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RESUMEN

México es el centro de origen de chile serrano y primer exportador a nivel mundial y el
sexto de chile seco. Ademas de ser un producto con presencia mundial, éste es parte
simbdlica del imaginario culinario y cultural. Sin embargo, el chile es susceptible al
ataque de microrganismos causantes de enfermedades foliares, los cuales ocasionan
pérdidas que van de un 30 a 50% en los rendimientos de cosecha. Las enfermedades
fungicas foliares producen lesiones en las hojas que se manifiesta en forma de
decoloraciones (mosaicos) o manchas localizadas. En algunas situaciones el tejido
puede oscurecerse o ser colonizado por el micelio del hongo llegando a causar
necrosis en el mismo. El diagndstico inicial de enfermedades puede ser erroneo debido
a la similitud entre los sintomas de las enfermedades. Este proyecto se enfoco en el
desarrollo de un modelo de clasificacion de lesiones del follaje causadas por cuatro
hongos fitopatogenos basado en aprendizaje profundo (Deep Learning). Los
fitopatogenos contemplados fueron Alternaria solani, Phytophthora infestans,
Leveillula taurica 'y Cladosporium fulvum. En una primera parte, se establecié un area
de produccion de plantas, posteriormente se evaluaron diferentes métodos de
inoculacion. Las plantas fueron inoculadas individualmente en un entorno controlado.
Durante la evolucion de la enfermedad se realizaron capturas diarias de imagenes de
las hojas que presentaban lesiones. En una segunda etapa, se desarroll6 un sistema
de reconocimiento de enfermedades usando secuencias de imagenes previamente
registradas pre-procesamiento, extraccién de caracteristicas, separacion de datos
(entrenamiento y prueba), normalizacién de datos, construccion y entrenamiento del
modelo de reconocimiento, y la evaluacion del desempefo del sistema. Como
resultados se desarroll6 un software para la captura, clasificacion, almacenamiento en
una base de datos y procesamiento de las imagenes. En la etapa final, se aplicé la
validacién de la metodologia tomando muestras de cultivos, aplicando el sistema de
reconocimiento de enfermedades y confirmando los resultados del sistema a través de
observaciones en el microscopio para determinar si las estructuras morfolégicas del
hongo correspondian a las clasificadas por el método propuesto, obteniendo

resultados positivos y satisfactorios.
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ABSTRACT

Mexico is the center of origin of serrano chile and the first exporter worldwide and the
sixth of dry chile. In addition to being a product with a global presence, it is a symbolic
part of the culinary and cultural imagination. However, chili is susceptible to attack by
microorganisms that cause foliar diseases, which cause losses ranging from 30 to 50%
in crop yields. Foliar fungal diseases produce lesions on the leaves that manifest as
discolorations (mosaics) or localized spots. In some situations, the tissue can darken
or be colonized by the mycelium of the fungus, causing necrosis in it. The initial
diagnosis of diseases can be wrong due to the similarity between the symptoms of the
diseases. This project focused on the development of a classification model for foliage
lesions caused by four phytopathogenic fungi based on Deep Learning. The
phytopathogens considered were Alternaria solani, Phytophthora infestans, Leveillula
taurica and Cladosporium fulvum. In the first part, a plant production area will be
established, later different inoculation methods will be evaluated. Plants were
inoculated individually in a controlled environment. During the evolution of the disease,
daily images of the leaves with lesions were taken. In a second stage, a disease
recognition system will be developed using pre-registered image sequences,
preprocessing, feature extraction, data separation (training and testing), data
normalization, recognition model construction and training, and evaluation of the
system. system performance. As a result, a software was implemented for the capture,
classification, storage in a database and processing of the images. In the final stage,
the validation of the methodology was applied by taking culture samples, applying the
disease recognition system and confirming the results of the system through
microscope observations to determine if the morphological structures of the fungus
inoculated corresponded to those images classified by the proposed method, obtaining

positive and satisfactory results.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Introduccién

El chile serrano, también conocido como chile verde, es originario del norte de Puebla
e Hidalgo. La designacién de serrano proviene, posiblemente, de que casi siempre se
cultiva en zonas serranas de las sierras. Esta hortaliza es considerada como un
simbolo de identidad nacional, México se distingue no solo por tener la mayor
diversidad de chiles en el mundo, sino porque también es cultural y tradicionalmente
importante al consumo popular; es un ingrediente basico que esta presente en casi
todos los platillos de comida mexicana a través de su color, sabor y textura, siendo
uno de los cultivos horticolas de mayor impacto para el desarrollo econdémico y social

a nivel nacional, ademas de su valor como producto (CONABIO 2022).

En México los principales estados productores de Chile serrano son Chihuahua, San
Luis Potosi, Sinaloa, Hidalgo, Puebla, Guanajuato y Zacatecas, donde los climas son
optimos para su desarrollo. Sin embargo, como todos los cultivos el chile es
susceptible al ataque de enfermedades fungicas del follaje causando dafnos que van
de un 30 al 50% en el rendimiento de las cosechas, siendo necesario que se cuente
con herramientas para la identificacidon correcta y oportuna del o los agentes causales

de las mismas y con ello establecer medidas de control (SIAP, 2021).

La deteccion de enfermedades puede ser mas facil con técnicas como el
entrenamiento de redes neuronales a través del Deep Learning en comparacion con
otros métodos manuales. Deep Learning es un subconjunto de aprendizaje de
maquina (que a su vez es parte de la inteligencia artificial), donde las redes neuronales
y los algoritmos fueron inspirados en el funcionamiento del cerebro humano, los cuales
aprenden de grandes cantidades de datos. Los algoritmos de Deep Learning realizan
una tarea repetitiva que ayuda a mejorar de manera gradual, el resultado a través de

“deep layers” lo que permite el aprendizaje progresivo. Este proceso forma parte de



una familia mas amplia de métodos de machine learning basados en redes neuronales
(IBM, 2022).

El entrenamiento para la deteccion de enfermedades es un método reciente que utiliza
algoritmos llevando a cabo el auto aprendizaje de patrones ocultos dentro de los datos
para hacer predicciones en la deteccion de enfermedades fungicas en el follaje de chile
a través del procesamiento de imagenes que permitan detectar e identificar lesiones
propias de un microorganismo en tallos, ramas, hojas y flores y generar un diagnostico

preciso (Calderdn y Hurtado, 2019).

1.2 Planteamiento del problema

Las enfermedades causadas por hongos tienen relevancia en los danos econdémicos
que pueden llegar a ocasionar, ya que ante la aparicién de una enfermedad fungica
trae consigo un agente causal responsable de provocar alteraciones en el cultivo, esto
sucede cuando al hongo fitopatégeno se le permite cumplir con su ciclo de infeccion.
Al obtener diagndsticos equivocados y tardanza en la deteccion de enfermedades,
provoca el desarrollo de la enfermedad hasta un punto en el cual, ocasiona que los
costos de produccién aumenten, por no establecer controles eficientes y oportunos de
los microorganismos causantes de infecciones en el follaje de las plantas, ocasionando
con ello una baja eficiencia de la fotosintesis y necrosis del tejido, lo cual se traduce
en bajos rendimientos de cosecha y en pérdidas econdmicas de los productores.
Considerando que la identificaciéon de un agente causal de enfermedades fungicas es
muy diversa, suele ser necesario el estudio de los sintomas que presentan las plantas
en especial en su follaje, lo cual nos lleva a la identificacion, ya que los sintomas que
puede presentar la planta nos indica cual es el fitopatdgeno que la usa como su

huésped.



1.3 Justificacion

El éxito del control de enfermedades consiste en hacer diagnodsticos oportunos y
puntuales de estas al momento en que aparecen los primeros sintomas, para poder
tomar ventaja sobre la enfermedad y evitar que esta continue propagandose. Es
necesario crear herramientas digitales que auxilien tanto a los técnicos y agricultores
en la deteccion de enfermedades, permitiendo determinar qué microrganismo o agente
patogénico esta afectando el cultivo para determinar que tratamientos o medidas
preventivas se van a usar, tratando de evitar una posible propagacién hacia otras areas
del cultivo, y reducir el riesgo de sufrir pérdidas significativas de la calidad y
rendimientos de cosecha. Los malos diagndsticos del agente causal de la enfermedad
repercuten en la parte econdmica, esto debido a que las aplicaciones estan orientadas
al control de un microorganismo para evitar que las aplicaciones sean en vano, porque
una mala aplicacion puede ser incapaz de controlar el agente causal de la enfermedad,
permitiendo la propagacién de la enfermedad, lo que hace necesario invertir mas

dinero en medidas correctivas.

1.40bjetivos

1.4.1 Objetivo general

Establecer un sistema de inoculacidon controlado de cuatro hongos fitopatdégenos
(Phytophthora infestans, Alternaria solani, Leveillula taurica y Cladosporium fulvum)
que afectan el follaje de chile y que permita la captura y procesamiento de imagenes

a través de una red neuronal con Depp Learning.

1.4.2 Objetivos especificos
Evaluar diferentes medios de cultivo para inducir la abundancia de la esporulacion y

viabilidad del inoculo de cuatro especies de fitopatdgenos.

Comparar la incidencia de los sintomas de la enfermedad bajo tres tipos de inoculacién
controlada (Inoculaciébn con aspersora manual, inoculacion con atomizadores e

inoculacién en aceite).



Identificar las lesiones causadas por cada hongo fitopatégeno en plantas desde su

inoculacion hasta la muerte de la planta.

Entrenar la red neuronal a través de la captura de imagenes, su clasificacion y

deteccion de lesiones presentes en hojas.

1.5 Hipotesis

El uso de un algoritmo para el entrenamiento de la red neuronal permitira identificar
lesiones del follaje causadas por hongos fitopatégenos en chile serrano (C. annuum)
como Alternaria solani, Cladosporium fulvum, Leveillula Taurica y Phytophthora

infestans con un 80% de antelacion al desarrollé una infestacion en el cultivo.

Al menos uno de los métodos evaluados que se utilizaran para la inoculacién de

plantas con los fitopatégenos presentara una infeccién al menos del 80%.



CAPITULO IIl. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Dentro de la deteccidn de enfermedades en cultivos agricolas, es fundamental para
disminuir los costos de produccion y aumentar la productividad, en el cultivo de chile,
una deteccidon adecuada representa disminuir la aplicacion de medidas correctivas. La
busqueda de métodos para deteccion de enfermedades y disminuir la incertidumbre
en su deteccion, ha incrementado el uso de herramientas informaticas ya que el
avance de las tecnologias allana un camino de transicion hacia agricultura de precision
(Bhuvana, et al. 2021), por ejemplo, Geetharamani G. et al. (2019) presentaron un
modelo de deteccidén de enfermedades en las hojas de las plantas basado en el uso
de la red neuronal convolucional profunda (DCNN). La DCNN es un tipo de red
neuronal de aprendizaje profundo complejo que agrega mas representaciones
jerarquicas en el modelo. La DCNN tiene amplias aplicaciones en: clasificacion de
imagenes, deteccion de objetos, reconocimiento de voz, y el procesamiento de
lenguaje natural. La DCNN requiere de un gran volumen de entrenamiento de datos

para lograr mejores resultados.

Usaron el dataset plantvillage el cual contiene 54,305 imagenes de 13 diferentes tipos
de hojas que fueron utilizados en la etapa de entrenamiento y pruebas para el modelo
DCNN. La base de datos incluye 39 clases diferentes. Para aumentar el numero de
imagenes y reducir el sobreajuste, les realizaron transformaciones geométricas y al

final el dataset alojo 55,636 imagenes.

Para los procesos de entrenamiento y pruebas se usaron las siguientes librerias: the
scikitlearn, Keras, pillow y opencv. En cuanto al hardware se utilizé: NVIDIA DGX-1
V100 with 8X Tesla V100 GPUs.

El modelo propuesto DCNN es capaz de clasificar eficientemente 38 clases de plantas
sanas o enfermas utilizando imagenes de hojas, el cual logra una precisién promedio
de 96.46% en la clasificacion, y entre 92% y 100% para la clase individual. EI método

de pooling llamado max pooling funciona mucho mejor que average pooling en
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comparacion con otros modelos de aprendizaje automatico. Algo similar, pero
involucrando la recoleccidon desde una camara de celular se manejo con F. Jakjoud et
al. (2019) exponen el uso de la red neuronal convolucional profunda (DCNN) para el
reconocimiento de hojas enfermas y sanas. Con la finalidad de mejorar el rendimiento
de la DCNN, fue necesario utilizar un gran dataset. Se recolectaron imagenes de hojas
de las plantas de diferentes fuentes como free dataset e imagenes capturadas con
camaras de teléfonos inteligentes. Las imagenes fueron preprocesadas mediante
traslaciones, rotaciones, zooming en el objeto de interés y agregaron ruido
aleatoriamente en cada imagen, creando un dataset de 13,692 imagenes. El 80% se
destind para el entrenamiento y el 20% para las pruebas. Fue necesario redimensionar
las imagenes a un tamafio de 100x100 pixeles con la finalidad de reducir el tiempo de
entrenamiento de la red. Durante el experimento se desarrollaron cinco modelos
basados en SGD (Stochastic Gradient Descent), RMSprop (Root Mean Square
propagation), Adadelta (una extension del algoritmo AdaGrad) y AdaGrad con
diferentes configuraciones. Los modelos fueron entrenados con el dataset propuesto.
El hardware empleado para el entrenamiento y pruebas fue una laptop con un
procesador Intel i7-7700 CPU (2.80 GHz), RAM, 12GB, GPU GeForce GTX 1050 Ti
x1, Windows. El modelo SGD demostrd ser el mas rapido, robusto, y con un valor de
precision del 90% y un tiempo de respuesta de 0.228 segundos, entre los otros
modelos. También se trabajé con una placa Raspberry pi 3 model B con las siguientes
caracteristicas de hardware: Core processor (1.2Ghz) y 1 Gb RAM. Mientras que, Laha
Ale et al. (2019) utilizaron una red convolucional densamente conectada (Densely
Connected Convolutional Networks, DenseNet) basada en la transferencia de
aprendizaje para la deteccion de enfermedades en plantas. En este modelo de
transferencia de aprendizaje, se agregd un aplanado (flatten) y dos capas
completamente conectadas con cuatro bloques densos, con un tamafo de entrada
256%256x3. Como resultado se tiene un total de 7,148,166 parametros en el modelo
de DenseNet121. El total los parametros del modelo propuesto son menores que los
necesarios para otros modelos clasicos de aprendizaje profundo, como ResNet152
(60, 419,944 parametros), InceptionV3 (23,851,784 parametros) e InceptionResNetV2
(55, 873,736 parametros). Como el modelo es relativamente mas pequefio que otros



modelos se puede implementar en méviles o en dispositivos potentes del Internet of
Things (IoT). Los pesos de DenseNet121 se inicializan con ImageNet.

