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INFLUENCIA DEL ALUMINIO Y EL FOSFORO EN LA BIOSINTESIS DE
ANTOCIANINAS Y CALIDAD EN HORTENSIA ( Hydrangea macrophylla)

Maria de Jesus Ibafiez Barboza, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2020

RESUMEN

La tendencia mundial en produccién de Hydrangea macrophylla esta orientada a la diversidad
en colores y forma de sépalos, adaptacion climatica o condiciones de cultivo, a fin de cumplir los
estandares de calidad. La uniformidad y estabilidad del color , tamafio y forma de la inflorescencia,
periodo de floracion largo con cambios marcados de pigmentacién son atributos de calidad
deseables en hortensia de maceta. El color de los floretes de hortensia es altamente sensible a
variaciones en el pH y al contenido de elementos como Al y P en el suelo. Para determinar la
influencia de la asimilacion del Al y el P y algunos factores del microclima en la fenoldgia,
pigmentacion y calidad de la inflorescencia en Hydrangea macrophylla se estableci6 un disefio en
parcelas divididas completamente al azar con dos pH’s, dos estados de floracion, dos cultivares y
4 dosis de sulfato de aluminio. Como variables fisioldgicas se obtuvieron: asimilacién de COs,
inicio, duracion y estados de floracion, perfil de antocianinas, contenido total de flavonoides y 5
rasgos de la inflorescencia; mientras que la variacién del color y su asociacion a variables
fisiolégicas y asimilacion de Al se estimo a partir del andlisis de imégenes con un clasificador
creado con redes neuronales artificiales (RNA). Se obtuvieron inflorescencias en la categoria
“Select” (15-17 cm), en color violeta parpura y verde amarillento en el cultivar TolAs, y rojo
purpura y naranja grisceo en TolR1 para estado Fresh y Antique respectivamente. El periddo de
floracion fue de 5 meses con dos fechas de inicio de floracion con cambios en la formacién de
botones florales y la relacion area foliar-inflorescencia producto de cambios en la temperatura y
humedad relativa. La duracién de las etapas de floracion dependié principalmente del cultivar. La
tasa mas alta de asimilacion de CO2 se observé en TolR; estado Antique (9.65 pmol CO2 m? s2).
El contenido total de flavonoides fue dos veces mayor en TolR1 (55.05 mgQE/g PF) que en TolAl;
y este ultimo supero 4 veces a TolR1 en contenido de delfinidina (380.09 mg/qg).

Palabras clave: Hydrangea macrophylla, asimilacion de CO», asimilacion de Al, antocianinas,

flavonoides, etapas de floracion, redes neuronales artificiales (RNA), variables de color.



INFLUENCE OF ALUMINUM AND PHOSPHORUS ON THE BIOSYNTHESIS OF
ANTOCIANINS AND QUALITY IN ( Hydrangea macrophylla)

Maria de Jesus Ibafiez Barboza, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2020

ABSTRACT

The worldwide trend in Hydrangea macrophylla production is oriented towards diversity in sepal
colors and shape, climatic adaptation or growing conditions, in order to meet quality standards.
Color intensity and uniformity, inflorescence shape and size, long flowering period with marked
pigmentation changes are desirable quality attributes in potted hydrangea. Color is one of the
highly sensitive quality factors in hydrangeas since it can be manipulated through variations in pH,
with elements such as Al and P. To determine the influence of Al and P assimilation and some
microclimate factors on the quality and biosynthesis of anthocyanins in Hydrangea macrophylla,
a completely randomly split plot design was established with ; 2 cultivars (TolAi(blue),
TolRy(pink)), two pH values (4.5, 6.0), two flowering stages (Fresh, Antique) and 4 doses of
aluminum sulfate (T0: 0 g L, T1: 0.250 g L, T2: 0.500 g L™ and T3: 1g L) as factors. The
variables obtained were assimilation of CO2, blooming initiation and duration of flowering stages,
decorative florets color, anthocyanin profile and total flavonoid content and 5 inflorescence
features. Inflorescences in “Select” size category (15-17 cm) and 1.12 sphericity index were
obtained, in violet purple and green yellowish colors in TolAz, and red purple and orange grayish
in TolR: for fresh and antique stages respectively, with a 5 months flowering period and two
flowering initiation dates (June and August), where a decrease of 1.1 °C and an increase of 5.9%
relative humidity (RH) stopped the formation of flower buds in July and changed the foliar
area-inflorescence ratio of 5% of the plants. The flowering stages duration depended on blooming
beginning dates and showed marked pigmentation changes between stages. The highest
assimilation of CO2 was observed in antique stage in TolR1 (9.65 umol CO, m? s*). Total flavonoid
content was twice as high in TolR1 (55.05 mgQE/g FW) than in TolA1; and TolA; exceeded 4
times TolR: in delphinidin content (380.09 mg STD/ DW).

Key words: Hydrangea macrophylla, assimilation of CO», assimilation of Al, anthocyanins,

flavonoids, blooming stages.
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INTRODUCCION GENERAL

El nombre “Hydrangea” fue acufiado en latin moderno por Carlos Lineo compuesto del griego
“hydr”, tallo de agua + “angeion” vaso o capsula, haciendo referencia a la forma de recipiente de
sus semillas (Diccionario de Etimologia, 2019); mientras que “Hortensia” uno de sus nombres
comunes fue reportado por primera vez en 1771 atribuido al botanico francés Philibert Commerson
(Hydrangeaworld.com, 2019). También conocida como hortensia francesa, la hortensia de los
floristas y hortensia de hoja grande; la hortensia es una planta de importancia ornamental
perteneciente al género Hydrangea. De acuerdo con la Unidn para la Proteccidén de Obtenciones
Vegetales (UPOV, 2020) dentro de este género, “macrophylla” es la especie de mayor importancia
comercial seguida de paniculata, quercifolia, arborescens e hibrida. A nivel mundial la especie
Hydrangea macrophylla se produce y comercializa como planta para jardin, maceta y flor de corte.

En EEUU, en 2014 fue el segundo arbusto con mayor produccion con 10M de plantas vendidas
($91.2 millones de dolares) (Fulcher et al., 2016). En 2016 en paises europeos, fue el segundo
producto ornamental con mejor precio (2.53 dolares por pieza), superado Unicamente por
Phalaenopsis (4.27 dolares por pieza)(AIPH, 2016) mientras que en México, su produccién en
maceta lidera el grupo de cultivos con mayor rendimiento por hectarea sembrada (Agroméxico,
2018) con un valor de la produccién de 1.623 millones de dolares en una superficie sembrada de
2.5 ha cultivadas principalmente en el municipio de Atlacomulco, Estado de México (SIAP, 2018).

Debe su atractivo comercial a que presenta inflorescencias de hasta 40 cm de diametro
(Gardening express, 2020), comercializadas en dos formas; “mopheads” y “lacecaps”(Uemachi y
Nishio, 2000) y en colores blanco, azul, morado, rosa y rojo que florecen desde principios de

primavera hasta finales de otofio, con cambios marcados de pigmentacion que permiten su venta



en las etapas “Fresh” y “Antique”( Kitamura et al., 2018) y a que puede adaptarse como planta de
maceta, jardin y flor de corte.

Como sefiala Soren Schroll (2015) “El mercado de las Hortensias esta finalmente orientando
hacia la calidad; ya que durante mucho tiempo los mejoradores proveyeron las mismas variedades
a los productores pudiendo competir inicamente en precio, ofreciendo sus plantas al menor costo”;
actualmente se liberan al mercado nuevas variedades “a la medida” del cliente con especificaciones
que van desde el color y forma de sépalos, hasta adaptacién a un microclima o contenedor
determinado (Schroll, 2015; Gardeners’World Magazine, 2018) .

Ya que en un mercado orientado a la calidad el cumplimiento de estandarés permite la inclusion
de productores a mercados internacionales; el presente trabajo se dividio en dos capitulos: El
primero orientado al analisis de los factores nutrimentales y de microclima que influyen en la
calidad de Hydrangea macrophylla; y el segundo enfocado al analisis de calidad del color de las
inflorescencias y su variacion:

El primer capitulo: “Influencia del Al y P en la biosintesis de antocianinas y calidad de la
inflorescencia en Hydrangea macrohpylla” tuvo como objetivo evaluar la influencia de la
asimilacion del Al y el P; y de factores del microclima en la biosintesis de antocianinas y calidad
en Hydrangea macrophylla; asi como obtener la dosis de sulfato de aluminio 6ptima por grupo de
color para cada cultivar y evitar fitotoxicidad potencial a plantas vecinas. Las hipétesis fueron 1)
que bajo las condiciones de manejo nutrimental y microclima establecidos existe una combinacién
pH-Al2(SOa4)3 que promueve la mejor calidad del color de las inflorescencias y 2) que resultara un
comportamiento diferenciado por factor en los criterios de calidad evaluados.

El segundo capitulo: “Edad fenologica, pH y coloracion de floretes de hortensia (Hydrangea

macrophylla) medida con analisis de imagenes” tuvo como objetivo identificar patrones de color



asociados a criterios de calidad (Superficie por clase de color, Grupo de color dominante e
Intensidad) en floretes decorativos de hortensia a traveés del anélisis de imagenes con un
clasificador RNA y proponer el uso del clasificador RNA como herrramienta en la clasificacion
de color en especies ornamentales. La hipotesis fue que es posible evaluar los criterios de calidad
y su variacion por cultivar (TolA1, TolR1), estado de floracion (fresh, antique), pH (4.5, 6.0) y

adiciones de Alx(S0a)3; asi como la interaccién de factores con un Clasificador de color RNA.






CAPITULO 1. INFLUENCIA DEL ALUMINIO Y EL FOSFORO EN LA BIOSINTESIS
DE ANTOCIANINAS Y CALIDAD EN HORTENSIA

1.1. RESUMEN

La tendencia mundial en produccién de Hydrangea macrophylla esta orientada a la diversidad
en colores y forma de sépalos, adaptacion climatica o condiciones de cultivo, a fin de cumplir los
estandares de calidad. La Intensidad y uniformidad del color, tamafio y forma de la inflorescencia,
periodo de floracion largo con cambios marcados de pigmentacion son atributos de calidad
deseables en hortensia de maceta. El color es uno de los factores de calidad altamente sensibles en
hortensias, ya que se puede manipular a través de variaciones en el pH, con elementos como Al y
P. Para determinar la influencia de la asimilacion del Al y el P y algunos factores del microclima
en la calidad y biosintesis de antocianinas en Hydrangea macrophylla se establecié un disefio en
parcelas divididas completamente al azar; 2 cultivares (TolAi(azul), TolRy (rosa)), dos pH’s (4.5,
6.0), dos estados de floracion (Fresh, Antique) y 4 dosis de sulfato de aluminio (T0: 0 g L?, T1:
0.250g L% T2:0.500g L1y T3: 1g L) como factores. Las variables obtenidas fueron asimilacion
de COg, inicio, duracion y estados de floracion, color de floretes decorativos, perfil de
antocianinas, contenido total de flavonoides y 5 rasgos de la inflorescencia. Se obtuvieron
inflorescencias en la categoria “Select”(15-17 cm) con indice de esfericidad de 1.12, en colores
violeta parpura y verde amarillento para cultivar el cultivar TolA1, y rojo purpura y naranja
grisaceo en el cultivar TolR: para estado fresh y antique respectivamente con un periodo de
floracion de 5 meses y dos fechas de inicio de floracién (junio y agosto), donde una disminucion
de 1.1 °C y un incremento de 5.9% en la humedad relativa(HR) frend la formacion de botones
florales en julio y cambio la relacion area foliar-inflorescencia del 5% de las plantas. La duracion
de las etapas de floracion dependié de la fecha de inicio de floracion y presentd cambios marcados
de pigmentacion. La tasa més alta de asimilacion de CO; se observé en TolR;: estado Antique (9.65
umol CO, m? s1). El contenido total de flavonoides fue dos veces mayor en TolR1 (55.05 mgQE/g

PF) que en TolA1,; y este Ultimo superd 4 veces a TolR1 en contenido de delfinidina (380.09 mg/g).

Palabras clave: Hydrangea macrophylla, asimilacion de CO», asimilacion de Al, antocianinas,

flavonoides, etapas de floracion.



