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RESUMEN

La transpiracion vegetal y la fotosintesis son consideradas como las
funciones fisioldgicas mas importantes debido a que constituyen el mecanismo
evolutivo con que las plantas se han adaptado a intercambiar humedad y dioxido
de carbono con una atmaosfera seca que eventualmente puede llegar a deshidratar
o matar a la planta. Dada la importancia de estas funciones, es necesario el
desarrollo de métodos de medicibn mas baratos y precisos, por lo tanto se
propone el desarrollo de un sistema de fitomonitoreo de transpiracion y
fotosintesis que fusione la medicion de diversos sensores primarios para medir
temperatura en aire, temperatura en hoja, humedad relativa, diéxido de carbono y
radiacion solar. Para lograrlo se propone el uso de una unidad de procesamiento
basada en FPGA para desempefiar las tareas de procesamiento digital de sefiales
como filtros de decimacion por promedio, filtros de respuesta infinita al impulso y
transformadas wavelet. Una vez que las sefiales de los sensores primarios han
sido filtradas se procede a calcular en tiempo real variables de respuesta como
fotosintesis, transpiracion, conductancia estomatal, diferencial de temperatura
hoja-aire y déficit de presion de vapor. Esto permite al usuario observar diversas
mediciones primarias y de respuesta al mismo tiempo asi como la relacién entre
ellas. Lo anterior resulta de suma utilidad en agricultura de precision para la
deteccion de condiciones anormales que sefalen estrés en las plantas.
Finalmente, es posible detectar en tiempo real condiciones de estrés por
transpiracion como sequia y condiciones de fotoinhibicion provocadas por un
medio ambiente inadecuado que apaga el mecanismo de fotosintesis y por lo tanto
la produccion de la planta debido a las capacidades de procesamiento en linea y
comunicaciones inalambricas embebidas en el sistema de fitomonitoreo

desarrollado.

Palabras clave: (sensor inteligente, fotosintesis, transpiracion, conductancia estomatal, agricultura de precisién,
fitomonitoreo, estrés hidrico, FPGA).



SUMMARY

Plant transpiration and photosynthesis are considered as the most important
physiological functions because they constitute the plants evolving adaptation to
exchange moisture and carbon dioxide with a dry atmosphere which can dehydrate
or eventually kill the plant. Due to this importance, accurate and cheaper
measurement methods are required; therefore, a real time phytomonitor that fuses
many primary sensors is proposed in order to measure air temperature, leaf
temperature, air relative humidity, and plant out relative humidity, carbon dioxide
and ambient light. A field programmable gate array based unit is used to perform
signal processing algorithms as average decimation, wavelet transforms and
infinite impulse response filters to the primary sensor readings in order to reduce
the signal noise and improve its quality. Once the primary sensor readings are
filtered, transpiration dynamics such as: transpiration, stomatal conductance, leaf-
air-temperature-difference, photosynthesis and vapor pressure deficit are
calculated in real time by the phytomonitor. This permits the user to observe
different primary and calculated measurements at the same time and the
relationship between these which is very useful in precision agriculture in the
detection of abnormal conditions. Finally, transpiration and photoinhibition related
stress conditions can be detected in real time because of the use of online

processing and embedded wireless communications capabilities.

Key words: (smart sensor, photosynthesis, transpiration, stomatal conductance, precision agriculture,

phytomonitoring, water stress, field programmable gate array).
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I. INTRODUCCION

La agricultura (del latin agri, ‘campo o tierra de labranza' y cultura, ‘cultivo,
crianza') es el conjunto de técnicas y conocimientos para cultivar diversas
especies vegetales en la tierra, como pueden ser cereales, frutas, hortalizas,
pastos, forrajes o hierbas de uso medicinal (RAE, 2007). Esta actividad data desde
el periodo neolitico, cuando las primeras especies cultivadas eran trigo y cebada.
La agricultura ha ido evolucionando con el paso del tiempo, permitiendo a las
sociedades volverse sedentarias. Al pasar los afos, se ha 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. La agronomia es la ciencia que vino a estudiar la practica de la

agricultura (Bolens, 1997; Colinson, 2000).

La agricultura protegida es una actividad que es producto de la evolucion en
las practicas agronomicas que llevd al hombre a disefiar estructuras y
mecanismos mejorados que permitieran proteger sus cultivos ante diversos
fenomenos (Woods, 1988). Esta actividad se basa en el establecimiento de
cultivos bajo invernaderos, ya sean de plastico, ya sean de vidrio, que permiten
mantener un clima diferente al exterior para proteger al cultivo de diversos
fendmenos meteorolégicos como lluvias, heladas o excesos de radiacion y
mantenerlo en niveles climaticos mas adecuados que en cielo abierto (Bastida-
Tapia, 2006). Esta practica comenzé con viveros en los cuales se colocaban
cubiertas protectoras en el techo de la superficie cultivada; posteriormente,
evolucion6 hasta convertirse en invernadero. En la parte de sanidad se tiene un
aislamiento del cultivo ante pardsitos exteriores, ya sean plagas o patégenos, lo
cual reduce los riesgos de pérdidas en los cultivos (Cunningham, 2000). El uso de
agricultura protegida permite incrementar la eficiencia en el manejo de recursos
para reducir costos a largo plazo, aumentar ganancias y tener una mayor

produccion. Las estadisticas muestran que hay un notable crecimiento en la
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superficie que se cultiva bajo invernaderos en México, como ejemplo puede
mencionarse que en 2004 habia en el pais 2306 hectareas sembradas en
invernadero, mientras que en 2008 hay aproximadamente 4000 hectareas
(AMPHI, 2008). La agricultura es de vital importancia en la economia de las
naciones; ademas, las plantas y los procesos que las rigen gobiernan la vida sobre

este planeta (Millan-Almaraz et al., 2009).