El trabajo compara el rendimiento para el aprendizaje del modelo con diferentes
resoluciones de imagen. Las bajas resoluciones comprometen el rendimiento al no
tener suficientes caracteristicas. Por el contrario, la alta resolucién transmite mas
informacion sobre las enfermedades, pero aumenta el costo computacional

exponencialmente.

2.2 Patologia vegetal

La patologia es la ciencia del diagndstico y control de las enfermedades de las plantas.
Cubre el estudio de los agentes infecciosos que atacan plantas y desérdenes abidticos
o enfermedades fisioldgicas.

Plantas parasitas, nematodos, hongos, bacterias, y virus, conforman un conjunto de
agentes que, de diversas formas, son capaces de ocasionar severas pérdidas al
cultivo. En este extenso compuesto de agentes, los hongos y microorganismos
semejantes a hongos, son el grupo mas numeroso de patdégenos que inducen las

patologias en hortalizas (Rivera, 2020).

2.3 Hongos fitopatogenos

Los hongos causantes de enfermedades en las plantas se conocen como
fitopatdgenos. Son un gran problema para la siembra de hortalizas, pues implican un
aumento en los costos de produccion para controlarlos y pérdidas econdémicas y
bioldgicas.

Un mismo hongo fitopatégeno puede infectar a varios tipos de planta, aunque sean de
diferentes especies. Por lo general, el hongo pasa la mayor parte de su ciclo de vida
como parasito en la planta que le sirve de huésped y el resto como saprofito en los

residuos vegetales que quedan en el suelo (Mesa et al., 2019).



2.3.1 Caracteristicas de los hongos fitopatégenos

Son organismos eucariontes uni o pluricelulares que se desarrollan en sitios humedos
y con poca luz. Las células de los segundos se agrupan en filamentos llamados hifas
que en conjunto recibe el nombre de micelio. Organismos productores de esporas,
generalmente microscopicos, eucarioticos, ramificados y a menudo filamentosos que
carecen de clorofila y que tienen paredes celulares que contienen quitina, celulosa, o
ambos componentes. La mayoria de las 100,000 especies de hongos conocidas son
estrictamente saprofitas y viven sobre la materia organica muerta, a la que
descomponen, de las cuales mas de 8.000 especies de hongos producen

enfermedades en las plantas (Granados, 2018).

2.3.2 Mecanismos de infeccion de los hongos fitopatégenos

Los hongos patdégenos emplean diferentes mecanismos para unirse a la superficie de
la planta hospedadora. En cualquier caso, la penetracién del hongo en la planta precisa
del contacto y la adherencia de las esporas y/o de la primera hifa que resulta de su
germinacioén (tubo germinativo) a la superficie vegetal.

Los hongos fitopatdgenos secretan proteinas que pueden interactuar con las plantas
huésped durante el proceso de infeccién del huésped. Estas proteinas, denominadas
proteinas efectoras, desempefan funciones importantes en las células vegetales vy,
por lo tanto, afectan la interaccion entre los patégenos de las plantas y sus huéspedes
(Yan et al., 2021).

2.3.3 Importancia

Los hongos fitopatégenos causan enfermedades en las plantas, y tienen un gran
impacto ya que, anualmente, destruyen un tercio de las cosechas producidas. Definir
cudles de ellos son de mayor relevancia, varia segun las prioridades cientificas y
econdmicas de una region geografica; algunos representan altos riesgos para la
seguridad alimentaria o son modelos de estudio en temas relacionados con factores
epidemiologicos y genética vegetal. La mayoria posee mecanismos exitosos de

diseminacion, variabilidad genética y amplia gama de hospedantes (Quispe, 2017).



2.3.4 Clasificacion Taxonémica de
fitopatégenos
Reino Protozoa:
Clase Myxogastrea
Clase Phytomyxea).
Reino Chromista
Clase Oomycetes.
Familia Pythiaceae;
Familia Albuginaceae;
Familia Peronosporaceae.
Reino Fungi:
Divisién Chitridiomycota,
Zygomycota,
Ascomycota,
Basydiomycota,
Deuteromycota
Fuente: (Braun, 2012).

los principales

grupos de hongos

2.4 Caracteristicas morfologicas de los hongos Alternaria solani, Phytophthora

infestans, Leveillula taurica y Cladosporium fulvum

Los hongos que se utilizaran en esta investigacion son causantes de enfermedades

foliares en plantas de la mayoria de los cultivos, las cuales son similares al inicio de

los sintomas.

2.4.1 Morfologia de Alternaria Solani (Sor)

Debido a la ausencia de un ciclo de reproduccion sexual, este género se clasifico

dentro del filo de hongos imperfectos o mitospéricos. Alternaria solani, se caracteriza

por la produccion de conidiéforos simples y erectos, en cuyo extremo se forman

cadenas simples o ramificadas de conidios. Los conidios o dictiosporas son

multicelulares, de color pardo y con septos tanto transversales como longitudinales.

Figura 1, (Insst, 2018).



Figura 1.Estructura microscépica de Alternaria solani (Fuente: propia).

2.4.2 Morfologia de Leveillula taurica (Lev)

Leveillula taurica produce hifas claras y tabicado, formando un micelio blanco o gris
claro. Las hifas dan lugar a conidiéforos cortos, rectos y ramificados, de la cual se
desarrollan los conidios, dispuestos en cadenas. Los conidios son hialinos,
unicelulares, ligeramente rectangulares u ovales. Las hifas también forman haustorios,
que son estructuras especializadas en la obtencion de alimento de las células
huésped. Los haustorios son hinchazones en las extremidades de las hifas que
penetran dentro de las células y permiten que el hongo desarrolle una relacion de

parasitismo. Figura 2, (Macedo, 2019).

Figura 2. Estructura microscopica de Leveillula taurica (Fuente: propia).
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2.4.3 Morfologia de Phythophthora infestans (Mont: De Barry)

Se caracteriza por ser heterotalico, producir esporangios (estructura donde se
encuentran las esporas) y esporas asexuales (zoosporas) a partir de la diferenciacion
de su micelio vegetativo. Ademas de presentar dos tipos de apareamiento en su

reproduccion sexual. Figura 3, (Intagri, 2018).

Figura 3. Estructura microscopica de Phytophthora infestans (Fuente: propia).

2.4.4 Morfologia de Cladosporium fulvum

Cladosporium fulvum es un hongo filamentoso, perteneciente al filo Ascomycota y al
grupo de los dematiaceos, caracterizados por presentar una coloracién oscura.
Microscépicamente presenta hifas finas, septadas, ramificadas de color hialino a
marron. Las hifas sostienen cadenas ramificadas de conidios unicelulares, elipsoides
o cilindricos, algunos con forma de escudo debido a las cicatrices de unién entre ellos.

Los conidios se forman por gemacién sucesiva del conidio anterior, estando el conidio

&\' : N .‘ Vi

Figura 4. Estructura microscopica de Cladosporium fulvum (Fuente: propia).
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2.5 Inteligencia artificial para la deteccion de enfermedades

La inteligencia artificial (IA) es el campo de la ciencia informatica dedicado a la
resolucion de problemas cognitivos asociados comunmente con la inteligencia
humana, como el aprendizaje, la resolucion de problemas y el reconocimiento de
patrones. La IA es una rama de las Ciencias Computacionales (CC) especializada en
el desarrollo de algoritmos, cuyo objetivo es implementar dichas instrucciones en
sistemas informaticos, capaces de realizar inferencias logicas en tareas donde se
requiere la percepciéon humana y que van mas alla de la programacion tradicional.

El aprendizaje automatico (en inglés Machine Learning, ML) y el aprendizaje profundo
(en inglés Deep Learning, DL) son ambos campos de la ciencia informatica derivados

de la disciplina de la inteligencia artificial (Ricardo et al., 2021).

2.5.1 Deep learning

Deep learning o aprendizaje profundo, es un subconjunto de machine learning (que a
su vez es parte de la inteligencia artificial) donde las redes neuronales, algoritmos
inspirados en como funciona el cerebro humano, aprenden de grandes cantidades de
datos. Es parte de machine learning para, a partir de una gran cantidad de datos y
tras numerosas capas de procesamiento con algoritmos, conseguir que un ordenador
termine aprendiendo por cuenta propia y realizando tareas similares a las de los seres
humanos, como la identificacion de imagenes, el reconocimiento del habla o la

realizacion de predicciones, de forma progresiva (Chollet, 2021).

2.5.2 Funcionamiento de Deep Learning

Los algoritmos de Deep Learning se aplican a redes neuronales artificiales
estructuradas en forma de capas: input layer (entrada), hidden layer (oculta) y output
layer (salida). Los datos entran por la primera capa, en la que hay varias neuronas

artificiales que se activan o no dependiendo de los datos (Guana, 2022).
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2.5.3 Diferencia entre inteligencia artificial y machine learning
Inteligencia artificial (1A)
Campo que estudia como crear programas informaticos con la habilidad de aprender

y razonar como los humanos para resolver problemas de forma creativa.

Machine learning (ML)
Aplicacion de la inteligencia artificial dedicada a la creacion de algoritmos que permitan
a los sistemas aprender sin intervencion humana, es decir, sin necesidad de

programarlos explicitamente.

Deep learning (DL)
Subconjunto del marchine learning enfocado a la creacién de redes neuronales
artificiales, es decir, sistemas que imitan al cerebro humano, adaptandose y

aprendiendo a partir de grandes cantidades de datos (Rouhiaien, 2018).

2.5.4 Entrenamiento del algoritmo de deep learning

La forma de entrenar a un algoritmo de deep learning es suministrarle cantidades
masivas de datos. Cuantos mas analice, mas preciso se vuelve. Por ello, todas estas
tecnologias también estan relacionadas con el big data y tienen un papel relevante en
sus aplicaciones, que buscan extraer significado, tal y como haria un humano, de

enormes cantidades de datos (Torres, 2020).

2.5.5 Aplicaciones de deep learning
Vision artificial
La visién artificial adquiere la capacidad de reconocer caracteres, imagenes, objetos e

incluso rostros, asi como su impacto en la Industria 4.0 y en la agricultura.
Analisis predictivo

El analisis predictivo puede generar previsiones mas precisas de los resultados de los

negocios, las evoluciones de los mercados o las necesidades energéticas.
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Asistentes virtuales
Alexa, Cortana o Siri son asistentes que entienden y ejecutan los comandos de voz

del usuario en lenguaje natural y son capaces de aprender con el tiempo.

Chatbots
Los chatbots se emplean en sistemas de asistencia al cliente para resolver problemas

de los usuarios a través de un chat y también aprenden de forma progresiva.

Robética
El aprendizaje profundo facilita que los robots realicen tareas similares a las humanas,
incluso tomando decisiones en tiempo real. También pueden atender a su propio

mantenimiento.

Salud
A través del analisis de imagenes médicas, facilita la deteccion de enfermedades y el

diagndstico asistido por ordenador, incluso sin la intervencion de personal (Sotelo,
2021).

2.5.6 Beneficios de deep learning

Las caracteristicas del sistema no tienen que definirse previamente, ya que éste las
deduce y se ajusta a ellas impulsando la automatizacion de procesos, por lo que la
fiabilidad del sistema frente a las variaciones naturales de los datos se produce de
forma automatica, reduciendo considerablemente los errores.

El rendimiento del sistema es mejor cuanto mayor sea la cantidad de datos y los
diferentes procesos necesarios pueden realizarse en paralelo, mientras que la
arquitectura del sistema es flexible, por lo que puede evolucionar y adaptarse a nuevos

problemas en el futuro (Rojas, 2021).
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2.6 Generalidades del cultivo

2.6.1 Origen

México es considerado el centro de origen del chile, la especie domesticada por los
mesoamericanos, permitiendo con ello la expansidn de este en su diversa variedad. El
género Capsicum incluye un promedio de 25 especies y tiene su centro de origen en
las regiones tropicales y subtropicales del centro y sur de América, donde ha sido
cultivado y usado desde épocas muy remotas. Chile Serrano, como su nombre lo
anuncia proviene de las zonas montafnosas, perteneciente a los chiles tradicionales
(Miranda, 2020).

2.6.2 Usos

Generalmente se utiliza en fresco, seco y en polvo, utilizados en la elaboracién de
productos alimenticios, cosméticos y farmacéuticos, sus usos son multiples. Puede
comerse fresco, cocido o como condimento en platillos tipicos. En la industria se
elaboran una gran variedad de productos: en el mercado hay chiles congelados,
deshidratados, encurtidos y enlatados; se le encuentra en pastas y en una infinita
variedad de salsas; se utiliza como materia prima para la obtencion de colorantes y de
resinas para fines industriales. Por ultimo, pero no por ello menos importante, el chile

también se usa con fines medicinales (Mancilla, 2017).

2.6.3 Importancia econémica

En México se cultiva Chile verde, en sus diferentes tipos, en estos destaca el serrano,
ya que este forma parte fundamental en la cocina mexicana y por lo cual es
econdmicamente atractivo aparte de ser un cultivo rentable. Ademas de la innegable
presencia en el consumo diario mexicano, el cultivo es importante por el valor que
aporta a la produccién agricola de las regiones involucradas, porque genera ingresos
competitivos para los productores y porque la cosecha abarca alrededor de 150 dias
(jornales) por hectarea en zonas de riego. La creacién de empleos es reflejo de un

impacto social positivo; impacto que trasciende las fronteras de México (Valle, 2013).
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2.6.4 Importancia a nivel mundial

México ocupa el primer lugar como exportador y el segundo lugar como productor de
chile a nivel mundial; el pais exporta poco mas de 700 mil toneladas a distintas partes
del mundo, donde los principales consumidores del chile mexicano son: Estados
Unidos, Japén, Canada, Reino Unido y Alemania. Los principales paises productores
de chiles verdes, en su mayoria, también son los que destacan como los que poseen
el mayor numero de superficie cultivada. Por ejemplo, China ocupa el primer lugar
tanto por las hectareas de superficie cultivada de pimientos como por su volumen, lo
mismo ocurre con México posicionandolo en segundo lugar y Turquia ocupando el

tercer lugar. Tabla 1, (Encalada, 2021).