1.2. ABSTRACT

The worldwide trend in Hydrangea macrophylla production is oriented towards diversity in sepal
colors and shape, climatic adaptation or growing conditions, in order to meet quality standards.
Color uniformity and stability, inflorescence shape and size, long flowering period with marked
pigmentation changes are desirable quality attributes in potted hydrangea. Color of hydrangea
florets is highly sensitive to variations in pH and elements such as Al and P in the soil. To
determine the influence of Al and P assimilation and some microclimate factors on the phenology,
biosynthesis of anthocyanins and inflorescence quality in Hydrangea macrophylla, a completely
randomly split plot design was established with two cultivars, two pH values , two flowering stages
and 4 doses of aluminum sulfate as factors. The physiological variables obtained were assimilation
of CO., blooming initiation and duration of flowering stages, anthocyanin profile and total
flavonoid content and 5 inflorescence features; while florets color variation and its association to
physiological variables and Al assimilation was estimated from image analysis with a classifier
created with artificial neural networks (ANN). Inflorescences in “Select” size category (15-17 cm)
were obtained, in violet purple and green yellowish colors in TolA1, and red purple and orange
grayish in TolR; for fresh and antique stages respectively. The flowering period was 5 months
with two blooming beginning dates with changes in the formation of flower buds and the foliar
area-inflorescence due to temperature and relative humidity changes. Blooming season was mainly
influenced by cultivar. The highest assimilation of CO2 was observed in antique stage in TolR:
(9.65 pmol CO, m? st). Total flavonoid content was twice as high in TolR1 (55.05 mgQE/g FW)
than in TolAz; and TolA: exceeded 4 times TolRz in delphinidin content (380.09 mg STD/ DW).

Key words: Hydrangea macrophylla, assimilation of CO,, assimilation of Al, anthocyanins,

flavonoids, blooming stages.



1.3. INTRODUCCION

La tendencia mundial en produccion de Hydrangea macrophylla estd orientada a la
“personalizacion” con especificaciones que van desde el color y forma de sépalos hasta la
adaptacion a un microclima o contenedor especificos (Schroll, 2015, Gardeners’World Magazine,
2018). En hortensia de maceta la intensidad y homogeneidad del color en floretes, el tamafio y
forma de la inflorescencia, la fecha de inicio y duracion del periodo de floracion y la presencia de
cambios marcados de color en inflorescencias conforme avanza la madurez son atributos
importantes al determinar calidad (Heritage hydrangeas, 2018).

El inicio y duracion del periodo de floracion dependen de la capacidad remontante de la especie
o cultivar (Adkins et al., 2003), la temperatura y el fotoperiodo (Nordli et al., 2011, Eid et al.,
2016). La hortensia es una planta de clima templado, con temperaturas 6ptimas diurnas entre 18 y
20 °C; y nocturnas entre 11 y 15 °C. Bajo estas condiciones produce tallos largos, follaje vigoroso
e inflorescencias grandes (Arredondo-Urrego et al., 2017). Temperaturas altas aceleran el
desarrollo de follaje y la floracion (12.8 a 15.6 °C dia/ 18.3 a 23.9 °C noche); pero sin son muy
elevadas reducen la calidad de la planta; mientras que las temperaturas mas frescas promueven
colores méas profundos en las inflorescencias (Richardson y Shoellhorn, 2005). Usualmente se
cultiva bajo sombreado parcial (30 — 85%). Esta practica permite reducir el efecto negativo de las
altas temperaturas en el desarrollo del cultivo, disminuye la [amina de riego requerida, favorece la
intensidad del color en las inflorescencias y reduce la incidencia de enfermedades ocasionadas por
hongos (O’meara et al., 2013, Mmbaga et al., 2012 ). La forma de la inflorescencia es un factor
hereditario (Uemachi y Okumura, 2012) y su tamafio obedece al tamafio del contenedor y practicas

culturales como podas y defoliacion (Yeh y Chiang, 2001).



El color y su variacion durante el periodo de floracion en cultivares inestables depende de la
biodisponibilidad del ion AI** y se controla con ajustes del valor de pH, adiciones de Al y
regulacion del P y K (Fulcher et al., 2016). Valores de pH de 4.5 a 5.5 (Fulcher et al., 2016),
aplicaciones de Alx(SO4)s3, baja concentracion de P (2-5 ppm), alta de K (150-200 ppm) y
regulacion del pH con &cido sulfarico se utilizan para obtener ejemplares azules (Whipker y
Landis, 2017); y pH de 5.8 a 6.5 (Whipker y Landis, 2017; Kodama et al., 2016) con aplicaciones
de P (10-20 ppm) y tasas bajas de K (100-150 ppm) para tonos rosas (Whipker y Landis, 2017)
con acido fosforico como regulador del pH.

La biodisponibilidad de Al y su concentracion como i6n AI** en las vacuolas de los sépalos
determina no so6lo la formacién del color sino también su intensidad. Yoshida et al. (2003)
encontraron una correlacion directa entre saturacion del color y el contenido de AI** en sépalos de
hortensia con concentraciones mayores a 100 mg kg™ en tonos azules y menores a 50 en ejemplares
rojos.

En las vacuolas interaccionan los compuestos que pueden desarrollar todos los colores de sépalos
reportados para Hydrangea macrophylla: 3-o-glucosildelfinidina como UGnica y principal
antocianina, y tres copigmentos; acido 5-O-cafeoilquinico, acido 5-O-p-cumarolquinico y &cido 3-
O-cafeoilquinico; estos interaccionan en radios estequiométricos para cada clase de color
asociados a iones metal y pH’s especificos (Ito et al., 2019). En hortensias azules, el AI** como
complejo reacciona con las antocianinas residentes en las vauolas para formar el “Complejo
hortensia azul” que consiste de 3-0-glucosildelfinidina, AI**, y acido 5-O-cafeolquinico o acido 5-
O-p-cumarolquinico en radio 1:1:1 (Ito et al., 2018); en ejemplares rosas al no estar el AI** presente
en la concentraccion necesaria no se forma el complejo, no se produce el cambio batocromico y

por lo tanto el sépalo permanece del mismo color (Schreiber et al., 2010). Si bien los pigmentos y



copigmentos que interfieren en la formacion de color se han identificado por modelos quimicos
para algunos colores (Schreiber et al., 2010) y observacion por mapeo directo en tejidos de sépalos
de hortensias azules (Ito et al., 2019) aln se desconoce en que magnitud las aplicaciones de Al o
el control de su biodisponibilidad interviene en la acumulacion de antocianinas y su efecto en los
cambios de color en muchos cultivares; asi como el efecto de ese control en otras caracteristicas
de la planta importantes para su comercilizacion.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto del Al y el P, y algunos factores del
microclima en la biosintesis de antocianinas y calidad de la inflorescencia y comportamiento
fisiolégico y fenoldgico en Hydrangea macrophylla; asi como obtener la dosis de sulfato de
aluminio 6ptima por grupo de color para cada cultivar y evitar fitotoxicidad potencial a plantas
vecinas. Las hipotesis fueron que bajo las condiciones de manejo nutrimental y microclima
establecidos existe una combinacion pH-Al2(SO4)3 que promueve mejor la calidad del color de las
inflorescencias y que habrd un comportamiento diferenciado por factor en los criterios de calidad

evaluados.



1.4. MATERIALES Y METODOS

1.4.1 Establecimiento del experimento

El experimento se establecio en el Colegio de Posgraduados Campus Montecillo, Texcoco,
Estado de México, México; localizado a 19° 29" LN y 98° 51'L O a 2250 m de altitud con clima C
(Wo)(W)b (i’)g (Garcia, 1998), en el periodo mayo a octubre 2019. Las plantas de hortensia se
obtuvieron en San Lorenzo Tlacotepec, Atlacomulco, Estado de México y se utilizaron 96 macetas
por cultivar en disefio en parcelas divididas completamente al azar con el pH como parcela grande
y los siguientes factores completamente al azar; 2 cultivares (TolAi(azul), TolRi(rosa)), dos
estados de floracion (Fresh, Antique) y 4 dosis de Alz(SO4)s (TO: 0 g LY, T1: 0.250 g L, T2:
0.500g Lty T3:1gL™.
Las hortensias fueron cultivadas bajo condiciones de invernadero y sombreado (PAR 143 a 160
umol-m?-s; LI-6400 Sistema Portatil de fotosintesis®), en macetas de 20 cm con sustrato alcalino
(pH 6, mezcla tepojal/tierra negra/tierra de hoja; en proporcion 1:1:2) y ldamina de riego + 400
mL/planta/dia con la nutricion sefialada en el Cuadro 1.
Cuadro 1. Solucion nutritiva Steiner y fuentes de fertilizacion usadas durante la fase

experimental.

Flente Sol. Steiner oE g/1000 L 9/450 L H.0
meq/L H20 50 (%) 35(%) 25 (%)
Ca(NOs)2 4H:0 9 118 1062 4779 33453 238.95
KNOs3 1 101 101 4545 31815 22.725
K2SO4 5 87 435 195.75 137.025 97.875
KH2PO4 1 136 136 61.2 42.84 30.6
NH4SO4 2 37 74 333 23.31 16.65
Mg SO4 7TH20 4 123 492 2214 15498 110.7
Micros 40 36 25.2 18
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Para ajustar el valor de pH se utilizaron &cido fosforico (floracion temprana) y acido sulfarico
(floracién tardia, cultivar rosa). A principio del experimento se mantuvo Solucion Steiner al 25%

(8 dias), se incremento al 50% (32 dias) y después se mantuvo al 35%.

1.4.2 Variables fisioldgicas
1.4.2.1 Asimilacion de CO:zy respiracion
Variables como asimilacion de COg, respiracion, transpiracion y radiacion fotosintéticamente
activa se midieron con un Sistema Portatil de fotosintesis (LI-6400 ®, LI-COR, EE.UU.) de
acuerdo al avance de la floracion en tres fechas; 27 junio 2019 (Inicio de floracion, hoja madura e
inflorescencia en estado Fresh, 21 plantas), 19 de agosto (Floracion, Inflorescencias en estado
Fresh y Antique, 46 plantas) y 10 de octubre (Floracién tardia, Inflorescencias en estado Fresh y

Antique, 44 plantas).

1.4.2.2 Periodo de floracion e inflorescencia
Se di6 seguimiento a la floracion registrando el inicid y los dias por etapa de floracion siguiendo
la clasificacion de Kitamura et al. (2018) modificada. Se registro altura, grosor de tallo, diametro
polar (Dp) y ecuatorial (De) de inflorescencias(cm); y se calculd Indice de esfericidad (E=(De X

Dp x T)? De , Loghavi et al., 2011).

1.4.2.3 Color
Los criterios de calidad se agruparon en cuatro clases de color (rosa, azul, café, verde); creadas
después de muestrear los colores aparentes de las inflorescencias de hortensia en dos estados de
floracion (Fresh y Antique). Superficie (%), Grupo de color dominante e Intensidad (Luminosidad
(CIE-L) y Croma (CIE-c)) se identificaron y analizaron con el uso de un clasificador de color con

RNA de acuerdo a la metodologia descrita en el segundo capitulo de este escrito y retomados para
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analizar el efecto de la asimilacion de P y Al en calidad del color Gnicamente en las clases de color

dominantes por estado de floracion.

1.4.2.4 Contenido total de flavonoides

La cuantificacion del contenido total de flavonoides se realizo siguiendo el método modificado
de Abu-Bakar et al. (2009). En un tubo de ensayo se colocaron 0.3 mL de extracto (0.250 g PF
sépalos/10 mL agua desionizada) mas 2.25 mL de agua desionizada, luego se agregaron 0.15 mL
de NaNO; al 5% y se dejé en reposo por 6 min, después se agregaron 0.3 mL de AICI36H20 y se
dejaron reposar 5 min mas; para finalmente agregar 1.0 mL de NaOH 1M. Se coloco papel parafilm
en cada muestra, se agitaron durante un minuto, se protegieron de la degradacion por luz con tela
oscura y se leyé absorbancia a 510 nm en un espectofotémetro (UV-visible serie Génesis 10). Se
utilizaron soluciones de quercitina (QE) entre 53.29 y 532.9 (ug/mL) para construir la curva de
calibracion (r>=0.9886) a 510 nm. La solucidn madre a partir de la cual se tomaron los volimenes
de la curva se realizé con 0.0073 gQE-10 mL de solucién 50/50 de etanol al 99.90% y agua
desionizada. Se eligio la quercitina sobre la rutina como estandar después de una prueba previa
donde presenté mayor solubilidad;asi como el agua desionizada como solvente del extracto. La
obtencion del extracto y el protocolo completo de cuantificacion se realizaron el mismo dia. Los
resultados se reportaron como mg de equivalentes de quercitina en 1 g de materia fresca (mg

QE/qg). Para esta prueba se realizaron 3 repeticiones por tratamiento.

1.4.2.5 Perfil de antocianinas
El perfil de antocianinas se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
siguiendo el método modificado de Abdel_Aal et al. (2006). Por cada muestra en un frasco &mbar

se peso 0.500 g sépalos de hortensias (PS) y se agregd 5mL de metanol acidificado (1.0N HCL
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85:15 V/V) (Abdel_Aal et al., 2006). Para su anélisis las muestras fueron filtradas y almacenadas
a -4 °C por 4 dias.

La cuantificacion de antocianinas se realizé en un HPLC (Agilent Technologies Mod. 1100) con
una columna Hypersyl ODS, 125 x 4 mm HP® y tamafio de particula de 5 um de diametro, en
un analisis de gradiente, usando como fase movil: Solucion A 90%, éacido formico: agua (10:90)
y Solucion B 10%, acido formico: metanol: agua (10:40:50); con temperatura de 25 °C, un
volumen de inyeccion de 10 pL, un flujo de 1.2 mL minty A: 520 nm.