La agricultura intensiva vino a requerir del uso de diversas tecnologias para
realizar un manejo mas eficiente del proceso agricola en comparacién con la
agricultura tradicional que se habia venido haciendo desde hacia mucho tiempo.
Dado que la finalidad principal de un invernadero es mantener un clima interior
adecuado para el cultivo sembrado, se tuvo la necesidad de desarrollar tecnologia
de control climético, la cual comprende el uso de sistemas como calefaccién,
pantallas de sombra, enriquecimiento de CO,, atomizadores de agua y sistemas
de riego eficientes (Bakker, 2001; Kamp, 1996). Inicialmente, dichos sistemas se
accionaban manualmente por un operador; tiempo después, vino la tecnologia de
automatizacion que permiti6 al operador programar los tiempos, cantidades y
diversas configuraciones para realizar los procesos de mantener el clima en
niveles adecuados de forma automatica. Para esto se desarrollaron diversos
sistemas de control con base en modelos mateméaticos implementados en
computadoras (Ahuja et. al.,, 2002) y sistemas electrénicos que permitieron
manejar los recursos de una forma mas eficiente que la operacibn manual. Los
sistemas de riego son otro aspecto importante que se ha automatizado, de tal
forma que los riegos se volvieron programables en hora, tiempo de riego, etc. Esto
permitié disminuir costos y consumo de agua. En general, toda la tecnologia de
automatizacion permitié a la agricultura protegida dar el salto al control climético

computarizado para invernaderos.
La constante evolucién y mejoramiento de las técnicas y herramientas de la

agricultura intensiva bajo invernadero han llevado a la necesidad de desarrollar

nueva tecnologia que permita mejorar la automatizacion y precision para el
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manejo de cultivos a un nivel de tecnificacion superior (Kamp, 1996).
Anteriormente, las capacidades tecnoldgicas de monitoreo del cultivo se limitaban
al uso de instrumentacion para el monitoreo de factores ambientales climaticos.
Sin embargo, para tener un mejor conocimiento del estado de una planta,
invernadero o produccion completa es necesario complementar el monitoreo con
la medicion de aspectos fisioldgicos y morfologicos de las plantas. Lo anterior con
la finalidad de tener una idea precisa del estado fisioldgico de la entidad biol6gica
vegetal de interés, en este caso el cultivo. A este concepto se le conoce como
“Speaking Plant Concept” o concepto de planta parlante y comienza a volverse un
estandar en agricultura de precision. Esa situacion promete cambiar la
metodologia usada por los agricultores en las préximas décadas (Hashimoto,
1989; Mazanti-Hansen et. al., 1998).

Se le llama fitomonitoreo a la instrumentacion dedicada al monitoreo del
comportamiento de una o mas variables fisioldgicas de una planta. Dado que la
fotosintesis es la funcion fisioldgica que produce el 90% de la materia seca como
se ha mencionado anteriormente, ésta constituye la variable de mayor importancia
en todo sistema de fitomonitoreo (Biswas et. al., 2001; Tian et. al., 2005); sin
embargo, existen variables fisiolégicas de gran interés como son diametro de
tallos, tamafo de frutos, flujo de savia, temperatura de hoja, clorofila y area foliar,

por mencionar algunas.

Objetivos

El objetivo general es desarrollar un sistema de fitomonitoreo de alta
resolucién basado en tecnologia “Field Programable Gate Array” (FPGA) para
monitoreo de fisiologia de plantas capaz de detectar en linea desérdenes
fisioldgicos causados por diversas condiciones de estrés de forma mas oportuna y

precisa que las metodologias de fitomonitoreo existentes.

Como objetivos particulares se tienen los siguientes:
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e Determinar deficiencias en las herramientas de fitomonitoreo existentes.
e Desarrollar un equipo de fitomonitoreo de alta resolucion.
e Aplicar fitomonitoreo de alta resolucion.

e Demostrar las ventajas del fitomonitoreo de alta resolucion.

Hipétesis

El fitomonitoreo de alta resolucion basado en FPGA permite detectar en
tiempo real condiciones de estrés en plantas de forma mas precisa y temprana

que el fitomonitoreo existente por su capacidad de procesamiento in situ.
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ll. REVISION DE LITERATURA

En la actualidad existe una creciente necesidad de alimentos; por lo tanto,
es necesario tener una alta productividad y calidad en los mismos. Debido a las
demandas se ha vuelto imprescindible el uso de tecnologia de punta en la
produccion alimenticia. Por lo anterior, existe una alta demanda de optimizacion de
espacio de cultivo y consumo de agua que es cada vez mas escasa (Ton et al.,
1997; Ton et al., 2003b); esto vuelve indispensable el mejoramiento constante de
las practicas agricolas. También existe una gran necesidad de manipular los
tiempos de produccion y de poder cultivar en lugares con clima inadecuado; la
existencia de estas necesidades ha llevado a la agricultura a requerir de un nivel
de tecnificacion muy alto. Por las necesidades anteriormente mencionadas, es que
nace la agricultura de precision, es decir, la aplicacion de alta tecnologia
mecatronica y biotecnoldgica al campo. Esto ha permitido reducir los riesgos de
pérdidas si se logra detectar un problema de estrés en el cultivo de forma
temprana. Es posible aumentar la produccién por metro cuadrado del cultivo,
como se ha realizado en otros paises como Holanda e Israel, que con base en el
uso de diversas practicas de automatizacion e instrumentacion, logran incrementar
la produccion horticola por metro cuadrado a mas del doble de lo que se logra en
México (FAO, 2010).

[1.1 Monitoreo de factores ambientales

Las principales variables ambientales que se monitorean en el clima de un
invernadero son la temperatura del aire (T,), la concentracion de CO, ambiental
(Ci), la humedad absoluta (AH), que se define como la cantidad de humedad
presente en un kilogramo de aire, y el indice de contenido de saturacion de
humedad (SMC), que indica la cantidad maxima de humedad que puede contener

el aire a una determinada temperatura sin que ocurra condensacion (Kamp, 1996).
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El vapor de agua es invisible y se encuentra en perfecto estado gaseoso; sin
embargo, cuando se tiene mayor humedad en el aire de la que indica el SMC a
una temperatura dada se produce niebla, la cual, a diferencia del vapor de agua,
es visible y esta conformada por pequefas gotitas de agua (Bakker, 2001; Kamp,
1989). La humedad relativa (RH) es la relacion entre AH y SMC expresada de
manera porcentual; ésta nos indica el porcentaje de humedad que el aire contiene

antes de llegar al punto de saturacion.

