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RESUMEN

La fotosintesis es un importante proceso fisioldgico realizado, principalmente, por las plantas. A
través de este proceso las plantas trasforman la energia luminosa en energia quimica con el fin de
generar materia orgénica (carbohidratos o glucosas) que utilizan como sus propios nutrientes, y
oxigeno (O) como residuo.

Los métodos de medicion de fotosintesis que existen actualmente son invasivos, de
laboratorio o incluso destructivos. El lograr desarrollar un método no invasivo de medicion de
fotosintesis no alteraria 0 someteria a estrés a la planta, por lo que ésta trabajaria de forma
ordinaria. Un método con estas caracteristicas no solamente seria innovador, sino que también
seria sumamente (til para la automatizacion de los invernaderos y la investigacion bioldgica in
situ.

Las principales variables involucradas en la fotosintesis son: Luz, CO, O, y la
Temperatura generada por la planta. Esta temperatura se refiere a la originada por la hoja durante
la conversion de energia luminica en quimica. Estas variables pueden medirse por principios
opticos. El utilizar principios Opticos de medicidn permite evitar el contacto fisico con la planta,
es decir, constituyen una forma no intrusiva de medicion.

Dentro de los diferentes tipos de plantas, dependiendo de la forma en que realizan la
fotosintesis, existen las C3, C, y CAM (del acrénimo en inglés Crassulacean Acid Metabolism).
Siendo las tipo C3 las mas comunes. EI Capsicum annuum L., planta tipo Cs, es la variedad de
chile mas importante en el mundo. Esta variedad tiene diversas aplicaciones gastronémicas,
quimicas, farmacéuticas, militares, etc.

Este trabajo presenta una metodologia de medicion que correlaciona la temperatura foliar
en plantas Capsicum annuum L., la temperatura ambiente, la humedad relativa y la radiacion
incidente con su fotosintesis. Esta metodologia esta basada en un modelo matematico original.
Se plantea, a su vez, la implementacion de este modelo en un Fiel Programmable Gate Array
(FPGAS).

La metodologia propuesta representa una nueva forma para inferir fotosintesis. Ademas,
el modelo desarrollado es susceptible de ser enriquecido, en el futuro, al aumentarle otras
variables, como por ejemplo humedad del suelo. Este modelo podra ser integrado a modelos
fisiologicos para el control y fitomonitoreo en invernaderos, asi como para el desarrollo de
dispositivos electronicos no invasivos para la medicion de este importante proceso fisioldgico.

Palabras clave: instrumentacion electronica, biosistemas, algoritmos genéticos, Fiel
Programmable Gate Array (FPGAS), opto-electronica, temperatura por infrarrojo.



ABTRACT

Photosynthesis is a very important physiological process made, principally, by plants. Through
this process, plants transform luminous energy into chemical energy, with the purpose of
generating biomass (carbohydrates and glucoses) used as their own nutrients, and oxygen (O;) as
residuum.

The photosynthesis measurement methods that already exist are invasive, exclusively of
laboratory, or even destructive. A non invasive method for measuring photosynthesis would not
alter o stress the plant, thus it would work in an ordinary way. A method with such
characteristics would be innovative, but also useful for the automation of greenhouses and
biological research in situ.

The principal variables involved with photosynthesis are: light, CO,, O,, and the
temperature generated by the plant during the conversion of luminous energy into chemical
energy. Such variables are measurable through optical principles. Optics avoids physical contact
with the plant, constituting a non invasive way of measuring.

Among the different kind of plants, depending on the way they make photosynthesis,
there are the C3, C4 and CAM (Crassulacean Acid Metabolism). Among these, the C3 are the
most common. Capsicum annuum L., a Cs plant, is the most important variety of chili in the
world. This variety has different gastronomical, chemical, pharmaceutical, and military
applications.

This document shows a measuring methodology which correlates leaf temperature of
Capsicum annuum L. plants, air temperature, relative humidity, and incident radiation with
photosynthesis. Such methodology is based on an original mathematical model. It is also
proposed the implementation of such model in a Field Programmable Gate Array (FPGA).

The proposed methodology is a new for inferring photosynthesis. Furthermore, the
presented model is susceptible to be enriched in the future by adding other related variables, for
example soil humidity. This model might be used in physiological models for controlling and
phytomonitoring of greenhouses. Another possible use of the model is the developing of non
invasive electronic instruments for measuring this important physiological process.

Keywords: electronic instrumentation, biosystems, genetic algorithms, Field
Programmable Gate Array (FPGAS), opto-electronics, infrared temperature.



“En la sociedad humana, todo el mundo tiene que trabajar para mantener su
existencia, ya sea un obrero, comerciante, administrador o agricultor, o incluso si
uno pertenece a la clase mas alta y es un hombre de letras, un cientifico o un
tedlogo. Por lo tanto, el sefior le dice a Arjuna que no tiene que abandonar su
ocupacion, pero que, mientras esté dedicado a ella, debe recordar a Krsna (mam
anusmara).” A.C. Bhaktivendanta Swami Prabhupada, El Bhagavad-Gita, tal como
es. Edit. The Bhactivedanta Book Trust, 2000.

“Los hechos que registra nuestro conocimiento estan ya interpretados de alguna
forma y son, por lo tanto, esencialmente tedricos. Siendo esto asi, la historia de
la ciencia serd tan compleja, cadtica y llena de errores como las ideas que
contiene, y a su vez estas ideas seran tan complejas caoticas, llenas de errores y
divertidas como las mentes que las han inventado.” Paul Feyerabend, Contra el
método, 1970.

“La luz no es causa, es efecto.” Rodolfo Benavides, Levantando la cortina, 1971.

A Dios, por ser.
A A. por no callar.
A Ana, por amar.

A Demian, por llegar.



AGRADECIMIENTOS

A mi Madre, por siempre apoyar. A mi Padre, por aln estar. A Paco, por ser ejemplo a seguir. A
Ana Rocio, por ensefiar.

A los investigadores Dr. Ramon Gerardo Guevara Gonzélez (UAQ) y Dr. José Alfredo Padilla
Medina (ITC), por sus valiosos consejos, y su incondicional apoyo y guia. Por no solamente ser
profesionales, sino también humanos.

Al Dr. Irineo Torres Pacheco (UAQ), por su liderazgo manifiesto en el grupo de biosistemas.

A la Dra. Rosario Guzman Cruz (UAQ), por su importante asesoria en el area de modelado
matematico.

A la Universidad Auténoma de Querétaro (UAQ), por permitirme estudiar en ella para lograr este
titulo. Gracias también por instruirme no solamente en aspectos técnicos, sino también administrativos del
area de investigacion.

A todos los compafieros, profesores y alumnos del Cuerpo Académico de Ingenieria en
Biosistemas (CAIB-UAQ), por su constante apoyo técnico y moral en todo este proceso de investigacion.

A los investigadores Dra. Beatriz Xoconostle Cazares, Dr. Roberto Ruiz Medrano y QBP Lidia
Gomez Silva, todos del Dpto. de Biotecnologia y Bioingenieria del Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAYV), unidad Zacatenco, México, D.F. Gracias
por prestar sus instalaciones e instrumentos de laboratorio para la experimentacion de este proyecto.

Al Dr. Mario Gonzélez Chavira, por permitirnos utilizar las instalaciones del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) en experimentos relacionados a este
proyecto.

Al Instituto Tecnoldgico de Celaya (ITC) por apoyarnos, a través del Dr. José Alfredo Padilla
Medina, en diversos aspectos para la realizacion de este proyecto.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT) por el apoyo econdmico brindado a
través de la Beca 239421.

Al Fondo de Investigacion de la Facultad de Ingenieria de la UAQ (FIFI-UAQ), por el
financiamiento FIN201116, el cual fue muy util para la realizacion de este proyecto.

A la Optical Society of America (OSA), por los apoyos econdmicos y la proyeccion a eventos
internacionales que sirvieron de escenario para presentaciones de mi trabajo de tesis.

A todos mis amigos, que por suerte son muchos como para enumerarlos, disculpen por no
hacerlo. Por recordarme que “No so6lo de ciencia vive el hombre”.



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE CONTENIDO

Tema Pagina
Resumen i
Abstract i
Dedicatoria iii
Agradecimientos iv
indice de tablas vii
indice de figuras vii
Capitulo 1: Introduccién 1
1.1 Justificacion 2
1.2 Planteamiento del problema 4
1.3 Hipdtesis y Objetivos 5
Capitulos 2: Revisidn de literatura 6
2.1 Métodos generales de fotosintesis 6
2.2 Métodos de medicion de fotosintesis relacionados con técnicas dpticas 9
Capitulo 3: Materiales y metodologia 16
3.1 Marco tedrico 16
3.2 Materiales 17
3.3 Metodologia 24
Capitulo 4: Resultados y discusién 31
4.1 Analisis de alcances comerciales de sensores 31
4.2 Analizadores de espectro 31
4.3 Termografia dptica 36
4.4 Analizador de gases 37



INDICE DE CONTENIDO

4.5 Expresion de rubisco

4.6 Generacion de Modelo Matematico

4.7 Programacion de drivers de sensores

4.8 Implementacién del algoritmo matemdtico
Capitulo 5: Conclusiones

5.1 Trabajo a futuro

Bibliografia

Vi

43

44

50

55

57

59

60



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

INDICE DE TABLAS

Tabla Descripcion Pagina

41 Valores calibrados de los parametros del modelo de 47
fotosintesis

4.2 Variables a medir y sensores propuestos a utilizar 50

INDICE DE FIGURAS

Figura Descripcion Pagina
3.1 Conexion tipica del sensor SHT71 21
3.2 Trama de comunicacién del sensor SHT71 21
33 Bloque funcional del Convertidor Programable de Luz a 22

Frecuencia TSL230RD, TAOS

3.4 Vista superior del integrado TSL230RD 22
3.5 Salida de Frecuencia Vs Irradiancia del TSL230RD 22
3.6 Diagrama a bloques interno del Sensor Termopila Infrarrojo 23

TMPOO6, Texas Instruments.

3.7 Estructura interna del Sensor Termopila Infrarrojo TMP0OS, 23
Texas Instruments

3.8 Protocolo de comunicacidn del Sensor Termopila Infrarrojo 24
TMPOO6, Texas Instruments

3.9 Formas de construccion de un modelo matematico 28

4.1 Espectro de absorcidn de plantas C3 (frijol y rdbano), 33
C4 (Maiz) y CAM (Nopal)



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

generado por Analizador Perkin EImer Instruments,
LAMBDA 900, UV/Vis/NIR Spectrometer
4.2 Espectro de absorcidn del agua, generado por 34

Analizador Perkin Elmer Instruments, LAMBDA 900,

UV/Vis/NIR Spectrometer
Espectro de absorcidn del agua, generado por

Analizador Perkin ElImer Instruments, LAMBDA 900,

UV/Vis/NIR Spectrometer

4.3 Espectro IR de absorcidn de plantas C3 34
(Chile), C4 (Maiz) con muestras limpiadas con pafiuelo
himedo. Espectro generado por Analizador Perkin
Elmer, Spectrum BX, FTIR System
4.4 Espectro IR de absorcion de plantas C3 (Chile), C4 35
(Maiz) y CAM (Nopal) con muestras NO limpiadas con
pafiuelo hiumedo. Espectro generado por Analizador

Perkin Elmer, Spectrum BX, FTIR System
4.5 Espectro NIR y MIR de absorcion de plantas C3 (Chile), 36
C4 (Maiz) y CAM (Nopal). Espectro generado por
Analizador Perkin EImer, Spectrum BX, FTIR System
4.6 Comportamiento térmico dinamico de 36
las plantas C3 de luz hacia oscuridad

4.7 Comportamiento térmico dinamico de las plantas C3 36
de oscuridad hacia luz

4.8 Estabilizacién de Fotosintesis 37
4.9 Incrementos de Radiacidn 38
4.10 Recta de conversion PAR a Lux 38
4.11 Curvas de luz a diferentes niveles de temperatura 39
4.12 Diferencias entre temperatura de aire y de hoja a 41

diferentes temperaturas del ambiente

Vi



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

4.13 Curva de luz sin hoja 42

4.14 Diferencias entre la temperatura de aire y sensor de hoja, 43
pero sin hoja

4.15 Diferencias entre la temperatura del aire y la de la hoja de 43
una planta con herbicida

4.16 Masa de rubisco expresada en Capsicum annuum L. a dos 44
temperaturas de aire

4.17 Diagrama de flujo de los algoritmos genéticos 45
4.18 Comparacion de Modelos propuestos contra 47
mediciones
4.19 Comparacion de método determinista (linea punteada) 49

contra valores medidos (linea continua)

4.20 Entradas y salidas generales de un médulo de comunicacidn 51
12C

4.21 Simulacidn del protocolo 12C 53

4.22 Tarjeta para termopila 54

4.23 Entradas y salidas generales de un mddulo de 54

frecuencimetro
4.24 4.24 Simulacion del frecuencimetro 55

4.25 Diagrama a bloques sugerido para el médulo del algoritmo 56
de caja negra

vii



INTRODUCCION

CariTuLo 1:

INTRODUCCION

Las plantas son el primer eslabon en la cadena trofica. Ellas son denominadas organismos
autotrofos, puesto que son capaces de producir sus propios alimentos. Las plantas realizan dicha
produccion por el proceso denominado fotosintesis.