Como estandares quimicos para las curvas de calibracion se utilizaron cloruros de cianidina(l
mg/mL), malvidina (2 mg/mL), petunidina (1 mg/mL) y delfinidina (4 mg/mL); cuyos tiempos de
retencion y maximos de absorbancia fueron 11.81 min y 520 nm, 13.1 min y 544 nm, 13.44 min
y 520 nm, 14.54 min y 535 nm, respectivamente. Los resultados se reportaron como ug de la

antocinianina en 50 uL (ug/50 pL). Se analizaron 46 muestras compuestas.

1.4.3 Variables ambientales

1.4.3.1 Temperatura y Humedad realtiva

Se colectd informacion de humedad relativa (%) y temperatura (°C) cada 15 minutos durante el
periodo de duracion del experimento con un WatchDog A-Series Dattalogger®.

Con los datos paramétricos obtenidos se realizd6 un ANOVA y comparacion de medias con la
prueba de Tukey (p<0.05) con el programa SAS versién 8.1(SAS Institute Inc., 1999-2000) usando
como disefio experimental un modelo factorial 2x2x2x4. Con los datos no paramétricos se realizo
un analisis de frecuencia con un Test Binomial (p<0.05) con el programa JASP version 0.12.1
(JASP TEAM, 2020) BibTeX. Los resultados se muestran a continuacion por variable evaluada

por cultivar (TolAy, TolRy), estado de floracion, pH (4.5, 6.0) y dosis de Al2(SO4)s .
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1.5. RESULTADOS Y DISCUSION
1.5.1 Asimilaciéon de CO2
La tasa de fotosintesis, respiracion, transpiracion, contenido de vapor de gua y radiacion
fotosintéticamente activa se registraron y analizaron de acuerdo al avance de la floracion para
identificar aquellas que tuvieran algun efecto en la calidad de color o inflorescencias de Hydrangea

macrophylla; en la Figura 1 se presentan los resultados obtenidos para la tasa de asimilacion de

CO..
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Inflorescencia

Figura 1. Comportamiento de la Tasa de asimilacion de CO:2 en Hydrangea macrophylla

durante la floracion por cultivar, organo y estado de floracion.

Al inicio de floracién Hydrangea macrophylla muestra el comportamiento tipico de plantas
superiores donde las hojas maduras son la principal fuente de carbono con una tasa de fotosintesis
3.87 umol CO2 m? s°t; comparado con -0.58 pmol CO2 m? s obtenido en inflorescencias en estado

de floracion Fresh. Cuando el mayor porcentaje de plantas se encuentran en floracion (90%,
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agosto) la tasa de fotosintesis disminuye hasta -3.45 (umol CO, m? s) en estado Fresh; debido a
que el proceso de expansion de floretes decorativos y la activacion de la sintesis y acumulacion de
antocianinas por accion de la luz y el transporte de electrones fotosintéticos convierten a los
organos de la inflorescencia en sitios de gran demanda de fotoasimilados (Mufioz y Munné-Bosch,
2018); demanda que disminuye cuando alcanza el estado Antique; 0.27(umol CO2 m? s1). Sin
embargo, en octubre donde so6lo fue posible observar inflorescencias en estados de floracion
avanzados (Fresh a Antique) en su mayoria del cultivar TolR1 y presencia de defoliacion natural
(septiembre); se observaron los valores més altos de fotosintesis en inflorescencias; 6.08 y 9.65
pumol CO, m? st para estado Fresh y Antique respectivamente; Mufioz y Munné-Bosch (2018)
sugieren un papel de la transicion cloroplasto-cromoplasto en la activacion de sintesis y
acumulacién de antocianinas que al iniciar la senescencia por acumulacién de especies reactivas
de dxigeno (ROS) y degradacion de las antocianinas permiten reanudar la funcion de los
cloroplastos en organos florales; ya que como sefialan Brazel y O’Maoiléidigh (2019) en algunas
especies organos reproductivos incluyendo organos florales individuales, son capaces de producir
una cantidad significativa de fotoasimilados y de permanecer activos cuando las hojas empiezan a
senescer o0 bien en condiciones de desarrollo sub6ptimo; lo que coincide con el hallazgo de
Kitamura et al. (2018) quienes al someter a periodos de pulverizacion sépalos de hortensia en
estado fresh y antique descubrieron que en estado Antique las venas del sépalo permanecian sin
afectacion, sugiriendo la existencia de un reforzamiento del tejido vascular; que Landa (2008)
atribuye a la via apoplasto de absorcion del Al y a una mayor capacidad de union a pectinas que
el calcio en paredes celulares ocasionando su rigidizacion; estas adaptaciones son esenciales en

especies como Hydrangea macrophylla que presentan dormancia invernal donde los
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fotoasimilados producidos en la etapa final de floracion seran necesarios para la formacion en

verano de yemas florales (Pagter y Williams, 2011).

1.5.2 Periodo de floracion

Durante el periodo de experimentacion se registré un rango de temperaturas de 18 a 20 °C, el
periodo de floracion fue de 5 meses para el TolR: (junio-octubre) y 4 meses para el TolA1 (junio-
septiembre) con dos fechas de inicio de floracion (junio y agosto), la primera con duracion de 90
dias y la segunda de 71. La floracion temprana estuvo conformada por 90% TolA: y 64% TolR1 y
la segunda o tardia por 13% cultivar TolA: y 30% de TolR1. Como se observa en el Cuadro 2
donde se presentan los valores medios de temperatura y humedad relativa registrados asi como las
fechas de inicio de floracion; en julio no se registré presencia de botones florales, comportamiento
que coincidioé con un descenso de temperatura (1.1 °C) un incremento de HR (5.9%); asi como
presencia en 5% de plantas de un incremento en superficie de hojas de pares superiores (Cuadro 2
Imagen). Ya que la temperatura es la sefial ambiental mas importante que marca el inicio de la
floracion (Nordi et al., 2011) es posible que el efecto combinado de descenso de la temperatura e
incremento de HR durante la floracion haya frenado el flujo de fotosintatos a zonas generativas y
lo haya redirigido a yemas vegetativas. Codarin et al. (2006) encontraron que la HR en Hydrangea
macrophylla no afecta la iniciacion o liberacidén de nuevos pares de hojas, pero si el tamafio de la
planta y el area foliar total con efecto en el desarrollo floral. Xie et al. (2019) sefialan que el efecto
del estrés por bajas temperaturas en el crecimiento y desarrollo de flores varia dependiendo de la
especie, ubicacién geografica, grado y modo de stress y los mecanismos fisioldgicos de resistencia
se muestran en la respuesta fotosintetica, regulacion osmdtica, eliminacion de especies reactivas

de oxigeno, cambios ultraestructurales en hojas, etc. Aunque en agosto-septiembre también se
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presentd una disminucion de T° y HR no favorecid el desarrollo vegetativo por que coincidié con
el inicio de defoliacion natural de la planta.

Cuadro 2. Fechas de inicio de floracion por factor evaluado y valor medio de T°y HR e

imagen del efecto de su variacion en relacion area foliar-tamafio de inflorescencia.

Inicio de Floracion (%) Variable ambiental
. jun—ago sep T Tméx Tmin HR
Cultivar pH Al2(SO4)3 f? 24 34 4 NF mes °C) (C) (C) (%)
TolA1 4.5 T0 902 104 jun 20.2 372 86 70.9
T1 604 16 24, jul 189 355 8.6 76.8
T2 83 b 104 ago 20.1 382 7.0 725
T3 90a 2c 8b sep 18.7 349 6.8 66.6
6.0 T0 88a 12,
T1 80 10y 10p
T2 70c 104 20a
T3 77c 23
TolR: 45 T0 672 25¢ 8a
T1 61 39,
T2 672 33
T3 59c 25C 163
6.0 T0 672 25¢ 8a
T1 672 33b
T2 55c 40a 5b
T3 672 33

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). NF: Porcentaje de
plantas que no presentaron floracion. La imagen corresponde al cultivar azul-pH 6.0-Fresh-0.500
gLt

En el cultivar TolA; a diferencia del tratamiento control donde el 100% de las plantas presentaron
botones florales en junio sin diferencia significativa por pH, la adicion de Al2(SOa)s3 bajo pH 4.5
retrasd 2 meses la floracion de plantas para T1(16%) y T3(2%); con 24 y 8 % de plantas sin
floracion respectivamente, mientras que en T2 el 10% de las plantas presento un retraso de 3 meses
en iniciar floracion y en el 100% de las plantas se presenté floracion. Bajo pH 6.0 T2 no presentd
retraso de floracion, pero el 20% de las plantas no florecieron; mientras que T1 y T3 iniciaron

floracion con dos meses de retraso con el 10 y 23% respectivamente; pero sélo T1 presentd plantas
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sin floracion (10%). En el cultivar TolR1 donde el tratamiento control presentd inicio de floracion
en junio y septiembre sin diferencia por pH y con 8% de plantas sin floracion; la adicion de
Al>(SO4)z no modifico el inicio de floracion con excepcién de T3 bajo pH 4.5 y estimuld la
induccion floral en todas las dosis reduciendo el nimero de plantas sin floracion en todas las dosis
con excepcioén de T2 bajo pH 6.0.

La aplicacion de Alx(SO4)s tuvo un efecto diferenciado por cultivar; mientras que en TolAy
indujo un retraso en inicio de floracion y presencia de plantas sin flores; en el cultivar TolR1 no
afecto el inicio de la floracion y estimuld la induccion floral reduciendo considerablemente el
nimero de plantas sin flores. Ya que las interacciones que promovieron mayor ndmero de
inflorescencias por fecha de inicio de floracion y menor nimero de plantas sin floracion fueron
T3:-pH 4.5 para el cultivar TolAg, y T1 sin diferencia de pH para el cultivar TolR1; y a que se han
reportado concentraciones de Al 20 o 40 veces mayores en sépalos de hortensias azules que en
hortensias rosas (Schreiber et al., 2011, Ito et al., 2019) donde cultivares de la misma especie
muestran concentraciones similares (Schreiber et al, 2011) se sugiere que la interferencia del
aluminio en la sefializacion ambiental en la respuesta a induccidn floral y la magnitud del efecto
dependen de la capacidad de absorcion y acumulacion de Al del genotipo y al déficit o exceso de
Al que con respecto a esta capacidad haya en el medio de cultivo; lo que concuerda con Eid et al.
(2015) quienes encontraron que en algunos cultivares de Hydrangea macrophylla aplicaciones
mayores a 50 mg/l de Al>(SO4)3 pueden inducir un decremento en el contenido de Clorofilaa, by
carotenoides en hojas de hortensia, pero también inducir mayor concentracion de antocianinas.
Dado que Hydrangea macrophylla es una especie acumuladora facultativa de aluminio (Pollard et
al., 201) y se han reportado hasta 500 pg g™ Peso Fresco (PF) en sépalos azules (Schreiber et al.,

2011); y no existen reportes por fitotoxicidad por adiciones de Al2(SO4)s en la especie, el nimero
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de plantas que no desarrollaron inflorescencias se atribuy6 a un efecto del microclima y el

genotipo.

1.5.2.1 Etapas de floracion

No se presentd diferencia significativa por efecto de manejo nutrimental en dias por estado de
floracion; esta obedecié a la fecha de inicio de floracion inducida principalmente por la
temperatura ambiental (Nordi et al., 2011). Se observo diferencia significativa Unicamente en dos
etapas; Antique Inicial y Antique, donde el nimero de dias en floracion tardia (agosto)
disminuyeron un 54% y 44% respectivamente comparados con floracién temprana (junio) (Figura
1). La pigmentacion de floretes decorativos en ambos cultivares ofrecié 5 etapas de interés con
cambios marcados de color con el avance de la floracion con apariencia bicolor en floretes
decorativos en las etapas Fresh Inicial y Antique Inicial; ademas de la presencia de inflorescencias

con diferentes estados de floracion en la misma planta.
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20/17

Boton Floral

De botén floral
hasta apertura del
50% de floretes
decorativos con
pigmentacién
incipiente

14/14

Fresh Inicial

Apertura >60% de
floretes
decorativos,
pigmentacién
parcial y apertura
incipiente de flores

17/16

Fresh

Apertura y
pigmentacién
>90% de floretes
decorativos y
apertura >40% de
flores verdaderas

23/13

Antique Inicial

Floretes
decorativos con
matiz verde o rojizo
(<50%) y apertura
mayor al 40% de
flores verdaderas.

30/20

Antique

Floretes
decorativos con
matiz verde o
r0jizo(>80%) y
apertura mayor del
40% de flores
verdaderas

verdaderas (<30%)

TolA1 azul

Figura 2. Etapas de floracién en Hydrangea macrophylla con duracién por inicio de floracion

e imagen ilustrativa de la apariencia de color por florete decorativo e inflorescencia.