[1.2 Diagrama de Mollier

El diagrama de Mollier, también conocido como carta psicrométrica, es una
relacion entre temperatura y humedad del aire que permite apreciar de manera
grafica la relaciobn entre estos dos factores mediante curvas que indican la
humedad relativa del aire. Con este método pueden establecerse relaciones que
permiten determinar variables como ventilacion, calefaccion y transpiracion que
son utilizadas en aplicaciones de control climatico en invernaderos (Schmidt,
2005).
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Presidn de Vapor (KPa)
SMC (g/m?)

Temperatura (°C)

Figura 1. Diagrama de Mollier para una presion atmosférica de 1 atm.

I1.3 Fisiologia vegetal y variables relevantes

La fisiologia es la ciencia que se encarga de estudiar las diversas funciones
gue ocurren en los organismos vivos. Para el caso de fisiologia vegetal comprende
el estudio de las funciones bioquimicas de las plantas (Salisbury et al., 1992; Taiz
et al., 2006). En las plantas existen diversos procesos fisiol6gicos que determinan
el ciclo vital de las mismas. En general, la composicion de un organismo vivo es
de materia humeda integrada, principalmente, por agua y materia seca que
conforma la estructura fibrosa, ésta da cuerpo a todo el organismo la cual esta
principalmente basada en carbohidratos grandes como celulosa y proteinas
(Kamp, 1996; Taiz et al., 2006). En el caso de las plantas, la materia seca
constituye el cuerpo de la planta. La materia seca se produce por diversos
procesos fisiolégicos; sin embargo, el 90% de la produccién de materia seca se
produce por la fotosintesis, es por eso que se le considera el proceso fisiolégico
mas importante en toda planta (Biswas et al., 2001; Taiz et al., 2002; Tian et al.,
2006).
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[1.4 Fotosintesis

La fotosintesis es una reaccion de las plantas en la cual se toma el agua
absorbida por las raices, el CO; fijado en los cloroplastos y los fotones de la
radiacion solar para descomponer seis moléculas de CO,, seis moléculas de H,O
mas energia solar para dar lugar a una molécula de glucosa CgH1,06 y seis
moléculas de O, que se liberan en el aire (Salisbury et al., 1992; Taiz et al., 2006).
De esta forma, las plantas producen su propio alimento con base en CO; del aire,
agua y luz como se muestra en la Figura 1. Sin embargo, cabe mencionar que las
plantas no aprovechan todo el espectro de colores de la luz visible, ya que su
maximo aprovechamiento se limita al rango comprendido de la luz infrarroja a la
luz amarilla, en contraste el ser humano es mas sensible visualmente a la luz de
color verde (Kamp, 1996; Palva et al., 1998). El rango de aprovechamiento de luz
visible en la fotosintesis se conoce como “Photosynthetic Active Radiation” (PAR).

La fotosintesis se divide a su vez en dos partes principales: Reacciones de luz y
reacciones oscuras. Las primeras son aquéllas en las que se realiza la ruptura de
una molécula de agua mediante la energia luminica recibida (Allen y Forsberg
2001). La segunda parte se compone de aquellas reacciones del ciclo de Calvin
en donde se procesa el carbono y no requieren de luz para llevarse a cabo (Calvin
y Bassham, 1962).

Figura 2. Esquema basico de fotosintesis.

20



Existen diversos métodos para medir la fotosintesis; dentro de éstos se tienen dos
tipos de medida fotosintética. La primer medida de fotosintesis se conoce como
fotosintesis potencial, en ésta se mide la cantidad de clorofila en un organismo
vegetal como medida de la actividad fotosintética que potencialmente puede
llevarse a cabo en ese tejido para una dada cantidad de clorofila (Millan-Almaraz
et al., 2009). Sin embargo, eso no significa que se esté llevando a cabo
fotosintesis en ese momento, ya que quiza la planta tenga la capacidad de hacerlo
bioguimicamente pero las condiciones ambientales no sean las adecuadas, como
puede ocurrir con una planta muy verde durante la noche. La otra medida de la
fotosintesis es la fotosintesis neta (P,). En la fotosintesis neta se mide la cantidad
efectiva de carbono intercambiado o acumulado en forma de carbohidratos debido
a fotosintesis realizada en un intervalo de tiempo dado. Esto puede ser una

medicién puntual o una medicién acumulativa durante toda la vida de la planta.

[1.5 Respiracion

La respiracion es el proceso inverso a la fotosintesis en las plantas, el cual
ocurre cuando la planta se encuentra en oscuridad y consiste, al igual que en
organismos animales, en la absorcion de O, para las reacciones de oxidacion
biolégicas y la exhalacion de CO,. La respiracion se lleva a cabo en las

mitocondrias dentro de las células (Salisbury et. al. 1992; Taiz et. al. 2006).

1.6 Esquema de transpiracion

La transpiracion (E) es un proceso en el que los seres vivos intercambian vapor de
agua con una atmésfera relativamente mas seca. Esta funcion fisioldgica
comparte, ademas, la misma ruta fisica y metabdlica que la fotosintesis; por tanto,
se encuentran estrechamente relacionadas. Mientras las plantas estan

absorbiendo CO, para la fotosintesis, se encuentran liberando O, como producto

21



de la misma y a su vez perdiendo cierta cantidad de agua por transpiracion
(Bakker, 2002). El papel principal de la transpiracion, ademas de ser un precio a
pagar por la realizacibn de fotosintesis, es el de mantener un balance de
temperatura entre las plantas y su ambiente. Esto se logra mediante la liberacion
de vapor cuando existe exceso de calor como forma de disipacion. En el
monitoreo de plantas, es comun estimar de forma conjunta tanto transpiracion
como fotosintesis debido a su estrecha relacion. También es frecuente utilizar
otras relaciones termodinamicas como la conductancia estomatal (Cieas) Y €l déficit
de presion de vapor (VPD) (Field et al., 1991). Estas variables de respuesta
constituyen indicadores termodinamicos de estrés hidrico comunmente utilizados
en agricultura de precision para optimizar el uso de recursos hidricos (Bitelli,
2010).