En la fotosintesis, la planta usa energia solar para oxidar agua, de donde libera oxigeno, y
para reducir dioxido de carbono, de donde forma azlcares y otros compuestos de carbon (Taiz y
Zeiger, 2010). Para llevar a cabo este proceso las plantas requieren Luz, Dioxido de Carbono
(COy), Agua y Minerales. Segun diversos autores (Nobel, 1991; Long y Hallgren, 1987; Bidwell,
1990) la fotosintesis se refiere, entonces, a la transformacion de la energia luminosa en energia
quimica, ésta Gltima corresponde a la fijacion de CO, atmosférico, el cual se transformara en
materia organica, como carbohidratos o glucosas que utilizan como sus propios nutrientes, y en
O, como residuo.

El proceso de fotosintesis consiste principalmente en dos fases. La fase luminosa es la
primera parte de la fotosintesis y corresponde a la absorcion de la energia luminica por parte de
los cloroplastos, esta fase es basicamente equivalente para todas las plantas. La fase oscura
corresponde a la fijacion del CO, atmosférico para transformarlo en carbohidratos y O,. La
segunda etapa utiliza la energia luminica captada durante la fase luminosa. Dependiendo de la
forma en que las plantas realizan la fase oscura, pueden dividirse en 3 tipos: C3, C4 y CAM (del
acronimo en inglés Crassulacean Acid Metabolism).

Para la fijacion del CO,, todas las plantas realizan el llamado Ciclo Calvin, el cual consta
de 3 procesos principales: Carboxilacion, Reduccién y Regeneracion. La diferencia principal
entre los tipos de plantas mencionados anteriormente es que, durante la carboxilacion, las Cs
sintetizan el CO, en compuestos de 3 carbonos, mientras que las C4 lo hacen en compuestos de 4
carbonos. Por otra parte, las CAM tienen la caracteristica de que la recepcion y fijacion del CO,
se llevan a cabo durante la noche, mientras que la decarboxilacion y refijacion del CO, liberado

internamente ocurren durante el dia (Taiz y Zeiger, 2010). De los tres tipos de plantas segun su
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fotosintesis, las C3 son las mas comunes en la naturaleza (West-Eberhard et al., 2011). Ejemplos
de plantas C; son jitomate, pepino y acelga; de C,, cafia de azucar, maiz y sorgo; y de CAM, los
diferentes cactus.

La evolucién de las sociedades sedentarias ha implicado un crecimiento y
perfeccionamiento de las técnicas relacionadas con la agricultura, esto hizo que surgiera la
agronomia, ciencia encargada del estudio de la agricultura. Con el paso del tiempo se han ido
perfeccionando y aportando diversas técnicas agricolas. Debido al aumento exponencial en la
poblacion, cada vez se requieren mayores volimenes de produccion de alimentos en las
sociedades (Torres-Lopes, 2012), por lo tanto, la medicién del impacto del medio ambiente en la
fotosintesis es de interés para la agronomia ya que se relaciona con la productividad de la planta,
y también con la de los cultivos que dependen fuertemente de los rangos fotosintéticos en el
entorno (Taiz y Zeiger, 2010). De forma paralela, el estudio sobre la forma en que responde
fotosintéticamente la planta a factores climaticos, como la temperatura, la luz o el CO,, es de
gran interés para ciencias como la fisiologia, la botanica y la biologia en general.

La produccion en las plantas depende del nivel de nutrientes con que se les cultive y la
capacidad de éstas de procesarlos a través de la fotosintesis. De igual manera, cualquier factor
ambiental que afecte el crecimiento y desarrollo de los cultivos incidira en la productividad de

los mismos y por ende en su rendimiento (Scurlock et al., 1987).

1.1 Justificacion

La medicion del impacto del medio ambiente en la fotosintesis es de interés para la agronomia
debido a que la productividad de la planta, y por consiguiente la productividad de los cultivos,
depende fuertemente de los rangos fotosintéticos en el entorno. De forma paralela, el estudio
sobre la forma en que responde fotosintéticamente la planta a factores climaticos como la
temperatura, la luz o el CO, es de gran interés para ciencias como la fisiologia, la botanica y la
biologia en general.

Para toda medicion es necesario interactuar con el sujeto y tomar una parte de la energia
involucrada en el proceso a medir. Al hacer esto se esta interfiriendo con dicho sujeto,
modificandolo y alterandolo en cierto porcentaje. Ya existen diferentes métodos para la medicion

de fotosintesis (Millan-Almaraz et al., 2009; Espinosa-Calderon et al., 2011) son intrusivos, de
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laboratorio, o incluso destructivos. Los métodos no intrusivos no alteran o someten a estrés a la
planta, por lo que ésta trabajard de forma ordinaria. El lograr desarrollar un método no intrusivo
de medicion de fotosintesis de alta resolucion no solamente seria innovador, sino que también
seria sumamente Util para la automatizacion de los invernaderos y la investigacion bioldgica en
campo.

Taiz y Zeiger (2010) comentan que las principales variables involucradas en la
fotosintesis son: Luz, CO,, O, y la temperatura generada. Esta temperatura se refiere a la
originada por la hoja durante la conversion de energia luminica en quimica. Si se pudiesen medir
estas variables de una forma no intrusiva se permitiria a la planta trabajar libremente, y asi los
resultados de la medicion de fotosintesis serian méas confiables. Si se correlacionasen las
mediciones de las variables antes mencionadas, se podria obtener una estimacion general de la
fotosintesis total. Incluso, como reporta Hunt (2003) se podria llegar a omitir la medicion de O,
en el ambiente, puesto que esto implica el uso de sensores con muy alta precision, lo cual
encareceria al sistema.

En general, todas las variables principales, segun Taiz y Zeiger (2010), involucradas en la
fotosintesis pueden medirse por principios opticos. El utilizar variables Opticas permite evitar el
contacto fisico con la planta, es decir, constituyen una forma no intrusiva de medicién (Espinosa-
Calderon et al., 2011).

Todas las tecnologias de medicion mencionadas por Millan-Almaraz et al. (2009) y
Espinosa-Calderon et al. (2011) son extranjeras. México, al no contar con tecnologia de
medicion de fotosintesis propia, debe de abastecerse con equipos e instrumentos importados
desde diversos paises, generando asi una dependencia tecnoldgica que requiere el desarrollo de
un sistema de bajo costo y capacidades superiores a los sistemas comerciales, que cubra las
nuevas necesidades de investigacion, desarrollo y produccion de su campo eficientemente. Existe
también una fuerte necesidad de tecnificacién para el campo mexicano que permita competir con
los productos béasicos producidos en otros paises que cuentan directamente con tecnologia
avanzada en automatizacion agricola soportada sobre medicion eficiente de las variables
relacionadas.

El Capsicum annum L., fue seleccionado para este proyecto por: ser una planta C3, el

tipo mas comun de fotosintesis; ser pequefio y de facil portabilidad; producirse todo el afio; y ser
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una de las especies mas cultivadas de chile en el mundo (Gonzélez-Pérez et al., 2011; Montes-
Hernandez et al., 2004).

1.2 Planteamiento del problema

1.2.1 Desventajas de Sistemas Actuales de Medicidn de Fotosintesis.

Todos los métodos de medicion de fotosintesis mencionados por Millan-Almaraz et al. (2009) y
Espinosa-Calderon et al. (2011) son destructivos, invasivos, exclusivos para laboratorio, o a gran
escala, lo que coloca a la planta en situaciones anormales de trabajo, inhibiendo asi el curso
natural del proceso de fotosintesis. Las repercusiones derivadas de estas desventajas son:

e Estrés mecanico a la planta, ocasionado por encerrar a las plantas, o a partes de ellas, en
camaras pléasticas que las someten a presiones y pesos no habituales.

e Dafos o destruccion de las plantas o de las muestras al tener que cortarles muestras o
secciones para analizarlas en laboratorio.

e Obstrucciones morfoldgicas referentes a la heterogeneidad de formas y tamafios de las
plantas y de sus hojas. Esta desventaja impide que se use la misma camara para diferentes
tipos o edades de las plantas, requiriendo diferentes camaras con distintas morfologias,
encareciendo asi los sensores.

e Necesidad de equipo sofisticado de laboratorio que encarece los sistemas de medicion e
implica el designar un espacio fisico para la realizacion de mediciones.

e Lenta obtencion de datos al tener que tomar muestras y llevarlas hasta el laboratorio para
su analisis. En caso del método de materia seca (Hodson et al., 2005; Long y Hallgren,
1987), el tener que esperar a que se deshidrate la hoja, lo que arroja resultados que
apuntan hacia el pasado, y no al presente.

1.2.2 Dependencia Tecnologica.
La existencia de una dependencia tecnologica hacia otros paises para la medicion de la
fotosintesis genera repercusiones como:

e Altos costos de transporte relacionados con fletes, aduanas, impuestos, etc.
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e Altos costos de mantenimiento correctivo y preventivo debido a los gastos de envio y
remision del equipo a los centros de soporte técnico, o de viaje y viaticos del técnico
especializado;

e Largos tiempos de entrega resultantes de la transportacion desde diferentes paises y
retencion en aduanas;

e Rezago en desarrollos del campo nacional al no poder contar con tecnologia de punta de
primera mano, y tener que esperar hasta que otros paises la liberen internacionalmente.

e Baja competitividad de producciéon a nivel internacional al no estar en condiciones

equivalentes con los productores de paises con mayor desarrollo tecnoldgico.

1.3 Hipotesis y objetivos

1.3.1 Hipétesis general
“Es posible estimar la fotosintesis en Capsicum annuum L. basandose en mediciones no
invasivas de variables como temperatura de hoja, temperatura ambiente, humedad relativa y

radiacion”.

1.3.2 Objetivo general
“Desarrollar una metodologia para estimar la fotosintesis basada en principios épticos

que permitan medir de una manera no invasiva variables relacionadas con dicho proceso”.

1.3.3 Objetivos especificos

e Determinar alcances de sensores comerciales de fotosintesis.

e Caracterizar el fendmeno de fotosintesis en diferentes condiciones ambientales con respecto
a las variables: temperatura de hoja, humedad relativa del ambiente y radiacién, en la planta
Capsicum annuum L.

e Generar un algoritmo que correlacione las variables; temperatura de hoja, humedad relativa
del ambiente y radiacion con la fotosintesis.

e Evaluar la eficacia del modelo desarrollado.

e Implementar el algoritmo en un FPGA (Field Programable Gate Array).
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CAPITULO 2:

REVISION DE LITERATURA

2.1 Métodos generales de medicion de fotosintesis.

Existen diferentes métodos para medir la fotosintesis a niveles de hoja, planta o grupo de plantas.
Millan-Almaraz et al., 2009, reporta que los métodos modernos utilizados para la estimacion de

la fotosintesis son los siguientes:

2.1.1 DESTRUCTIVOS

O también denominados de materia seca, consisten en la estimacion de la actividad fotosintética
acumulada durante la vida de la planta, basada en la acumulacion de materia seca de una planta
desde su punto de germinacion, hasta que es cortada (Hodson et al., 2005). Este método
comprende el cortar una porcion de la planta, deshidratarla y pesar su materia seca. Los métodos
destructivos son adecuados para evaluar cambios a largo plazo, pero son inapropiados cuando el
interés se concentra en los incrementos de materia seca a corto plazo como en intervalos de dias,
horas o minutos, o en las contribuciones que hacen los 6rganos individuales (Long y Hallgren,
1987).

2.1.2 MANOMETRICOS
Consisten en la medicion directa de los cambios de presion de O, o CO, en una camara aislada
con organismos fotosintéticos. (Warburg, 1969). Las principales razones por las cuales este
método no es utilizado para monitorear rapidos cambios en la fotosintesis, conciernen
principalmente a la precision que es afectada por perturbaciones en la temperatura, composicion
del aire, cambios de presion abidticos en los recipientes y diferenciales de presion muy pequefios

en los gases a medir (Hunt, 2003).
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2.1.3 ELECTROQUIMICOS
Método utilizado en soluciones acuosas donde se mide O, o CO, por medio de electrodos
electroquimicos. Es un método muy util debido a su simplicidad y bajo precio (Tank and
Musson, 1993; Deleiu and Walker, 1972; Takahashi et al., 2001). Algunas de sus limitantes son
que los sensores consumen oxigeno de la muestra, y que después de largos periodos de muestreo
se pueden producir mediciones no confiables; también la muestra tiene que ser agitada
constantemente para asegurar mediciones homogeneas; intercambio continuo de partes del
sensor para mantener una maxima precision; son Utiles inicamente en medios acuosos que no
contengan burbujas, puesto que éstas interfieren con la medicion (Hunt 2003). Este método tiene
su alternativa para gases, donde la medicion se hace por medio de dos electrodos de O, en forma
de disco, los cuales se conectan a una camara que cubre la hoja (Delieu and Walker 1981).
Aunque este método tiene la ventaja de poder medir en hojas de plantas terrestres, sufre la
mayoria de las desventajas de la versidén para sustancias acuosas. Estos dispositivos pierden

sensibilidad a muy bajas concentraciones de CO,.

2.1.4 INTERCAMBIO DE GASES
Este es el método mas cominmente usado actualmente en equipos comerciales y experimentales
para la medicion de fotosintesis en hojas individuales (Delieu and Walker, 1981). Consiste en
aislar la muestra en una camara y medir el O, 0 CO; antes y después del proceso fotosintético.
Dependiendo de esta relacion se infiere el grado de fotosintesis ejecutada por la planta (Schulze,
1972; Takahashi et al., 2001).