Tabla 1. Principales paises con mayor produccion de chile a nivel mundial.

Pais Area (ha) Rendimiento (ton/ha) Produccién (Ton)

China 612,800 20.45 12’531,000

México 140,693 13.17 1°853,610

Turquia 88,000 19.83 1'745,000
Estados Unidos 34,400 28.42 977,760
Espafia 22,500 42.36 953,200
Indonesia 173, 815 5.01 871,080
Nigeria 91,000 7.91 720,000

Fuente: (Encalada, 2021)

2.6.5 Importancia a nivel nacional

El cultivo de chile es importante en la historia, tradicion y cultura de México, ademas,
es un productor agricola con alta demanda mundial, ya que se ubica entre las siete
hortalizas mas cultivadas del mundo. Su gran importancia a nivel nacional es debido a
que actualmente se produce chile en cada uno de los 32 estados que conforman la
Republica Mexicana. Los principales productores son: Sinaloa, Chihuahua, Zacatecas,
San Luis Potosi y Sonora. Tabla 2, (SIAP, 2021).
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Tabla 2. Principales estados productores de chile serrano a nivel Nacional.

Entidad Federativa Produccién Rendimiento (udm/ha)
Sinaloa 659, 683.91 43.88
Chihuahua 578, 521.77 2418
Zacatecas 426, 085.94 11.64
San Luis Potosi 341, 215.79 13.84
Sonora 219, 877.48 43.37
Jalisco 151, 844.90 34.84
Michoacan 130, 152.43 32.9
Guanajuato 129, 654.78 27.41
Baja California Sur 75, 857.19 49.1
Tamaulipas 64, 514.40 34.88

2.6.6 Taxonomia

Fuente: (SIAP, 2021)

Los chiles se clasifican por su taxonomia en especies, subespecies y variedades

botanicas, la cual se presenta en la tabla 3.

Tabla 3. Taxonomia del chile serrano (Capsicum annuum).

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Subfamilia Solanoideae
Tribu Capciceae
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Genero Capsicum
Especie Capsicum annuum
Fuente: (Miranda, 2020)

2.6.7 Descripcion botanica y morfolégica

El chile s herbaceo y crece de manera arbustiva, con un solo tallo y muchas ramas
ascendentes-extendidas mide de 60-120 cm y con una corona que se ensancha
mucho, pudiendo llegar a medir de 50-90 cm.

Tallos: verdes, costillados, pubescentes con pelos incurvados de 0.4 mm de largo.

Hojas: solitarias o en pares, lanceoladas, de 2-8 cm de largo, 1-3 cm de ancho,
esparcidamente pubescentes en ambas superficies a glabras, el apice acuminado, la
base cuneada y abruptamente acuminada en el peciolo; peciolos de 5-20 mm de largo.
Inflorescencias axilares: de una sola flor; pedicelos erectos, curvado en el apice y en

floracion.

Flores: de 1-2 cm de largo, 0.5 cm de diametro, dilatado en el apice, esparcidamente
pubescente; caliz de 1 mm de largo en antesis, hasta 2 mm de 5 largo en el fruto,
truncado y escasamente lobado con apéndices diminutos justo abajo del margen,
eéstos continuos con las costillas; corola blanca, acampanado, de 9 mm de ancho,
I6bulos ovados-triangulares, de 3 mm de largo; filamentos de 1-1.5 mm de largo,
glabros, las anteras verde-azuladas, de 1 mm de largo, 0.5 mm de ancho; estilo de 2.5

mm de largo.

Fruto: su forma es alargada, cénica con punta roma y redondeada; su color es verde
oscuro; su piel es lisa, gruesa y consistente; el sabor es picante y con mucho cuerpo.

Semilla: pardo-amarillenta, comprimidas de 2.5 mm de largo (Barrales, 2010).

2.6.8 Requerimientos edafoclimaticos
El ciclo vegetativo de la planta de chile depende de los genotipos, de la temperatura

en las diferentes épocas (germinacion, floracién, maduracién), de la duracién del dia 'y
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de la intensidad luminica. El cultivo necesita una temperatura media diaria de 24°C.
Menor a 15° C el crecimiento es deficiente y con 10°C el desarrollo del cultivo se
paraliza. Con temperaturas superiores a los 35°C, puede haber aborto de flores, la
fructificacion es muy débil o nula, sobre todo si el aire es seco. Las temperaturas
elevadas pueden causar una polinizacion deficiente, que, aunada a un desbalance
nutricional, pueden ocasionar que los frutos no crezcan en forma normal (Ramirez,
2014).

Suelo

El cultivo del chile se adapta a diferentes tipos de suelo, pero prefiere suelos profundos,
de 30 a 60 centimetros de profundidad, los 6ptimos francos arenosos, con alto
contenido de materia organica y que sean bien drenados. El pH desde 6.5 a 7.0, por
abajo o arriba de los valores indicados no es recomendable su siembra porque afecta
la disponibilidad de los nutrientes. Es importante conocer y considerar el pH del suelo
porque indica los rangos para el buen uso y asimilacion de los fertilizantes y

especialmente cuando sean de origen nitrogenado (Ramirez, 2014).

PH del suelo
El pH del suelo y agua debe de ser alrededor de 6.0 a 6.5 para lograr un mejor
desarrollo de la variedad y lograr una mejor absorcién y disponibilidad de nutrientes en

la planta.

2.6.9 Manejo del cultivo

Epoca de siembra

Comprende del 1 de septiembre al 30 de noviembre, tanto para siembra directa como
para trasplante. Sin embargo, desde el punto de vista de rendimiento, calidad y

menores problemas fitosanitarios, las mejores siembras son las de noviembre.

Analisis de semilla y plantula
Debido a los problemas de virosis ocasionados por altas poblaciones de vectores como

la mosca blanca, es requisito para la obtencién del permiso de siembra presentar el
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diagndstico de un laboratorio autorizado que demuestre que la semilla o plantula se

encuentran libres de patdgenos.

Trasplante

La semilla producida en invernadero es una mejor garantia de sanidad por lo que el
trasplante es una practica cada vez mas popular y una forma mas segura de
anticiparse al mercado, al llevar al campo plantas con 21 a 28 dias de vida.

Es recomendable un tratamiento preventivo de la plantula antes del trasplante para
prevenir la enfermedad conocida como secadera ocasionada por Phythophotora
capsici. El tratamiento consiste en sumergir las raices de las plantulas en una solucién

preparada con Tecto, en proporcion de 2 g por litro de agua (Escalante, 2011).

Siembra

La siembra se puede realizar en cualquier época del afio bajo un sistema de agricultura
protegida; en campo abierto se realiza a partir del 1° de diciembre en adelante, esto
no quiere decir que no se pueda antes o despues, sino que la finalidad es aprovechar
las condiciones ambientales y sincronizar la época de cosecha para produccion de
esta hortaliza, en una época de gran demanda de producto comestible. La produccion
de plantulas en bandeja o charolas germinadoras (plastico o poliestireno) pueden
llenarse con cualquier mezcla que cumpla la funcién de sustrato. Esto ha venido a
innovar el cultivo de hortalizas haciéndolo eficiente, ya que se tiene uniformidad de
plantas, sanas, con mejor enraizamiento por que conservan todas sus raices al
momento del trasplante; ademas, la cosecha se acelera aumentando los ingresos del

productor (Panorama, 2018).

Manejo del riego

La humedad debe llegar a la semilla y las plantas por trasporo, para evitar que se pudra
la semilla o se marchiten las plantas. Normalmente se dan de 10 a 12 riegos,
dependiendo de la fecha de siembra y las condiciones climaticas prevalecientes. La

lamina total es de aproximadamente 78 cm. Se recomienda regar una vez por semana
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o cada 10 dias, haciendo aplicaciones periddicas de Calcio, Magnesio y Boro para
darle consistencia, buen amarre y color al fruto.

En riego por goteo se sugieren cada tercer dia, con una duracion de tiempo por riego
de 3 a 5 horas dependiendo del estado vegetativo de la planta, las condiciones
ambientales y el tipo de suelo de que se trate. La lamina total aproximada es de 42 cm
(Mata, 2010).

Fertilizacién

En riego rodado es recomendable aplicar un fertilizante nitrogenado y todo el fésforo
al momento de la preparaciéon del surco, puede ser 18-46-00 a razon de 250 kg/ha, y
después del trasplante es recomendable aplicar 100 kg de nitrato de amonio y volver
aplicar 100 kg de nitrato de amonio después de la floracion en amarre de fruto. Es
necesario también monitorear bien la humedad del terreno y el numero de riegos que
se le suministren al cultivo ya que la planta tiene raices grandes y vigorosas y un tallo
lefioso, por lo que la humedad debe ser constante para lograr un mejor desarrollo.

Es recomendable aplicar micro elementos de manera periddica como Fierro, Zinc y
Boro, antes de la floracion, con el fin de lograr el maximo de fructificacion. Una dosis
comun para diferentes variedades es aplicar 220 kg de nitrogeno, 80 de fésforo y 50
de potasio por hectarea en siembras directas. Todo el fosforo y potasio ademas de 60
kg de nitrégeno se colocan a una profundidad de 10 cm a un lado y debajo de la hilera
de la semilla. A los 60 dias de nacidas las plantas y a un lado de éstas se incorporan
80 kg de nitrogeno; los restantes 80 se aplican a los 90 dias de haber nacido las plantas
(Panorama, 2018).

Cosecha

Una vez formado el fruto como 6rgano verde, se presenta una serie de cambios
metabdlicos, bioquimicos y fisioldgicos que conducen al estado de maduracién a
caracteristicas sensoriales optimas para el consumo. Esta sucesion de cambios se
inicia cuando el fruto alcanza su maximo crecimiento y diferenciacion, hasta llegar a la
cuspide del climaterio respiratorio o madurez total, iniciandose posteriormente la

senescencia del mismo.
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La recoleccion del fruto se hace a mano, que con un ligero movimiento se desprende
con pedunculo. Los chiles listos para cosechar en verde se conocen por su tamafo,
color (Varia el color verde: claro, oscuro, segun el genotipo) y textura. Cuando la
produccion sea para deshidratado, los cortes se van realizando a medida que los frutos

cambian de color verde a rojo o segun sea el caso (Panorama, 2018).

2.6.10 Plagas y enfermedades

2.6.11 Enfermedades en el cultivo de chile

Cenicilla por (Oidiopsis taurica)

El hongo de la cenicilla del chile y tomate, se ha considerado como el unico patégeno
foliar con la habilidad para infectar un gran numero y diversidad de especies de plantas.
La enfermedad se caracteriza por afectar principalmente a las hojas con mayor
desarrollo o bien formadas. Por la parte inferior de las hojas se desarrollan manchas
algodonosas de color blanco formadas por el micelio y esporas del hongo. Por la parte
superior de las hojas es dificil notar evidencias de la enfermedad, unicamente cuando
las hojas ya se encuentran muy dafiadas se aprecia una clorosis. Al unirse varias
manchas, provocan la caida prematura del follaje y que los frutos sufran de
quemaduras del sol o bien que la planta acorte en forma significativa su ciclo de vida
(Guigon, 2001).

Tizén por (Alternaria spp)

Es una enfermedad de poca importancia econdmica en los cultivos de chile. Sin
embargo, en frutos de chile maduros (rojos o amarillosos), dafios en poscosecha
pueden ser de gran consideracion. En cultivos de chile, la enfermedad se presenta
principalmente en follaje, aunque en condiciones de alta humedad los tallos, flores y
frutos se pueden ver afectados.

Las primeras lesiones se observan principalmente en hojas viejas, las cuales consisten
en pequenas lesiones irregulares de color café oscuro. A partir del centro de la lesion
se forman anillos concéntricos, evidentemente debido a la resistencia que presenta la

planta para detener el avance de la infeccion o debido a que el hongo emite toxinas
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para provocar la muerte de las células vegetales y cuando se alimenta de ellas de
nuevo emite toxinas que destruyen otro grupo de células.

En muchos hospedantes las manchas se encuentran rodeadas por un color amarillo,
debido a la produccién de toxinas. Cuando se unen varias lesiones, pueden provocar
la muerte prematura de las hojas, afectando la produccién y calidad del fruto (Guigén,
2001).

Podredumbre humeda (Choanephora cucurbitarum)

El hongo Choanephora cucurbitarum, se ha reportado atacando a flores senescentes,
follaje tierno y frutos suculentos de muchas especies de plantas. Es un patégeno que
se presenta frecuentemente en cultivos de chile.

La sintomatologia empieza en las hojas apicales de plantulas de chile, manifestandose
manchas acuosas de tamafio y forma irregular. Posteriormente, las manchas se
dispersan hacia las hojas inferiores de las plantas afectadas. El follaje dafiado muere
rapidamente y adquiere una consistencia seca de color oscuro. En los tejidos acuosos,
por la mafiana se observa la presencia de una capa con muchas vellosidades largas
de color claro en un inicio y con puntos oscuros en las partes apicales (moho) cuando

las esporas del hongo han madurado (Reyes, 2018).

Mancha gris por (Stemphylium solani)

La mancha gris, es una enfermedad causada por Stemphylium solani, patégeno que
se presenta muy frecuentemente en diferentes especies de chile (chile morrén,
jalapefio, serrano, caribe y cubanelle). Los primeros sintomas de la mancha gris se
confunden con frecuencia con los causados por Cercospora capsici (Heal y Wolf),
organismo causante del “ojo de rana” o en algunos casos con la quemadura de
herbicidas. La mancha gris se manifiesta principalmente en las hojas jovenes, en
donde aparecen pequefas manchas de color café claro de uno a dos milimetros de
diametro.

Al madurar las hojas, las manchas se hacen mas grandes y en las orillas de la mancha
se presenta un color café rojizo y el centro blanco. Las manchas generalmente tienen

un tamano que fluctuan entre tres a cinco milimetros de diametro. Los ataques severos
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de esta enfermedad, como la mayoria que se presentan en chile provocan una

defoliaciéon prematura de la planta (Reyes, 2018).

Virus del moteado del chile (Pepper mottle virus: PepMoV)

Las plantas de variedades susceptibles desarrollan un moteado foliar severo el cual es
frecuentemente acompanado por venas de color verde y deformacion foliar. Los frutos
de plantas infectadas también pueden sufrir deformaciones.