La Ciear €S una variable que representa una medicidn cuantitativa del inverso de la
resistencia estomatal (rs) de las células guardianas contenidas en las estomas de
una hoja, sumada a la resistencia de frontera, o en inglés “boundary resistance”
(rp), que juntas se oponen al flujo de vapor de agua. Las células guardianas actian
como Vvalvula de control para el movimiento de vapor de la planta hacia la

atmosfera y a su vez CO, en sentido inverso (Hubbard, 2001).

En la figura 3 se presenta un esquema del corte transversal de una hoja, donde se
puede apreciar los diferentes tejidos de la misma (parénquima, mesdfila y células
guardianas) que poseen bajas concentraciones de CO, y alta cantidad de agua.
La atmésfera es presentada como una nube gris que constituye un ambiente
relativamente seco que eventualmente puede deshidratar, o incluso matar, la
planta completa si las condiciones ambientales no son las adecuadas (Taiz y
Zeiger, 2006). Las células guarda de las estomas se representan en color naranja
en la Figura 1 y sirven para abrir y cerrar los poros con el fin de balancear los

flujos de CO, y vapor de agua entre la planta y su ambiente.
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Cavidad subestomatal con bajo vapor de agua
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Figura 3. Esquema de corte de una hoja, mostrando el flujo de CO, y H,0.

[1.7 Flujo de savia

El flujo de savia es otra variable fisiolégica que en los ultimos afios ha comenzado
a utilizarse como indicador de condiciones de estrés hidrico y salino.
Principalmente, se ha utilizado principios térmicos para su medicién. Esto consiste
en perforar el tallo de la planta en dos orificios y colocar dos sensores de
temperatura y con base en la diferencia de temperaturas se mide la direcciéon y un

flujo relativo de savia (Cohen et al., 1981).

[1.8 Morfologia vegetal

La morfologia vegetal es una ciencia relacionada con la fisiologia vegetal
que se dedica al estudio de la forma de las plantas. Esto se refiere a variables
como numero de tallos, de hojas, de flores o de frutos, por mencionar algunos.
Primordialmente, esta ciencia se ha utilizado en aplicaciones de modelado
matematico del crecimiento de diversos cultivos como tomate y chile (Contreras-
Medina et al., 2009).
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[1.9 Diametro de tallo

El diametro de tallo es otra variable morfolégica que se ha venido utilizando
como indicador de estrés hidrico en cultivos de uva, principalmente. Algunos le
llaman dendrémetro al sensor que se encarga de medir el didmetro de tallo,
mientras que otros simplemente lo llaman sensor de diametro de tallo. Se utilizan
diversos principios de censado como son galgas extensométricas, encoders
lineales, transductores (linear variable distance transducer) LVDT, entre otros.
Esta variable morfolégica se ha aplicado, esencialmente, a la programacion
inteligente de riegos. Esto se basa en el analisis del comportamiento natural del
diametro del tallo de una planta, el cual es mas grueso durante el dia y mas
delgado durante la noche. Cuando se tiene una condicion de estrés hidrico, ocurre
una anomalia en la que decrece el didmetro de tallo y puede permitir tomar una

accion de control de riego en tiempo real (Villeza et al., 2009).

11.10 indice de area foliar

El indice de éarea foliar (LAI) es una variable morfolégica constituida por la
medicion cuantitativa del area de una hoja y se utiliza como indicador de
produccion de biomasa de una planta (Taiz y Zeiger 2006). Para efectuar la
medicion se hace una cuantificacion de la superficie de la hoja que puede
realizarse con un simple papel cuadriculado, un escaner de computadora o algun
instrumento especializado que en realidad es soOlo un escaner portatil.
Investigaciones recientes han realizado avances significativos en los que la
cuantificacion de é&rea se lleva a cabo mediante procesamiento de imagen,
logrando una mayor precision en la cuantificacion de los pixeles que corresponden

al indice de area foliar.
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11.11 Rugosidad

La rugosidad es una variable morfologica determinada por la textura de la
superficie de una hoja, planta o elemento de la misma. Se ha utilizado desde hace
un largo tiempo como indicador de diversas alteraciones. Como primer caso, se
tiene que la rugosidad puede ser normal en algunas especies de plantas; sin
embargo, puede también ser asociada con exceso de nitrdgeno en la nutricion
mineral de una planta (Taiz y Zeiger, 2006). Por otro lado, también ocurre un
aumento anormal de rugosidad cuando una planta se encuentra afectada por
enfermedades como hongos y virus principalmente, siendo estos Ultimos
causantes de malformaciones o enanismo en plantas que son provocados por el
dafio viral en el tejido (Agrios, 2005). Todas estas alteraciones se ven reflejadas
en la morfologia de la hoja; por lo tanto, constituye una variable muy interesante

como indicador de estreés fisico, quimico y biologico.

[1.12 Turgencia

La turgencia es considerada como el vigor o firmeza que tiene una hoja. Se
encuentra estrechamente relacionada con la rugosidad debido a que, en la
mayoria de los casos, una planta no rugosa por naturaleza se encuentra turgente
o estirada. A su vez, esta variable se toma en cuenta a menudo como indicador de
qgue la planta tiene una adecuada nutricion de nitrdgeno. En cambio, cuando la
planta se encuentra deficiente de este nutriente, tiende a perder firmeza en sus
hojas (Taiz y Zeiger, 2006). Esto ultimo puede ser también provocado por diversos

factores ambientales.