El gas mas comunmente tomado como parametro es el CO,, para su deteccion se utilizan
los sensores Infrarrojos de Gas (también Ilamados IRGA por sus siglas en Inglés Infra Red gas
Analysis Sensors). Los IRGA sirven para medir la concentracion de moléculas de CO, en el aire,
las cuales absorben luz infrarroja a longitudes de onda de 4.25, 2.66, 2.77 y 14.99 um (Hill and
Powell, 1968). Estos sistemas de medicion pueden consistir en cdmaras cerradas o abiertas. Los
sistemas de camara abierta permiten el muestreo a mayores frecuencias que los de camara
cerrada lo que resulta en una mayor velocidad de respuesta. Esto permite cambiar la camara a
diferentes hojas. Un aspecto que causa algunas complicaciones es el sellado de la camara, el que
no sea transparente oscurece una porcion de la hoja, no solo inhibiendo la fotosintesis en esa

area, sino produciendo CO, por su misma respiracion oscura. Dicho CO, repercute en un error en
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la medicion del rango de fotosintesis calculado por el dispositivo (Long and Bernacchi, 2003).
Otro aspecto a tomar en cuenta es que la forma fisica de la camara elegida se debe de adecuar al
tamario y forma de la hoja a estudiar.

Andlogo al sistema de intercambio de gases basado en CO,, existe el de O,, el cual tiene
ciertas caracteristicas a tomar en cuenta. La diferencia entre el O, antes y después de la
fotosintesis es mucho menor que la de CO,, ademas, el primero es mucho mas inestable que el
segundo. Esto implica la utilizacion de sensores con muy alta precision, lo cual encarece al
sistema (Hunt, 2003).

2.1.5 METODO DE ISOTOPOS DE CO,
Método destructivo utilizado en camaras aisladas. Se basan en el uso de Isétopos de Carbon para
marcar la produccion de CO,, después la muestra se somete a un sistema que cuente las
particulas beta a través de la radiacion del is6topo (Hunt, 2003; Kawachi et al., 2006). La

fotosintesis se estima a partir de la cantidad de particulas beta contadas.

2.1.6 MODELACION MATEMATICA
Dado que la fotosintesis no es una variable que se pueda medir directamente, se vuelve necesario
calcularla con base en otras variables y algunas ecuaciones especificas. Este método en
especifico consiste en el desarrollo de modelos matematicos que permitan la estimacion de
fotosintesis basado en el comportamiento de patrones obtenidos al monitorear otras variables
comunmente climéticas. Esta técnica es dificil de usar debido a la complejidad de la mayoria de
los modelos, sin embargo, es una herramienta poderosa para la generacion de modelos que

predigan la fotosintesis con alta precision (Olioso et al., 1998).

2.1.7 ONDAS ACUSTICAS
Este método consiste en la emision de una onda sonora en una muestra acuosa con algas. Se
mide la distorsion de la onda después de pasar por el medio, ésta refleja la cantidad burbujas de
O, producidas por la fotosintesis de las algas- y de ahi se calcula el nivel de fotosintesis generado

por las algas (Hermand et al., 1998).
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2.2 Métodos de medicion de fotosintesis relacionados con técnicas opticas.

La mayoria de los métodos de medicion de fotosintesis enumerados por Millan-Almaraz et al.
(2009) son intrusivos, exclusivos para laboratorio o incluso destructivos. EI que un método sea
invasivo significa que interfiere, contamina o reacciona, ya sea fisica 0 quimicamente, con la
muestra. Esto no es deseable debido a que interfiere con el comportamiento normal de la planta.

Los métodos no intrusivos no alteran o someten a estrés a la planta, por lo que ésta
trabajara de forma ordinaria. EI utilizar variables dpticas permite evitar el contacto fisico con la
planta, es decir, constituyen una forma no intrusiva de medicion. A continuacion se expone
informacidn general sobre los diferentes métodos de medicion de fotosintesis que involucran
técnicas Opticas. Para mayor informacion referirse al documento de Espinosa-Calderon et al.
(2011).

2.2.1 ESPECTROSCOPIA
La espectroscopia Optica consiste en el monitoreo de las interacciones entre la materia y la
radiacion electromagnética en los rangos de ultravioleta (UV, 100-400nm), visible (VIS, 400-
760nm) e infrarrojo (IR, 760nm-1000um) (Waynant and Ediger, 1994). Existen diversos tipos
de espectroscopia, los cuales se explicaran a continuacion. Para mas informacion referirse a
Schlodder (2009).

2.2.1.1 Espectroscopia por absorcion: La absorcion de luz induce transiciones
electronicas y de vibracion de moléculas dependiendo de la longitud de onda de la fuente
(Schlodder, 2009). El espectro de absorcion provee una “huella” espectroscopica de la
muestra. El andlisis del espectro de absorcion de una muestra genera informacion sobre
su comportamiento en estado excitado. Las limitantes de esta técnica son: la auto-sombra
entre plantas y entre el mismo dosel, la altura de la vegetacion, y cambios naturales en la
orientacion de las hojas (Rascher and Pieruschka, 2008; Zimmerman, 2006). Dentro de
la espectroscopia por absorcion existen: el Dicroismo Circular (CD) y el Dicroismo
Lineal (LD), que usan luz polarizada. (Schlodder, 2009). El primero brinda informacion

sobre la estructura secundaria de macromoléculas bioldgicas (Cantor and Schimmel,
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1980). El segundo se usa para obtener informacidn relativa a la orientacion de pigmentos

en plantas (Rodger and Nordén, 1997).

2.2.1.2 Espectroscopia por diferencia de absorcion: Esta deteccion resulta de diferencias
de luz menos obscuridad de espectros de absorcién. Es capaz de detectar pigmentos

especificos involucrados con procesos especificos (Schlodder, 2009).

2.2.1.3 Espectroscopia de absorcion ultra rapida: También es llamada UTRAS por su
acronimo en inglés Ultrafast time-resolved absorption spectroscopy. Consiste en la
aplicacién de un tren continuo de flashes de luz cortos y de gran intensidad que generen
reacciones fotoquimicas. Los cambios en absorcion inducidos por estos flashes se
monitorean en funcion del tiempo y de la longitud de onda. (Leahy-Hoppa and Spicer,
2010).

2.2.1.4 Espectroscopias Infrarroja (IR) y Raman: La espectroscopia IR se basa en la
absorcién de radiaciones electromagnéticas con longitudes de onda en el rango del
infrarrojo (Asakawa and Tonokura, 2010). Su espectro es usualmente medido con un
espectrometro IR de transformada de Fourier (Kumar and Barth, 2010). La
espectroscopia Raman se basa en la dispersion inelastica de la radiacion electromagnética
a frecuencias diferentes a la de la fuente de luz. Las espectroscopias Raman e IR pueden

utilizarse para observar la vibracion de moléculas (Asakawa and Tonokura, 2010).

2.2.2 FLUORESCENCIA

Cuando una molécula ha sido excitada a un estado mayor de energia, emite radiacion al decaer al

estado inicial. A esta emisién se le llama fosforescencia si la transicion ocurre entre estados

energéticos de diferente spin, y fluorescencia, si son de igual spin. La fosforescencia dura entre 1

y 10 segundos, mientras que la fluorescencia dura solamente algunos nanosegundos. (Schlodder,

2009). Cuando la clorofila es excitada por luz, fluoresce en longitudes de onda de 685nm y

740nm (Taiz and Zeiger, 1998; Rascher and Pieruschka, 2008). La intensidad de la fluorescencia

esta correlacionada a la energia utilizada en la fotosintesis.

10
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La florescencia retardada consiste en la medicion de fotones cuya intensidad depende de
la actividad del fotosistema Il de las plantas (Zhang et al., 2007). Este método es usado para
obtener informacion sobre la tasa de fotosintesis neta (Py).

Es posible la medicion de fluorescencia a través de cAmaras digitales. Esto permite, entre
otras cosas, hacer mediciones en vivo de areas foliares y crecimiento, y reconocimiento indirecto
de fendmenos fisiologicos que interfieren con la fotosintesis (Baker, 2008).

Las técnicas de medicion de fluorescencia suelen estar muy ligadas a la espectroscopia.
Esto ha permitido la generacion de mapas de distribucion global de estrés en plantas y eficiencia
fotosintética. Estos mapas se han obtenido desde plataformas colocadas en campo, aire o,
incluso, en el espacio (Rascher and Pieruschka, 2008; Rascher et al., 2009).

Dada la disponibilidad de instrumentos comerciales, la fluorescencia se ha convertido en
una de las técnicas espectroscopicas mas utilizadas para investigaciones fisiologicas en plantas
(Rascher and Pieruschka, 2008).

2.2.3 ANALIZADORES DE GASES
El andlisis de gases es la técnica de medicion de fotosintesis méas utilizada tanto para
aplicaciones cientificas como comerciales (Millan-Almaraz et al., 2009; Zhang et al., 2007).
Estos sistemas miden el intercambio de los gases O, o CO,, ya sea en medios acuosos o

gaseosos.

2.2.3.1 Medios gaseosos: La molécula de CO, absorbe luz IR de longitud de onda de
2.66, 2.77, 4.26 and 14.99 um (Millan-Almaraz et al., 2009). Los analizadores Infrarrojos
de Gas (llamados IRGA por su acrénimo en inglés Infrared Gas Analyzer) utilizan esta
absorcién para hacer una medicion cuantitativa del cambio de CO; durante el proceso de
fotosintesis (Gansert and Blossfeld, 2008).

Los IRGASs consisten, esencialmente, en: una camara transparente que encierra a
la muestra iluminada (hoja o planta completa); 2 tubos para flujo de aire (uno para la
muestra y el otro para la referencia); una bomba que haga circular el aire; un médulo para
analisis optico; una fuente de luz IR; choppers, fuentes de alimentacién, amplificadores,
filtros y detectores de fase (Williams et al., 1982; Girtner et al., 2005).

11
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Durante la fotosintesis, el diferencial de O, es mucho menor que el de CO,.
Ademas, el O, es mas inestable. Esto provoca que los sensores necesarios para la
medicidn de este gas tengan que ser mas precisos Y, por lo tanto, mas caros. Es por esto
que no es comun hacer mediciones de fotosintesis en medios gaseosos con analizadores
de O, (Hunt, 2003).

2.2.3.2Medios acuosos: Las mediciones de O, y CO; en medios acuosos generalmente se
realizan a través de electrodos electroquimicos tipo Clark. Estos electrodos son invasivos
porque compiten con la muestra por dichos gases (Gansert and Blossfeld, 2008).

Los sensores de O, de fibra optica dependen de la extincion de la luminiscencia
(fosforescencia o fluorescencia) producida por el O,. Esta luminiscencia es generada por
compuestos organometélicos embebidos en una matriz de polimero permeable al O..
Dicha matriz se coloca en la punta de la fibra Optica. Esta técnica permite la medicion
simultanea de la fluorescencia de clorofila al estimular con luz modulada y separar ambas

sefiales por su espectro (Hunt, 2003).

2.2.4 OPTODOS
Los dptodos son sensores opto-quimicos capaces de registrar de manera continua parametros
fisicos 0 compuestos quimicos, basados en las propiedades de fluorescencia de algunos tintes
especificos (Wolfbeis, 2005). Los 6ptodos pueden medir en ambos medios, gaseosos (Neurauter
et al., 1999) o acuososus (Tengberg et al., 2006), sin restringir el rendimiento del elemento
especifico de deteccidn (Gansert and Blossfeld, 2008).

En los éptodos, microparticulas luminiscentes (luminéforos) son incorporadas en una
matriz de polimero especificamente disefiada. Esta matriz define la forma de la mancha del
sensor y ajusta las propiedades del sensor (tiempos de la sensibilidad, la sensibilidad cruzada y

respuesta) para otras muestras a analizar (Gansert and Blossfeld, 2008).

2.2.5 FOTOACUSTICA
En la técnica de fotoacustica, una hoja es encerrada en una celda y expuesta a un haz de luz
modulado. La absorcion de luz de la hoja genera tanto un cambio de volumen molecular, como

un cambio en la entalpia de la fotorreaccion. Estos cambios producen sefiales de presion de calor

12
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y de oxigeno a la misma frecuencia del haz de luz, y son censadas por un transductor
piezoeléctrico (Hou and Sakmar, 2010). Esta sefial contiene informacion de propiedades Opticas
y térmicas de la muestra, difusion de O, y de CO,, y rendimiento de espectros de cuantos de luz
(Barja et al., 2001). En general, los sistemas fotoacusticos miden parametros termodindmicos

como volumen, entalpia y entropia.

2.2.6 IRRADIANCIA
La fotosintesis es un fenébmeno que responde a cuantos de luz. Entonces, es el nimero de fotones
disponibles, en lugar de la cantidad de energia radiante, lo que le es relevante para las reacciones
quimicas. Por ejemplo, si un foton de 700 nm es absorbido, éste induce el mismo cambio
quimico que uno de 350 nm, sin importar que el primero tenga el doble de energia que el
segundo. La parte mas importante para la medicion de irradiancia (I) es la disponibilidad de
radiacion fotosintética (PAR por su acronimo en inglés Photosynthetically Available Radiation).
La PAR esta formada por el rango de longitudes de onda de 400 a 700nm (Bass et al., 1995).

Existen diferentes modelos que expresan la relacion entre | y Py: funciones exponenciales
(Smith and Houpis, 2004), funcién tangencial (Kurano and Miyachi, 2005), modelo hiperbélico
no rectangular (Yufeng et al., 2005), método hiperbdlico rectangular (Kurano and Miyachi,
2005), método de regresion binomial (Wei-guo, 2006), y el modelo de Ye (Ye, 2007). De éstos
los mas utilizados son el método hiperb6lico no rectangular y el de regresion lineal (Ye, 2007).

