos = -0,158 + 0,0585 Valor de la reflectancia en la banda roja
12

& 10 1 .
E .
g 8
2 ¢ Nimero limoneros enfermos
=
§ 6 O Pronéstico limoneros enfermos
2 1 0

=
L
S 4- =
53 O
g
Z 2

u]
0 % T Ie T
0 50 100 150 200
Reflectancia en la banda roja, escala 8 bits

Figura 3. Nfimero de limoneros enfermos en funcién del valor de la reflectancia de la banda roja.
Figure 3. Number of diseased lemon trees as a function of the spectral signatures of the red band.

Nimero de limoneros enfermos = -1,355 +0,0936 Area bajo curva reflectancias, cm2
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Figura 4. Ntimero de limoneros afectados por el Virus de la tristeza de los citricos, observados y pronosticados en
funci6n del area bajo la curva de reflectancia. ‘
Figure 4. Number of lemon trees affected by Citrus tristeza virus, observed and predicted as a function of the area

below the reflectance curve.
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El conocimiento adquirido hasta la fecha indica
que con un andlisis bastante simple se puede
avanzar mucho en la deteccién de este problema
enun huerto. No cabe duda que si se corrigen las
imagenes con las nuevas técnicas de clasificacion
subpixel, que permiten reducir el efecto del tipo
de suelo y de las malezas, serd posible mejorar
notablemente la definicion de los patrones espec-
trales (Huguenin et al., 1997). La técnica se
muestra muy promisoria y facilmente perfectible.

CONCLUSIONES

1. Lasimple inspeccién visual deunaimagende
un huerto permite establecer areas de plantas
atacadas por la tristeza de los citricos.

2. Las reflectancias en las tres bandas, azul,
verde y roja, son mayores en plantas enfermas
que en sanas.

3. La discriminaci6n entre sectores de plantas
enfermas es mejor en labandaroja. Se obtuvo
un coeficiente de correlacién de 0,63, signi-
ficativo, entre sectores de plantas con diversos
nimeros de plantas enfermas y las reflectan-
cias de la banda roja.

4. Sisecorrelacionael nimero de plantas enfer-
mas con las areas bajo las curvas dereflectan-
cias correspondientes se obtiene un coeficiente
de correlacion de 0,64, significativo y leve-
mente superior al anterior. Ello implica que
la técnicano sélo permite diferenciar arboles
enfermos de sanos, sino también da una idea
del porcentaje de arboles con tristeza en cada
sector del huerto.
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