[1.13 Coloraciéon

La coloracién de la hoja es un indicador de una amplia gama de fendmenos

en las plantas. Puede indicar condiciones de estrés fisico aunque, en la mayoria
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de los casos, los cambios de coloracién son provocados por condiciones de estrés
quimico originado por una deficiente o excesiva nutricion (Taiz y Zeiger, 2006). Por
otro lado, los cambios de coloracion también pueden deberse a causas naturales
como ocurre en las hojas de Nochebuena que cambian de verde a rojo durante la
temporada de otofio; sin embargo, en la mayoria de las especies vegetales son

provocados por patégenos como hongos, virus y bacteria, principalmente.

11.14 Técnicas de medicién de fotosintesis

Como se ha mencionado con anterioridad dentro de esta tesis, la medicion
de fotosintesis es de bastante utilidad para conocer el desarrollo de una planta e
incrementar su productividad. Las técnicas de medicién han evolucionado a lo
largo de los afios y actualmente existen diversos métodos o principios utilizados
para medir dicho proceso. Los distintos métodos poseen diversas ventajas y
desventajas; por lo tanto, es necesario hacer una revision de los mismos para
poder recomendar el mas apropiado de acuerdo a las necesidades especificas de

cada investigacion (Millan-Almaraz et al., 2009).

11.14.1 Método de acumulacién de materia seca

Histéricamente, la primer técnica reportada para estimacion de fotosintesis
consiste en la acumulacion de materia seca en la planta, desde el punto de la
germinacion hasta el momento de su corte para hacer la medicion (Hodson et al.,
2005). Este proceso puede realizarse cortando la planta entera o sélo la porcion
gue va a ser medida, donde medir el peso fresco es opcional. Subsecuentemente,
la muestra es colocada en un horno de secado a temperatura controlada para
evitar dafiar el contenido de carbono en la muestra. Este proceso remueve, de

forma efectiva, cualquier cantidad de agua del tejido del espécimen a ser
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analizado. Una vez que la muestra ha sido secada, ésta es pesada para
determinar la cantidad de materia seca acumulada durante la vida de la planta.

Es posible mejorar la medicion de materia seca realizando un procedimiento mas
elaborado. Primero es necesario cortar la muestra de la planta y mantenerla en
una bolsa de plastico de 2 a 5°C para evitar pérdidas de materia por respiracion.
Posteriormente, es preciso remover los tejidos con necrosis de la muestra. El
tejido vivo clasificado debe ser colocado en un horno de secado a una temperatura
de 80°C con ventilacion forzada. Después del secado, se debe pesar la muestra
con una precision de tres cifras fraccionarias. Una vez pesada, la muestra debe
ser incinerada a una temperatura de 500°C para remover el carbono y, después,
pesar los residuos inorganicos de la muestra para restarlos del peso seco obtenido
previamente. Es importante no subir de la temperatura de incineracion descrita
para evitar la destruccion de los compuestos inorganicos. Este método es
completamente destructivo, pero resulta efectivo para la estimacion de fotosintesis

acumulada.

11.14.2 Método manométrico

La técnica manométrica para medicion de fotosintesis estd basada en la
medicion indirecta de la presibn de CO, u O, en una camara aislada con
organismos fotosintéticos. El procedimiento consiste en colocar el espécimen en
un recipiente cerrado que tiene dos salidas acopladas con un medidor de presion y
mantener una presion constante de uno de los gases, ya sea de CO; (pCO,), ya
sea de O, (pO,), mediante el uso de algun buffer quimico (Warburg, 1919; Hunt,
2003). Un ejemplo de aplicacion de este método es el alga Chlorella, la cual debe
mantenerse dentro del recipiente en solucion acuosa para poder observar las
reacciones bioquimicas fotosintéticas (Warburg, 1919; Geider y Osborne 1989).
En el caso de medir fotosintesis cuando pO; es constante, es necesario utilizar un
buffer de CrCl, en un subcontenedor para absorber toda liberacion de O, en el
aire. De esta forma, es posible medir solamente los cambios en la presion de
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pCO, en el manémetro como indicador de la actividad fotosintética en la solucién
de algas o cualquier entidad biolégica (Hunt, 2003). En el caso de mantener
constante pCO,, se debe usar un buffer de carbonato o bicarbonato para medir la

variacion de pO, (Millan- Almaraz et al., 2009)

11.14.3 Métodos Electroquimicos

Esta técnica se basa en el uso de electrodos electroquimicos para la
medicién de O,, CO, o pH en soluciones acuosas de la muestra analizada con el
fin de detectar variaciones en funcion de la actividad fotosintética. Inicialmente,
esos sensores fueron usados en aplicaciones de monitoreo de sangre, pero
tiempo después comenzaron a usarse en el monitoreo de organelos celulares
como cloroplastos aislados y mitocondrias (Deleiu y Walker 1972; Millan-Almaraz
et al., 2009). Los sensores electroquimicos de CO, y pH se basan en cambios de
corriente eléctrica que se genera en presencia de CO, y han sido utilizados
ampliamente en la medicidén de fotosintesis y respiracion en ambientes acuosos
(Talling, 1973; Axelsson, 1988).

Los electrodos electroquimicos de oxigeno son fabricados comiunmente usando un
catodo de platino y un anodo de plata separados por un electrolito (Hunt, 2003).
Los elementos del sensor son separados de la muestra bajo prueba por una
membrana permeable a O,, tipicamente de teflébn o polietileno (Takahashi et al.,
2001). Las terminales del sensor son polarizadas con 0.7 V y cuando ocurre una
reaccion quimica, el O, es convertido en peréxido de hidrégeno (H.0,) vy
posteriormente reducido a iones OH, donde los cuatro electrones requeridos para
llevar a cabo la reacciébn son donados por la oxidacion de plata en el anodo
(Millan-Almaraz et al., 2009). La corriente eléctrica que fluye de anodo a catodo es
directamente proporcional a la concentracion de O, fuera de la membrana
permeable. Esta sefial puede ser convertida a voltaje por un circuito de
acondicionamiento de sefial y muestreada por un sistema de adquisicion de datos.
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La principal ventaja de este método es su bajo costo y simplicidad, volviéndolo
adecuado para aplicaciones didacticas del proceso de fotosintesis (Takahashi et
al., 2001). Sin embargo, tiene algunas limitaciones debido a que estos sensores
consumen oxigeno de la muestra y, por lo tanto, después de un periodo
prolongado de medicién, los datos pueden resultar errobneos. Ademas, debe
agitarse la muestra cada cierto tiempo debido a que la concentracion de O, en el
catodo es diferente al resto de la muestra y debe homogeneizarse lo mas posible.
Por otro lado, la membrana permeable debe ser cambiada cada cierto tiempo para
tener una mayor precision vy, finalmente, es importante mantener una
concentracion de clorofila inferior a 100g/ml porque, en concentraciones altas, la
fotosintesis provoca la aparicion de burbujas que interfieren con la sefial de

corriente de los sensores (Millan- Almaraz et al., 2009).