1.5.3 Asimilacién de Al y color

a) Cultivar TolA;

Como se observa en el Cuadro 3 la superficie de floretes decorativos en TolA: estuvo cubierta
en mayor porcentaje por la clase rosa en estado Fresh y por la clase verde en estado Antique. En
la clase rosa se obtuvieron superficies medias de 87% y 79% para pH 4.5 y 6.0 respectivamente
siendo T3 la dosis que promovié mayor superficie y mayor frecuencia del grupo de color

dominante en ambos pH’s. Las inflorescencias bajo el tratamiento control (T0: 0 g L) presentaron
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como grupo de color predominante al pdrpura violeta en ambos pH’s, atribuido al alto contenido
de P en la solucién nutritiva (KH2PO4 y H3PO4) en su forma divalente HPO42 cuya absorcion y
trasporte a las vacuolas de los sépalos favorecié concentracion predominante de la delfinidina-3-
glucosido en su forma mas estable, el cation flavilio (AH")de color rojo intenso que contribuye
con colores rojos y morados (Castafieda et al., 2009, Yoshida et al, 2003); concentracion que fue
modulada por la acumulacion de Al en las vacuolas de los sépalos dependiente del pH. Bajo pH
4.5 donde la biodisponibilidad del AI** es mayor, la concentracion del cation decrece observandose
floretes decorativos en grupo de color violeta de mayor proximidad al azul nativo del cultivar;
mientras que bajo pH 6.0 al disminiur la biodisponibilidad del Al el pH vacuolar disminuye, la
concentracion del cation flavilio aumenta (Castafieda et al., 2009) hasta observar como grupo de
color predominante al rojo purpura. Este comportamiento se observé también en Estado Antique,
donde al tener el pigmento una mayor degradacion natural cercana a la senescencia de la
inflorescencia coexisten formas de la antocianina mas inestables y el cambio del grupo de color
dependié de la bisodisponibilidad del aluminio, bajo pH 4.5 el grupo de color predominante
cambi6 de verde amarillento al marron grisaceo y bajo pH 6.0 del verde grisaceo al verde
amarillento.

En estado Antique la superficie presentd una media en la clase verde de 78% para pH 4.5y 74%
para pH 6.0; con TO como las dosis de Alx(SO4)3 que promovié mayor superficie y mayor
frecuencia del grupo de color dominante para pH 4.5y T2 para pH 6.0.

Los valores de Luminosidad y Croma que determinan la Intensidad del color en floretes
decorativos de hortensias no se modificaron por aplicacion de Al2(SOs)s ni manejo de pH; pero
cambian dentro del mismo florete por la presencia de diferentes clase de color y sus grupos de

color dominantes correspondientes; los valores medios de Luminosidad y Croma fueron 83 y 34
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bajo pH 4.5y de 81 y 35 para pH 6.0 para clase rosa en Estado Fresh; para la clase verde en Estado
Antique fueron respectivamente 75y 46 para pH 4.5; y 73 y 46 para pH 6.0.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Schreiber et al., (2011,) quienes sefialan que
los sépalos de un cultivar en particular muestran la misma intensidad del color o bien contenido
de antocianinas a pesar de tener inflorescencias rojas, moradas o azules; donde existe una relacion
directa entre el valor de Intensidad y el Contenido de antocianinas en los sépalos; la que esta en
funcion de un umbral de contenido de aluminio dependiente del genotipo (Schreiber et al., (2011);
por lo tanto al tratarse de un mismo cultivar el rango de valores de intensidad obtenidos fue

consecuencia de la baja disponibilidad de Al debida a las fuentes de P presentes en el medio.

Cuadro 3. Indicadores de calidad del color en floretes decorativos de hortensia en TolA:1y su
variacion por asimilacion de Al

Superficie(%) Grupo de color dominante CIE-L (¥) CIE-c (%)
pH Edo Alx(SO4); rosa verde rosa F(%) verde F(%) rosa verde rosa verde

45 Fresh TO 86b PV  56b 89a 34b
T1 86b PV  44c 80b 32b
T2 91a PV,P 33c 76b 32b
T3 87b PV  89a 86a 38a
Antique TO 84a YG 67a 68c 41b
T1 82a YG 56b 75b 3 39
T2 68c YG 67a 85a 74a
T3 76b GB 56b 70c 30b
6.0 Fresh TO 86a PV  44c 69b 32¢
T1 66¢ PV  89a 82a 35b
T2 79b PV  67b 894 38a
T3 84a RP  56b 86a 36b
Antique TO 62¢c GG 44b 75b 28b
T1 71b YG 56b 82a 62a
T2 100a YG 100a 69c 63a
T3 63c YG 44b 64c 32b

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). Grupos de color (GC):
OR: rojo anaranjado, R: rojo, RP: rojo parpura, P: parpura, PV: Violeta purpura, V: violeta, VB:
azul violaceo, YG: verde amarillento, GO: naranja grisaceo, GR: rojo grisaceo, GP:pUlrpura

grisaceo, GG: verde grisaceo GB: marrdn grisaceo, B: Marrén, G: gris.

22



b) Cultivar TolR1
a. Floracion temprana

Como se observa en el Cuadro 4 la superficie de floretes decorativos en estado Fresh estuvo
cubierta Gnicamente por la clase rosa con una media de 98% sin presentar diferencia significativa
por dosis de Al>(SO4)30 pH; y en estado Antique, la clase café con una media de 77% fue la clase
dominante; donde T2 y TO para pH 45y TO y T3 para pH 6.0, en estado Fresh y Antique
respectivamente fueron las dosis que promovieron mayor superficie y frecuencia del grupo de
color dominante. A diferencia del cultivar TolA; donde se presentaron cambios en los grupos de
color dependientes de la biodisponibilidad del Al y su efecto en la concentracidn del cation flavilio;
en TolR: las dosis aplicadas de Al2(SOa4)3 solamente modificaron los grupos de color en estado
Antique bajo pH 6.0 donde la disminucion de la biodisponibilidad del aluminio se manifesto en el
cambio de marrdn grisaceo a naranja grisaceo; promovido por una mayor acumulacién de P y su
efecto en disminucién del pH vacuolar y el cambio de forma del pigmento; mientras que en estado
Fresh sin diferencia por pH y en estado Antique bajo pH 4.5 los grupos dominantes Rojo purpura
y naranja grisaceo respectivamente permanecieron sin cambios. Este comportamiento sugiere que
en el cultivar rosa la acumulacion de P en las vacuolas de los sépalos favorecida por la nutricion y
el genotipo promovieron un umbral de concentracién del cation flavilio cuya estabilidad no fue
modificada por las dosis de Alx(SO4)s administradas; pero disminuy6 ligeramente con la
degradacion natural del pigmento por inicio de senescencia de la inflorescencia. Los valores
medios de Croma y Luminosidad fueron 63 y 70 bajo pH 4.5y 61 y 72 bajo pH 6.0 para la clase
rosa en Estado Fresh y para la clase café en estado Antique fueron respectivamente 54 y 37 bajo
pH 4.5; y 57 y 41 para pH 6.0 sin presentar cambios con diferencia significativa por valor de pH

0 dosis de Alz(SOa)s.
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Cuadro 4. Indicadores de calidad del color en floretes decorativos de hortensia de TolR1 de

floracion temprana y su variacion por asimilacion de Al

Grupo de color

Superficie(%) CIE-L(¥) CIE-c(x)

dominante
pH Edo Alx(SO4); rosa café rosa F(%) café F(%) rosa café rosa café
45  Fresh TO 98a RP 78b 63a 69b
T1 98a RP 67c 63a 66b
T2 97a RP 100a 63a 74a
T3 98a RP 78b 62a 70a
Antique TO 84a GO 67c 59 45a
T1 84a GO 100a 50b 33b
T2 86a GO 78b 49b 33b
T3 61b GO 67c 57a 36b
6.0 Fresh TO 99 RP 100a 59b 71b
T1 98a RP 100a 62a 78a
T2 98a RP 100a 62a 75a
T3 99a RP 67b 63a 66¢
Antique TO 59d GB 67b 62a 45a
T1 77b GO 78a 53b 37b
T2 64c GO 50c 60a 39b
T3 98a GO 78a 54b 44a

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). Grupos de color (GC):
OR: rojo anaranjado, R: rojo, RP: rojo parpura, P: parpura, PV: Violeta purpura, V: violeta, VB:
azul violaceo, YG: verde amarillento, GO: naranja grisaceo, GR: rojo grisaceo, GP:pUrpura
grisaceo, GG: verde grisaceo GB: marrdn grisaceo, B: Marrén, G: gris.

b. Floracioén tardia

Como se muestra en el Cuadro 5, la clase rosa cubrié mayor superficie del florete en estado
Fresh con 96% bajo pH 4.5y 73% bajo pH 6.0 mientras que en estado Antique bajo pH 4.5 la clase
dominante fue la verde con 62% y bajo pH 6.0 la clase café con 69%. Las dosis de Al>(SO4)3 que
promovieron mayor superficie cubierta por clase y mayor frecuencia del grupo de color dominante
fueron; para la clase rosa fueron T3 para pH 4.5y T1 para pH 6.0 en estado Fresh; y en estado
Antique en la clase verde bajo pH 4.5; TO; y T1 bajo pH 6.0 para la clase café. A diferencia de
floracion temprana, en floracion tardia la fuente de acidificacion de la Solucion Steiner se cambid

de 4cido fosférico a acido sulfurico, incrementando la concentracion de AIP* disponible para las
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plantas y disminuyendo la biodisponibilidad del P; bajo pH 4.5 donde la biodisponiblidad de AI**
es mayor, la concentracion del cation flavilio aumenta al cambiar de pdrpura grisdceo a rojo
purpura con la aplicacion de Alx(SO4)s; mientras que bajo pH 6.0 con el decremento en la
biodisponibilidad de AI** el color rojo purpura se degrada a plrpura grisiceo y en estado antique
no se observd influencia directa de la aplicacion de Al2(SO4)3 en los cambios de grupos de color
dominantes con el marrdén grisiceo y naranja grisaceo para pH 4.5 y pH 6.0 respectivamente; sin
embargo el grupo de color gris anaranjado mé&s cercano a tonos rojizos sugiere mayor
concentracion del cation flavilio debida a mayor disponibilidad de AIF*. Ya que la
biodisponibilidad de AI**y su concentracion en las vacuolas de los sépalos produce un decremento
y no un aumento en la concentracién del cation flavilio y la migracion de rojo intenso a colores
morados o0 azules con el cambio a base quinoidal (Castafieda et al., 2009) este comportamiento se
atribuy6 a un cambio en el patrdn de distribucion del AI**en los 6rganos de la hortensia al acercarse
la senescencia de la planta donde disminuye su transporte y acumulacion a inflorescencias; lo que
concuerda con Yoshida et al., (2003) quienes encontraron que en sépalos rojos el nivel de Al se

mantiene en el mismo nivel en la madurez de la inflorescencia.
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Cuadro 5. Indicadores de calidad del color en floretes decorativos de hortensia cultivar TolR1

floracion tardia y su variacion por asimilacion de Al

Superficie(%) Grupo de color dominante (F) CIE-L(x) CIE-c(x)
pH Edo Al rosa café verde rosa (%) café (%) verde (%) rosa café verde rosa café verde
45 F TO 93b GP 56 65a 60b
T1 100a RP 56 66a 58c
T2 90b RP 56 66a 63a
T3 100a RP 78 67a 60b
A TO 73a GB 67 57b 42b
Tl 72a YG 56 55b 41b
T2 64b GB 89 56b 36¢
T3 37c GB 8 60a 47a
6.0 F TO 94a RP 56 66a 60a
T1 89 GP 78 65a 55b
T2 61b GP 78 66a 55b
T3 50c GP 78 65a 55b
A TO 79b GO 67 63a 39b
Tl 92a GO 89 58b 33c
T2 46d GB 67 57b 42a
T3 58c GO 67 56b 38b

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). Edo: Estado
Fenoldgico F: Fresh, A: Antique. Al: Dosis de Al2(SO4)s .Grupos de color (GC): OR: rojo
anaranjado, R: rojo, RP: rojo parpura, P: pdrpura, PV: Violeta parpura, V: violeta, VB: azul
violaceo, YG: verde amarillento, GO: naranja grisaceo, GR: rojo grisaceo, GP:plrpura grisaceo,
GG: verde grisaceo GB: marrdn grisaceo, B: Marron, G: gris. Edo; Estado, F: Fresh, A: Antique.
1.5.4 Contenido total de flavonoides

Los flavonoides y sus compuestos de clase de color, las antocianinas, son los principales
contribuyentes al color de las flores (Tanaka et al., 2010). En Hydrangea macrohpylla se ha
cuantificado el contenido de flavonoides en semillas, hojas y flores con variacion en sus
concentraciones. En el presente estudio el contenido total de flavonoides presentd diferencia
significativa por cultivar con concentracion dos veces mayor en TolR: que en TolAy; con media

de 55.05 y 27.17 mgQE/g sépalo PF, respectivamente. También se observo un mayor contenido

en inflorescencias rosas con floracion tardia (60.23 mg/g QE).
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Como se muestra en el Cuadro 6 conforme incrementa el pH se presenta mayor variacion en
contenido de flavonoides por cultivar y estado de floracion; hortensias cultivadas con Solucién
Steiner a pH 4.5 presentan diferencia significativa por estado de floracion con decremento en la
etapa antique Unicamente en el cultivar rosa; mientras que las hortensias cultivadas bajo pH 6.0
presentaron diferencia significativa por etapa de floracion con cambios en la etapa antique; TolA:

con incremento del 27% y TolR1 con decremento del 51%.