En plantas adultas de la variedad Tabasco infectadas con PepMoV se pueden
observar anillos necroéticos en los tallos y frutos; también ocurre una defoliacioén y los
nuevos crecimientos muestran un mosaico y son distorsionados.

Este virus es transmitido de manera no persistente por adultos y ninfas de M. persicae,
considerada como la especie mas eficiente para la transmisién de este patogeno
(Robles-Hernandez et al., 2010).

Virus del mosaico del tabaco (Tobacco mosaic virus: TMV)

Los sintomas causados por el TMV son aclaramiento pronunciado de las venas en
hojas jévenes que suelen presentar ampollamientos, mosaicos y clorosis.
Ocasionalmente puede observarse una necrosis sistémica y defoliacion; las plantas
afectadas en sus primeras etapas de desarrollo muestran enanismo y los frutos
producidos en las plantas infectadas pueden ser deformes o de menor tamafo, asi
como presentar areas cloroticas o necroticas y maduracion irregular.

Las principales fuentes de in6culo de TMV son la semilla y residuos provenientes de
plantas infectadas; el TMV puede permanecer viable en residuos de plantas en suelo
seco por varios afos. Este virus puede distribuirse en toda la planta de cultivares
susceptibles y puede estar presente sobre y debajo de la cubierta de la semilla, asi

como en el endospermo (Velasquez y Amador, 2009).
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2.6.12 Plagas en el cultivo de chile

Mosquita blanca (Bemisia tabaci)

La hembra de la mosquita blanca oviposita mas de 300 huevecillos en el envés de las
hojas, los cuales son colocados desordenadamente en posicion vertical. La ninfa pasa
por cuatro estadios, en los cuales se alimenta en el envés de las hojas.

El dano directo lo ocasionan las ninfas y los adultos al succionar la savia de las plantas,
lo que ocasiona el amarillamiento, moteado y encrespamiento de las hojas, seguido
de necrosis y defoliacion; otro dafio es la excrecion de mielecilla sobre las hojas en la
cual se desarrolla una fungosis negra llamada fumagina, la cual interfiere con la
fotosintesis y baja la calidad de la cosecha. Sin embargo, el daiio mayor de esta plaga
esta relacionado con la transmision de enfermedades de tipo viral, las cuales afectan
el rendimiento y calidad de las cosechas, con dafios que varian de 20 a 100% (Alatorre,
2000).

Barrenillo del chile (Anthonomus eugenii)

La hembra deposita sus huevecillos en forma individual en orificios que realiza en los
botones florales y frutos inmaduros, los cuales requieren de tres a cinco dias para su
eclosion.

El dafio primario es causado por las larvas en botones florales y frutos inmaduros; los
primeros sintomas de un fruto infestado son pedunculos amarillos y cenizos, los cuales
llegan a marchitarse en el punto de union con la planta, lo que ocasiona la caida de la
fruta. Los frutos infestados se tornan rojos o amarillos prematuramente y pueden
quedar deformes y pequefios antes de caer al suelo. Los adultos también ocasionan

un dafio al picar los botones y frutos inmaduros para su alimentacién (Agro, 2009).

Minador de la hoja (Liriomyza spp)

Las mosquitas insertan sus huevecillos en las hojas tan pronto como se efectue el
trasplante; las larvitas al nacer minan las hojas formando galerias sinuosas, al final de
las cuales salen y se transforman en pupa en la base del tallo.

El dafio principal es ocasionado por las larvas, que forman minas y galerias al
alimentarse y desarrollarse dentro de la hoja. En infestaciones fuertes, la planta toma
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una coloracion blanquizca y detiene su desarrollo normal, las infestaciones severas
pueden ocasionar la defoliacion de la planta con la consecuente reduccion en el
rendimiento y el tamafo de los frutos y finalmente quemaduras de la fruta por el sol.
Los adultos también pueden causar dafio al ovipositar y alimentarse, lo que se
manifiesta en diminutas picaduras sobre la superficie de la hoja, que sirven de entrada

a bacterias y hongos (Alatorre, 2000).

Pulgén verde (Myzus persicae)

El ciclo biolégico comprende cuatro instares ninfales y el estado adulto, el cual puede
ser alado o aptero; este se completa en aproximadamente 10 dias en climas calidos.
Las ninfas y los adultos se alimentan en grandes colonias sobre el envés de las hojas.
El dafo es ocasionado por todos los estadios, al succionar la savia de las hojas y
brotes, al alimentarse inyectan una saliva toxica que distorsiona las hojas, el dafo
causa reduccion de vigor de la planta, achaparramiento, marchitez, amarillamiento,
encrespamiento y caida de las hojas, asi como fumagina que crece en la mielecilla
que excretan la cual ennegrece las hojas y se reduce la fotosintesis. Sin embargo, el

dafio mayor es como vector de enfermedades de tipo viral (Agro, 2009).

Araia roja (Tetranychus urticae)

El ciclo completo de la arafia roja comprende cinco estados de desarrollo: huevo, larva,
protoninfa, deutoninfa y adulto. La reproduccion es sexual, sin embargo, puede darse
partenogénesis de tipo telitdquico, es decir, los huevos no fecundados dan lugar a
hembras. La arafia roja coloniza sobre todo las hojas jovenes, aunque en caso de
ataques graves se encuentra distribuida sobre las hojas de toda la planta, donde teje
capas de seda, creando un microclima que la protege de la deshidratacién y de los
ataques de sus depredadores.

Los dafios son ocasionados por las picaduras de los adultos, larvas y ninfas al
alimentarse. Al clavar los estiletes absorben los jugos celulares y vacian las células de
su contenido, el tejido afectado toma una coloracion amarillenta, que se torna marrén
con el paso del tiempo (INIFAP, 2003).
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Gusano soldado (Spodoptera exigua)

La hembra deposita los huevecillos en grupos cubriéndolos con escamas de su cuerpo,
lo que limita la accion de los parasitoides. El primer instar se alimenta en grupos por
debajo de una telarafia de seda en el envés de las hojas que quedan esqueletonizadas;
el siguiente hace perforaciones irregulares en el follaje y hasta el tercer o cuarto se
alimentan de los frutos. La larva pasa por 5 o0 6 instares, para después dirigirse al suelo
donde se convierte en pupa, de la cual emergen los adultos para completar el ciclo, en
aproximadamente 30 dias.

El dafio en el fruto consiste de mordiscos superficiales que se secan al madurar, en
ocasiones las larvas recién emergidas penetran el fruto y ocasionan una lesion similar

a la causada por el gusano del fruto (INIFAP, 2003).
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CAPITULO lll. METODOLOGIA

3.1 Descripcion del area de estudio

El presente trabajo se llevd a cabo en el invernadero (nave uno) ubicado dentro del
Instituto Tecnoldgico Superior de Salvatierra (ITESS). El area de estudio se localiza
(20° 12’ 54” N, 100° 52’ 41” O) en la comunidad de Janicho, Salvatierra, Guanajuato,
México. El sitio cuenta con un clima templado y humedo durante todo el afo, con
invierno fresco extremoso y templado, con lluvias. Los meses mas calidos son junio,
julio y agosto con temperaturas maximas de 37 °C. La precipitacion anual es de 730
mm, principalmente en verano. La temperatura media anual es de 18.1 °C, con
oscilacion de 10.4 °C (INEG, 2021).
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Figura 5. Ubicacion del area de estudio (Google Maps, 2023).

3.2 Establecimiento del experimento
La preparacion de la nave se realizd con antelacion a los trasplantes y siembra
realizada. Es decir, se establecieron dos ciclos de cultivo con dos trasplantes, el

primero en octubre del 2022 y el segundo en marzo del 2023. Asi como una siembra
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directa en surcos en mayo del 2023. Esto "para poder tener material vegetal e infectarlo

con los hongos estudiados en este proyecto.

3.2.1 Desinfeccioén de la estructura

Previamente se comenzo6 con una limpieza del invernadero (nave 1), la cual consistio
el deshierbe y la eliminacién de residuos vegetales del cultivo anterior. La desinfeccion
de la nave se realiz6 posteriormente, la cual consistid en desinfectar cada una de las
paredes y estructuras de la nave con una solucién a base de agua, jabon y cloro. Su
aplicacion se llevd a cabo con la ayuda de la aspersora y cepillos para limpieza,

obteniendo una desinfeccion exitosa.

3.2.2 Desinfeccion del suelo
La desinfeccion del suelo se realizé con Metalaxil 25g/bomba de 20 L aplicado en
drench y posteriormente a los diez dias se aplico una concentracion de Trichodermas

spp a una concentracion de 10° conidias por mL-1.

3.2.3 Establecimiento del sistema de riego
Se establecido un sistema de riego por goteo con un gasto de 1.2 L/h y goteros a 25

cm.

3.3 Establecimiento de material vegetal a utilizar

3.3.1 Germinacién de semillas

Se sembraron ocho charolas de 200 cavidades con chile Camino Real F1, las cuales
se mantuvieron en el invernadero durante 30 dias para su posterior trasplante El
manejo nutritivo se realiz6 de acuerdo a los requerimientos de macro y micronutrientes

demandados para el cultivo de chile y se utilizé la solucion nutritiva de Steiner (1984).

3.3.2 Trasplante, variedad densidad de siembra

El trasplante se realiz6 en dos fechas la primera el 15 de octubre de 2022,
estableciéndose chile en la nave con una densidad de poblacion de 30 plantas por
hectarea y una distancia de 35 cm entre planta y planta.
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El segundo trasplante se realizé el 30 de marzo del 2023. Estableciéndose chile en

invernadero con la misma densidad de siembra.

3.3 Recoleccién del inoculo de los fitopatégenos

Se realiz6 una recoleccion de hojas enfermas con los hongos fitopatégenos de interés
(Phytophthora infestans, Alternaria solani, Leveillula taurica'y Cladosporium fulvum) en
el invernadero del Instituto Tecnoldgico Superior de Salvatierra en las naves 2y 3, las
cuales contenian tomate, chile y calabaza. Las muestras se etiquetaron y fueron
almacenadas en el laboratorio de microbiologia (ubicado en la institucion). También,
el CESAVEG nos proporciono cepas identificadas de Cladosporium fulvum'y Alternaria
solani que sirvieron de referencia para poder identificar y confirmar los hongos

colectados y posteriormente los re-aislados de macetas.

3.3.1 Preparacion de medio de cultivo
Se prepardé como medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) agregando 100 mg de
estreptomicinal/L para el control de bacterias y PDA V8 (Se agregaron 200 ml de jugo

V8 + 800 ml de agua destilada), mas 100 mg de estreptomicina.

3.3.2 Aislamiento de los hongos a partir de hojas enfermas

Las plantas colectadas fueron desinfectadas con alcohol al 70% y enjuagadas por
triplicado con agua destilada estéril. Se tomo un area de 1 cm de la hoja enferma y se
colocé en cajas Petri con PDA. Se dejaron incubar durante cinco dias (Huerta-Espino
et al., 2006).

3.3.3 Crecimiento de los hongos en medio de cultivo puros para la captura de
imagenes in vitro

Con una aguja de diseccion se tomd una muestra del micelio de la caja (a los cinco
dias después de la siembra), la cual se transfirid6 a una nueva caja con medio PDA
para su purificacién, es decir el crecimiento Unico del hongo patégeno de la muestra.
El crecimiento en Alternaria solani y Cladosporium fulvum fue lento, pero todos con

éxito. Los demas cultivos también se realizaron de forma aséptica, aunque
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Phytophthora y Leveillula presentaron problemas de esporulacion. Por lo que se

dejaron durante 10 dias en incubacién a una temperatura de 25 °C +1 °C.

3.3.4 Identificacion morfolégica de las estructuras de los hongos usados en esta
investigaciéon

Para la identificacion de los hongos usados en esta investigacion se crecieron en
medio de cultivo PDA durante siete dias. Se observo el crecimiento del hongo por el
anverso y reverso de la caja Petri, el color de las colonias, la forma. También, se
observaron las estructuras en el microscopio y se determinaron con base a las
caracteristicas descritas en las claves de Barnett y Hunter (1998) y los aislados de
Alternaria y Cladosporium fueron confirmados con las estructuras microscépicas de
los aislados del CESAVEG.

3.4 Preparacion del inoculo para la aplicacién en macetas

Se realizé una preparacion del inoculo tanto en agua destilada estéril como en aceite
mineral para determinar la viabilidad de las conidias y evaluar diferentes métodos de
inoculacion de las plantas. Con base a los resultados obtenidos se utilizara cualquiera

de las soluciones para la aplicacidon del inoculo en las plantas establecidas en macetas.

3.4.1 Solucién liquida

Con la ayuda de un asa bacteriolégica se raspo el micelio purificado de forma individual
de cada hongo crecido en las cajas de PDA, depositando las esporas en un vaso de
precipitado y agregando agua destilada para hacer un ajuste de 1X10° conidias por
mL-", esta concentracion se propuso para asegurar el desarrollo de la infeccion

ocasionada por el hongo sobre la planta (Martinez-Ruiz et al., 2020).

3.4.2 Solucidén en aceite
Las esporas raspadas de las cajas Petri fueron colocadas en aceite mineral. Para ello
se rasparon diez cajas de cada hongo y se mezclaron con 100 ml de aceite mineral

agregando 10 gotas de Twin 20 como dispersante.
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3.4.3 Conteo de inoculo en camara Neubauer o hemocitémetro

Se prepararon cajas con PDA para la siembra de los hongos utilizados los cuales
fueron crecidos durante 7 dias. Se esteriliz6 agua destilada (100 ml) en matraces
Erlenmeyer y se agregaron 10 gotas de Tween 20. A cada caja se le agregaron 2 ml
de agua y se procedido a raspa el micelio con una varilla de vidrio. Las esporas
colectadas se depositaron en los matraces con agua estéril. Estos se agitaron y fueron
filtradas en papel filtro Whatman. Enseguida se tomo una alicuota de 100 pl, parte de
ella fue depositada en la camara Neubauer y se dejo reposar por dos minutos para
que las conidias se sedimentaran. Enseguida se procedid al conteo en la cuadricula
que contiene 3 lineas como borde (16 cuadrados de la cuadricula central). En cada
cuadro se hizo el conteo y al final se sumo el numero de conidias, multiplicando por

10,000 para sacar el numero de conidias por ml.