Aparte de la irradiancia, estos modelos necesitan los valores de condiciones ambientales
como concentraciones de CO, y O,, temperatura y humedad para calcular una curva de respuesta
de Pn. El procesamiento de promedios temporales de dichas variables usualmente genera
resultados sobrevalorados, por lo tanto, son preferibles los valores instantaneos (Berninger,
1994).

2.2.7 CONCENTRACION DE OXIGENO INTRACELULAR
Las plantas, a diferencia de los animales, no poseen un sistema de distribucion de O, para sus
tejidos. Entonces, si la concentracion de O, es reducida, como lo es durante la fotosintesis, las
plantas reducen sus procesos metabdlicos para disminuir su consumo de energia (Van Dongen et
al., 2004). Asi, las plantas alcanzan un uso mas eficiente de O, (Bologa et al., 2003), induciendo

la formacion de lenticelas y aerénquima para incrementar la permeabilidad de los tejidos al

13
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oxigeno (Evans, 2004). Entonces, la medicion de concentracion de oxigeno interno en los tejidos
de la planta muestra ser un cuantificador directo de su actividad fotosintética (Schmaélzlin et al.,
2005).

El oxigeno intracelular en plantas puede ser medido con un electrode tipo Clark, pero su
continuo consumo de O2 podria afectar la concentracion interna de la célula (Buerk, 2004). La
técnica dptica para medir concentraciones intracelulares de O, en plantas consiste en la inyeccién
de células de Pt(ll)-tetra-pentafluorofenilporfirin (PtPFPP) encapsuladas en microcépsulas de
polistireno, las cuales son fosforescentes ante la presencia de oxigeno (Papkovsky, 2004). Asi, al
excitar con alguna técnica Optica de multifrecuencia con modulacién en fase, se logra una
determinacion precisa de los cambios de fosforescencia debidos a la presencia de oxigeno
(Schmalzlin et al., 2005).

2.2.8 MICROSCOPIA OPTICA
Los microscopios a lo largo de su historia han tenido una amplia gama de aplicaciones
bioldgicas. En la actualidad han surgido tecnologias modernas de microscopios electrénicos,
atdbmicos y opticos. Aunque los dos primeros cuentan con una alta resolucion, solamente los
microscopios Opticos permiten analizar muestras bioldgicas a nivel unicelular, y permite el
estudio en vivo de éstas por largos periodos de tiempo (Cisek et al., 2009). La formacién de
imagenes en los microscopios Opticos se basa en variaciones espaciales de intensidades de luz
almacenadas por un detector. Debido a que esta técnica tiene una muy amplia gama de
ramificaciones, en este documento solamente se comentaran los métodos mas populares de cada

tipo de microscopia.

2.2.8.1 Microscopia lineal de campo: Este tipo de microscopios forman la imagen del
objeto directamente de las lentes de éste. Esta imagen es proyectada en un detector
bidimensional (ya sea la retina del ojo humano o una cdmara electrénica). Propiedades
de la luz como la fase o la polarizacion, que se utilizan en estos microscopios como
mecanismos de contraste, son convertidas a cambios de intensidad de luz para que sean

cuantificables por el detector (Bradbury and Evennett, 1996).

14



REVISION DE LITERATURA

La microscopia de fluorescencia es uno de los métodos mas utilizados en
microscopia. Esta ofrece ventajas como alta sensibilidad y especificidad (Haugland et al.,

2005). Sin embargo, su resolucion axial es relativamente baja (Cisek et al., 2009).

2.8.8.2 Microscopia lineal de escaneo: Los microscopios de escaneo enfocan un haz de
luz en un pequefo punto en la muestra. Después se mueve la plataforma de la muestra, o
el haz de luz, para escanear toda la muestra y lograr una medicién completa de ésta
(Cisek et al., 2009). Aungue esta técnica ha alcanzado rangos nanométricos, algunas
restricciones de estos microscopios son: la falta de transmision de luz en el arreglo, la

interferencia entre pixeles vecinos y su limitada velocidad (Pawley and Masters, 2008).

2.8.8.3 Microscopia no lineal de escaneo: En los niveles microscopicos, la aplicacion de
pulsos ultra cortos de laser a bajas potencias induce una polarizacién no lineal en la
muestra. Esta técnica permite obtener imagenes de especimenes vivos sin hacerles dafio,
mientras permite seccionarlo Opticamente (Denk et al., 1990). Cada contraste de los
diferentes tipos de microscopia no lineal contiene informacion especifica sobre la
estructura de la muestra, presentando numerosas ventajas sobre las técnicas de
microscopia lineal. Algunas de estas ventajas son: la obtencion de imagenes de tejido
profundo, seccion Optica, imagenes en vivo de muestras sin tefiir, y la induccion
simultanea de varios procesos no lineales en la muestra. Sin embargo, la microscopia no
lineal de escaneo no es muy popular aun, ni tiene muchas aplicaciones (Cisek et al.,
2009).

La fluorescencia por excitacion multifotonica es el mecanismo de contraste lineal
mas utilizado en investigaciones microscépicas debido a la disponibilidad comercial de
microscopios lineales de escaneo con excitacion laser de dos fotones (Cisek et al., 2009).
Esta puede excitar moléculas de pequefio volumen debido a la no linealidad del proceso
de excitacion. Este tipo de excitacion permite seccionado optico y reduce el blanqueo
producido por desenfoque (Denk et al., 1990).
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CarPiTuLO 3:

MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1 Marco tedrico

3.1.1 Medicion de Radiacion Incidente en la Planta

Taiz y Zeiger (2010) reportan el rendimiento de los cuantos que absorbe la planta y la proporcion
de fotosintesis que puede llevar a cabo ésta con dicha energia. Esto se traduce en que existe
cierta Eficiencia de Cuanto, la cual puede explicarse como medida de los fotones que participan
en el proceso fotoquimico. Entonces, también aparece el concepto de Eficiencia de Energia, que
es la medicion de la cantidad de energia de los fotones que es posteriormente almacenada como
productos quimicos.

La fotosintesis esta limitada por luz. Méas luz implica mayor proporcién de cuantos de
energia. Pero esta proporcion no es infinita. Existe un punto de foto-saturacion luminica. El
trabajo de caracterizacion consistira entonces en revisar a qué rangos de luz comienza a saturarse
la hoja. Taiz y Zeiger (2010) también informan que en cloroplastos funcionales mantenidos en
baja luz, la proporcion de absorcion de luz transformada en O, es del 95%, tomando en cuenta
este alto porcentaje, se visualiza factible la medicion de luz como parametro indicador para
estimar la fotosintesis.

La fotosintesis no utiliza todo el espectro de la luz. Esta usa principalmente las longitudes
de onda de 400 y 700 nm. Es espectro conformado principalmente por estas longitudes de onda
es llamado rango de Radiacion que Activa la Fotosintesis (Photosynthesis Active Radiation,

PAR), y este rango fue utilizado para algunos experimentos.
3.1.2 Medicion de Temperatura por Emision Infrarroja:

Cuando la clorofila se encuentra en estado excitado tiene 4 alternativas para disponer de su

energia antes de regresar a su estado normal, las cuales compiten entre si:
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e Re-emitir fotones. A este proceso se le conoce como Fluorescencia. La clorofila fluoresce en
la region del rojo.

e Transferir su energia a otra molécula.

e Realizar procesos fotoquimicos referentes a la fotosintesis.

e Convertir directamente su energia en calor. Del total de energia que la planta capta de la luz,
se utiliza aproximadamente el 25% para el proceso fotoquimico, mientras que el 75% se

irradia en forma de calor. Este proceso es muy rapido.

Todos los objetos a temperatura por encima del cero absoluto emiten radiacion
electromagnética en funcion de su temperatura. El inferir la temperatura de un cuerpo con base
en la cantidad de luz infrarroja que irradia permite que no haya contacto fisico con éste. Algunos
puntos a tomar en cuenta para utilizar este principio de medicion son que se debe de conocer el
grado de irradiancia del cuerpo a estudiar; se debe de conocer la distancia fija a la que se debe de
colocar el sensor de cuerpo; se debe de compensar con una medicion de referencia de la
temperatura ambiente.

Una de las ventajas de la medicion de temperatura por emision infrarroja consiste en su
velocidad. Sin embargo, es necesario conocer el tiempo durante el cual la planta aumenta su
temperatura al momento de la fotosintesis y compararlos con los tiempos de respuesta del sensor.
Una vez que el sensor se ajuste a la velocidad del proceso de fotosintesis, se podran estudiar las
siguientes opciones:

e Que el aumento en la temperatura indique el tiempo de trabajo de fotosintesis de la
planta, determinando asi, el tiempo que se debe tomar en cuenta la medicién de luz
incidente en la planta.

e Que la magnitud del diferencial de temperatura de la planta durante el proceso de

fotosintesis esté ligado al nivel de fotosintesis logrado.

3.2 Materiales

3.2.1 El organismo experimental:

El organismo experimental seleccionado fue el Capsicum annuum L. cultivar “Don Benito”, mas
comunmente llamado “Chile Jalapefio”. De entre las cinco especies cultivada de chile, Capsicum

annuum L. es la mas conocida y la méas importante econémicamente, porque es distribuida en
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todo el mundo (Gonzalez-Pérez et al., 2011; Montes-Hernandez et al., 2004). Este es un
ingrediente indispensable en empleado para preparacion de comida en el mundo, asi como una
importante materia prima para las industrias farmacéuticas y cosmética (Jin et al., 2009). Aunque
es origianrio de Norteamérica, mas especificamente de México y Guatemala, hoy en dia sus
principales productores son China, Mexico, Turquia y los Estados Unidos (Gonzalez-Pérez et al.,
2011). EI Capsicum annuum L. se cultiva en difrentes regions, desde el nivle del mar hata los
2500 metros sobre el nivel del mar. Es por esto que se encuentra todo el afio en el mercado.

La capacidad de produccion de esta especie es, aproximadamente, de 40 toneladas por
hectarea, y le son mas propicios los climas tropicales hiumedas y subtropicales (Ramirez-Meraz,
2010).

Las plantas seleccionadas fueron cultivadas en substrato Sunshine adicionado con perlita.
Para mantener similitudes entre los analitos, el experimento utiliz6 hojas seleccionadas de
diferentes plantas de chile con, aproximadamente, el mismo tamafio, edad, altura, y nutricion

Algunas de las plantas involucradas con los experimentos seran tratadas con un herbicida
que inhiba su proceso fotosintético. Se propone que este herbicida sea el SENCOR 480 SC
(Bayer CropScience, Monheim, Alemania). Este herbicida, cuya sustancia activa es la
Metribuzina, ataca principalmente al fotosistema Il. El que algunos individuos sean tratados con
este herbicida permitird confirmar si realmente la temperatura foliar estd relacionada con su

fotosintesis.

3.2.2 Analizadores de Espectro

El utilizar variables Opticas permite evitar el contacto fisico con la planta, es decir, constituyen
una forma no intrusiva de medicion. EI monitoreo dptico remoto de tejidos bioldgicos, por
ejemplo las hojas de las plantas, permite una medicion no invasiva porque no hay contacto fisico
entre el sensor y la hoja, por lo que no interfiere con el comportamiento normal de la planta
(Espinosa-Calderon et al., 2011). Previo a este monitoreo, es necesaria la caracterizacion de los
analitos para seleccionar las longitudes de onda donde el tejido muestra la respuesta mas
cuantificable. Una de las principales variables épticas a medir, es la absorcién. La absorcién
Optica se define como la capacidad de un material de captar luz (Wolfbeis, 2005). Todos los
materiales absorben determinadas longitudes de onda dependiendo de las resonancias vibratorias

y electronicas asociadas a las moléculas especificas que lo conforman (Agrawal, 2002). La
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espectroscopia se encarga de dividir un espectro en sus diferentes longitudes de onda, y estudiar
las respuestas de la materia a la incidencia de éstas (Schlodder, 2009).

Esta parte del experimento buscaba encontrar los espectros de absorcion oOptica de las
plantas tipo C3, C4 y CAM en los rangos de Ultra Violeta (UV, 100-400nm), Visible (VIS, 400-
760nm), Infrarrojo Cercano (NIR, 760 nm a 4 um), Infrarrojo Mediano (MIR, 4 a 14 um), e
Infrarrojo Lejano (FIR, 14 a 1000 um) (Waynant y Ediger, 2000).

Puesto que se planean hacer mediciones térmicas por infrarrojo (IR), es necesario el
conocer las longitudes de onda en que las plantas absorben mas radiacion. Para esta parte del
experimento se utilizaron 2 analizadores de espectro: un Perkin Elmer Instruments, LAMBDA
900, UV/Vis/INIR Spectrometer (PerkinElmer Instruments LLC, 2001); y un Perkin Elmer,
Spectrum BX, FTIR System (PerkinElmer Instruments LLC, 2008). Se utilizaron estos 2
analizadores por ser complementarios en sus espectros. Se colocaron, una por una, las muestras
de plantas tipo C3, C, y CAM dentro de los analizadores y se obtuvieron sus espectros.

Las plantas caracterizadas Opticamente fueron: como Cs, frijol (Phaseolus vulgaris),
rabano (Raphanus sativus), chile (Capsicum annuum L.); como C4, maiz (Zea mays); y como
CAM, nopal (Opuntia spp). Todas éstas son vegetales impotantes en la dieta a nivel mundial
(Torres-Lopes, 2012).