Cuadro 6. Contenido total de flavonoides en Hydrangea macrophylla por cultivar, pH vy

estado de floracion expresados en mg QE/g sépalo PS.

Contenido (mgQE/g PF)
pH Edo Alx(SO4)s TolAr  TolR:  TolRe*

4.5 Fresh  TO 390a 782 a 564 b
T1 171 ¢ 599 b 704 a

T2 214 ¢ 542 b 533 ¢

T3 276 b 458 c 608 b

Antique TO 323 a 248 c 313 c

T1 296 a 473 a 465 b

T2 211 b 241 c 596 a

T3 232 b 336 b 599 a

6 Fresh  TO 265 b 646 c 624 b
T1 312 a 1014 a 542 ¢

T2 236 ¢ 803 b 491d

T3 245 ¢ 885 Db 734 a

Antique TO 217 b 370 b 631 a

Tl 353 a 229 d 649 a

T2 204 b 430 a 542 b

T3 334 a 316 c 468 c

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05); la comparacion se
presenta en columnas por dosis de Al2(SOa4)3 por cultivar y pH. QE: Quercitina. notacion para
TolR:: floracion temprana, TolR:*: floracion tardia.
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La adicion de Alx(SOs)z provocd mayor contenido de flavonoides a concentraciones bajas
principalmente. En el cultivar TolA:1 TO bajo pH 4.5 y T1 bajo pH 6.0 fueron las dosis que
promovieron mayor concentracion de flavonoides totales en ambos estados de floracion.

En el cultivar TolR1 en pH 4.5; TOy T1y para pH 6.0; T1 y T2 promovieron mayor contenido de
flavonoides totales para los estados de floracion Fresh y Antique respectivamente; mientras que
para hortensias de TolR:" cultivadas con Solucion Steiner con pH 4.5 el mayor contenido del
flavonoides se atribuyé a T1y T2 y T3 en estado Fresh y Antique respectivamente; y bajo pH 6.0
en estado Fresh el contenido mas alto de flavonoides se alcanzé con la dosis mas alta(1 g L) y en

el estado Antique a las dosis mas bajas (0 g L, 0.250 g LY.

1.5.5 Perfil de antocianinas

Si bien en Hydrangea macrophylla todos los sepalos con color contienen la misma antociniana;
delfinidina 3-glucosido (Yoshida et al., 2003); como se muestra en el Cuadro 7 en el presente
trabajo se identificaron cuatro antocianinas: cianidina, petunidina, malvidina y delfinidina; para
observar el comportamiento de dichos pigmentos con los factores evaluados. De las cuatro
antocianinas evaluadas, en Cianidina se obtuvo la concentracion mas baja con una media de 0.004
mg ST/g sépalos PS sin diferencia significativa por cultivar, estado de floracion ni pH; con
excepcion del efecto por dosis de Al2(SOs)z donde se obtuvieron las concentraciones més altas;
0.013 y 0.006 mg STD/g PS para TolA: (T1) y TolR1 (T3) respectivamente. El contenido de
petunidina fue casi el doble en TolA1 que en TolR1, con mayor concentracion en pH 4,5 y estado
de floracion Fresh; mientras que el efecto de dosis de Al2(SOs)3 en el cultivar TolA; fue mayor en
T2y en el cultivar TolR1 no presento diferencia significativa. El contenido de malvidina presentd

diferencia significativa por cultivar, estado de floracion y dosis de Al2(SOs)s; en sépalos de TolR:
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fue hasta 6 veces mayor que en TolAy; hasta 5 veces mayor en estado Fresh que en Antique y por
efecto de dosis de Al>(SO4)3 en TolA1 se obtuvo la mayor concentracion con las dosis TLy T2 y
en TolRy con las dosis T1y T3.

Cuadro 7. Contenido de antocianinas en floretes sépalos de Hydrangea macrophylla por

cultivar, pH, estado de floracion y dosis de Al2(SO4)s expresado en mg de STD/ g sépalo PS .

Contenido (mg STD/g sépalo PS)

Factor L L o L
Cianidina Petunidina Malvidina Delfinidina
Cultivar TolA; 0.005 a 0.021 a 933 ¢ 380.09 a
TolR: 0.002 a 0.013 b 71.21 a 9764 b
TolR1* 0.004 a 0.013 b 26.26 b 0.56 ¢
pH 4.5 0.004 a 0.018 a 25.82 a 378.13 a
6 0.003 a 0013 b 32.30 a 67.89 b
Edo Fresh 0.004 a 0.019 a 40.90 a 416.39 a
Antique 0.003 a 0.012 b 8.60 b 116.76 b
TolA; TO 0.002 b 0.006 b 138 b
T1 0.013 a 0.008 b 16.01 a
T2 0.004 b 0.042 a 11.04 a 1156.89 a
T3 0.004 b 0.014 b 0.05 b 12116 b
TolR: TO 0.001 b 0.013 a 3295 b 97.64 a
T1 0.002 b 0.011 a 73.54 a 056 b
T2 0.002 b 0.014 a 2321 b
T3 0.006 a 0.011 a 68.58 a

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05); la comparacion se
presenta en columnas por dosis de Al>(SOa)z por cultivar y pH. QE: Quercitina. TolR1: floracion

temprana, TolR.*: floracion tardia.

A diferencia de la cuantificacion de flavonoides totales donde el cultivar TolR: presento
concentraciones medias 2 veces mayores a TolA: y la diferencia por efecto de pH no fue tan

marcada; la concentracion de delfinidina en TolAz, con 380.09 mg/ g superé 4 veces la de TolRy,
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el valor de pH 4.5 donde existe mayor biodisponibilidad de Al se obtuvo una media casi 6 veces
mayor de delfinidina que en pH 6.0 y su concentracion en etapa Antique bajo casi 4 veces a
comparacion con Fresh; lo que concuerda con Schreiber et al. (20115) quienes encontraron que el
contenido de delfinidina incrementa rdpidamente conforme se acerca el pico de floracion y después
disminuye; y que la biodisponibilidad del Al incrementa la Intensidad del color dentro de rangos
dependientes del cultivar pues el contenido de antocianinas en el mismo cultivar es similar
independientemente de si los sépalos son rojos, morados o azules; resultados similares a Ito et al.,
(2019) quienes reportaron 0.48 y 0.50 (mg/g PF) de delfinidina-3-glucosido en sépalos azules y
rojos respectivamente, de Hydrangea macrophylla cv. Narumi. En el presente estudio en el cultivar
TolA1 las dosis mas altas de Al2(SO4)s incrementaron el contenido de delfinidina mientras que en

TolR1 lo hacen las dosis mas bajas.

1.5.6 Caracteristicas de la inflorescencia

Se obtuvieron inflorescencias ligeramente oblongas con un indice de esfericidad de 1.12, 9.81
cm de altura, 17 cm de, 15.33 cm Dp, espesor de tallo de 0.76 cm variables que no presentaron
diferencia por cultivar, pH, estado de floracion o dosis de Al2(SO4)s. El tamafio obtenido
corresponde al grado “Select” (15-17 cm) para hortensia de corte en mercados europeos, donde =
18 cm es el tamafio de mayor demanda de acuerdo con el CBI del Ministerio de Asuntos Exteriores

Neerlandés (2016).
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1.6. CONCLUSIONES

La asimilacion de CO2 mas alta se observé en cultivar TolR1 de floracion tardia asociada a
procesos fisiologicos previos a la dormancia invernal; la cual es modulada por el microlima (T°).
El periodo de floracién se vi6 afectado por la T°, HR y la dosis de Al2(SO4)s. Una disminucion de
1.1°C y de 5.9% en HR interrumpi0 la produccion de botones florales en julio y cambio la relacion
tamano de inflorescencia-area foliar en 5% de las plantas. La aplicacion de sulfato de aluminio en
TolA; incrementd a 3 las fechas con presencia de botones florales mientras que en TolRz no se
presentd modificacion con excepcion del T3 pH 4.5 pero estimul6 el desarrollo de botones florales
al disminuir el nimero de plantas sin floracién. La duracién de los estados de floracion dependid
de las fechas de inicio de floracion y presentaron cambios de pigmentacion marcada. El color
obtenido en las inflorescencias dependid en primera instancia de la diferencia en biodisponibilidad
P-Al gue influye en la forma de antocianina presente en el medio vacuolar y conforme avanza la
floracion el microclima modula su estabilidad y degradacién. EI contenido total de flavonoides fue
dos veces mayor en TolR;: y alcanzé su valor méximo en floracion tardia y su concentracion es
mas alta y estable en pH acido. La adicion de Al2(SO4)3 promovié mayor contenido de flavonoides
a concentraciones bajas para ambos cultivares. La delfinidina y petunidina tienen un
comportamiento similar en Hydrangea macrophylla con mayor concentracion en TolAz-pH
4.5-estado Fresh.
Las interacciones que promovieron mayor calidad por color en las inflorescencias para TolA;
fueron; T3 en estado Fresh con los grupos de color PV (pH 4.5) y RP (pH 6.0), en estado Antique
TO (pH 4.5) y T2 (pH 6.0) ambos con YG como color dominante. Para TolR1 de floracion temprana
bajo pH 4.5 en floracion temprana T2 en estado Fresh con RP como grupo de color dominante y

T1len estado Antique con el grupo de color naranja grisaceo como dominante; bajo pH 6.0; TOy
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T3 para estado Fresh y Antique respectivamente y degradacion de los grupos de color RP a GO.
En floracién tardia bajo pH 4.5 T3y TO, con RP y GB en estado Fresh y Antique respectivamente
y bajo pH 6.0 Tlen ambos estado de floracién con GP y GO como grupos dominantes. Los
atributos de la inflorescencia: altura, espesor de tallo, Dp, De e Indice de esfericidad en Hydrangea
macrophylla no se vieron afectados por el microclima ni los factores evaluados. Las condiciones

de nutricién y microclima indujeron mayor calidad en el cultivar TolR1 que en TolA;
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CAPITULO 2. ALUMINIO, PH Y ESTADO FENOLOGICO EN LA COLORACION
DE FLORETES DE (Hydrangea macrophylla) MEDIDA CON ANALISIS DE
IMAGENES

2.1 RESUMEN

El color en floretes de Hydrangea macrophylla es sensible al pH y contenido de elementos como
el Al y el P del suelo; y su variacion temporal y espacial puede ser determinada mediante analisis
de imagenes que permita generar variables de calidad de color utiles en su producciéon comercial
asi como su asociacion a procesos fisioldgicos. El objetivo de esta investigacion fue evualuar,
mediante andlisis de imagenes, la variacion del color inducida en floretes de Hydrangea
macrophylla por el pH, estado fenoldgico y dosis de Al>(SO4) en dos cultivares; uno azul y otro
rosa. Para el analisis de imagenes se segmentaron 432 iméagenes de floretes con un clasificador
creado con redes neuronales artificiales (RNA) con precision global (OA) de 99.3% y area bajo la
curva (ROC) mayor a 0.99, usando los canales del espacio de color RGB como variables de entrada
y cuatro clases de color (azul, rosa, café y verde) como variables de salida. Después se calcularon
las variables: superficie por clase de color (SCC, %), frecuencia del grupo de color dominante
(FCD, %), luminosidad (CIE L) y croma (C). La superficie rosa fue la clase dominante en ambos
cultivares en estado Fresh con 8.5% (pH 4.5) y 13% (pH 6.0) mayor superficie en TolR1 que en
TolAz; mientras que las clases verde (TolA:) y café (TolR1) obtuvieron la mayor superficie (85%)
en los floretes en estado Antique sin diferencia por dosis de Al o pH. Al aplicar 1 g L™ de Al2(SOz)3
en TolAy, el grupo de color (carta RHS) con mayor FCD cambi6 de parpura-violeta al rojo-parpura
bajo pH 6.0 en estado Fresh y de verde amarillento a marrén-grisaceo bajo pH 4.5 en estado
Antique. CIE-L y C fueron afectados por el cultivar, el estado fenoldgico, y la interaccién estado
fenoldgico y cultivar. El anlisis de imagenes permitio identificar cuantitativamente la variacién

en color de floretes atribuida principalmente al cultivar y estado fenolégico.