3.5 Preparacion de los espacios para establecer las macetas
Las macetas se establecieron sobre tarimas de madera en diferentes ubicaciones tanto
en el anexo de piedra como en el area de vinculacién del ITESS, esto para evitar

contaminaciones cruzadas de los hongos.

3.5.1 Clasificacion de las plantas de acuerdo a los estados fenolégicos

Se realiz6 una clasificacion de las de acuerdo a la metodologia propuesta por Hack, et
at (1992). La escala extendida BBCH es un sistema para una codificacion uniforme de
identificacion fenoldgica de estadios de crecimiento para todas las especies de plantas
mono Y dicotiledéneas. El codigo decimal, se divide principalmente entre los estadios
de crecimiento principales y secundarios y esta basado en el bien conocido cédigo
desarrollado por ZADOKS et al. (1974) con la intenciéon de darle un mayor uso a las

claves fenoldgicas.
El ciclo de desarrollo de plantas mono y dicotiledoneas dividido en estadios de

desarrollo principales y secundarios y en estadios de desarrollo principales,

mesoestadios y secundarios. Los mesoestadios estan insertados entre los estadios
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principales y secundarios (Anexo 1.), los cuales se pueden ver en esquemas
modificados de Witzenberger (HACK et al., 1992).

3.5.2 Clasificacion de las lesiones de acuerdo a la incidencia de la enfermedad
También se utilizd otra escala de incidencia de la enfermedad. Como referencia se
utilizé la metodologia propuesta por Guzman-Plazona et at. (2011), la cual consiste
evaluar la enfermedad con base en las siguientes variables:

1) Incidencia, calculada como el porcentaje de hojas enfermas respecto al total de
hojas por planta;

2) Numero de lesiones por planta;

3) Severidad en cada hoja de la planta, calculada como el porcentaje de area foliar
danada;

4) severidad total en la planta, evaluada mediante la suma de la severidad observada
por hoja y dividida entre el total de hojas producidas por la planta en cada fecha de
evaluacion.

Se registraron la incidencia y severidad de hojas enfermas en las plantas inoculadas.

3.6 Inoculacion de las plantas

La inoculacién de las plantas se realizé de diferentes maneras, la primera asperjando
directamente sobre el follaje la concentracion de esporas de 1X10° conidias por mL""’
en agua destilada estéril. Para la suspension rociada se depositaron 100 ml del inoculo
en cada botella con aspersores para inocular las plantas. Se tomaron cinco macetas
de chile por hongo cuya fenologia se encontré en la etapa de crecimiento y desarrollo
(esto por ser mayormente susceptibles al ataque de las enfermedades), las cuales

fueron rociadas directamente sobre el follaje.
El segundo método de inoculacién se realizé frotando directamente con un hisopo

estéril esporas de caja Petri para que se pegaran las conidias en él y frotandolo en las

hojas de las plantas.
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La tercera inoculacion se realizé frotando directamente hojas enfermas sobre las hojas

sanas de las macetas.

La cuarta inoculacion se realizé con la ayuda de una hipodérmica, inyectando en las
hojas el hongo (esto solo se hizo para Phytophthora infestans) y finalmente se realizé
una quinta inoculacion, para ello se licuaron plantas enfermas y se asperjaron sobre

las macetas (solo este hongo, debido a que las plantas no podian ser infectadas).

3.7 Manejo agrondémico de las plantas

Las plantas tendran que ser manejadas de acuerdo a los requerimientos de riego,
nutricion, plagas, sobre todo de vectores de virosis que puedan afectar o interferir con
el proceso de infeccion del hongo o alguna enfermedad no prevista. Posteriormente al
establecimiento en las macetas se hizo uso de Fus-Out Inoculante de Tricoderma
harzianum cepa DM1 en una razén de 200 ml en dos litros de agua; igualmente se
utilizé Bacillius subtilis utilizando la razon anterior de igual manera. Se aplico 100 ml

por planta.

3.7.1 Aplicacién de nutricion a charolas y plantas de chile serrano

El manejo nutrimental del chile se realizé de acuerdo a los requerimientos de macro y
micronutrientes demandados por el cultivo y se utilizd la solucién nutritiva de Steiner
(1984). En la siguiente tabla se muestran los mg/L de macro y micronutrientes

requeridos para el desarrollo 6ptimo de las plantas de chile serrano.

Tabla 4. Requerimientos nutrimentales para chile serrano.

Nutrimento MgL-1

N 168
P 31
K 273
Ca 180
Mg 48
S 336
Fe 24
Cu 0.02
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Zn 0.11

Mn 0.62
B 0.44
Mo -

Fuente: (Steiner, 1984).

3.8 Variables evaluadas

Para poder determinar una mejor respuesta ante el algoritmo de la red neuronal, las
plantas fueron clasificadas segun su estadio, con la finalidad de poder determinar el
grado de infeccion dependiendo el desarrollo vegetativo de las plantas (se determiné
la altura de las plantas, variable requerida para la clasificacion fenoldgica) y también,

se registraron la incidencia y severidad de hojas enfermas (anteriormente descritas).

3.9 Identificacidn de las lesiones en las hojas para cada hongo inoculado

Se monitoreo el desarrollo de la infeccion para cada uno de los hongos, los cuales
iniciaron con capturas de imagenes desde que iniciaba la lesion hasta que aparecian
los signos finales. En los siguientes apartados se describe el desarrollo de los sintomas
por género inoculado.

La aparicion de decoloraciones cloroticas localizadas en las hojas, pueden ser muy
similares al inicio de la infeccion y se podrian confundir con Leveillula taurica, Alternaria

solani o Phytophthora infestans.

Figura 6. Lesiones cloréticas sobre hojas (Fuente propia).

1. Para el caso de cenicilla Leveillula taurica aparecen manchas amarillas que

después se tornan blanquecinas, la lesidn se observa tanto por el as como por
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el envés. Las temperaturas altas y clima seco favorecen el desarrollo de la

enfermedad (Longone et at., 2020).

Figura 7. Lesiones de cenicilla en chile (Fuente: propia).

2. Cladosporium fulvum solo se ha descrito enfermando solo a tomate, sin
embargo, se inoculé en chile para observar si existia algun sintoma que
incluyera mosaicos cloroticos o cualquier otro sintoma que no estuviese
descrito. Las lesiones de este hongo en tomate se tornan cloréticas por el haz
y en ocasiones se ve como vellos o pelos marrén por el envés de la hoja como

se aprecia en la figura 8.

Figura 8. Sintomas por el haz y el envés de las hojas en tomate (Solanum

lycopersicum) Fuente: (Universidad de Minesota, 2023).

3. Alternaria Solani provoca la aparicion de manchas pequefas de color verde a
marron oscuro en las hojas. Estas manchas se transforman en lesiones
angulares marron oscuro con una aureola amarilla y limitadas por las venas de

la hoja. Las lesiones se rompen con facilidad (Pefia, 2021).
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Figura 9. Lesiones de Alternaria solani.

4. Phytophthora infestans. Las lesiones, cuando son en las hojas, aparecen
manchas de forma irregular, que aumentan de tamano rapidamente tornandose
en color café, estas manchas cubren grandes areas de la hoja, posteriormente
se forma un moho blanquecino alrededor de la lesion de color café (Diakaki, M,
2018).

Figura 10. Lesiones de Phytophthora infestans (Fuente: propia).

3.10 Creacion de una base de datos con las imagenes clasificadas

El banco de imagenes se almaceno en una carpeta electronica, la cual se subdividio
en categorias de acuerdo a la clasificacién fenolégica y por nimero de planta. En la
primera etapa se creara la base de datos en el programa “Labeling” para el etiquetado

de las hojas enfermas.
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En la segunda etapa se aplicara un pre-procesamiento a las imagenes que consiste
en localizar la zona correspondiente al fondo de la imagen y asignarle el color negro

resaltando las hojas en cada muestra.

En la tercera etapa, se elaborara el disefio del sistema y de las interfaces graficas de
los sistemas web y movil. Ademas, se hace la mencion de las tecnologias, técnicas

empleadas y anotaciones correspondientes.

3.11 Captura de imagenes

La captura de las imagenes para que puedan ser utiles en un sistema de clasificacion
de imagenes, debe cumplir con algunas caracteristicas:

iluminacién. Debe haber la cantidad de luz necesaria para que se vean los colores,
las formas vy las texturas.

Reflejo de luz. Se debe tener cuidado que no salgan tomas con saturacion de luz.
Esto hace que se produzcan imagenes con una apariencia de blanco. Es importante
direccionar la luz para que este fenbmeno no ocurra.

El enfoque y zoom. Las imagenes deben estar enfocadas por lo que el zoom juega

un papel importante, este se debe ajustar para que las imagenes sean nitidas.

Para lograr obtener una buena toma se implementé un pequefio sistema de captura
de imagenes compuesto de una lampara ajustable en posicion y orientacion, una
raspberry con sistema operativo raspbian y una camara tilt-pan-zoom. El sistema de

captura se muestra en la figura 11.

38



Figura 11. Sistema de captura de imagenes. (Fuente propia).

Este sistema nos permitié ajustar la luz y el enfoque de la camara de forma que se
pudiese obtener tomas con diferente informacion. Para esto se ajustd la posicion-
orientacion de la lampara y el zoom-pan-tilt de la camara, dependiendo del tipo objeto

que se fotografié.

3.11.1 Etiquetado de lesiones aparentes en hojas de chile

Consistié en clasificar las lesiones aparentes en el follaje mediante las imagenes,
utilizando el programa Test tkinter canvas label. El programa consiste en elegir cada
imagen de la base de datos y a partir de la imagen seleccionada clasificar la hoja, para
obtener la clasificaciéon, se gener6 la sintomatologia de cada hongo fitopatégeno, asi
posteriormente seleccionar y recortar la hoja sana y danada, arrojando cada regién y
catalogarla a la clasificacién que pertenece en la base de datos electrénica, creando
dentro de ella un archivo de texto el cual contiene las caracteristicas de la seleccion,

la regidn y el etiquetado.

39



3.12 Configuracién del sistema de computo para IA

3.12.1 Instalacién de PyTorch

Para lograr entranar el altoritmo se tuvo que instalar el software PyTorch se debe ir al

link https://pytorch.org donde segun la configuracion que se tenga, se detecta

automaticamente y ejecuta para su instalacion. Como requisito es esencial que se

tenga instalado anaconda, manejador de librerias y versiones de python. Al momento
de escribir este documento, soporta CUDA 10.2 y CUDA 11.3 para tarjetas graficas
NVIDIA, asi como ROCm 4.5.2 (beta) para tarjetas graficas AMD.

PyTorch Build
Your OS
Package
Language

Compute Platform

Run this Command:

Stable (1.11.0) Preview (Nightly)

Linux Mac

Conda Pip

Python

eupAte2 000 cUBAN3

LTS (1.82)
Windows
LibTorch Source

C++/ Java

—

#F Mac0S Conda binaries are for x86_64 only, for M1 please use wheels
conda install pytorch torchvision torchaudio -c pytorch

Figura 12. Comando de instalacion para OSX.

Si se ejecuta esta comando aparecera algo como esto, donde solicitara la actualizacion

e instalacion de las librerias necesarias:

he following NEW packages will be INSTALLED:

Libuv pkgs/main/osx-64: : 1ibuv-1.40.0-haf1e3a3_0
ninja pkgs/main/osx-64: :ninja-1.10.2-py38haf@3e11 3
numpy-base pkgs/main/osx-64: :numpy-base-1.21.2-py38he@bd621_0

pytorch
torchaudio pytorch/osx-
torchvision pytorch/osx-

:torchvision-0.8.2-py38_cpu

he following packages will be UPDATED:

ca-certificates
conda
intel-openmp
libexx

mkl
mkl-service
mkl_fft
mk1_random
numexpr
numpy
openssl
scipy

Proceed ([yl/n)? y

2021.10.26-hecd8cbS_2 --> 2022.3.29-hecd8cbS_0
4.11.0-py38hecd8cbS_0 --> 4.12.0-py38hecd8cbS_0
-> 2021.4.0-hecd8cbS_3538
-> 12.0.0-h2f01273_0
2019.4-233 --> 2021.4.0-hecd8cbS_637
.3.0-py38hfbeg0sc -py38h9ed2024_0
.2.0-py38hc64fdea 0 --> 1.3.1-py38hdabdadb_0
.1.1-py38h959d312_0 --> 1.2.2-py38hb2faelb_0
.7.1-py38hced1a72_0 -~ 1-py38h2e5f0a9_0
.2-py38h4S6fdS5_0 --> 1.21.2-py38hdbddc7a_0
1.1.1m-hca72f7f_0 -- .1n-hca72f7f_0
.2-py38h2515648_0 -~ .3-py38h8c7af03_0

1.1

3
2
1
7
9
5

1.

Downloading and Extracting Packages

I 4.6 M8
|1 273 KB
| 23 K8

| 6.5 M8
| 334 KB
| 107 KB
| 45 KB

1 122 KB

R e L U )
L IR
I L e e I U

B R R S RS R LR R R RS A SR SRR AR RGN PR AR ARG R E G e g etanstizy | 100%
| BERERBRREOUBRERNEREANBEURBBER SRR UTRB B R RBBRRRB BB ROABRUCRORREROBREONBERNBBERNBRRRURARRRGHB R R RBRRRROSIRGN | 100%
R RRERRRSRRRE R R S S SRR R ER RS BB R R GRA RS B R RRR R SARR R R RR BN RS SRR E RS SRE SR EE | 100K
| BERRERURRECBHRRBLRURBRBURBERAUB BRGNS ARRARBRRBOBRRRUBBURBOBRRRBURUABLRRUNBERGUBERRURBURGUR SRRSO R R GRER AR EBAMY | 100K
| BEEBHRBEEBUBREBBRRERBRBNENBER AR B ABRERPRERBUBLEGHBBESBRBUEBRLREGHRELUBLRGUBLEARUBREGPRR R BB P R RGP LI RSB 2RERY | 100%

| BARRHSEARAREREZALRERYS

| gRpEgEEERRSEEEE

Figura 13. Instalacion de PyTorch.
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3.12.2 Probar el entorno de trabajo
Para conocer si se instalé correctamente pytorch o si esta instalado se utilizan los

siguientes comandos para Linux y OSX:

conda list | grep "torch"

y para Windows el siguiente comando

conda list | findstr "torch"

Donde se obtiene lo siguiente en el caso de OSX

py3.8.0  pytorch

py38  pytorch
py38_cpu  pytorch

Figura 14. Paquetes instalados de Pytorch usando conda.