3.2.3 Termografia Optica

Todos los objetos a temperatura por encima del cero absoluto emiten radiacion electromagnética
en funcidn de su temperatura. El inferir la temperatura de un cuerpo con base en la cantidad de
luz infrarroja que irradia permite que no haya contacto fisico con éste. A este tipo de medicion se
le llama termografia. Algunos puntos a tomar en cuenta para utilizar este principio de medicion
son:

e Conocer el grado de irradiancia del cuerpo a estudiar.
e Conocer la distancia fija a la que se debe de colocar el sensor de cuerpo.
e Compensar con una medicion de referencia de la temperatura ambiente.

Este experimento se realiz0 sobre ejemplares tipo C3, de Euphorbia pulcherrima c.v.

Freedom. Se utiliz6 una camara para termografia infrarroja (ThermaCAM FLIR E25), con rango
7a13.5 um.
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3.2.4 Analizador de gases

El intercambio de gases es la técnica mas utilizada para aplicaciones, tanto comerciales como de
investigacion en procesos biologicos. Esta técnica esta basada en el hecho de que la molécula de
CO; absorbe IR en las longitudes de onda de 2.66, 2.77, 4.26 and 14.99 um (Espinosa-Calderon
et al., 2011). Los analizadores infrarrojos de gas (Infrared gas analyzer, IRGAs) utilizan las
caracteristicas de absorcion de luz de las moléculas de CO, para medir la disminucion de la
densidad de flujo de cuantos IR como una medicidn cuantitativa de este gas. La produccién de
este gas es una precisa forma de medir fotosines. Los IRGAs succionan aire de las cAmaras y de
la atmosfera de referencia, comparandolas en el sensor de gas. El tiempo necesario para que la
concentracion de CO, decrezca cierto porcentaje (tipicamente 30ppm) es inversamente
proporcional a la proporcion de cambio por fotosintesis generada por la hoja (Millan-Almaraz et
al., 2009).

El dispositivo utilizado en estos experimentos fue el Li-6400XT (LI-COR, 2004). Este
analizador por intercambio de gases fue elegido por caracteristicas como: exactitud de 1.5%,
precision de £ 0.09% a CO, 350 ppm, rédpida respuesta, eliminacion de retrasos de tiempo y
portabilidad. Ademas, éste es el sistema de medicion de fotosintesis mas referenciado en

publicaciones cientificas alrededor del mundo (Singh et al., 2011; Li et al., 2010).

3.2.5 Sensor de temperatura y humedad relativa, SHT71, Sensirion

Este sensor provee una salida digital procesada y precalibrada. Estd basado en un sensor
capacitivo para la medicion de humedad relativa, mientras que para la medicion de temperatura
utiliza un sensor band-gap. Su circuiteria interna estd desarrollada sobre circuitos CMOS, los
cuales garantizan una excelente confiabilidad y gran estabilidad a largo plazo. Tiene salida serial
de dos hilos con una resolucion de 14 bits, lo que resulta en ventajas como una sefial de alta
calidad, rapida respuesta, facil integracion a sistemas electronicos, bajo consumo de energia,
tamafo pequefio e insensibilidad a perturbaciones externas.
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= Micra-
== Controller
== (Master)

Figura 3.2 Trama de comunicacion del sensor SHT71.

3.2.6 Convertidor Programable de Luz a Frecuencia TSL230RD, TAOS.

Para la medicién de radiacién de luz se propone utilizar un sensor Convertidor de Luz a
Frecuencia modelo TSL230RD, TAOS.

Este convertidor combina un fotodiodo configurable de silicio y un convertidor de corriente
a frecuencia en un solo circuito integrado CMOS. La salida puede ser un tren de pulsos o una
onda cuadrada (50% de ciclo de trabajo) con frecuencia directamente proporcional a la
intensidad de luz. La sensibilidad del dispositivo es elegible en tres rangos, permitiendo dos
décadas de ajuste. La salida de frecuencia a maxima escala puede ser escalada por uno de cuatro
valores preajustados. Todas la entradas y la salida son compatibles con circuitos TTL,
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permitiendo una comunicacién directa en dos sentidos a través de un micro-controlador

programable y una salida de interface.

Este dispositivo cuenta con una salida con tolerancias de frecuencia de + 15%. También esta
compensado en temperatura para los rangos de luz del Ultravioleta (UV) al Visible (Vis), 320 a
700 nm, y responde sobre el rango de luz de 320 a 1050 nm. Este dispositivo viene caracterizado
de féabrica sobre temperaturas en el rango de -25 a 70 °C.

T T e A

Current-to-Frequency
Converter

Cutput ” | |
|

Figura 3.3 Bloque funcional del Convertidor Programable de Luz a Frecuencia TSL230RD,
TAOS
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Figura 3.4 Vista superior del integrado TSL230RD.
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3.2.7 Sensor Termopila Infrarrojo TMPO0O06, Texas Intruments.

Este sensor puede medir la temperatura de un objeto sin necesidad de hacer contacto con el
objeto. Este dispositivo utiliza una termopila para absorber la energia infrarroja emitida por
el objeto medido y usa el correspondiente cambio en el voltaje de la termopila para
determinar la temperatura del objeto.

El rango de medicion del sensor infrarrojo esta especificado desde -40 a +125 °C, lo cual
permite un amplio rango de aplicaciones. Trabaja en el espectro de 4 a 8 um. Este sensor
tiene un bajo consumo de potencia durante su operacidn, poco peso y tamafio pequefio, estas
caracteristicas lo hacen til para aplicaciones portatiles.

Wi
{3
DRDY
-Bi ADRO
1iE!|t ::> Digital |}—>] SMBus ADR
= Control || Compatible 1
ADC SCL
IR ) Sensor +
Thermopile Amplifier |
Sensor
Local Vaoltage
Temperature Reference
TMPOO&
AGND DGND

Figura 3.6 Diagrama a bloques interno del Sensor Termopila Infrarrojo TMP006, Texas

Instruments.
Pointer
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Result
Registers = = SCL
i}
Control
Configuration Interface cop
Reagisters * -

R

ADRO ADR1 DRDY

Figura 3.7 Estructura interna del Sensor Termopila Infrarrojo TMP0O06, Texas Instruments.
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Figura 3.8 Protocolo de comunicacion del Sensor Termopila Infrarrojo TMP006, Texas
Instruments.
3.3 Metodologia

3.3.1 Anaélisis de alcances de sensores comerciales:
e Anélisis de capacidades y deficiencias de los sensores de fotosintesis comerciales
disponibles.
e Experimentacion con los sensores de fotosintesis que presenten mejores caracteristicas.
e Andlisis y Experimentacion de alcances de sensores de temperatura IR, humedad

ambiente, temperatura ambiente y radiacion solar, disponibles en el mercado.

3.3.2 Analizadores de espectro

Se tomaron dos muestras de hojas de las diferentes plantas de este experimento (Cs, C4 y CAM).
Una se limpié y la otra no. Todas las muestras se colocaron, una a una, dentro de los
espectrémetros. A cada muestra se le revisO su espectro en todo el rango que manejaba cada

instrumento.

3.2.3 Termografia dptica

Este experimento se realizé sobre ejemplares tipo C3, de Euphorbia pulcherrima c.v. Freedom.
Se utiliz6 una camara para termografia infrarroja (ThermaCAM FLIR E25, con rango 7 a 13.5

pm) posada sobre un tripié a una distancia de 70 cm de las plantas.
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Uno por uno, se colocaron los ejemplares debajo de la camara y se fotografiaron con el
nivel natural de luz. Inmediatamente despues se cubrio el ejemplar para que estuviera en total
obscuridad y se fotografi6 cada minuto durante 10 minutos. De esta forma se maped el
comportamiento térmico dinamico de las plantas de luz hacia oscuridad.

De manera inversa se mape0 el comportamiento térmico dinamico de las plantas de
oscuridad hacia luz. Se fotografiaron las plantas en plena oscuridad, después haber estado
sometidas a ésta por un periodo de 20 minutos. Se descubrieron los ejemplares para que
recibieran 100% de luz ambiental y se tomaron fotografias cada minuto durante 10 minutos.

3.3.4 Analizador de gases

El propésito de este experimento fue el estudiar los cambios en la temperatura de hoja y
correlacionarlos con su fotosintesis. La fotosintesis y la temperatura de hoja fueron medidas en

plantas a diferentes niveles de radiacion y temperatura ambiente.

3.3.4.1 Deteccion del periodo de estabilizacion de la fotosintesis

El periodo de estabilizacion es el tiempo requerido por la planta para estabilizar su fotosintesis a
diferentes niveles de radiacién. Dos temperaturas fueron utilizadas para esta prueba, 23 and 33
°C.

Antes de realizar las mediciones en cada tratamiento, las plantas fueron sometidas a un
proceso de estabilizacion. Durante este proceso, las plantas se colocaron en camaras
completamente oscuras a la temperatura correspondiente al tratamiento durante 30 minutos.

Las plantas fueron sometidas a seis niveles de radiacion (0 - 500 PAR en incrementos de
100 PAR) por 15 minutos cada una. La fotosintesis fue monitoreada cada minute para detector el

punto de estabilizacion.

3.3.4.2 Curvas de Luz
Esta parte del experimento fue desarrollada para obtener las tendencias de la temperatura de hoja
a diferentes niveles de radiacion y, consecuentemente, a diferentes niveles fotosintéticos.

Se utilizaron tres plantas, con tres repeticiones cada una, cinco niveles de temperatura
(11, 23, 33, 39 and 45 °C) y once niveles de radiacion (de 0 a 1000 PAR en incrementos de 100
PAR).
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Después de proceso de estabilizacion, las plantas fueron sujetas a los niveles de radiacion
por un periodo igual al periodo de estabilizacion obtenido (5 minutos). Después de la exposicion

a la radiacion se tomaron las mediciones de fotosintesis y temperatura de hoja.

3.3.4.2 Curvas de Luz de Referencia
Para establecer mediciones de referencia, el procedimiento de las mediciones de curvas de luz
fue repetido con dos diferencias.

La primera diferencia fue repetir una curva de luz sin la planta. Esto mediria el efecto del
aparato en si mismo sobre el punto de medicion.

La otra diferencia fue la de repetir una curva de luz con una planta afectada con un
herbicida. Este herbicida evitaria que ocurriera la fotosintesis. Esto mediria el efecto de la
radiacion sobre la hoja, pero sin la fotosintesis. El herbicida utilizado fue SENCOR 480 SC
(Bayer CropScience, Monheim, Alemania). SENCOR est4 basado en Metribuzin. Esta sustancia
inhibe al fotosistema II. Este es un herbicida sistémico selectivo que controla hierbas malas a
través de sus hojas y raices. La mezcla utilizada constd de 126 pul de SENCOR disueltos en 40 ml
de agua destilada. Esta mezcla fue aplicada a la planta 24 horas antes del procedimiento normal

de una curva de luz.

3.3.5 Expresion de rubisco

Todas las ecuariotas fotosintéticas reducen CO, a carbohidratos por el mismo mecanismo basico:
el ciclo Calvin. Este ciclo tiene 3 estaciones: (1) carboxylacion, durante la cual el CO; es unido
covalentemente a un esqueleto de carbon; (2) reduccién, donde se forman los carbohidratos a
partir del derivado fotoquimico denominado Adenosina TriFosfato (ATP) y donde se reducen
equivalentes en la forma de Nicotinamidas Adenina Dinucleotida Fosfato (NADPH); y (3)
regeneracion, durante la cual, el fijador de CO, ribulosa-1,5-bifospfato se reforma® La fijacion
del CO; es el mecanismo centra de a produccion primaria en casi todos los ecosstemas, y es el
mayor proceso bioquimico en el ciclo Calvin. La encima clave en este proceso es la ribulosa-1,5-
bifosfato carboxilasa/oxigenasa (rubisco). La rubisco es una encima bifuncional que controla la
reduccion de CO, y la oxigenolisis de ribulosa-1,5-bifosfato. La rubisco existe en mdltiples
formas, que difieren en estructura, propiedades cataliticas, y sensitividad al O,. De cualquier
forma, el tipo de rubisco mas distribuido es el de forma | el cual ocurre en plantas y en algunas
bacterias. La rubisco | estd compuesta por ocho subunidades grandes y ocho subunidades
pequefias (L8S8) (Selesi et al., 2007). Las subunidades pequefias de rubisco son sintetizadas en
el citoplasma y transportadas hacia el cloroplasto, donde es ensamblada la enzima (Taiz y Zeiger,
2010).
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La expresion de rubisco fue seleccionada como método de referencia porque ésta es la
enzima clave del ciclo Calvin, y porque es un indicador bioguimico de la actividad del proceso
fotosintético (Selesi et al., 2007; Flexas et al., 2006). Ademas, ésta es la enzima mas abundante
en el mundo, representando hasta el 40% del total de proteinas soluble en la mayoria de las
hojas. La expresion de rubisco fue medida por el método RT-PCR (Reverse Transcriptase of
Polymerase Chain Reaction).

3.3.5.1 RT-PCR (Reverse transcriptase of polymerase chain reaction)

La PCR Transcriptasa Reversa (RT-PCR) es una variacion extremadamente util de la PCR
convencional la cual permite la amplificacion de transcritos especificos de mMRNA a partir de
pequefias muestras de material biolégico sin la necesidad de procedimientos rigurosos de
extraccion asociados con la purificacion de mRNA para propositos convencionales de
purificacion. Convenientemente, los dNTP’s, el buffer, la Tagq polymerase, los primers, la
transcriptasa reversa (RT) y el templado de RNA son afadidos en conjunto en el tubo de
reacciéon. La reaccion es calentada a 37 °C lo que permite trabajar a la RT y permite la
produccidn de una copia de cDNA a partir de las cadenas de RNA que se alinean con alguno de
los primers de la mezcla. Después de la “sintesis de la primer cadena” una PCR normal se lleva a
cabo para amplificar el cDNA, resultando en la “sintesis de la segunda cadena”,
subsecuentemente el DNA de doble cadena es amplificado como se hace usualmente (Walker,
2009).