Palabras clave: Hydrangea macrophylla, analisis de imagenes, redes neuronales artificiales,

variables de color.
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2.2 ABSTRACT

Florets color in Hydrangea macrophylla varies accordingly to pH value and content of elements
such as Al and P in the soil. Temporal and spatial color variation of hydrangea florets can be
measured by image analysis that generates color quality variables useful in hydrangea commercial
production as well as a its association with physiological processes. The objective of this research
was to determine, by image analysis, the color variation induced in Hydrangea macrophylla florets
by pH, phenological stage and dosage of Al>(SO4)sin two cultivars; one pink and one blue. For
the image analysis 432 floret images were segmented with artificial neural networks (ANN) with
global precision (GP) of 99.3% and area under the curve (AUC) greater than 0.99 using the RGB
color space channels as inputs and four color classes (blue, pink, brown, green) as outputs. After,
the following variables were calculated: color class surface (CCS, % ), dominant color group
frequency (DCF, %), lightness (CIE L) and chroma (C). The pink surface was the dominant class
in both cultivars in Fresh stage with 8.5% (pH 4.5) and 13% (pH 6.0) higher surface in TolR1 than
in TolAy; while the green (TolA1) and brown (TolR1) classes obtained the highest surface area
(85%) in Antique state without difference by Al dose or pH effect. With the application of 1 g L
of Al2(SOa4) 3in TolAg, the color group (RHS chart) corresponding to the highest DCF changed
from purple-violet to red-purple under pH 6.0 in Fresh stage, and from yellow-green to greyered-
brown under pH 4.5 in Antique stage. CIE-L y C were affected by the cultivar, phenological stage
and its interaction with the same significance level (P < 0.0001) . Image analysis allowed to
quantitatively identifify the variation in florets color mainly attributed to the cultivar and
phenological stage.

Key words: Hydrangea macrophylla, image analysis, artificial neural networks, color variables.
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2.3 INTRODUCCION

La hortensia (Hydrangea spp) es una planta de importancia ornamental y la especie macrophylla
es la de mayor interés comercial, seguida de paniculata, quercifolia, arborescens e hibrida
(UPOV, 2020). A nivel mundial H. macrophylla se comercializa como planta para jardin, maceta
y flor de corte. En 2014 fue el segundo arbusto con mayor produccion en los E.E.U.U. con 10
millones de plantas vendidas (91.2 millones de ddlares) (Fulcher et al., 2016). En 2016 en la Union
Europea fue el segundo producto ornamental con mejor precio (2.53 dolares por pieza), superado
Unicamente por Phalaenopsis (4.27 délares por pieza) (AIPH, 2016). En México, su produccién
en maceta lidera el grupo de cultivos con mayor rentabilidad (Agroméxico, 2018) ya que el valor
de la produccion en una superficie de 2.5 ha fue de 1.62 millones de dolares (SIAP, 2020).

Debe su atractivo comercial a sus inflorescencias de hasta 40 cm de didmetro comercializadas
en dos formas de acuerdo a la posicion de los floretes decorativos en la inflorescencia “mopheads”
y “lacecaps”; (Uemachi y Nishio, 2000) en colores blanco, azul, morado, rosa y rojo que florecen
desde principios de primavera hasta finales de otofio, con cambios marcados de pigmentacion que
permiten su venta en los estado “Fresh” (cuando las inflorescencias presentan méas del 90% de
pigmentacion en los floretes decorativos y apertura mayor al 40% de flores verdaderas) y
“Antique” o “Vintage” (inflorescencias con floretes decorativos que presentan méas del 80% de
superficie con matiz verde o rojizo y apertura mayor del 40% en flores verdaderas) (Kitamura et
al., 2018) como planta de maceta, jardin y flor de corte .

En ornamentales, el color es uno de los principales atributos que definen la calidad e influye en
la aceptacion del producto por el consumidor y su valor en el mercado. En Hydrangea macrophylla
la pigmentacion de los floretes depende del genotipo, el pH del suelo que determina la

biodisponibilidad de elementos como el aluminio y el fosforo; y la capacidad del cultivar para
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absorberlos (Fulcher et al., 2016); mientras que en suelos acidos con disponibilidad de Al se
obtienen inflorescencias azules, en suelos alcalinos se presentan tonos rosas.

Aspectos como las caracteristicas intrinsecas del objeto, la fuente de iluminacion y el receptor
de la radiacion reflejada por el objeto, determinan la percepcion del color. El uso de clasificadores
de color con redes neuronales artificiales (RNA) es una opcion accesible que permite identificar
el color con precision con base en estandares de color (Carrillo-Salazar, et al., 2019) y permite su
andlisis espacial y temporal (Liu et al., 2019).

En andlisis de imagenes de plantas el clasificador con RNA segmenta las iméagenes y con el uso
de diferentes algoritmos se pueden obtener variables fenotipicas como color, textura, forma,
informacion espacial, contorno (Siraj et al., 2010) y venacion (Kulkarni et al., 2013); que en
conjunto con variables fisiolégicas y ambientales pueden ser usadas como variables de entrada
para modelos de prediccion de vida poscosecha (In et al., 2009) entre otras aplicaciones. En
ornamentales las RNA se han aplicado en identificacion de especies con base en el reconocimiento
de pétalos (Tan et al., 2012) y flores (Cibuk et al., 2019); en clasificacion de variedades de
crisantemos (Wu et al., 2018) y orquideas de los géneros Dendrobium, Phalaenopsis, Vanda (Sabri
et al., 2019) y Paphiopedilum (Arwatchananukul et al., 2015); en la creacion de sistemas de
reconocimiento automatico de flores (Shi et al., 2019), determinacién de parametros de calidad en
petunia (Petunia multiflora) (Carrillo-Salazar et al., 2019), en el género Gloxinia (Sun et al., 2017)
y en cala (Zantedeschia aethiopica) (Steidle-Neto et al., 2009); en la deteccion temprana de
enfermedades en Phalaenopsis (Huang, 2007) y prediccion de vida en florero en rosa (In et al.,
2009); asi como estudios de asociacion de patrones de color y textura de péetalos con polinizadores

(Hung et al., 2019).
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El objetivo de esta investigacion fue analizar la variacion de color en floretes decorativos de
hortensia por efecto del estado fenoldgico, el pH y dosis de Alx(SO4)s en dos cultivares
contrastantes en el color de los floretes mediante variables de color obtenidas con analisis de
imagenes, para lo cual se cre6 un segmentador de imagenes con redes neuronales artificiales

(RNA).

2.4 MATERIALES Y METODOS

El experimento se establecio en el Campus Montecillo del Colegio de Posgraduados ubicado en
Texcoco, Estado de México, México; a 2250 m de altitud bajo condiciones de invernadero con
temperatura y HR medias de 19.5°C y 72% respectivamente; en el periodo mayo a octubre de 2019.
Las plantas de Hydrangea macrophylla se cultivaron en macetas de 20 cm en combinacion de
sustratos tepojal/tierra negra/tierra de hoja en proporcion 1:1:2. En el experimento se usé un disefio
experimental en parcelas divididas con pH(4.5, 6.0) como parcela grande y los siguientes factores
completamente al azar: cultivar (TolAz(inflorescencias azules), TolR1(inflorescencias rosas)), pH
(4.5, 6.0), estado de floracion (Fresh, Antique) y dosis de Al2(SO4)s (TO: 0 g L%, T1: 0.250 g L1,
T2:0.500 g L'ty T3: 1 g L™Y); con 3 repeticiones cada uno donde la unidad experimental fue una
planta en una maceta. Para la colecta de floretes decorativos se sigui6 la clasificacion modificada
de Kitamura et al. (2018) considerando el “Estado Fresh” cuando las inflorescencias presentaban
méas del 90% de pigmentacion de floretes decorativos y apertura mayor al 40% de flores
verdaderas, y el “Estado Antique” o “Vintage” a inflorescencias con floretes decorativos que
presentaban mas del 80% de superficie con matiz verde o rojizo y apertura mayor del 40% en

flores verdaderas.

43



2.4.1 Imagenes digitales
Se recolectaron floretes decorativos en los estados “Fresh” y “Antique” a los 383 y 494 dias
después de esqueje; en cada fecha de muestreo se recolectaron 9 floretes por tratamiento con un
total de 288 floretes que fueron digitalizados en un escaner HP Scanjet® a 600 dpi en formato
JPEG; después las imégenes individuales de los floretes se recortaron a 100 x 100 pixeles y se
almacenaron. Para facilitar la segmentacion, se elimin6 en las iméagenes la flor verdadera con la
autoforma circulo, y se eliminaron el fondo de la imagen y la sombra alrededor de los floretes con

la herramienta llamada “borrador magico” del programa Adobe® Photoshop® version 7.0.

2.4.2 Segmentador de imagenes
Se obtuvieron los valores de los canales del espacio de color RGB (rojo, verde, azul) de 40, 22,
39, y 29 submuestras de 30 x 30 pixeles de cuatro areas clasificadas visualmente de color “azul”,
“café”, “rosa”, o “verde” mediante muestreo dirigido de las imagenes de floretes. Con los valores
de los canales del espacio de color RGB y su respectiva clase objetivo (cuatro clases) asociada a

cada registro se generd una base de datos de 56,309 registros en una hoja de célculo en formato

delimitado por comas(Figura 1).

Figura 1. Ejemplos de muestras de 30x30 pixeles de las clases de color, azul (a), verde (b), rosa (c) y
café (d) obtenidos de hortensia en las etapas fenologicas “Fresh” y “Antique” que fueron utilizadas en
la generacion del clasificador con RNA.
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La RN se cred y entrend con el programa Neuroshell Classifier® de Al Trilogy (Ward Systems
Group, Inc.) con la estrategia de entrenamiento neuronal que incluye el algoritmo de correlacion
en cascada, propuesto por Fahlman y Lebiere (1991). Para crear el clasificador, se usaron los
canales de espacio de color RGB como variables de entrada y 4 posibles clases o categorias de
salida (pixel correspondiente a cada clase: “azul”, “café”, “rosa” y “verde”); y un nimero maximo
de 150 neuronas en la capa oculta. El escenario de entrada se repitié 10 veces con particiones
aleatorias del 90% de la base de datos para el entrenamiento y 10% para la prueba. Para evaluar el
desempefio en prediccion del clasificador se usaron cuatro criterios: la precision global (OA) que
se define como el nimero de individuos clasificados correctamente en cada clase entre el nimero
total de individuos, el area bajo la curva (AUC) la cual se calcula al integrar, en diferentes
umbrales, el area de la curva (ROC) definida por la relacion entre las tasas de positivos verdaderos
(sensibilidad) y las tasas de positivos falsos (Al Trilogy™, 2020), la sensibilidad (positivos
verdaderos) definida como el nimero de positivos verdaderos dividido por la suma de positivos
verdaderos mas negativos falsos, y especificidad (negativos verdaderos) que es el nimero de
negativos verdaderos dividido entre la suma de los negativos verdaderos y positivos falsos
(Florkowski, 2008).

Se accedi6 al mejor clasificador (RNA) mediante una biblioteca dindmica en un programa escrito
en Visual Basic 6.0, y ejecutado en una computadora de escritorio equipada con procesador Intel
Core Duo a 2.33 Ghz y 4.0 GB de RAM para analizar las 288 imagenes digitales en secuencia y
almacenar los resultados siguientes en una hoja de célculo: superficie en porcentaje y centimetros
cuadrados y la media de los valores R, G y B para cada clase de color por florete. Previo a la

segmentacion, las imagenes se escalaron a 200 dpi y se les aplicé un filtro de mediana con una
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matriz convolutiva de 3 x 3 para eliminar ruido aleatorio (“sal y pimienta”) y exponencial negativo

(Gonzalez y Woods, 2002).

2.4.3 Determinacion de color de floretes decorativos

Se digitalizaron las 920 cartas de color de la Royal Horticultural Society (5% edicion) a 600 dpi
con el mismo escaner HP Scanjet® usado para obtener las imagenes de los floretes, y se
almacenaron en formato JPEG. Después, se tomd una muestra de 100 x 100 pixeles en la parte
central de cada carta, se obtuvieron los valores promedio de los canales del espacio de color RGB
de esas superficies con un programa escrito en Microsoft Visual Basic 6.0 y se almacenaron en
una hoja de célculo junto con la descripcion de la nomenclatura de la carta RHS.

Para determinar la carta RHS representante del color promedio de la superficie de cada clase de
color en los floretes (cuatro clases), se selecciond la carta que minimizo la siguiente funcion en un

programa en VBA (Visual Basic para aplicaciones) en Microsoft® Excel®:

AE = Y(R; = R)? + (G; — G)? + (B; — Bc)? (Ec. 1)
Donde:

Ri, Gi, y Bi son los valores promedio de los canales del modelo de color RGB de los pixeles
de la superficie de una determinada clase de color en las imagenes de los floretes.

Re, Ge, Y Be son los valores promedio de los canales del modelo de color RGB de los pixeles
de una muestra de la superficie de una determinada carta RHS.