Una alternativa son los electrodos de mediciébn de O, en condiciones gaseosas.
Esta técnica tiene ventajas sobre la acuosa principalmente porque no soélo es
posible medir fotosintesis en soluciones acuosas sino también en tejidos, partes o
incluso plantas completas. Los electrodos estan compuestos por una cadmara en
forma de disco en donde se coloca la parte de planta a analizar y, posteriormente,
se encierra en una camara para medir los cambios en la concentracidn gaseosa
del O, (Deleiu y Walker, 1972).

11.14.4 Métodos de isotopos de carbono

Esta metodologia esta basada en el uso de isotopos de carbono como *'C,
12c y '*C para la produccién del CO,, marcado con radioactividad, que sera
aplicado a algas o plantas en camaras aisladas e iluminadas para producir la
maxima fijacion de CO; radioactivo durante la actividad fotosintética. Inicialmente,
este método fue utilizado para seguir la ruta del carbono dentro de la planta
(Calvin y Bassham 1962). De esta forma, se utilizé como método para estudiar la

distribucion de carbono en la forma de carbohidratos en plantas y ha sido
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extendido a la medicion de fotosintesis (Irvine, 1967). Este procedimiento envuelve
tipicamente la aplicacion de **CO; a la muestra bajo estudio por un periodo de 15
a 60 segundos, entonces la muestra es colocada en un sistema que cuantifica el
namero de particulas beta en ésta y se mide la cantidad de fotosintesis con base
en la cantidad de particulas emitidas (Millan-Almaraz et al., 2009). Algunas
alternativas sugieren utilizar un contador de centelleo (Lupton, 1967) o una camara
de ionizacién (Ludwig y Canvin, 1971) para la medicién del **CO, en la planta.
Algunas aplicaciones de esta técnica son el estudio del almacenamiento de
almidon en cloroplastos aislados (Williams y Cobb, 1985) y para la fijacion en
algas (Jespersen, 1994). Las desventajas de este método son que es destructivo
al contaminar la muestra de estudio con radioactividad, no funciona bien en
ambientes de poca iluminacién y se pierde el **CO, porque la respiracién es muy
lenta.

Otra variante de la técnica por isotopos de carbono es la medicion del CO;
marcado mediante imagen, la muestra marcada es colocada en un sistema
rastreador de imagen por emision de positrones (PETIS) usando condiciones de
baja iluminacion, donde es posible ver la distribucién de la radiacién emitida por el
isétopo en la planta (Kawachi et al., 2006). Al usar esta técnica, también es posible
ver la distribucion de varios nutrientes cuando se utilizan diversos is6topos como
11C, 13N, 150’ 52Fe, 52Mn, 62711 and 2°7Cd.

11.14.5 Estimacion por modelado matematico

Como se ha mencionado anteriormente, la fotosintesis es una variable que
no puede ser medida directamente; por lo tanto, es necesario medir otras variables
independientes y utilizar ecuaciones especificas para estimar la tasa fotosintética.
El caso especifico de esta metodologia se establece en el desarrollo de modelos
matematicos que permiten estimar la fotosintesis basandose en patrones de
comportamiento obtenidos del monitoreo de otras variables, que son usualmente

factores ambientales. Un modelo propone dividir la estimacion de fotosintesis de
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canopia en dos sub modelos. El primero es utilizado como base empirica para la
auto calibracion del segundo, éste es un modelo de tipo caja negra responsable de
calcular la fotosintesis haciendo regresiones diarias (Ehler, 1991).

Otro modelo desarrollado propuso invertir el modelo AliBio para la estimacién de
evapotranspiracién de una canopia de plantas en dos cultivos de soya bajo estrés
hidrico usando variables como la reflectancia espectral, temperatura por infrarrojos
y microondas como entradas al modelo de transferencia tierra-vegetacion-
atmosfera (SVAT) (Olioso et al., 1999). Algunos autores han propuesto el uso de
informacion de un sistema “Landsat” como entrada a un modelo “Daisy” para
estimar el indice de area foliar y la concentracion de nitrégeno en las hojas de las
plantas (Abrahamsen y Hansen 2002). Otra variante de esta técnica ha sido la
simulacién de fotosintesis usando un modelo de ecosistema integrado
(Coupmodel) en dos diferentes estaciones del afio y con un variado rango de
condiciones de estrés salino en plantas de tomate (Karlberg et al., 2006). Otros
investigadores propusieron el uso de un modelo matematico usando minimos
cuadrados para predecir el crecimiento de algas mediante comparaciones de
datos experimentales acompafados de simulaciones con el objetivo de optimizar
la actividad fotosintética en la produccion de algas. Aunque esta técnica es dificil
por la complejidad de los modelos, resulta ser una herramienta poderosa en la
generacion de nuevos modelos para predecir de forma precisa la fotosintesis,

basandose en el monitoreo de diversos aspectos.