Procedimiento:

a) A partir de una muestra que en este caso fue solamente una hoja (de chile o de maiz) se
extrajo el mMRNA con la técnica del trizol. Se trituré la hoja con nitrégeno liquido y se
colocd en un tubo eppendorf. Se adicion6 un ml de trizol y se homogeneizo. Se
centrifugo para separar en dos fases. Se separo el sobrenadante y se le agrego cloroformo,
se centrifugd una vez mas y se le agreg6 isopropanol para que de nuevo se formaran dos
fases, la fase cristalina contenia el RNA. A ésta fase cristalina se le agreg6 etanol con el
proposito de precipitar el RNA, se formé una pastilla que contenia el RNA vy se dejé
secar para después resuspenderla en agua estéril con DEPC.

b) Para obtener el cDNA se realizé la “sintesis de la primer cadena”. Una vez obtenida la
primer cadena, se realizd una PCR convencional para cada una de las muestras,
utilizando los oligos para la enzima RuBisCo dependiendo de la muestra tratada (chile o
maiz).

c) Los productos de PCR obtenidos, que correspondian a los transcritos de RuBisCo fueron
cargados en un gel de agarosa con bromuro de etidio y la masa en ng del transcrito fue
calculada.
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3.3.5 Generacion de Modelo Matematico

Los modelos deterministas (también llamados de caja blanca o de modelado fisico) son
explicativos de un sistema. Los modelos de caja negra (de identificacién) son descripciones
directas de los datos, pero tienen la desventaja de que no dan una explicacién de los mecanismos

subyacentes. Una combinacidn de estos dos tipos de modelo resulta en los modelos caja gris.

System

Physical
modeling

Identification

Model

Figura 3.9 Formas de construccion de un modelo matematico.
Para la generacion del modelo matematico se utilizaron las mediciones arrojadas por el
Li-6400XT. El mismo grupo de mediciones se utilizé para la generacion de dos modelos, el
primero de caja negra, calibrado por algoritmos genéticos; y el segundo de caja blanca, o

determinista.
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3.3.6.1 Modelo caja negra, calibrado por algoritmos genéticos

Para la calibracion del algoritmo matematico pueden utilizarse algoritmos evolutivos
(Evolutionary Algorithms, EAS). Este tipo de algoritmos son métodos utilizados para ajustar, u
optimizar, modelos con estructuras especificas (Hoffman et al., 2004). Los EAs tienen una
subdivision denominada Algoritmos Genéticos (Genetic Algorithms, GAs). Los GAs tienen la
facultad de ajustar un modelo a un problema especifico, mientras se resuelven por medio de
retroalimentacion (Guzman-Cruz et al., 2009). Se ha seleccionado a los GAs para calibrar el
modelo porque éstos han sido aplicados antes en sistemas tecnolégicos aplicados a plantas,
control de invernaderos y otros modelos ecologicos; y por su considerable nivel de simplicidad
(Guzmén-Cruz, 2010; Guzman-Cruz et al., 2009; Hoffmann et al., 2004).

El proceso fotosintético se puede describir de la siguiente forma:
y=f(x,y,at) (1)

donde x e R® son las variables de entrada, a < 93° son los pardmetros invariantes en el tiempo y
t denota tiempo. Este modelo involucra 3 entradas: temperatura de hoja (T;), humedad relativa
(RH)) y el PAR incidente (R). Entonces, el modelo propuesto para describir el proceso
fotosintético debe de seguir la forma:

p(t) = a;p(t — 1) + a,T; + asRH; + a, In|R| +as (2)

donde a=(as, a, as, a4, as) es el grupo de parametros invariantes en el tiempo a estimar. Para el
proceso de calibracion del modelo, el cual consistié en alternar pardmetros para obtener un
mejor ajuste entre los datos medidos y los simulados, se minimiza la suma de errores al cuadrado

(E):
E(a)=3" (vt a)-y(,)f 3)

a” =argmin E(a)

donde y(t;,a) es la salida estimulada en el tiempo t;, n es el nimero de mediciones, a es el

grupo de parametros a calibrar y a” es el grupo de parametros que reducen E(a) al minimo. En
este proyecto, la minimizacion de la ecuacion 3 se resolvio usando GAs.

La estructura fundamental de los GAs involucra el tipo de seleccion, la mutacion, y
operadores de apareamiento, aplicados a la busqueda del valor optimo de los parametros a
calibrar. Los tipos de operadores usados en los GAs para calibrar el modelo matematico aplicado
a este documento fueron hechos siguiendo los pasos expuestos por Guzman-Cruz et al. (2009,
2010). Aqui, el grupo de pardmetros a esta representado por una cadena de valores reales la cual
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es necesaria para presentar una solucion candidata a un problema. La seleccion de Padres es
determinada a través de un torneo (Coello, 2007), el cual consiste de:

a) Sortear los individuos de una poblacion.

b) Seleccionar 2 individuos y compararlos en base a su ajuste.

c) El individuo con el mejor ajuste es el ganador del “torneo”.

d) La poblacién debe acortarse 2 veces para seleccionar a i padres (donde [ es el tamafio de
la poblacion).

La recombinacion se maneja en dos puntos, donde dos padres se consideran para generar dos
hijos, cuyos puntos de cruce se escogen aleatoriamente (Coello, 2007). La mutacion es no
uniforme y aleatoria, de acuerdo con Michalewicz (1996). La seleccion de supervivencia es
generacional y se usa para remplazar a la poblacion base en edad. Los hijos vuelven a competir
entre si para generar nuevos padres, Yy asi sucesivamente, hasta ajustar el modelo.

Para saber si el modelo era util, la mitad de las mediciones fueron usadas para calibrar y el
resto para validar el modelo.

3.3.6.2 Modelo determinista, o de caja blanca

La modelacion matematica del proceso de fotosintesis puede ser descrita mediante

y'=f(xy.at) (4)

3 . 5 . ,
Donde X € %™ es el vector de variables de entrada, @ €R” es el conjunto de parametros
invariantes en el tiempo y t denota el tiempo.

Debido a la estrecha relacion que hay entre la humedad relativa (H,) y la transpiracion (T;) de la
planta se analizaron las tasas de cambio de ambas variables respecto a la radiacion (r).

3.3.7 Programacion del Dispositivo Electronico:

Se generaron descripciones en lenguaje VHDL de los protocolos de comunicacion con cada uno
de los sensores seleccionados (Sensor de temperatura y humedad relativa, SHT71, Sensirion;
Convertidor Programable de Luz a Frecuencia TSL230RD, TAOS; y Sensor Termopila
Infrarrojo TMP0O06, Texas Intruments), segln sus respectivas hojas de datos.

Se plante6 el esquema general de la implementacion del modelo matematico propuesto en
un FPGA.
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4.1 Analisis de alcances comerciales de los sensores.

Del estudio de las capacidades y deficiencias de los sensores de fotosintesis comerciales
disponibles, se genero el articulo Espinosa-Calderon et al. (2011). En este articulo se da
una descripcion y se hace una comparacion sobre los diferentes métodos para medir
fotosintesis que estén involucrados con principios opticos de medicién. De esta forma se
comprobd que, aunque si existian métodos que manejan el infrarrojo (IR), como por
ejemplo la espectroscopia infrarroja y Raman (Asakawa and Tonokura, 2010), no habia
ninguno que utilizara termometria infrarroja, tal y como se propone en esta tesis. Después
de revisar los métodos reportados por Millan-Almaraz et al. (2009), tampoco se detect6
ningln método que tuviera como variable principal la temperatura de hoja, y que ademas
fuese no invasivo. De esa manera se comprobd que este proyecto de tesis era viable y
tendria un aporte cientifico.

Sobre la experimentacion con los sensores de fotosintesis que presenten mejores
caracteristicas, se decidio utilizar los analizadores de gas, en este caso el Li-6400XT (LI-
COR, 2004) por ser los més utilizados en el mercado, tanto comercial como cientifico
(Millan-Almaraz et al., 2009; Singh et al., 2011; Li et al., 2010). Como método de
comprobacion del fendmeno que estdbamos monitoreando, se seleccioné el de medicion
de rubisco por su certeza en la deteccion de fotosintesis (Espinosa-Calderon et al., 2012).
Se desarrollaron drivers de comunicacion entre los sensores de humedad relativa,

temperatura ambiente, temperatura de hoja por IR y radiacion solar, seleccionados.

4.2 Analizadores de espectro

Las graficas arrojadas por cada uno de los analizadores se muestran en las figuras 4.1, 4.2, 4.3y

4.4. Los picos de absorcion indican longitudes de onda que pueden ser significativas para alguna
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medicion no invasiva. La figura 4.1 muestra picos de absorcion alrededor de las longitudes de
onda de 400, 600, 1500 y 2000 nm. Los picos cercanos a los 400 y 600 nm (colores rojo y azul,
respectivamente) reflejan la ya conocida absorcion de las plantas en estas longitudes de onda
(Taiz y Zeiger, 2010). Por otra parte, los picos cercanos a los 1500 y 2000 nm se deben a la
presencia de agua en las muestras. Esto se puede comprobar en la figura 4.2, la cual muestra el
espectro de absorcion de agua simple. Incluso, esta grafica muestra algunos valores de saturacion
en las mismas longitudes de onda antes mencionadas. Las mediciones de la figura 4.1 mayores a
2500 nm muestran saturacion, muy probablemente por trabajar este equipo muy en el extremo de

Su rango.

Espectro de Absorcion UV-Vis-NIR

1.5

1.3

~ /:\v
N [ SN\ /

/ \
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| ...__._'/ %/i e RdbaN0
I‘\_/" “ "V[ f_\ = / Maiz
01 ‘II“\_, ....‘_,;.._—'.5"‘—-/] \':’-'-;-J

s

1.1
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0.7

0.5

Absorcion

1Y

0.3
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-0.3

-0.5
Longitud de Onda (nm)

Figura 4.1 Espectro de absorcion de plantas C3 (frijol y rabano), C4 (Maiz) y CAM (Nopal)
generado por Analizador Perkin Elmer Instruments, LAMBDA 900, UV/Vis/NIR Spectrometer

El espectro IR mostrado en la grafica 4.3 muestra algunos picos cercanos a 2400, 4400 y
alrededor de 6400 nm. Los picos cercanos a 2400 nm son debidos a la presencia de agua en la
muestra, de nuevo comprobado por la figura 4.2. También se puede comprobar al comparar las
figuras 4.3 y 4.4, donde la diferencia fue el limpiar, o no, las muestras con un pafiuelo himedo.

Los picos en longitudes de onda mayores a 1600 nm pueden también deberse a que se trabajé

este equipo muy cerca del limite de su rango.
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Espectro de Absorcion
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Figura 4.2 Espectro de absorcion del agua, generado por
Analizador Perkin Elmer Instruments, LAMBDA 900, UV/Vis/NIR Spectrometer
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Figura 4.3 Espectro IR de absorcion de plantas C3 (Chile), C4 (Maiz) con muestras limpiadas
con pafiuelo himedo. Espectro generado por Analizador Perkin Elmer, Spectrum BX, FTIR

System
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Chilli
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Figura 4.4 Espectro IR de absorcion de plantas C3 (Chile), C4 (Maiz) y CAM (Nopal) con
muestras NO limpiadas con pafiuelo hiumedo. Espectro generado por Analizador Perkin Elmer,
Spectrum BX, FTIR System

Las absorciones entre 400 y 750nm mostradas en la figura 4.1 confirman que las plantas
utilizan los colores azul y rojo (respectivamente) para la fotosintesis. Los picos cercanos a los
1500 y 2400 nm, en las figuras 4.1 y 4.3, se deben al agua dentro de las muestras. El pico cerca
de los 4200 nm, mostrado en la figura 4.3, parece ser un buen punto de referencia para
mediciones IR en plantas, puesto que presenta una absorcion distintiva con respecto a las otras
longitudes de onda que lo rodean.

El pico cercano a los 2400 nm, mostrado en la figura 4.2, aparecio solamente en muestras
himedas. Por esta razon se piensa que puede ser una buena referencia para medir humedad en
planta de forma no invasiva.

La figura 4.5 no muestra picos de absorcion en la zona entre 7 y 13.5 um (espectro de
trabajo de la camara termografica ThermaCAM FLIR). Esto confirma que la absorcion de la

planta no interferira con las mediciones térmicas por IR de esta cAmara.
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Figura 4.5 Espectro NIR y MIR de absorcién de plantas C3 (Chile), C4 (Maiz) y CAM (Nopal).
Espectro generado por Analizador Perkin Elmer, Spectrum BX, FTIR System

4.3 Termografia optica

En cada una de las fotos se analizaron las temperaturas de hojas jovenes (llamadas hoja chica) y
de hojas maduras (llamadas hoja grande). Del mapeo del comportamiento térmico dinamico de
las plantas de luz hacia oscuridad, se obtuvo la figura 4.6 donde se observa la tendencia a
aumentar su temperatura. Del mapeo del comportamiento térmico dinamico de las plantas de
oscuridad hacia luz, se obtuvo la figura 4.7, donde se puede observar su tendencia a disminuir la

temperatura de la planta.
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Figura 4.6 Comportamiento térmico dinamico de Figura 4.7 Comportamiento térmico dindmico

las plantas C3 de luz hacia oscuridad. de las plantas C3 de oscuridad hacia luz.
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Las mediciones obtenidas en este experimento muestran una diferencia promedio entre las
hojas jovenes y maduras de 1.27°C durante la presencia de luz, y una diferencia promedio de
0.12°C entre las diferentes edades de hojas después de 10 minutos de oscuridad.