Para verificar su funcionamiento y la version instalada usando Python se utiliza el

siguiente comando:

import torch

print(torch.__version_ )

3.12.3 Modulo de aprendizaje con PyTorch

Se esta utilizando la libreria PyTorch para la implementacion de los modulos de base
de aprendizaje, en la Figura 15 se muestra la clase del perceptron en PyThon. Sin
embargo, las redes neuronales convolucionales han sido e utilizadas exitosamente en
la clasificacion de imagenes, por lo que este momento se esta implementando este

tipo de redes.
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.eta
f.n_iter = n_iter
.random_state = random_state

fit(self, X, y):

rgen = np.random.RandomStat
W_ = rgen.nor

f.b_ = np.float

.errors_ = []

ip(X, y}:
.eta * (target
update * xi
update
int(update != @.0)
nd{errors)

Figura 15. Fragmento de cddigo.

3.12.4 Tarjeta grafica con Tensor Cores

Deep Learning es la técnica mas avanzada para clasificacion de imagenes, en el 2012
el sistema AlexNet gano el reto ImageNet Large Scale Visual Recognition Challenge
alcanzado porcentajes de clasificacion de humanos expertos, 93%. Para el disefio del
clasificador AlexNet utilizo redes neuronales convolucionales (CNN) como modelo
tedrico y para su implementacién empleo GPU’s en la etapa de entrenamiento. Las
CNN’s en su modelo ocupan operaciones con “tensores”, no existentes en las

unidades GPU’s pero que se pueden adacuar.

En el 2020 NVIDIA publicé la arquitectura GPU Ampere que implementa las
operaciones con tensores en hardware denominados Tensor Cores. En el caso de
AMD fue hasta este afio 2022 que present6 su hardware llamada Matrix Cores Units
para sus tarjetas RX 7000 sin embargo, no son operaciones Tensor. Dada la
naturaleza del proyecto, el presupuesto asignado, la solicitud de compra de materiales

y el compromiso de los entregables (disefio de un clasificador basado en Deep Leanig
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con procesadores IA, Tensor Cores) ante el TecNM, se considera la adquisicion de la
tarjeta GeForce RTX 3080Ti. El desarrollo de este proyecto es una de estas que
abonan al indicador, sin embargo, demandan el uso de técnicas y hardware

adecuados”.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencion de los aislados

Para la obtencion de los aislados se presentaron algunos inconvenientes, esto debido

a que los medios de cultivo utilizados para el crecimiento y la esporulacidén en un inicio,

no fueron los adecuados, ademas se observaron diferencias entre las temperaturas

que se evaluaron. Alternaria Solani y Cladosporium fulvum presentaron esporulacion

a los siete dias después de la siembra, mientras que Phytophthora infestans y

Leveillula taurica a los 10 dias. En la tabla 5, se observa el crecimiento de los hongos

incubados a diversas temperaturas que se probaron para propiciar la esporulacion.

Tabla 5. Porcentaje del crecimiento de cuatro hongos fitopatégenos a diferentes

temperaturas.

Porcentaje de llenado de cajas después de
la inoculacién (horas)

3
3

1

1
20
25

25

10
100
100

80

30
100
100

Temperaturas
Tratamientos +1°C 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Leveillula taurica en PDA 40 °C 0 O 0 O 1 3 3 3 3
Alternaria solani en PDA 40 °C 0 O 0 O 1 3 3 3 3
Cladosporium fulvum en
PDA 40 °C 0 O O 0 1 1 1 1 1
Phytophthora infestans en
PDA 40 °C 0 O O 0o 0 0o O o0 o
Leveillula taurica en PDA 35°C 0 O 0o 1 3 10 20 20 20
Alternaria solani en PDA 35°C 0 O 0o 1 3 10 15 20 25
Cladosporium fulvum en
PDA 35°C 0 O 0o 1 3 10 15 15 20
Phytophthora infestans en
PDA 35°C 0 O 0o 1 3 10 10 10 10
Leveillula taurica en PDA 26 °C 0 O 1 5 10 25 40 60 85
Alternaria solani en PDA 26 °C 0O O 1 5 10 30 50 70 90
Cladosporium fulvum en
PDA 26 °C 0 O 0o 1 5 15 40 50 60
Phytophthora infestans en
PDA 26 °C 0 O 0o 1 5 15 20 30 30
Leveillula taurica en PDA 22 °C 0 O 1 5 10 30 60 85 100
Alternaria solani en PDA 22 °C 0 O 1 5 10 30 60 85 100
Cladosporium fulvum en
PDA 22 °C 0 O 0O 3 10 30 40 60 80
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Phytophthora infestans en
PDA + Jugo V8 22 °C 0O 0 O 3 10 30 40 50 80 100

El crecimiento de Alternaria solani fue lento en temperaturas por encima de los 30 °C,
observando que las temperaturas adecuadas para este género oscilan en un rango de
22-26 °C. Para Cladosporium fulvum las temperaturas también correspondieron al
mismo rango que Alternaria solani y Leveillula taurica, mientras que para Phytophthora
infestans requiri6 de temperaturas mas bajas. Segun Erwin & Ribeiro (1996), la
temperatura minima para el crecimiento de Ph. infestans es de 4°C; la 6ptima, de 20
°C y la maxima, de 26 °C. Segun Sanchez (2018), los valores 6ptimos de temperatura
varian para cada especie, pero la mayoria de ellos pueden crecer en un rango de 20

a 25 °C. Este es un factor determinante para el desarrollo y la reproduccion.

En las figuras 16, 17, 18 y 19 se observa el desarrollo de los hongos crecidos en medio
de cultivo PDA y PDA V8 a una temperatura de 26°C a los 7 dias después de la

siembra.

Figura 16. Reproduccion de Alternaria solani a) Anverso y b) Revés (Imagen propia).
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Figura 17. Reproduccion de Cladosporium fulvum a) Anverso y b) Revés (Imagen
propia).

Figura 18. Reproduccion de Leveillula taurica a) Anverso y b) Revés (imagen propia).
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Figura 19. Reproduccion de Phytophthora infestans a) Anverso y b) Revés.

4.1.2 Confirmacién de los hongos re-aislados

Los hongos fueron reaislados de las hojas enfermas chile que fueron inoculadas con
Alternaria solani, Cladosporium fulvum, Leveillula taurica, Phytophthora infestans, para
la confirmacion de las estructuras. En las siguientes imagenes se muestran las

estructuras microscoépicas de los hongos obtenidos de las plantas inoculadas.

Figura 20. Estructura microscopica de Alternaria solani (Fuente: propia)
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Figura 22. Estructura microscopica de Leveillula taurica (Fuente: propia)

Figura 23. Estructura microscépica de Phytophthora infestans (Fuente: propia).
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4.2 Captura de imagenes de hongos crecidos en PDA para el entrenamiento del
algoritmo.

Los hongos se cultivan en cajas de Petri donde se coloca el hongo y este va creciendo
durante algunos dias. Una de las actividades marcadas en el proyecto es capturar
imagenes del crecimiento de los hongos. Para lograr realizar una buena captura de
imagen se debe ajustar la configuracién luz-pan-tilt-zoom. Para esto se tomaron como
referencia cuatro hongos ya crecidos con anterioridad y se realizaron diferentes tomas.
En las secuencias de fotos que presentadas los hongos estan colocados en el mismo
orden y bajo las mismas condiciones descritas. En la figura 24, se muestran las
imagenes capturadas con luz natural, a una distancia fija y con autoenfoque. Se puede
observar la imagen primera de izquierda a derecha esta saturada en luz, la segunda y
cuarta estan borrosas (la caja esta un poco desgastada) y en la tercera se aprecian

colores y texturas.

Figura 24.Tomas iniciales de referencia de las cajas Petri con hongos crecidos
Leveillula taurica, Phytophthora sp, Cladosporium fulvum y Alternaria solani.

Para determinar la mejor forma de tomar imagenes se consideraron diferentes
configuraciones. En la figura 24, las imagenes se capturaron con la lampara cercana
a una distancia de 80 centimetros, se puede observar las diferencias con las imagenes
de referencia figura 25, se aprecian mejor los colores y las texturas.
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Figura 25. Imagenes con la lampara cercana (Leveillula taurica, Phytophthora sp,
Cladosporium fulvum y Alternaria solani).

En la figura 26 ahora se presentan imagenes con la lampara alejada 2.5 metros, en
este caso a diferencia de las de referencia, los bordes de las cajas presentan
saturacién de luz (zonas que se ven blancas). Este puede ser no un problema ya que
por procesamiento de la imagen se puede recortar estas areas y dejar solo el contenido

de la caja.

Figura 26. Imagenes con lampara alejada (Leveillula taurica, Phytophthora sp,
Cladosporium fulvum y Alternaria solani).

Ahora se utilizé una caja tapada para concentrar la luz y con la lampara cercana (80
cm de la caja Petri), en la figura 27 se presentan las imagenes. En esta configuracion
se pierden los colores e igualmente se presenta saturacion en los bordes de las cajas.
Los algoritmos de aprendizaje ocupan que se tenga informacion variada y en el caso

de estas imagenes tomadas en diferentes las condiciones nos la proporcionan.
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BN
Figura 27. Imagenes de hongos con lampara cercana y con caja tapada (Leveillula
taurica, Phytophthora sp, Cladosporium fulvum y Alternaria solani).

De las condiciones de la secuencia anterior lo unico que se cambid ahora, fue alejar la
fuente de luz, las imagenes que se obtienen se muestran en la figura 28. Si las
comparamos visualmente con las primeras tomas estas parecieran ser muy diferentes

la vista.

A
PR
Figura 28. Imagenes de hongos con ldmpara alejada y con caja tapada (Leveillula
taurica, Phytophthora sp, Cladosporium fulvum 'y Alternaria solani).

En las dos secuencias de los hongos, se procedioé a colocarlos dentro de una caja,

pero sin tapa y con la lampara cercana y alejada, respectivamente la figura 29 y figura

Figura 29. Secuencia tomada en una caja y con lampara cercana (Leveillula taurica,
Phytophthora sp, Cladosporium fulvum y Alternaria solani).
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Phytophthora sp, Cladosporium fulvum y Alternaria solani).

4.3 Evaluacion de diferentes métodos de inoculacién

Se evaluaron diferentes métodos de inoculacién de las plantas para determinar cual
seria el indicado en relacion del método y las horas posteriores a la inoculacién. Los
resultados se muestran en la tabla 6 donde el signo (+) indica el desarrollo de sintomas

en la planta.

Tabla 6. Comparacion de diferentes métodos de inoculacién de hongos fitopatégenos
en macetas de chile serrano.

Porcentaje Inoculaciéon de plantas +/-

Tratamientos 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Aspersion de Leveillula taurica en
agua 1X10° en chile - - - - - -+ o+ 4+
Aspersion de Alternaria solani 1X10°
en chile - = - = - - - + + +

Aspersion de Cladosporium fulvum

1X10° en chile - - - - . - - - - -
Aspersion de Phytophthora infestans

1X10° en chile - - - - . - - - - -
Inoculacién con frotado de hisopo

directamente de caja de Leveillula

taurica en chile - - - - - - - - + +
Inoculacién con frotado de hisopo

directamente de caja de Alternaria

solani en chile - - - - . - - - + +
Inoculacién con frotado de hisopo

directamente de caja de Cladosporium

fulvum en chile - - - - - - - - + +
Inoculacién con frotado de hisopo

directamente de caja de Phytophthora

infestans en chile - - - - - - - - - -
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Frotando hojas enfermas de Leveillula

taurica sobre las hojas sanas de chile - - - - - - - - + +
Frotando hojas enfermas de Alternaria
solani sobre las hojas sanas de chile - - = = - - - - + +

Frotando hojas enfermas de

Cladosporium fulvum sobre las hojas

sanas de chile - = = - - - - - - -
Frotando hojas enfermas de

Phytophthora infestans sobre las

hojas sanas de chile - - = = - - - - - -
Inyeccion de esporas de Leveillula

taurica 1X10° en chile - - - - - - + o+ o+ o+
Inyeccion de esporas de Alternaria
solani 1X10° en chile - - - - - + + + +

Inyeccion de esporas de

Cladosporium fulvum 1X10° en chile - - - - - - - - - -
Inyeccion de esporas de Phytophthora

infestans 1X10° en chile - - - - - - - - -

Los tratamientos de inoculacion para chile serrano no tuvieron tanto éxito. Leveillula
taurica y Alternaria solani presentaron infeccion positiva a los 8 dias posteriores a la
inoculacioén por aspersion de conidias. Para los otros dos hongos no existio infeccion.
Para el frotado de hisopo solo L. taurica, C. fulvum y A. solani presentaron infeccion a
los 9 dias a una concentracion de 1X109. En frotado de hojas en chile L. taurica y A.
solani, mostraron signos de infeccion al 9 dia. De forma similar estos mismos hongos
presentaron infeccidon en las plantas al octavo dia cuando fueron inyectadas las
esporas sobre las hojas. Cabe mencionar que las temperaturas del ambiente fueron
de 34-37 °C.

4.3.1 Clasificacion de las plantas de acuerdo a escala BBCH
El crecimiento de las plantas se clasifico de acuerdo a lo reportado por Hack, et at
(1992). En esta investigacién se determinaron las etapas por estadio, arrojando los
siguientes tratamientos para Alternaria solani, Cladosporium fulvum, Leveillula Taurica
y Phytophthora infestans, dando un total de veinte plantas.

T=H+D+C
T1R2= L. Taurica + 109 + chile
T1R3= L. Taurica + 111 + chile
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T1R4= L. Taurica + 515 + chile
T1R5= L. Taurica + 613 + chile
T2R1= A. solani + 105 + chile
T2R2= A. solani + 109 + chile
T2R3= A. solani + 111+ chile
T2R4= A. solani + 515 + chile
T2R5= A. solani + 613 + chile
T3R1= C. fulvum + 105 + chile
T3R2= C. fulvum + 109 + chile
T3R3= C. fulvum + 111 + chile
T3R4= C. fulvum + 515 + chile
T3R5= C. fulvum + 613 + chile
T4R1= P. infestans + 105 + chile
T4R2= P. infestans + 109 + chile
T4R3= P. infestans + 111 + chile
T4R4= P. infestans + 515 + chile
T4R5= P. infestans + 613 + chile
Donde:

T= tratamiento

R= repeticion

H= hongo

D= clasificacion fenologia de la planta (estadio)

C= cultivo

4.3.2 Inoculacion del hongo entomopatégeno

De acuerdo a las inoculaciones se depositaron 100 ml del inoculo en cada botella con
aspersores para inocularlo en cada una de las plantas. Tomando cinco macetas de
chile por hongo cuya fenologia se clasificd de acuerdo a las etapas de crecimiento. Se
obtuvieron cuatro plantas en el estadio 105, 109, 111, 515 y 613, de las cuales se

dividieron en grupos de cuatro con cada uno de los estadios clasificados (tabla 7),
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inoculando cinco plantas con cada uno de los estadios con los cuatro hongos

fitopatégenos.