11.14.6 Método de ondas acusticas

Este método es una forma poco convencional de medir la fotosintesis de
algas en el mar. Esta basado en el principio de distorsiébn de ondas acusticas por
el medio en que se propagan. La técnica consiste en colocar un transmisor
acustico en el fondo del mar donde se desea medir la actividad fotosintética. Un
hidrofono es colocado cerca del transmisor de sonido para usarse como sefial de

referencia acustica. Del otro lado del area a ser monitoreada, se coloca un
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segundo hidroéfono que actiia como sensor acustico. Observando el fenémeno de
produccion de burbujas de O, por la actividad fotosintética de las algas en el fondo
del mar, puede notarse una distincion entre la sefial de referencia y la de
medicién. Entonces, puede observarse una mayor diferencia entre ambas sefiales
durante el dia que durante la noche; esto se debe a que la luz permite que se lleve
a cabo la fotosintesis de las algas y consecuentemente la liberacién de burbujas

de O, que interfieren con la propagacion de sonido (Hermand, 2004).

11.14.7 Métodos de fluorescencia

La fluorescencia es el fenbmeno en que una cierta cantidad de luz es
retenida por la iluminacion y liberada en forma de energia luminica después de
gue termina el tiempo de exposicion de una muestra a la fuente de luz (Taiz y
Zeiger, 2006). Dentro de la investigacion de fotosintesis, la fluorescencia es

utilizada de varias formas y en variadas aplicaciones.

Existen bacterias luminiscentes que en presencia de O, fotosintético pueden ser
utilizadas como biosensor (Tchan et al.,1977). Este procedimiento consiste en
colocar las bacterias en una solucion de micro algas. Una vez combinadas se les
aplican condiciones de luz para iniciar la fotosintesis en las algas de la solucién.
Después el recipiente se cambia de posicion mecanicamente para colocar la
solucién en modo de medicién con el objetivo de poder cuantificar la fluorescencia
de bacteria sin la interferencia de la fuente de luz que inici6 la actividad
fotosintética de las algas. De esta forma, la cantidad de fluorescencia es
directamente proporcional a la cantidad de O, disuelto en la solucién bajo prueba
generado por la actividad fotosintética de micro algas. Este procedimiento se ha
aplicado para la prueba de herbicidas que inhiben la actividad fotosintética de

micro algas.
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La fluorescencia de clorofila es una de las técnicas de medicion de fotosintesis
que mas se utiliza hoy en dia. Esta técnica se fundamenta en el principio de las
plantas que ocurre cuando la clorofila es iluminada y posteriormente comienza a
liberar la energia almacenada en forma de fluorescencia roja (Taiz y Zeiger, 2006;
Long, 1990). Este fendmeno estd basado en el principio de Kautsky, que mide la
relacion entre la minima fluorescencia (F,) y la maxima, el cual también es
conocido como saturacion (Fy) para estimar la eficiencia fotoquimica de la
muestra. El procedimiento de medicion requiere colocar la muestra bajo prueba en
un contenedor oscuro para, después, iluminar por un periodo para obtener pulsos
a través de F,, entonces se ilumina para obtener F,. Posteriormente, es calculada
como fluorescencia variable (F,=Fn-F,). Lo anterior lleva a calcular la fluorescencia
de clorofila mediante F, / F, (Fedack et al., 2005).

Esta técnica tiene diversas ventajas en comparacion con las anteriormente
descritas, principalmente porque es virtualmente inmune al ruido ambiental
causado por temperatura, presion o humedad relativa (RH). Por lo tanto, es
considerado un método muy robusto para la medicion de fotosintesis, incluso en
condiciones ambientales hostiles (Wang et al., 2004). Otra caracteristica de esta
técnica es que resulta muy sencillo hacer la medicion en conjunto con un sistema
de intercambio de gas, lo cual es interesante ya que permite correlacionar ambas
mediciones para obtener una estimacion mas precisa de la fotosintesis del

espécimen bajo estudio (Peterson, 1990; Long y Bernacchi 2003).

Una variante de la técnica de fluorescencia es utilizada como fluorescencia de O,
y requiere la aplicacion de una tintura color azul celeste, la cual es reactiva a O,
para medir la concentracion de O intracelular utilizando un fluorometro aplicado a
plantas inyectadas con la tintura fluorescente. Posteriormente, se aplica una
técnica de modulacion de fase multi frecuencia usando un amplificador Lock-In

para discriminar la clorofila de la fluorescencia del O, (Schmalzlin et al., 2005).
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Otra metodologia basada en fluorescencia es la imagen de clorofila que se justifica
en el mismo principio de la fluorescencia de clorofila, con la ventaja de que en este
caso la medicion no se realiza de forma puntual, en cambio se toma una imagen
completa de un éarea de la hoja utilizando una camara como fotodetector
permitiendo asi tener una fotografia completa de la muestra, lo cual ayuda a
observar diversas areas con distinta actividad fotosintética donde una medicion
puntual provee una informacion pobre acerca del fendmeno (Lichtenthaler et al.,
2005). Como ya se ha mencionado anteriormente, esta técnica es Util para obtener
mediciones completamente gréficas de la muestra y contiene mucha mas
informacion que una medicion puntual. La desventaja aqui es que el costo en

comparacion con un fluorémetro tradicional es elevado.

11.14.8 Método de intercambio de CO»,

El método de intercambio de gas es actualmente el mas comun para la
medicion de fotosintesis en los equipos comerciales y arreglos experimentales
para medir hojas individuales, plantas completas, pabellones de plantas o incluso
bosques (Schulze, 1972; Bassow y Bazzaz 1998). Este procedimiento consiste en
aislar durante un periodo el espécimen a medir en una camara cerrada para
cuantificar la concentracion de CO;, en el momento en que se cierra la camara.
Después de unos minutos de que se cerr6 la camara de intercambio de gas, se
registran los cambios en la concentracibn de gases y RH en la camara.
Posteriormente, el intercambio de CO, u O, puede ser medido (Schulze, 1972;
Takahashi et al., 2001). Hay dos tipos de intercambio de gas: los sistemas
cerrados, en los cuales se cierra completamente la camara de intercambio y se
miden las concentraciones de la mezcla de gases antes y después del periodo de
tiempo dejado para que se lleve a cabo la fotosintesis; y los sistemas abiertos, en
los cuales se aplica un flujo constante de aire a la camara y se mide la