Los cambios de temperatura en las plantas debidos a la cantidad de luz a la que se
encuentran éstas sometidas confirman lo reportado por Taiz y Zeiger (2010). También
demuestran que el cambio térmico de la hoja dependiendo si esta haciendo fotosintesis o0 no, es
medible por termometria infrarroja.

4.4 Analizador de Gases

Se utilizd un sensor de fotosintesis comercial que trabajaba por el método de
intercambio de gases. El dispositivo fue modelo Li-600 de la marca Licor.

4.4.1 Tiempo de estabilizacion de Fotosintesis

Las observaciones durante esta parte del experimento indicaron que 5 minutos eran suficientes
para que una planta se estabilizara su fotosintesis para los incrmentos de luz aplicados de 100
PAR. Este periodo de tiempo se mantuvo para las temperaturas de 23 y 33 °C. Este periodo de
estabilizacion de 5 minutos fue utilizado para los experimentos de curvas de luz.
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Figura 4.8 Estabilizacion de Fotosintesis.
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Figura 4.9 Incrementos de Radiacion
4.4.2 Relacion PAR — Lux
Puesto que el Licor emite PAR, es necesario saber a cuantos luxes equivales los PARes
aplicados. Se llevo a cabo el siguiente procedimiento:
e Hacer una curva de luz sin hoja y con la camara abierta.
e Colocar el luxdmetro cerca de la ldmpara del Licor.

e Comparar las mediciones de PAR con las del luxémetro.

10000
8000
6000
4000
2000

Lux

0 500 1000 1500 2000
PAR (1L mol / m?s)

4.10 Recta de conversion PAR a Lux.

Se encontré la siguiente relacién entre Lux y PAR para esta particular fuente de
radiacion.
Lux = PAR * 5.642 (4)
Hay que recordar que la luz PAR comprende longitudes de onda de 400 a 700 nm, y
puede que su pico principal no coincida con el del luxémetro. La luz PAR emitida es de un color
parecido al violeta, no blanca.
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4.4.3 Curvas de Luz
¢Qué es una Curva de luz? Es un programa que cambia automéaticamente los niveles de radiacion
de la lampara y mide la fotosintesis de la hoja a esos niveles.

La figura 4.11 muestra que, a bajas temperaturas (11°C) no hay fotosintesis. Esta figura
también muestra que a las temperaturas de 23 y 33 °C, el Capsicum annuum L. tiene los valores
mas altos de fotosintesis. Este comportamiento confirma que estas plantas se desarrollan
mayormente en areas tropicales y subtropicales himedas. Esta figura también muestra que a
temperaturas ambiente muy altas (45°C) disminuye la fotosintesis. Incluso las hojas se veian
notablemente mas flacidas. Entre 500 y 600 PAR las planta se foto-saturaron, es por esto que
aungue no aumente la radiacion, ya no lo hace la fotosintesis.

Light Curves
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Figura 4.11 Curvas de luz a diferentes niveles de temperatura.

La figura 4.12 muestra que, a temperaturas de 23 and 33 °C (Figuras 4.12a y 4.12b,
respectivamente), la temperatura del aire es mayor que la de hoja, mientras que a temperaturas de
39y 45 °C (Figuras 4.12c y 4.12d, respectivamente) se observa el comportamiento opuesto.
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Figura 4.12. Diferencias entre temperatura de aire y de hoja a diferentes temperaturas del

ambiente.

En la figura 4.11, la fotosintesis dejaba de crecer alrededor de los 600 PAR, esto se debe a que la
planta se fotosaturd. Sin embargo, la temperatura de la hoja si continua aumentando con el
aumento de radiacién. Esto significa que la temperatura de hoja y la radiacién no pueden ser las
Unicas variables relacionadas a la fotosintesis. Es por esta razon que se decidié agregar la

variable de humedad relativa.
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4.4.4 Curvas de Referencia

La figura 4.11 muestra que los valores mas altos de fotosintesis son a las temperaturas ambiente
de 23 y 33 °C. Entonces, la temperatura elegida para los experimentos de referencia fue 23°C.

Esta parte del experimento fue relazada para estudiar los efectos del dispositivo y la
radiacion en la muestra. La figura 4.13 confirma que no hay fotosintesis en la ausencia de hoja.
La figura 4.14 muestra que la lampara del Li-6400XT no tiene efecto sobre la muestra. Las
variaciones de temperatura en el punto de medicion no estan relacionadas con la cantidad de
radiacion aplicada.

Las figuras 4.13 y 4.14 confirman que no hay efecto de calentamiento de la ldmpara del
Li-6400XT en el punto de medicién. La figura 5 muestra que la radiacion por si misma no tiene
efecto sobre la muestra.

La figura 4.15 muestra que las plantas tratadas con SENCOR no tienen un
comportamiento similar al de la figura 4.11. Esta diferencia entre comportamientos se debe a que
el SENCOR esta inhibiendo la fotosintesis. Asi se puede entender que si existe una diferencia
clara entre las curvas de temperatura de una hoja que esta fotosintetizando y otra que no.
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Figura 4.13. Curva de luz sin hoja.
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Figura 4.14. Diferencias entre la temperatura de aire y sensor de hoja, pero sin hoja.
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Figura 4.15. Diferencias entre la temperatura del aire y la de la hoja de una planta con herbicida.

4.5 Expresion de rubisco

La figura 4.16 muestra la masa de la rubisco expresada en el Capsicum annuum L. a dos
diferentes temperaturas de aire y at tres diferentes niveles de radiacion. La rubisco es la enzima

clave del ciclo Calvin, y es un indicador bioquimico de la actividad del proceso fotosintético
(Selesi et al., 2007; Flexas et al., 2006).
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Figura 4.16. Masa de rubisco expresada en Capsicum annuum L. a dos temperaturas de aire.

Entonces, el aumento en rubisco significa un aumento en fotosintesis. De esta forma se
comprueba lo que se observé en la figura 4.11, que al aumentar la radiacion también lo hace la
masa de rubisco, y por lo tanto la fotosintesis. Otra similitud es que a 33°C hay una mayor
expresion de rubisco, tal y como lo muestra la figura 4.11. Con este experimento se demuestra
que a mayor radicacion, hay mayor fotosintesis (hasta el punto de foto-saturacion); y a mayor
fotosintesis (hasta el punto de foto-saturacion) hay mayor temperatura de hoja.

4.6 Generacién del Modelo Matemaético
4.6.1 Modelo caja negra, calibrado por algoritmos genéticos

Se propuso utilizar algoritmos genéticos para ajustar el modelo porque usan retroalimentacién y
tienen un considerable nivel de simplicidad (Guzméan-Cruz, 2010). Estos algoritmos siguen el
siguiente algoritmo de la figura 4.17.

Un ajuste al modelo propuesto fue obtenido siguiendo la estructura de la ecuacién 2 en
combinacion con el procedimiento de GAs mostrado por Guzman-Cruz et al. (2009, 2010). Este
ajuste si seguia la tendencia de las mediciones, sin embargo habia una diferencia considerable en
entre los valores medidos y los calculados (figuras 4.18 a y b). Es por esta razon que se decidid

afiadir un valor mas al modelo, un valor de ajuste de offset (Oa). Este Oa no afecta a los
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coeficientes calibrados por los algoritmos genéticos, debido a que es un valor constante. La

estructura propuesta del modelo matematico ajustado se muestra en la ecuacion 5.

Genera una poblacion inicial
P(t=0)

Selecciona el elemento que Condicién de
min. la funcion objetivo terminacion +
Algoritmos Genéticos ( P'(t)= Selecciona padres [P(t)] ]
Representacion Real

Y

Seleccion de Torneo [ Py=Cruzamiento [Pt) ]
padres !

Recombinacién 2-puntos de [ P"(t)=Mutacion [P7(t)] ]

cruzamiento

b4

Mutacion No uniforme [ Evalla [P1)] ]
Seleccion de Generacional v

supervivencia P(t)= Selecpjona la sig_uiente
generacion [P{t). Ft] )

Figura 4.17 Diagrama de flujo de los algoritmos genéticos.

p(t) = a;p(t — 1) + a,T; + a3RH; + a4 In|R| +as + Oa 5)
Donde:
ax :Grupo de parametros a calibrar
p : Fotosintesis
Tl : Temperatura de hoja
RHI : Humedad Relativa de hoja
R : Radiacion PAR
Oa : Ajuste de Offset
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Las figuras 4.18.a y 4.18.b muestran la comparacion entre los valores medidos, modelo
original (ecuacion 2) y el modelo ajustado (ecuacion 5). Se observa cdmo en ambos casos hay
error conforme a los datos medidos, sin embargo, el error en la fotosintesis calculada con el
modelo ajustado llega a ser hasta 70% menor que el error con el modelo original.

Dada la propuesta del modelo matematico, los valores calibrados de éste a través de
algoritmos genéticos se muestran en la Tabla 1. El grupo de pardmetros a fue calibrado

solamente para las temperaturas de 23 y 33 °C (M23 para 23°C y M33 para 33°C).

Modeling at 23°C

—&— Measurements
—— Original Model (M23)
—A— Adjusted Model (M23)

Photosynthesis (u mol CO, m?s™)

T T T T T
0 200 400 600 800 1000
PPFD (u mol m?s™)

a)
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Modeling at 33°C

—&— Measurements
—e— Original Model (M33)
—A— Adjusted Model (M33)

Photosynthesis (1 mol CO, m?s™)

T T T T T T T T T T !
0 200 400 600 800 1000
PPFD (umol m?s™)

b)

Figura 4.18 Comparacion de Modelos propuestos contra mediciones.

Tabla 4.1 Valores calibrados de los parametros del
modelo de fotosintesis.

Parameter M23 M33
al 0.2059 0.2059
a2 -0.5065 -0.08284
a3 0.45091 0.17126
a4 0.3028 0.3028
as -0.1182 -0.1182
Oa 1.516988 0.46231
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4.6.2 Modelo determinista, o de caja blanca
De forma paralela al modelo matematico de la ecuacion 5, se generé un modelo determinista.

Debido a la estrecha relacion que hay entre la humedad relativa (H,) y la transpiracion (T;) de la
planta se analizaron las tasas de cambio de ambas variables respecto a la radiacion (r).

Para T=23°C

dT.(r) .y dT, (r) V5 dH, (r)

dr dr dr
donde @ =-1.866x10y B=-1046x10"

De tal manera que la transpiracion puede ser descrita por
T, (r) = aly (r)"' pH, (r)"' ¢ =f; (r)
Donde ¢C; =7.011x10*—8.948x10°H (r,)

Ademas, se observo que la tasa de cambio de la fotosintesis respecto a la radiacion se relaciona
con la temperatura del aire (T,) y la transpiracion (T,) como sigue

dFot  dT, dInr  dT,
~ ¢ +y +A
dr dr dr dr

donde ¢ =1.9456, y =0.1229 y 1 =5078.9463

Asi que, la fotosintesis puede ser descrita por

Fot ~ gT, (r)+ yInr|+ AT, (r)+c. = f,(r)
donde ¢, =1.0101-1.9815T,(r,)
Anélogamente, para T=33°C
T (N)=aT,(r)+pH,(r)+c; = f(r)
donde ¢ =1.738x10°,4=1.686x10" y ¢, =—9.768x10* —8.647x10°H, (r,)
Fot ~ ¢, (r)+ y Inr|+ ATrans(r)+c. = f,(r)
donde 4 =4.3856,y =0.1511, 1 =1769.3025 yc, =—19.6193—3.7941T,(r,)

Finalmente, un modelo para describir el proceso de fotosintesis puede ser planteado como sigue:
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fo(r)=gT,(r)+yInr/+Af (r)+c.

fr(r)=aT,(r)+ AH, () + ¢

donde

¢ =0.244T,(r,)—3.9104

y = 2.8x107°T,(r, )+ 0.0552
A =-330.9644T, (r, )+13022.0914

. {1.0101—1.9815Ta(r0),
=

T, =23
~19.6196 —3.7941T, (r,), T, =33

a =3.604x10"°T,(r,)+1.051x10"*

B=6.4x10"T (r,)-4.9x10"°

¥

7.011x10™* —8.948x10°°T,(r, )
~9.768x10"* —8.647x10°T,(r,), T, =33

(6)
(")

T, =23

La figura 4.19 muestra que el modelo determinista si sigue la tendencia marcada por los

datos medidos.

—

‘n

o

E. 4 S ]
N Qs

(@) TP el

g 2

2 05

@ -

= L L L
§ 0 200 400 600 800 1000
o

&£ PAR, (mmol m2s1)

(}IU)

£ - JREES

o 4 //\\ //\

O K ,o’

3 jl DN

E 2

E /

v

@ 0

8 "/

g S S

§ 0 200 400 600 800 1000

£ PAR, (mmol m™2 s'l)

Fotosintesis, (mmol CO, m™2 s Hotosintesis, (mmol co, m2s1

N\

NS

5 // ...... 8

0 /

0 200 400 600 800 1000
PAR, (mmol m™2 s'l)

4 S

2

o
0
o
o
o
o

%

"

o

200 400 600 800 1000
PAR, (mmol m™2 s'l)

Figura 4.19 Comparacion de método determinista (linea punteada) contra valores medidos

(linea continua).
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4.7 Programacion de Drivers de sensores

La tabla 2 muestra las variables a medir y los sensores seleccionados para medirlas. Estos
sensores fueron seleccionados por sus caracteristicas técnicas y sus salidas digitales. Los
protocolos de comunicacion para tomar las lecturas de cada sensor fueron descritos en el
lenguaje de programacién VHDL para, posteriormente, ser interpretados por el FPGA.