En las cartas seleccionadas a partir de aplicar Ec.1 se obtuvieron los valores de CIE- L, CIE-a,
CIE-b, croma (C) y matiz (H) con un colorimetro portatil de alta precision NR20XE (3nh) de 45°/0°

de 20 mm de apertura; lo que sirvi6 para describir el color de los floretes.
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2.4.4 Indicadores de calidad en hortensia

Para evaluar la variacion del color en floretes decorativos de hortensia se determinaron las
siguientes cuatro variables: 1. Superficie por clase de color (SCC, %); para lo cual se dividio el
numero de pixeles de cada clase de color sobre el nimero de pixeles totales de la superficie del
florete y se multiplico por 100. 2. Frecuencia del grupo de color dominante (FCD, %). Con las
cartas RHS obtenidas con la Ec.1 por tratamiento se obtuvo el grupo de color (descrito en las cartas
RHS) con la frecuencia més alta o dominante por clase; en este caso valor mas alto de FCD indica
mayor estabilidad del color. 3. Luminosidad (CIE L) y 4. Croma (C). Se obtuvieron los promedios
de CIE-L y C obtenidos con el colorimetro descrito anteriormente de la superficie del florete por
tratamiento.

Con los datos paramétricos obtenidos se realizd6 un ANOVA y comparacion de medias con la
prueba de Tukey (p<0.05) con el programa SAS version 8.1 (SAS Institute Inc., 1999-2000); asi
como un analisis de conglomerados con Particion de Medoides (PAM) con el programa R version
3.6.3 (R Foundation for Statistical Computing, 2006). A los datos no paramétricos (variable FCD)
se les aplico el andlisis de frecuencia con una prueba binomial (p<0.05) con el software JASP

version 0.12.1 (JASP TEAM, 2020) BibTeX.
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1 Desempeiio del clasificador de color RNA
En las Figuras 2e a 2h se muestra un ejemplo de la segmentacion de floretes por clase de color con

la superficie en pseudocolor, mientras que en las Figuras 2a a 2d se muestran las imagenes en los
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Figura 2. Ejemplos visuales de la aplicacion de la metodologia para la segmentacion de imagenes
de floretes decorativos de hortensia usando un clasificador con RNA. En la hilera superior se
muestra el florete original y en la hilera inferior se muestra el florete segmentado en cuatro posibles
clases: a) azul (en pseudocolor azul), b) rosa (en pseudocolor rojo) c) café (en pseudocolor amarillo)
y d) verde (en pseudocolor verde).

colores originales.

El clasificador entrenado con los canales de color RGB como variables de entrada presenté OA
de 99.36% mientras que ROC, sensibilidad y especificidad fueron mayores a 0.97 en cada clase
(Cuadro 1); indicando alto desempefio en la clasificacion de pixeles. En la tabla de contingencia
(datos no presentados) se observa que en promedio de 10 repeticiones durante la prueba, 0.83% de
los pixeles de la clase rosa fueron clasificados en la clase azul; 1.03% de los pixeles de la clase
azul y 1.52% de la clase café fueron clasificados en la clase rosa, mientras que s6lo 0.05% de los

pixeles de la clase verde fueron clasificados en la clase café.
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Cuadro 1. Media( X ), desviacion estandar (SD) y coeficiente de variacion (CV) (n=10) de los
criterios de desemperio del escenario de entrada con los canales del espacio de color RGB y

cuatro clases de salida (rosa, azul, café y verde).

Indice de desempefio

Clase ROC Sensibilidad Especificidad

X sD (Co/ts ¥ SD CV(%) X SD CV(%)
rosa 0.999. 0.012 0.012 0.982, 0.699 0.711 0.992, 1.021 1.028
azul 0.999, 0.009 0.009 0.987, 0.538 0.545 0.996. 0.429 0.431
café 0.999, 0.007 0.007 0.976. 7.482 7.669 0.995, 0.170 0.171
verde 1.000. 0.007 0.007 0.995, 0.972 0.976 0.996, 1.217 1.222

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05) ROC: Area bajo la
curva

El espacio de color RGB se ha utilizado ampliamente en analisis de iméagenes de diferentes
especies ornamentales. Lootens et al. (2007) encontraron este espacio de color con mayor poder
discriminante que HSV (“Hue”, “Saturation”, “Value”) al determinar la variacion varietal del color
en tépalos de begonia, mientras que Yoshioka et al. (2006) usaron el espacio de color RGB para
binarizar iméagenes con analisis de aptitud combinatoria, y poder determinar la forma de sépalos
en viola (Viola x wittrockiana Gams). También se ha utilizado este espacio de color junto con HS
para hacer analisis de cluster multivariado y agrupar genotipos de gerbera por variacion de color
en las ligulas (Singh et al., 2011); y De Keyser et al. (2013) usaron este modelo para fenotipear

rasgos de color y forma en azalea mediante analisis de imagenes con 98% de precision.

2.5.2 Criterios de calidad en Hortensia

2.5.2.1 Superficie cubierta por clase
Las fuentes de variacion en la clase rosa se atribuyeron principalmente al cultivar (P < 0.0001),
estado fenoldgico (P < 0.0001) y sus interacciones (P < 0.0001) sin mostrar diferencias

estadisticamente significativas en SCC por efecto de la dosis de Al2(SO4)3 con excepcion de T1
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(0.250 g L) bajo pH 6.0 en estado Fresh que fue un 25% mayor en TolR: que en TolAr A
diferencia de las clases de color dominantes, en la clase azul con medias en SCC de 11% en TolA:
y 1.6% en TolR1 se observo variacion inducida por el cultivar (P < 0.0001) y las interacciones
estado fenoldgico, pH, dosis de Al2(SOa4)3 y por tratamiento (P < 0.0037), que promovieron un
SCC 11% mayor en TolA1 que en TolRy y donde bajo pH 4.5 en estado Fresh en el cultivar TolA:
no se requirid aplicacion de Al2(SOs)s para obtener un mayor SCC a diferencia del estado Antique
donde T3 promovié mayor SCC y bajo pH 6.0 sin aplicacion de Al>(SO4)s se obtuvo mayor SCC.
En la clase café las variaciones en SCC se atribuyeron a todas las fuentes de variacion e
interacciones con excepcidn de las interacciones cultivar y dosis de Alx(SO4)s (P > 0.2783), y
cultivar, estado fenoldgico y dosis de Al2(SO4)3 (P > 0.1925); aunque en la prueba de medias de
Tukey sélo se observaron diferencias entre medias por cultivar y estado fenol6gico; en TolR1 en
estado Fresh independientemente del pH, SCC presentd valores cercanos a cero mismos que
incrementaron a medias de 88.5% (pH 4.5) y 82.3% (pH 6.0) en estado Antique como efecto del
avance de la floracion con la cual la superficie dominante cambi6 de la clase rosa a la café en
TolR;1 y de la clase rosa a verde en TolA1. En SCC de la clase verde las mayores significancias (P
< 0.0001) se obtuvieron por cultivar y estado fenoldgico, en particular en el cultivar TolR1 bajo
pH 6.0 que presentd mayor superficie verde sin la aplicacion de Al; en cambio, no se presento
variacion en SCC por efecto del pH (P > 0.2066), pH, estado fenoldgico (P > 0.2066), cultivar,
dosis de Al2(SO4)s (P > 0.3740), ni en cultivar, estado fenoldgico, y dosis de Al>(SO4)s (P >
0.3740).

Las clases de color con mayor superficie en los floretes de TolA1 fueron la rosa (87%) y verde
(85%), y paraTolR; la rosa (98%) y café (85%), para los estados Fresh y Antique respectivamente

por lo que se determinaron como clases de color dominantes (SSC) (Cuadro 2). La superficie rosa
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fue la clase dominante en ambos cultivares en estado Fresh como resultado de un alto contenido
de P en la solucién nutritiva (KH2PO4 y H3POs), que favorecio la formacion de la antocianina
delfinidina-3-glucosido en su forma de catién flavilio (AH™) de color rojo intenso que contribuye
a la coloracion roja y morada de flores (Castafieda et al., 2009, Yoshida et al., 2003); y por tanto
disminuy® la superficie con coloracion azul inclusive en el cultivar de infloresencias originalmente

azules (TolAy).

Cuadro 2. Efecto de los tratamientos en el porcentaje de superficie cubierta (SCC) por clase

(rosa, azul, café, verde).

Cultivar

Estado Dosis de TolA1 TolR:
pH fenoldgico Alx(SO4)s rosa azul cafe verde rosa azul café verde
4.5 “Fresh” TO 86ab 14a Oc Oc 98a 1b 1c Oc
T1 85ab 15a Oc Oc 98a 1b 1c Oc
T2 93a 7b Oc Oc 97a 1b 2c Oc
T3 93a 7b Oc Oc 98a 1b 1c Oc
“Antique” TO 1c 2b 1c 95a 4c 2b 93a 1c
T1 lc 7b 3c 88a 2c 2b 94a 2
T2 6c 9 1c 85a l1c 4b 92a 3c
T3 2c 1la 1lc 86a 4c 4b 84a 8¢
6.0 “Fresh” TO 89a 1la Oc Oc 99 1b Oc Oc
T1 73b 27a Oc Oc 98a 1b Oc Oc
T2 87a 13a Oc Oc 98a 2b Oc Oc
T3 93a 7b Oc Oc 99a 1b Oc Oc
“Antique” TO 4c 22a 2c T2a 1c 1b 66ab 32b
T1 6c 2b 7c 8ha 2c 1b 9l1a 5&¢
T2 Oc 2b O0Oc 98a 2c 2b 66ab 30bc
T3 lc 23a 1c 74a 2c 1b 97a Oc

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). Dosis de Al2(SO4)3 TO:
0.0 gL, T1:0.250 gL, T2: 0.500 gL, T3: 1.00 gL™. Estados fenoldgicos (Edo); Fresh:
Inflorescencias con mas del 90 % de pigmentacion en los floretes decorativos y apertura mayor al
40 % de flores verdaderas Antique: Floretes decorativos de las inflorescencias con mas del 80 %
de superficie con matiz verde o rojizo y apertura mayor del 40 % de flores verdaderas.
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2.5.2.2 Grupo de color dominante

La variacion de color en los sépalos es determinada por el tipo de pigmentos presentes que
afectan el matiz o longitud de onda reflejada predominantemente (Narbona et al., 2014); en nuestra
investigacion se determind un indicador de estabilidad (FCD, %) que calcula cudl es el grupo de
color de las cartas RHS de mayor frecuencia observado en las SCC dominantes (Cuadro 3). En
este cuadro se observan Unicamente los valores de FCD correspondientes a las clases dominantes
con superficies medias mayores a 3%, y se aprecian 7 grupos de color con mayor FCD: purpura
violeta (PV) y rojo parpura (RP) para la clase rosa en estado Fresh; naranja grisaceo (GO) y marrén
grisaceo (GB) para la clase café y el verde amarillento (YG), verde grisdceo (GG) y marrén
grisaceo (GB) para la clase verde, correspondientes al estado Antique.

En TolA1 en estado de floracién Fresh la mayor FCD (89%) se obtuvo para PV en ambos niveles
de pH; bajo pH 4.5 en estado Fresh, PV obtuvo mayor FCD bajo todas las dosis de Al2(SOa4)3 con
el valor médximo en T3 y disminuy6 a 11% con el avance de la floracién; mientras que en estado
Antique se obtuvieron dos grupos con mayor FCD, YG de colores vividos con las dosis T0a T2 y
GB de colores opacos con T3 ya que obtuvieron valores similares de CIE-L 76.62 (YG), 73.98(GB)
pero con marcada diferencia en C valores de 64.24(YG) y 31.67(GB) respectivamente.

Bajo pH 6.0 en TolAy, PV de violetas palidos mostré6 mayor FCD en estado Fresh bajo las dosis
0a0.5 g L? de Al(SO4)s alcanzando el FCD maximo con T1, mientras que con la dosis mas alta
de Al>(SO4)3 se obtuvo RP como el grupo de color con mayor FCD, el cual es similar a los tonos
vividos de RP obtenidos en TolR1 en estado Fresh. Como efecto de la interaccion de la dosis de
Al>(SOa)3, el pH y el estado fenoldgico el cambio en la carta de mayor FCD de PV a RP aumentd

CIE-L de 66.30 a 86.01; pero disminuyd C de 68.36 a 36.6 de la superficie de los floretes.
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En estado Antique con la apliacion Al2(SO4)3 el grupo de color con mayor FCD fue YG que
alcanzo el 100% en T2 y fue 22 % mayor con respecto al estado Fresh; sin aplicacion, GG fue el
grupo de color con mayor FCD caracterizado por presentar menor C (20.5) que en YG (58.6).