Donde:

A= Alternaria solani

C= Cladosporium fulvum

L= Leveillula Taurica

P= Phytophthora infestans

Tabla 7. Inoculacion por estadio de plantas y agente fitopatégeno.

ESTADIO

Numero Fecha de 105 109 111 515 613
de planta inoculaciéon
Planta 1A 14-06-2023 X
Planta 2A  14-06-2023 X
Planta 3A  14-06-2023 X
Planta 4A  14-06-2023 X
Planta 5A  14-06-2023 X
Planta1C 14-06-2023 X
Planta 2C  14-06-2023 X
Planta 3C  14-06-2023 X
Planta 4C  14-06-2023 X
Planta 5C  14-06-2023 X
Planta1L  14-06-2023 X
Planta 2L  14-06-2023 X
Planta 3L  14-06-2023 X
Planta 4L  14-06-2023 X
Planta 5L  14-06-2023 X
Planta 1P  14-06-2023 X
Planta 2P  14-06-2023 X
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Planta 3P 14-06-2023 X
Planta 4P  14-06-2023 X
Planta 5P  14-06-2023 X

4.4 Captura de imagenes

4.4.1 Monta del sistema para la captura de imagenes

Se usé un perfil de aluminio de 1.5 pulgadas x 95 cm de largo esta como base para
una camara full HD de 1080 pixeles, esta estructura fue montada en una mesa 1m x
65cm, en la cual también se montd una lampara para la iluminacion. Para el
almacenamiento se utilizé una computadora con un procesador Intel(R) Celeron(R)
N4100 CPU @ 1.10GHz 1.10 GHz, memoria RAM de 8Gb y un sistema operativo
Windows 10. Utilizando un lenguaje de programacion Python para usar la interfaz de
la toma de imagenes y el CMD (Simbolo del sistema) para la ejecucion del codigo
Python.

4.4.2 Captura de imagenes

Las capturas duraron 25 dias, las cuales fueron almacenadas en la base de datos del
programa y posteriormente se clasificaron de acuerdo a las lesiones que presentaban.
Fueron capturadas cinco fotografias de cada una de las plantas por hongo y estadio,
obteniendo veinticinco fotografias por tratamiento, obteniéndose un total de cien fotos
por dia. En la tabla 8. Se muestran los resultados de la clasificaciéon por estadios,

numero de plantas, fecha de inoculacién y captura y numero de la imagen.

Tabla 8. Ejemplo de registro de fotos almacenada en la base de datos.

N° de Estadio Especie Fecha de Fecha de N° de

planta fenoldgico inoculada inoculacion imagen fotos
1A 105 A. solani 14-06-23 15-06-23 5
2A 109 A. solani 14-06-23 15-06-23 5
3A 201 A. solani 14-06-23 15-06-23 5
4A 515 A. solani 14-06-23 15-06-23 5
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5A 613 C. fulvum 14-06-23 15-06-23 5
1C 105 C. fulvum 14-06-23 15-06-23 5
2C 109 C. fulvum 14-06-23 15-06-23 5
3C 201 C. fulvum 14-06-23 15-06-23 5
4C 515 C. fulvum 14-06-23 15-06-23 5
5C 613 C. fulvum 14-06-23 15-06-23 5
1L 105 L. taurica 14-06-23 15-06-23 5
2L 109 L. taurica 14-06-23 15-06-23 5
3L 201 L. taurica 14-06-23 15-06-23 5
4L 505 L. taurica 14-06-23 15-06-23 5
5L 613 L. taurica 14-06-23 15-06-23 5
1P 105 P. infestans 14-06-23 15-06-23 5
2P 109 P. infestans 14-06-23 15-06-23 5
3P 201 P. infestans 14-06-23 15-06-23 5
4P 515 P. infestans 14-06-23 15-06-23 5
5P 613 P. infestans 14-06-23 15-06-23 5

En esta seccidén se muestra la toma de secuencias de imagenes para plantas de chile
serrano var. Camino Real F1. Esta variabilidad se puede capturar tomando diferentes

angulos de estas plantas y sobre diferentes dias. En un ambiente no controlado se

pueden tomar fotos como las que se muestran en la figura 31.

Figura 31. Muestra la planta1 sana, con diferentes estadios en ambiente no
controlado.
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En las secuencias de imagenes que se muestran en la figura 32, se le tomaron a la
planta 1 en dias distintos para observar el desarrollo de la enfermedad durante el

transcurso del estado fenoldgico (105, 206, 206) y los dias (15, 28 junio y 02 de julio-

23) a partir de la inoculacion de Alternaria solani.

Figura 32. Planta 1, imagenes tomadas en 3 dias distintos, después de la inoculacion
con Alternaria solani.

En las secuencias de imagenes que se muestran en la figura 33, se le tomaron a la
planta 5 en dias distintos para observar el desarrollo de la enfermedad durante el
transcurso del estado fenolégico (613, 619, 907) y los dias (15, 21 y 26-de junio-23) a

partir de la inoculacion de Cladosporium fulvum.

Figura 33. Planta 5, imagenes tomadas en 3 dias distintos, después de la inoculacién
con Cladosporium fulvum.

En las secuencias de imagenes que se muestran en las figuras 34, se le tomaron a la
planta 1 en dias distintos para observar el desarrollo de la enfermedad durante el
transcurso del estado fenolégico (105, 202, 704) y los dias (15, 21 y 08-de julio-23) a

partir de la inoculaciéon de Leveillula taurica.

58



Figura 34. Planta 2, imagenes tomadas en 3 dias distintos, después de la inoculacion
con Leveillula taurica.

En las secuencias de imagenes que se muestran en la figura 35, se le tomaron a la
planta 5 en dias distintos para observar el desarrollo de la enfermedad durante el
transcurso del estado fenolégico (613, 706, 707) y los dias (15 julio, 02 y 10 de julio-

23) a partir de la inoculacion de Phytophthora infestans.
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Figura 35. Planta 5, imagenes tomadas en 3 dias distintos, después de la inoculacion
con Phytophthora infestans.

4.4.3 Clasificacion de las plantas de chile en el software
Después de la secuencia de captura de imagenes se procede a clasificar las hojas
enfermas a partir de la clasificacion sintomatologica que presentaron las plantas a

través del tiempo en base al hongo inoculado.

Los resultados de la clasificacion etiquetado, almacenamiento y procesamiento se

muestran en la figura 36 y 37, observandose el software en accion.
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& TecNM-ITESS 2022-2023 labeling - a
Mouse Click: (120, 242)Cursor Point: (262, 337)
2. Seleccionar foto 3 etiquetar
Etiquetando> C+/Devel_TecNM_plantas/Capturaimagenes/Chile/. Planta_3A/planta3_Alternaria_10-07-2023_imagen04.jpg
3. Seleccione REGION: click y arrastre

Hoja sana —

4, Agregar etiqueta

5. Guardar region

Figura 36. Programa Test tkinter canvas label para la clasificacion.

| planta1_Alternaria_10-07-2023_imagen04: Bloc de notas

Archivo Edicion Formato Ver Ayuda
filename:DBASE/Chile/Alternaria/Planta_1A/plantal__Alternaria_10-07-2023_imagene4.jpg
label:Marchitez

region:168 22 296 132

filename:DBASE/Chile/Alternaria/Planta_1A/plantal__ Alternaria_18-87-2023_imagened4.jpg
label:Marchitez

region:247 293 408 453
filename:DBASE/Chile/Alternaria/Planta_1A/plantal__Alternaria_10-87-2023_imagene4.jpg
label:Marchitez

region:105 364 215 447
filename:DBASE/Chile/Alternaria/Planta_1A/plantal__Alternaria_10-87-2023_imagene4.jpg
label:Marchitez

region:98 294 252 358
filename:DBASE/Chile/Alternaria/Planta_1A/plantal__Alternaria_10-07-2023_imagene4.jpg
label:Marchitez

region:67 113 172 228
filename:DBASE/Chile/Alternaria/Planta_1A/plantal__Alternaria_10-07-2023_imagen@4.jpg
label:Fondo

region:35 224 97 269
filename:DBASE/Chile/Alternaria/Planta_1A/plantal__Alternaria_10-07-2023_imagene4.jpg
label:Fondo

region:87 269 146 303

filename:DBASE/Chile/Alternaria/Planta_1A/plantal__ Alternaria_18-87-2023_imagened4.jpg
label:Fondo

region:274 251 339 300

Figura 37. Archivo de texto con las caracteristicas de la seleccion de imagen.



Para la red neuronal profunda donde se tiene una capa de entrada, algunas capas
ocultas y una capa de salida, se entrené utilizando el algoritmo de retro propagacion
para clasificacion de imagenes. Sin embargo, tiene, algunas dificultades en la
deteccion correcta en los siguientes casos:

e Silaimagen de prueba de ha desplazado un poco,

e Silaimagen de prueba tiene al objeto rotado,

e Silaimagen de prueba tiene al objeto escalado,

e Sila imagen de prueba tiene diferentes tonalidades, diferentes condiciones de

iluminacién a como fue tomada la foto,

e Cualquier combinacion de las anteriores.

Para solventar el problema anterior, las redes neuronales convolucionales CNN entran
a juego donde se crean capas adicionales que sirven de filtros para considerar las
dificultades con las que se encuentran las redes de aprendizaje profundo. Se debe
considerar algunos conceptos como paso (stride), relleno (padding) y puesta en comun
(pooling) al momento de crear los diferentes filtros. El paso se refiere a cuanto se
desplaza la operacion de convolucion, relleno se refiere a completar los datos de los
bordes para que sean considerados y la puesta en comun se refiere a reducir
dimension de los datos. Por lo que la red, se configuré en dos partes:

1) aprendizaje de extraccion de caracteristicas (filtros y puesta en comun) y

2) clasificacidon de caracteristicas.

Cuando se desea detectar multiples objetos dentro de una imagen se utiliza R-CNN
que es una Region-based Convolutional Neural Network. Region-based. Para entrenar
el modelo de deteccidn de regiones enfermas presentes en follaje, se obtuvo a partir
de los siguientes pasos:

1. Definiendo los datos de referencia que contiene las etiquetas en una regidn
rectangular y las clases a las que pertenecen las diferentes hojas y a sus grados de
lesion. Para este caso se cred una base de datos previamente y su etiquetado se
realizd manualmente, se cuenta con aproximadamente 2000 imagenes por planta y
etiquetando 5 regiones en diferentes categorias de enfermedad. Teniendo por plante
cerca de 10 000 regiones.
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2. Integrar los mecanismos que escanean la imagen para identificar regiones
propuestas que son muy probables a contener objetos. Una de estas técnicas se llama
“selective search” que crea combinaciones de entrada-salida, donde la entrada y salida
de la imagen son regiones rectangulares en una imagen dada y sus correspondientes
clases. Por ejemplo, en una imagen se tiene una region definida y etiquetada,
alrededor de esta localizacion se crean diferentes regiones etiquetadas segun la
referencia.

3. Crear las variantes de clases objetivo usando la métrica loU, que corresponde al
area de interseccion entre las diferentes regiones propuestas generados en el punto.
Esto tiene como objetivo considerar desplazamientos y escalamientos.

4. Crear la regidn rectangular variante desplazada para hacer correccion en la
localizacion de la region propuesta del segundo paso.

5. Construir un modelo que predice la clase de objeto (grado de enfermedad en el
follaje) junto con la regidon rectangular desplazada, donde se encuentra la region
propuesta. El modelo consiste en que todas las regiones de interés tengan el mismo
tamano, usar la red VGG16 or ResNet50 y extraer las caracteristicas del modelo
completamente conectado.

6. Finalmente medir la exactitud de la detecciéon de la regidon enferma usando la
precision promedio (mAP), esto se realiza calculando la relacion entre el numero de

positivos y la suma de positivos y negativos.

4.5 Discusion

En esta investigacion se logré obtener los aislados de Leveillula taurica, Alternaria
solani, Cladosporium fulvum y Phytophthora infestans con éxito, con un crecimiento de
acuerdo a diversas temperaturas y en medios de cultivo semisintéticos (PDA), la
temperatura éptima para su crecimiento va de un rango de 22- 26°C a 72 horas

después de la siembra.

Los hongos, al igual que otras formas vivientes, se pueden agrupar dependiendo de

los intervalos de temperatura en que se desarrollan. La mayoria de los hongos son
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mesdfilos, es decir, pueden crecer entre 10 a 40 °C, con un intervalo de crecimiento
optimo entre 25 y 30 °C, por lo que pueden crecer en una gran variedad de ambientes
naturales, asi como en condiciones de laboratorio. Por el contrario, las especies
psicrofilas no pueden crecer a temperaturas mayores de 20 °C, ya que su crecimiento
optimo es entre 0 y 15 °C Mata et al. (2012).

De acuerdo a los resultados obtenidos y a los datos analizados en investigaciones
anteriores, para lograr el desarrollo y reproduccion de las diferentes especies
fitopatégenas, los medios de cultivo deben reunir caracteristicas especiales, tomando
en cuenta los factores de nutrientes, humedad, temperatura, ph, luz y asepsia. Segun
Sanchez (2018), los valores 6ptimos de temperatura varian para cada especie, pero la
mayoria de ellas pueden crecer en un rango de 20 a 25 °C. Este es un factor

determinante para el desarrollo y la reproduccion.

Mientras que A. Wirth et at. (2019), concluyen que los hongos se desarrollan cuando
la combinacién de temperatura y humedad excede las curvas limite de crecimiento.
Por lo tanto, para garantizar el crecimiento de hongos fitopatégenos, el contenido de
humedad debe ser alto, alrededor del 94-96%, y la temperatura puede variar entre 10
y 40°C.