Tabla 4.2 Variables a
medir y sensores
propuestos a utilizar

Variable Sensor

Temperatura SHTT71,
ambiente Sensirion

Humedad SHT71,
Relativa Sensirion

Convertidor
de Luz a

Radiacion | Frecuencia
Solar
TSL230RD,

TAOS

Termopila
Infrarroja
TMPOO06,
Texas
Instruments

Temperatura
de hoja
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4.7.1 Protocolo 12C
Debido a sus tablas de datos, el sensor de temperatura y humedad relativa sensirion SHT71, y la
termopila infrarroja TMPOO6, tienen protocolos de comunicacion muy similares (12C), por lo
que ambos comparten esta explicacion.

El Bus 12C (Inter- Integrated Circuits) fue desarrollado por Philips al principio de los 80’s.

Es un bus bidireccional basado en dos hilos por el que se trasmiten los datos via serie y lo llamo.

olk D> Tambient[15..0]

rst > 2> ADRO
0 >

CONTROL ADRI
SMBUS
TERMOPILA = > V/0bjeci[15..0]
—<=>SDA
— > SCL
start [

Figura 4.20 Entradas y salidas generales de un modulo de comunicacion 12C

Este protocolo cuenta con una base de tiempo, la cual cuenta los pulsos que recibe en la
variable clk y al llegar al valor de la variable K manda un pulso a la velocidad deseada.

El contador que utiliza es modulo 10, ya que, como la maquina de estados s6lo envia un
byte de datos y un bit de aknowledge por cada vez que se ejecuta, se tiene que repetir este
proceso varias veces. Para esto se cuenta cuadntas veces se ha ejecutado el proceso. Para este
dispositivo se necesita repetir 10 veces el proceso para la direccién del dispositivo y 10 para el
registro a leer.

La méaquina de estados para el control de comunicacion de 12C se encarga de controlar la
sefial de reloj con el protocolo de la comunicacion con el sensor. Asi como el bit que se envia
cada cierto tiempo, también lleva la entrada de las cuentas para saber cuando se tiene que detener
al recibir las cuentas del contador médulo 10. Ademas controla el corrimiento del registro serial-

paralelo.
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Segun el estado del contador modulo 10, el multiplexor selecciona la trama que se va a
mandar siguiendo los siguientes pasos:

e Direccion del esclavo en forma de escritura

e Registro a leer

e Direccion del esclavo

e Direccion de esclavo en forma de lectura

e Alta impedancia (recibir primeros 4 bits del regl)

e Alta impedancia (recibir segundos 4 bits del regl)

e Manda la direccion del registro a leer

e Configura al esclavo en modo leer

e Alta impedancia (recibir primeros 4 bits del reg2)

e Alta impedancia (recibir segundos 4 bits del reg 2)

Mientras tanto, un comparador hace uso de la sefial de la cuenta, para habilitar los diferentes
registros segun la cuenta:
e Registro 0y 1: Parte mas y menos significativa de la primer lectura

e Registro 2 y 3: Parte mas y menos significativa de la segunda lectura

La méaquina de estados le indica a un multiplexor 8 a 1 qué bit tiene que mandar al
puerto de SDA para el protocolo de comunicacion

Otro multiplexor, ahora de 2 a 1 se encarga de mandar un “0” o alta impedancia por el
puerto SDA tomando en cuenta la sefial dada del multiplexor 8 1

El registro de corrimiento toma los datos de forma serial y los coloca en arreglos de 8
bits. En este registro, la variable SH1 es la encargada de controlar el corrimiento de bits por
medio de la maquina de estados.

En el caso de la termopila, también esta otro registro que almacena los valores de las
lectura del sensor. Los registros 0 y 1 almacenan el primer registro (temperatura del objeto) y los
segundos, 2 y 3, el segundo registro (temperatura ambiente), controlados por el las cuentas del
comparador para escribir en los registros correspondientes. Al final los concatena para entregar
ambas lecturas en variables de 16 bits.
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Figura 4.21 Simulacion del protocolo 12C.

En la figura 4.21, a partir de la sefial de inicio se manda la condicion de inicio de
comunicacion con el dispositivo seguido de la direccion del esclavo en modo escritura, la cual
para el caso es “10000000”, siendo el bit menos significativo lo que define que es el modo
escritura “0”. Después de enviar la trama de datos anterior se esperaria una sefial de
reconocimiento del sensor la cual nos indica que la comunicacién se realiz6 de forma exitosa.
Después de esta sefial se procede a enviar la direccion del registro que va a ser leido, para este
caso es el registro “0O0h”, y se repite 10 veces, hasta obtener todos los datos de los registros

leidos.
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Figura 4.22 Tarjeta para termopila.

4.7.2 Frecuencimetro

Puesto que el TAOS TSL230RD es un Convertidor de Luz a Frecuencia, fue necesario disefiar
un frecuencimetro para calcular la radiacién incidente.

clk
entrada

FRECUENCIMETRO
rst

Figura 4.23 Entradas y salidas generales de un moédulo de frecuencimetro.

Este modulo recibe una sefial cuadrada proveniente del sensor y cuenta el nimero de
pulsos de un reloj de 50 MHz, mientras la sefial del sensor esta en alto.

Una maquina de estados controla el almacenamiento de los datos de la frecuencia en el
registro, despues limpia el registro y reinicia el contador, para poder obtener una nueva lectura.
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Un contador médulo 10 cuenta cuando estd en estado alto la entrada del sensor y se
limpia cuando la entrada se encuentra en estado bajo.

Un registro simple, a base de un flip —flop tipo D, controlado por la maquina de estados
almacena el valor del contador.

Finalmente, un modulo divisor recibe las cuentas de pulsos y hace la operacién aritmética

necesaria para obtener una salida en Hz.
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Figura 4.24 Simulacion del frecuencimetro.
En la salida se puede observar cdmo, mientras la entrada esta en alto, el contador comienza
a contar el tiempo que ésta permanece en alto, hasta que se encuentra con el flanco de bajada.
Una vez encontrado el flanco de bajada se activa la maquina de estados, se activa el registro y se

reinicia el contador. Al tiempo que limpia los registros comienza el proceso de la division.

4.8 Implementacion del algoritmo matematico.
Una vez obtenidas las diferentes mediciones, tuvieron que procesarse siguiendo el algoritmo
matematico obtenido. El diagrama a bloques que se sugiere para este algoritmo se muestra a

continuacion:

55



RESULTADOS Y DISCUSION

P(t-1)

—

Reg Coefs. | mOM
o *
RH Fad
Rad
2 Reg Reg ﬁ
P

B(0)

Figura 4.25 Diagrama a bloques sugerido para el médulo del algoritmo de caja negra.

Este mddulo toma todas las mediciones provenientes de los sensores. Una méaquina de
estados selecciona una a una las variables a través de un multiplexor, para que se procesen y se
guarden en un registro. Puesto que este modelo contempla una fotosintesis anterior P(t-1),
entonces el mddulo tiene un registro para ir guardando las fotosintesis anteriores en cada caso.
Asi mismo, el médulo también cuenta con una fotosintesis anterior fija para la primera medicion
que se haga. Se propone que esta fotosintesis anterior fija inicial sea igual a cero.

Este mddulo tiene la ventaja de que se puede variar muy sencillamente el tiempo de
muestreo, para ajustarlo al Optimo, a través de una base de tiempo. También permite las

mediciones iterativas para amortiguar valores singulares erroneos.
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CapPiTuLO b:
CONCLUSIONES

o La revision del estado del arte muestra que todos los métodos de medicion de fotosintesis
que existen tienen dentro de sus desventajas el ser invasivos, destructivos, exclusivos
para laboratorio, o dependientes de sofisticados sistemas satelitales. Ademas ninguno esta
basado en la medicion infrarroja de temperatura de hoja, como una de las variables

principales relacionadas al proceso fotosintético.

o) La caracterizacion oOptica por analizadores de espectro muestra que hay rangos de
longitudes de onda donde los picos de absorcidon de las hojas se superponen para los
diferentes tipos de plantas C3, C4 y CAM. Esta superposicion abre la posibilidad de que
hojas de diferentes plantas tengan respuestas similares ante las mismas sefiales dpticas de
excitacion. Estos picos pueden ser Utiles para la deteccion de: nivel de nutricion,
propiedades bioquimicas, estudios fisiologicos, salud del cultivo, deteccién de
enfermedades, y prediccion de la produccion. Ademas, muestra que la absorcion dptica
de las hojas solo coincide con el infrarrojo mediano (MIR, 4 a 14 pm) (Waynant y
Ediger, 2000) en el rango de 4 a 7 um, aproximadamente. Esto quiere decir que no
interfiere demasiado con el espectro de medicion de temperatura por infrarrojo (IR),

usualmente en el MIR. Ver figura 4.5.

o Los cambios de temperatura de hoja en las plantas debidos a la cantidad de luz a la que se
encuentran éstas sometidas (figuras 4.6 y 4.7) confirman lo reportado por Taiz y Zeiger
(2010). Ellos exponen que luz y temperatura de hoja son algunos de los principales
factores a considerar para medir la fotosintesis. Son el primer indicio de que la
fotosintesis y la temperatura de hoja estdn relacionadas, y sus diferenciales son
detectables a través de termometria Gptica.

o Los experimentos realizados a través del analizador de gases confirman que hay una

relacion directa entre temperatura de hoja, humedad relativa de hoja, radiacion incidente
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y fotosintesis, hasta que se alcanza el punto de foto-saturacion. Esta relacion ha sido
confirmada por dos métodos: analisis de gases, el principio mas utilizado para la
medicién de fotosintesis en produccion comercial e investigacion (Espinosa-Calderon et
al., 2011; Singh et al., 2011; Li et al., 2010; Zhang et al., 2007); y expresion de rubisco, el
indicador bioquimico méas importante de actividad fotosintética (Zhang et al., 2007; Taiz
and Zeiger, 2010; Selesi et al., 2007; Flexas et al., 2006). Puesto que todas estas variables
pueden medirse sin tener contacto fisico con la planta, se concluye que si posible estimar
la fotosintesis en Capsicum annuum L. basandose en mediciones no invasivas de

variables como temperatura de hoja, temperatura ambiente, humedad relativa y radiacion.

Se ha demostrado que los algoritmos genéticos son técnicas efectivas, eficientes y Utiles
para la calibracion de parametros en modelos matematicos, en este caso el de caja negra.
Y, que ademas el modelo ajustado propuesto tienen una precision suficiente para

aplicaciones en biosistemas.

También se ha generado un modelo matematico determinista que es mas exacto que el
modelo matematico de caja negra. Esta aseveracion se basa en que el modelo de caja
negra requirid de un ajuste de offset (Oa) para disminuir su error, y no asi el modelo

determinista.

Ambos modelo reportados en este documento estan basados en temperatura de hoja,
humedad relativa de hoja y radiaciéon incidente. Estos modelos representan nuevos
métodos para inferir fotosintesis, asi como una nueva oportunidad para el disefio y
desarrollo de algoritmos de control. Ademas, ambos modelos son susceptibles de ser

enriquecidos al aumentarles otras variables, como por ejemplo humedad del suelo.

Se generaron drivers de comunicacion entre el FPGA y los sensores de variables como:
temperatura de hoja, humedad, temperatura ambiente y radiacion. También se propuso
una forma de implementar el modelo matematico de caja negra en el mismo FPGA. Esto

podra ser utilizado como un sistema no invasivo de medicién de fotosintesis.
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o Los experimentos reportados en esta tesis siguen una metodologia para estimar la
fotosintesis basada en principios Opticos que permitan medir de una manera no invasiva

variables relacionadas con dicho proceso.

o Los resultados generados por esta tesis demuestran que las plantas no estdn a cargo,
Unicamente, de la produccion de oxigeno, alimentos, medicamentos, bebidas, textiles,
fibras, tintes, etc.; sino que también sirven como termostatos del mundo, los cuales
ayudan a regular el clima del planeta. Entonces, se vuelve un importante reto el descubrir

cuantas mas variables y cdmo se relacionan éstas con estos complejos seres Vivos.

5.1 Trabajo a futuro

o Se propone la realizacion de experimentos a temperaturas ambientes entre 23 y 33°C
para analizar las aportaciones de variables como temperatura de hoja, humedad relativa
de hoja, radiacion incidente y respuesta fotosintética. De esta forma se podra intentar
generar un modelo de fotosintesis mas completo.

o Hasta el momento sélo se han realizado mediciones en Capsicum annuum L., pero debido
a otras mediciones preliminares que se han hecho, se espera que otras plantas tipo Cs
presenten resultados similares. Ademas, puesto que la temperatura éptica de cada planta
puede variar segin la especie, el ecotipo, las condiciones de crecimiento, factores
genéticos, lugar de estudio, etapa del afio, etc. (Bernacchi et al., 2009); es necesario hacer
mas estudios similares a este para generar nuevos modelos matematicos.

o Estos modelos podran ser integrados a modelos fisiolégicos para el control y
fitomonitoreo en invernaderos, asi como para el desarrollo de dispositivos electronicos no

invasivos para la medicion de este importante proceso fisioldgico.
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