El cutlivar TolR: tuvo mayor FCD en estado Fresh con 25.3% (pH 4.5) y 27.8% (pH 6.0), y en
estado Antique con 16.5% (pH 4.5) y 7.3% (pH 6.0) que TolAs, lo cual implica que TolR; tiene
mayor estabilidad en el color de los floretes en las SCC dominantes. En estado Fresh en la clase
rosa, RP obtuvo mayor FCD independientemente del pH, con los m&ximos valores bajo pH 4.5 en
T2 yapH 6.0 con las dosis 0 a 0.5 g L™; mientras que en estado Antique en la clase café bajo pH
4.5, GO obtuvo mayor FCD independientemente de la dosis de Al aplicada con el maximo FCD
en T1; mientras que bajo pH 6.0 la aplicacion de Alx(SO4)s cambid el grupo de color de mayor
FCD de GB a GO con valores similares de CIE-L y C. TolR1 presenté menor variacion en el
numero de grupo de colores y mayores valores de FCD que TolA1; indicando mayor estabilidad y
uniformidad en el color de floretes decorativos de hortensia por efecto de los tratamientos

aplicados.
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Cuadro 3. Efecto de los tratamientos en la frecuencia del grupo de color dominante (FCD)

por tratamiento para las superficies de color dominante (SCC)

Cultivar
Estado  Dosis de TolAl TolR1
pH fenologico Alx(SOs)z rosa % verde % rosa % café %
4.5 Fresh TO PV 56 RP 78
T1 PV 44 RP 67
T2 PV 33 RP 100
T3 PV 89 RP 78
Antique TO YG 67 GO 67
Tl YG 56 GO 100
T2 YG 67 GO 78
T3 GB 56 GO 67
6.0 Fresh TO PV 44 RP 100
T1 PV 89 RP 100
T2 PV 67 RP 100
T3 RP 56 RP 67
Antique TO GG 44 GB 67
Tl YG 56 GO 78
T2 YG 100 GO 50
T3 YG 44 GO 78
HE e
RP PV YG GO GP GG GB

Test Binomial (p<0.05). Grupos de color: rojo purpura (RP), purpura violeta (PV), verde
amarillento (YG), naranja grisaceo (GO), rojo grisaceo (GR), purpura grisdceo (GP), verde
grisaceo (GG), marron grisaceo (GB). Cada grupo de color esta representado con la imagen de la
carta RHS de mayor frecuencia.

2523CIE-LyC

La variacion en CIE-L y C dependio principalmente del cultivar, el estado fenoldgico y de la
interaccion estado fenoldgico y cultivar con el mismo nivel de significancia (P <0.0001) (Cuadro
4), que coincide con los resultados del analisis de conglomerados (88.77%); ya que con el paso del
estado fenoldgico Fresh a Antique los floretes decorativos presentaron un cambio dramatico de
color que se observé como el cambio de clases y grupos dominantes de color en cada etapa y en

consecuencia sus valores de CIE-L y C. CIE-L tuvo un comportamiento influenciado por el nivel
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de pH (P <0.0001) y su interaccidon con el resto de los factores (P < 0.0242); particularmente en
estado Fresh en TolA1 bajo pH 4.5 donde ninguna dosis de Al cambié el valor de CIE-L, mientras
que bajo pH 6.0 cualquier dosis de Al2(SO4)sdisminuyo el valor de CIE-L con respecto al testigo.
En la interaccion genotipo estado fenoldgico (P < 0.0001), CIE-L increment6 20% al cambiar de
estado Fresh a Antique en TolR1. En TolA: en estado Fresh bajo pH 4.5 sin importar la dosis de
Al>(S0a)3, los floretes fueron mas luminosos que bajo pH 6.0; esto fue contrario a lo esperado
donde mayor disponibilidad de Al asociada a un pH &cido (4.5) induciria mayor concentracion de
delfinidina-3-glucosido y por lo tanto menor valor de CIE-L; esto sugiere que la respuesta de CIE-
L a los tratamientos aplicados obedece a mecanismos fisioldgicos complejos, como es la
disminucion del contenido de clorofila y carotenoides, e incremento de la concentracién de
delfinidina cuando aumenta la concentracion de Al (Eid, Albatal y Haddad, 2015); a la variacion
en la forma de las células de la epidermis reportada particularmente en hortensias verdes
(Kesumawati et al., 2006) y su efecto en la cantidad de luz que llega a los pigmentos acumulados
en su interior o0 en capas inferiores; y a la diferencia en reflectancia de los pigmentos responsables
de la coloracion de los floretes asociados a iones metal, su estabilidad como complejos y su
ubicacidn en los sépalos (lto et al., 2019).

El Croma, por otra parte, mostrd efecto de las interacciones, pero sin ninguna tendencia definida,
donde la interaccion pH, estado fenologico y dosis de Al fue significativa (P < 0.0342) y en donde

C aumento al pasar de estado Fresh a Antique particularmente bajo pH 6.0 enTolR1(40%).
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Cuadro 4. Variacion de los valores de CIE L-C inducida por los tratamientos en las SCC

Cultivar
Estado Dosis de TolA: TolR;
pH CIE- )
Fenolégico Al(S0ns L © CIEFL €
4.5 Fresh TO 71la 23b 57b  34b

Tl 7la 26b 63b 38b

T2 82a 60a 62b 42b

T3 73a  36b 62b  40b

Antique TO 65b 52ab 82a 64a

T1 69a 24b 8la 6la

T2 80a 53ab 78a 43b

T3 63b 21b  78a 59ab

6.0  Fresh TO 70a 34b 52b 29b
Tl 63b 32b  55b  34b

T2 60b 20b 52b  28b

T3 650 27b  59b  27b

Antique TO 74a 26b 80a 78a

T1 77a 52ab 76a  70a

T2 58b 50ab 77a 6la

T3 54b 18b 83a 80a

Medias con letras iguales no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

En gran medida la variacion de color se atribuy0 al estado fenoldgico; en estado Fresh donde los
cultivares mostraron floretes con intensos colores, purpura violeta en TolA1 y rojo purpura en
TolRy, la sintesis y méxima acumulacion de antocianinas naturalmente funciona para atraer a
polinizadores y garantizar la reproduccion (Narbona et al., 2014), mientras que en la etapa Antique
la degradacidn de las antocianinas hace que los floretes presenten matices verdes amarillentos en
TolA:1 y colores naranja grisaceos en TolR:. Tanto la formacion de antocianinas como la
produccidn de clorofila estan regidas por los cambios en las rutas biosintéticas de los pigmentos,
en las que de acuerdo con Mufioz y Munné-Bosch (2018), la acumulacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) permite la degradacion de antocianinas y posiblemente la reactivacion de los
cloroplastos en drganos florales; proceso indispensable en especies con dormancia invernal y
defoliacion natural como Hydrangea macrophylla que permite la acumulacién de fotoasimilados
para la produccion de yemas florales en verano (Pagter et al., 2011). Por otra parte, se encontraron
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diferencias en la coloracion atribuidas al genotipo, ya que de acuerdo con Schreiber et al. (2011)
en Hydrangea macrophylla cada genotipo presenta el mismo contenido de antocianinas
independientemente del color que muestren las inflorescencias lo cual esta en funcion de la
concentracion de Al; por lo que la variacion en color observada en nuestra investigacion se debid
a la interaccion entre el genotipo y la disponibilidad de Al en la solucion nutritiva. Este
comportamiento se observo en particular en TolR1 cuyos floretes mostraron mayor uniformidad y
estabilidad del color, consecuencia de una baja disponibilidad del Al y un alto contenido P en la
solucién nutritiva (KH2PO4 y H3PO4) que favorecid la concentracion predominante de delfinidina-
3-glucosido en su forma maés estable, el cation flavilio (Castafieda et al., 2009), lo cual no se
observo en TolAu.

Asi como las variables descritas anteriormente la luminosidad y el croma también fueron
afectadas por la fenologia y el cultivar; en TolA1 no se presentd variacion en estas variables,
mientras que en TolRal cambiar el color de la superficie del florete de rosa a café debido al estado
fenoldgico, tanto luminosidad como el croma disminuyeron obedeciendo al tipo y concentracion
de pigmentos presentes, diferente al comportamiento observado en Paeonia lactiflora Pallas
(Zhong et al., 2014) y orquideas Cymbidium (Wang et al., 2014) donde con el avance de la
floracion, la luminosidad incrementa y el croma disminuye. TolAz presenté mayor croma y menor
luminosidad que TolR1 en estado Fresh asociado al genotipo y su concentracion de antocianinas
(Schreiber et al., 2011) en lo que también podria influir la interaccién entre el genotipo y el nivel
de acumulacion de pectinas en enlace con Al en paredes celulares (Yang et al., 2008) y su efecto
en la reflectancia.

Con base en las variables evaluadas, es posible elegir cultivares y condiciones de cultivo acorde

a los criterios de calidad deseados. Si se considera como deseable mayor uniformidad y estabilidad
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del color en los floretes, los mejores tratamientos para el cultivar TolAz en estado Fresh bajo pH
4.5 se obtendrian con 1.0 g L™ de Alo(SO4)3 y sin aplicacion de Al bajo pH 6.0; y en estado Antique
se obtendrian aplicando 0.250 y 0.50 g L™ de Alx(SO4); bajo pH 4.5 y 6.0 respectivamente;
mientras que en el cultivar TolR; en estado Fresh y pH 4.5, las dosis de 0.250 y 0.50 g L de
Al>(SOs)z inducen coloracion més estable y mayor uniformidad del color en floretes de hortensia;
en estado Antique la dosis control y pH 4.5 asi como la dosis de 1.0 g L™ de Al(SO4)3y pH 6.0
obtuvieron los porcentajes maximos de uniformidad y estabilidad del color.

En la presente investigacion encontramos que la uniformidad del color, la estabilidad del color,
la luminosidad y croma obtenidas mediante analisis de imagenes con RNA podrian ser variables
utiles para determinar criterios cuantitativos de la variacion del color y ser una alternativa accesible
en las pruebas de Distincion, Homogeneidad y Estabilidad del color de la UPOV en variedades
vegetales, actualmente realizada con cartas RHS con base en criterios determinados por expertos.
La metodologia utilizada en esta investigacion facilita la seleccion de lineas en el
fitomejoramiento, la evaluacion espacial y temporal de la interaccién genotipo-ambiente y la
seleccion de técnicas productivas para satisfacer los estandares de mercados especificos, la

clasificacion de productos horticolas, y la deteccidon temprana de plagas y enfermedades.

2.6 CONCLUSIONES
La fenologia y el genotipo tuvieron efecto en la variacion y estabilidad del color, en la
luminosidad y en el croma de floretes decorativos en Hydrangea macrophylla, mientras que el pH

y el Al influyeron en la estabilidad del color.
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2.6.1 INVESTIGACION FUTURA

El uso de clasificadores de color RNA en el sector ornamental puede contribuir no sélo a la
estandarizacion de color sino a la identificacion de patrones asociados con la sanidad de la planta
como parte de su etiquetado para comercializacion.

El clasificador de color puede adaptarse como una aplicacion en el teléfono movil para la
identificacion automatica de color, calidad y especies.

La precision del clasificador RNA puede mejorarse con el uso de equipos de mayor presion para
la adquisicion de imagenes digitales ya que la apariencia de las flores dependen del nivel de

iluminancia y las distribuciones de potencia espectral de los iluminantes.
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CONCLUSIONES GENERALES

Ya que la aplicacion de Alx(SOs4)s para incrementar la calidad del color en Hydrangea
macrophylla es una practica comun en produccion comercial tanto en planta en maceta como flor
de corte; la evaluacion de su efecto en conjunto con el P y algunos factores del microclima en la
biosintesis de antocianinas, calidad de la inflorescencia y comportamiento fisiologico y fenoldgico
de la planta; asi como el analisis cuantitativo de criterios de calidad en color de la inflorescencia
es de vital importancia; en este trabajo permitid: 1. Conocer la respuesta por cultivar a los factores
evaluados y las bases fisioldgicas para su manipulacién agrondmica. 2. Conocer la dosis de
Al2(SO4)3, pH y nutricion éptimas para obtener un grupo de color especifico optimizando el uso
de insumos agricolas y reduciendo la toxicidad a plantas vecinas; 3. Conocer los rangos de T° y
HR cultivar-dependientes para el forzado de la produccion y su comercializacion en fechas de
mayor demanda ( Ejm. 10 de mayo, 14 febrero, etc.); 4. Mejorar la produccion de yemas florales
manteniendo o reforzando la nutricion cercana a dormancia invernal; 5. Aprovechar herrmanientas
accesibles como el analisis de imagenes digitales para analizar cuantitativamente el color de las
inflorescencias con alta precision y enfocar la produccion de acuerdo a las preferencias del
consumidor (Grupo de color, Uniformidad, Intensidad, etc.); asi como dar seguimiento a la
estabilidad del color util en el registro de variedades vegetales; 6. Incentivar la orientacion de
produccién de hortensia hacia la calidad y diversificacion; 7. Dar a conocer el manejo de la
hortensia en maceta, un cultivo redituable entre los productores nacionales, especialmente aquellos
en zonas con problemas de exceso de Al; y 8. Incentivar el estudio de la especie, su manejo

postcosecha y propiedades farmacoldgicas.
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