En los experimentos de la evaluacion de los diferentes métodos de inoculacion de
Leveillula taurica, Alternari solani, Cladosporium fulvum 'y Phytophthora infestans, no
se tuvo éxito con cada uno de ellos, ya que a través de hisopo a +/- 216 y 240 solo
resulto ser efectivo para los tres primeros, mientras que para Phytophthora infestans,
el método con efectividad es a través de otro tipo de inoculacion, en la cual se licuaron
hojas enfermas infectadas para realizar su aspersion, ya que ninguna de las

inoculaciones anteriores funciono para este hongo fitopatégeno.

Para inducir el inoculo, es necesario tomar parte del patégeno, el indculo pueden ser
los fragmentos del micelio, las esporas o los esclerocios (masas compactas de
micelio), para que este se haga presente y comience el desarrollo de los sintomas de
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la enfermedad, mientras sea un método de inoculacion eficiente, ya que los métodos
de inoculacion artificial permiten observar variabilidad en los periodos de incubacion y
de latencia, el proceso de colonizacién, el mecanismo de patogénesis, edad optima de
susceptibilidad al agente causante de la enfermedad y optimizacion de tiempo Agrios
(2005).

Donde Garcia et al. (2018) en base a los métodos de inoculacion utilizados indico
diferencias estadisticas altamente significativas (P<0,001), en la incidencia de la
enfermedad acumulada a 50 dias después de la inoculacion, reflejando un 100% de
efectividad en los métodos de cribado en tubos de ensayo modificado y la incisiéon en
el tallo, destacando que por el método de inyeccién fue relativamente baja del 30% de

incidencia.

Los métodos de inoculacién semejantes con Ortega-Centeno et al. (2010), fueron por
suspension, contacto y transferencia, sus resultados de evaluacion de los diferentes
métodos de inoculacion de U. transversalis en condiciones de laboratorio, no se tuvo
éxito en lograr la infeccion en los segmentos de hojas de gladiolo. Por lo cual, es
importante considerar la especie fitopatdgena ya que influye en los métodos de

inoculacion al igual que el tipo de cultivo.

Por lo que en este experimento funcionaron tres los cuatro métodos establecidos en
relacion hongo/cultivo, realizando una modificacién del método de aspersion para

Phytophthora infestans, de acuerdo a lo mencionado en el método.

Respecto a la clasificacion en las investigaciones reportan que una correcta
adquisicidn de las imagenes se adquiere mediante etapas para que el proceso de
reconocimiento tenga éxito, para lo cual existen multiples factores que deben
considerarse en el disefio de una captura adecuada como la camara, ordenador,
software, asi como la iluminacion, fondo y la posicién de la camara. Por secuencia el

preprocesamiento, la segmentacion, representacién y finalmente la etapa de
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reconocimiento y descripcion, son las etapas sugeridas para que el procesamiento de

imagenes tenga éxito Martinez, (2021).

De acuerdo a la clasificacion de imagenes obtenidas por medio del procesamiento del
programa Test tkinter canvas label, en conjunto con Region-based Convolutional
Neural Network R-CNN arrojé como resultado el reconocimiento con buena precision
e interpretacion de la sintomatologia presente en las hojas, sin necesidad de
implementar colorimetria para su reconocimiento. Esto por medio de la secuencia de
imagenes tomadas a partir del dia de inoculaciéon para obtener clasificacion desde

hojas sanas hasta hojas con la presencia del hongo.

En el trabajo de Galarraga (2017), la precisién de la clasificacion tiene porcentajes
altos y sin mucha diferencia entre los diferentes conjuntos de datos. Debido a la
existencia de elementos extras y fondo en las imagenes, se aplico la técnica del indice
de exceso de rojos (ExGR), también se experimentd con la version en escala de grises,
para que las redes neuronales convulsidénales aprendieran los patrones caracteristicos
correctos, para determinar las enfermedades de las plantas. Por lo cual, no existe
ninguna ventaja en realizar un procesamiento de imagenes en escala de grises o
binarias sobre el conjunto de datos, debido a que las CNN realizan una extraccién de

caracteristicas propias.

Para el entrenamiento de la red neuronal profunda, se utilizé el algoritmo de retro
propagacion para clasificacién de imagenes; las redes entran en juego a partir de CNN
convolucionales, donde se crearon capas adicionales que sirven de filtros para
considerar las dificultades con las que se encuentran las redes de aprendizaje
profundo, para obtener una mejor detencion se utiliza R-CNN la cual permite detectar
multiples objetos dentro de una imagen y asi poder medir la exactitud de la deteccion
de la regién enferma usando la precision promedio (mAP), esto se realiza calculando

la relacidn entre el numero de positivos y la suma de positivos y negativos.
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Una red neuronal consta de miles o incluso millones de nodos de procesamiento
simples que estan densamente interconectados. La mayoria de las redes neuronales
actuales estan organizadas en capas de nodos, en las cuales los datos se mueven a
través de ellas en una sola direccion. Un nodo individual puede estar conectado a
varios nodos en la capa debajo de él, desde donde recibe datos, y a varios nodos en
la capa superior, a los que envia datos (Lozada-Portilla, 2021). Es decir, aprende
desde las capas inferiores e informa a las capas superiores, donde igual se aprende y
se envia retroalimentacién a la capa inferior en un proceso continuo hasta que se
alcanza una condicion de desempefio oOptima, lo cual indica que se tiene alta

confiabilidad en la prediccion realizada de acuerdo a Espinoza, (2021).

De acuerdo a los resultados arrojados por Erazo, (2020), éste aplico el algoritmo
utilizando imagenes etiquetadas correctamente que luego serian utilizadas para
entrenar la red neuronal, como imagenes de prueba, para asi probar la red antes de
ser entrenada y después de dicho entrenamiento, con el objetivo de comparar el
desempefio con aprendizaje previo. Después del entrenamiento, se aplico el algoritmo
a 60 imagenes de prueba, para que la red neuronal decidiera clasificar a las imagenes
con la etiqueta adecuada, de acuerdo con los pesos obtenidos en el entrenamiento.
Se obtuvo que la en la totalidad de los casos la red neuronal consiguid identificar
correctamente a las imagenes de acuerdo con su categoria. De acuerdo al trabajo

realizado, fueron usadas mas de 60 imagenes, lo que concuerda con Erazo (2020).

Mientras que en trabajo de Huerta-Mora (2020), su funcion del tiempo de
procesamiento que le tomd6 a cada red neuronal convolucional de llevar a cabo el
proceso de clasificacion, MobileNetV2 mostré el mejor desempefio al tomarse el
menor tiempo gracias a su menor cantidad de parametros, lo que significa una mejor
eficiencia ya que al igual que esta investigacion se usé R-CNN, sefialando que su
desventaja en las medidas estadisticas no es significativa en comparacion con los
resultados de las otras convolutional neural netwoks, por lo que podria considerarse
sacrificar una mayor disminucién en la precision a cambio de wuna mayor

eficiencia de procesamiento.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones
No todos los hongos crecen en el mismo medio de cultivo y temperatura cada uno

requiere de temperaturas ideales y medios de cultivos selectivos.

Las formas de inoculacion de las plantas mostraron que a través de hisopo y la

hipodérmica, las plantas pueden ser infectadas con una mayor efectividad.

La inoculaciéon de chile mostro que solamente tres de los hongos pudieron ser

infectados en las plantas Leveillula taurica, Cladosporium fulvum y Alternaria solani.

El reaislamiento de los hongos mostro la especie correcta para la inoculacion en la

planta.

Los disefios de software que se crearon durante esta investigacion, son de gran

utilidad para capturar, almacenar y clasificar las enfermedades fungicas del follaje.

Se cred un dataset de plantas enfermas por regiones que puede ser utilizado para
sistemas de deteccion de enfermedades. El protocolo de captura de imagenes y
etiquetado se puede replicar para que esta base de datos crezca en la cantidad de
plantas y hongos analizados. También, se diseidé una red R-CNN basada en
aprendizaje profundo que con los datos que se obtuvieron se entrend, llegando a un

85% de clasificacion correcta.

Para mejorar el grado de clasificacion se puede realizar ajustando los hiperparametros
de la red o generar mas datos para entrenamiento. En ambos casos, la capacidad
computacional requerida se incrementa. A manera de referencia el modelo de red R-
CNN que se implementé utiliza el modelo de referencia Visual Geometry Group VGG

que cuenta con 120 millones de parametros a entrenar.
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5.2 Recomendaciones
Se observé que es preferible utilizar plantas dentro de un invernadero que plantas en
maceta, ya que en un ambiente controlado (invernadero) las condiciones son optimas

y reales a las que se presentan en campo.

Para futuros analisis con esta técnica de Deep Learning se propone que se tomen las

capturas directamente en invernadero.
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CAPITULO VII. ANEXOS

Anexo 1. Escala de Clasificacion fenoldgica de especies mono y dicotiledéneas
cultivadas. Escala BBCH extendida de Hack et al. (1992).

Estadio principal 1.

Desarrollo de las hojas (tallo principal)

100
101

102
103
10.

109

Estadio principal 2.

Cotiledones, desplegados completamente

La 1a hoja verdadera del tallo principal, desplegada
completamente.

La 2a hoja verdadera del tallo principal, desplegada.
La 3a hoja verdadera del tallo principal, desplegada.
Los estadios continuan hasta...

9 o0 mas hojas del, tallo principal, desplegadas.

Formacion de brotes laterales

201
202
203
20.
209
221
22.
229
231
23.
2NX

Estadio principal 5.

1er brote apical lateral primario, visible

2° brote apical lateral primario, visible
3er brote apical lateral primario, visible
Los estadios continuan hasta...

9 0 mas brotes apicales laterales, visibles
1er brote apical lateral secundario, visible
Los estadios continuan hasta...

90 brote apical lateral secundario, visible
1er bote apical lateral terciario, visible
Los estadios continuan hasta...

X brote apical lateral N-orden, visible

Aparicion del érgano floral

501

502

503

1a inflorescencia, visible (1er. boton erecto)

1er. botdn floral, visible

2a inflorescencia, visible (1er. boton erecto) 20
boton floral, visible

3a inflorescencia, visible (1er. boton erecto) 3o

botdn floral, visible
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50.
509

510

51.
519

Estadio principal 6.

Los estadios continuan hasta ...

9 o0 mas inflorescencias, visibles (codigo 2 digitos)
9 a inflorescencia, visible (1er. boton erecto) (codigo
3 digitos)

9 o mas boténes florales, ya visibles (codigo 2
digitos)

90 botdn floral, visible (cédigo 3 digitos)

10a inflorescencia, visible (1er. botdén erecto)
(codigo 3 digitos)

100 botdn floral, visible

Estadios continuan hasta ...

19a inflorescencia, visible (1er. botdén erecto)
(codigo 3 digitos)

190 botdn floral, visible

Floracion

601

602

603

60.
609

610

61.
619

1a inflorescencia: 1a flor abierta

1a flor abierta

2a inflorescencia: 1a flor abierta

2a flor abierta

3a inflorescencia: 1a flor abierta

3a flor abierta

Los estadios continuan hasta ...

9 o mas inflorescencias con flores abiertas (cédigo
2 digitos)

9a inflorescencia: 1a flor abierta (codigo 3 digitos) 9
o mas flores abiertas (cédigo 2 digitos)

9a flor abierta

10a inflorescencia: 1a flor abierta

10a flor abierta

Los estadios continuan hasta ...

19a inflorescencia: 1a flor abierta
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Estadio principal 7.

701

702

703

70.
709

710

71.

719

Estadio principal 8.

19a flor abierta

Formacién del fruto

1er pomo de frutos: 1er. fruto alcanza el tamafo
tipico

1er fruto alcanza la forma y el tamafio tipico

20 pomo de frutos: 1er. fruto alcanza el tamano
tipico

El 20 fruto alcanza la forma y el tamafo tipico

3er pomo de frutos: 1er. fruto alcanza el tamano
tipico

El 3er fruto alcanza la forma y el tamafio tipico

Los estadios continuan hasta ...

9 0o mas pomos de frutos, con frutos de tamano tipico
(codigo 2 digitos)

90 pomo de frutos: 1er. fruto alcanza el tamafo
tipico

100 pomo de frutos: 1er. fruto alcanza el tamano
tipico

El 100 fruto alcanza la forma y el tamano tipico
(codigo 3 digitos)

9 o mas frutos alcanzan la forma y el tamano tipicos
(codigo 2digitos)

El 9o fruto alcanza la forma y tamafio tipicos (codigo
3 digitos)

Estadios continuan hasta

190 pomo de frutos: 1er. fruto alcanza el tamano
tipico

El 190 fruto alcanza la forma y el tamafio tipico

Maduracion de frutos y semillas

801

El 10% de los frutos muestra el color tipico de

madurez
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802 El 20% de los frutos muestra el color tipico de

madurez

803 El 30% de los frutos muestra el color tipico de
madurez

804 El 40% de los frutos muestra el color tipico de
madurez

805 El 50% de los frutos muestra el color tipico de
madurez

806 El 60% de los frutos muestra el color tipico de
madurez

807 El 70% de los frutos muestra el color tipico de
madurez

808 El 80% de los frutos muestra el color tipico de
madurez

809 Madurez completa: los frutos tienen el color tipico de
madurez

Estadio principal 9. Senescencia

907 Plantas, muertas

909 Partes cosechadas

Anexo 2. Germinacion de semillas.
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Anexo 3. Trasplante.
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Anexo 5. Preparacion de medio de cultivo.
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Anexo 7. Purificaciéon del hongo fitopatégeno.
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Anexo 11. Clasificacion por estado fenolégico.
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Anexo 14. Creacion de base de datos de las imagenes.

Carpetas Nombre

I  Alternaria g I3 Cladosporium_fulvum : B3 Leveillula_Taurica

I3 Phytophthora_infestans

Carpetas Nombre
B Planta1A : B Planta_2A : B rlanta_3A
B3 Planta_4A : I3 Planta_5A

Anexo 15. Captura de imagenes.

Anexo 16. Lesiones en hojas por cada hongo fitopatégeno.

A
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Anexo 17. Programa de etiquetado para lesiones en hojas de chile.

@ Toch 1655 2022-202) lbelrng

Mouse Cick (193, 18)Cursoe Point: G4, 336)
2 Salce o |

Enquetando> C:/Devel_TechM.

 AC/plantad_Cladospornum 05-07-2023 imagenOd jog

[P —

4 Agrege etauets
3. Gusedae rogen
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