concentracion de entrada y la de salida de la camara (Millan-Almaraz et al., 2009).
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La medicion de CO, se realiza con sensores infrarrojos para andlisis de gas
(IRGA) basados en el principio de emisor infrarrojo-fotodetector apareados, en los
cuales el rayo de luz infrarroja es usado para medir la concentracion de moléculas
de gas en el aire. Esto esta fundamentado en el fendbmeno de absorcion, en éste
las moléculas de gases con numero impar de atomos, mejor conocidos como
heteroatdmicos como CO,, CH,4, NH3z por nombrar algunos, absorben una porcién
de la luz infrarroja, mientras que las moléculas homoatomicas, como N, u Oz, no lo
hacen. En particular, el CO, tiene una méxima deteccion a una longitud de onda
de 4.25 pym con picos laterales de 2.66, 2.77 y 14.99 pm (Hill y Powell 1968). La
calibracion de esos sensores para ajuste cero requiere aire libre de CO; y otros
gases heteroatoémicos; por lo tanto, el N, es el mas utilizado mientras que el ajuste
“span” requiere hacer uso de una mezcla de aire con una cantidad conocida de
CO; (Millan-Almaraz et al., 2009).

En términos de medicion de fotosintesis, el intercambio de CO; es el mas utilizado
comunmente en la construccién de sistemas comerciales y experimentales. En
esta técnica, los sistemas cerrados utilizan sensores IRGA para medir la
concentracion inicial y posteriormente, la concentracion final después de un
periodo de tiempo, con el fin de permitir que la fotosintesis de la planta se efectle
(Phytech, 2005). Los sistemas de flujo abierto tienen grandes ventajas sobre los
sistemas cerrados porque no requieren esperar un tiempo para leer la
concentracion final después de la fotosintesis. En cambio, estos sistemas de flujo
abierto permiten muestrear la fotosintesis a frecuencias mucho mas altas que los
sistemas cerrados. Por lo tanto, estos resultan mas Utiles para monitoreo de
fendmenos rapidos; lo que también permite que la camara de intercambio de gas
sea intercambiable dependiendo de la forma y tamafo de la muestra por analizar.
El tipo de instrumentacion varia con el fabricante ya que hay sistemas que utilizan
solo un IRGA para medir tanto la concentracion de entrada como la de salida y
necesitan de un arreglo neumatico que permita cambiar el canal de aire a medir
como el LI-COR 6400XT, Lincoln, NE, USA. Otros, en cambio, utilizan doble IRGA

y realizan la medicién en paralelo a frecuencias mucho mas altas; sin embargo,

35



tienen la desventaja de tener errores de desvio, ya que es imposible que dos
sensores sean exactamente iguales. En algunos casos se hace andlisis

combinado de CO; y O, para correlacionar las variaciones (Chen, 2006).

Una variante del método de intercambio de CO; es la medicién de intercambio de
gas en canopia completa, es decir, un grupo completo de plantas para estudiar
poblaciones completas de plantas. Algunos investigadores han disefiado arreglos
experimentales que consisten en cajas de acrilico que sirven de casa para grupos
de plantas con sistema de intercambio de CO, por flujo abierto. En otras
aplicaciones se colocan los IRGA en torres en los bosques que contienen
diferentes especies de arboles para determinar la fotosintesis de canopia a escala

de bosque (Bassow y Bazzaz 1998).

El disefio de sistemas de medicion de fotosintesis por intercambio de CO, debe
tener algunas consideraciones, incluyendo el rango de operacion del CO, del
fendbmeno que va a ser estudiado para asegurar la seleccion de un IRGA
apropiado de acuerdo a la aplicacion. Ha sido reportado que el rango de
importancia fisiol6gica en plantas es de 50 a 800 ppm de CO, (Hanstein et al.,
2001). Aunque los sensores electroquimicos de CO, son econdmicos, resultan
inapropiados para esta aplicacién, ya que comienzan a medir alrededor de 300
ppm como minimo; por lo tanto, los sensores no dispersivos infrarrojos (NDIR) son

los mas apropiados.

Otro aspecto importante a considerar es el flujo de aire, porque ha sido reportado
gue el rango mas apropiado para tener la menor cantidad posible de variaciones
de fotosintesis es de 0.3 a 1.0 litros por minuto (Ipm) (Kitaya et al., 2000). El sello
neumatico es otra consideracién que debe tomarse en cuenta, ya que en camaras
de color transparente es comun encontrar sellos de neopreno color negro, los
cuales oscurecen parcialmente la hoja y produce una respiracion parasita que filtra
CO; al interior de la cAmara, provocando error en la medicion (Pons y Welschen

2002; Long y Bernacchi 2003). El disefio de la forma de la camara debe ser
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seleccionado de acuerdo a las necesidades morfolégicas de la especie que se va
a medir. Finalmente, es necesario elegir la plataforma tecnoldgica de control
electrénico que coordinara todo el proceso de monitoreo, procesamiento vy
transmision de datos para futuro andlisis fuera de linea, para esto se puede elegir
computadoras personales (PC) o micro controladores (UC).

11.14.9 Método de intercambio de O,

El método de intercambio de O, provee una alternativa al intercambio de
CO, que puede ser usada como una herramienta adicional para enriquecer la
informacion obtenida en un sistema de intercambio de CO,. El procedimiento es
basicamente el mismo; sin embargo, este método tiene algunas desventajas en
comparacion con su contraparte basada en CO,. La primera es que la diferencia
entre la concentracion inicial y final de O, es mucho mas pequefia en comparacion
con un intercambio de CO,, por lo que se requiere una muy elevada precision en
los sensores de O, y costosos sistemas de adquisicion de datos (Hunt, 2003). Otra
importante desventaja es que el O, es un gas mas inestable que el CO,, el cual
debe mantenerse a una temperatura de 700 °C para mantener una concentracion

molar estable.

[1.15 Herramientas de fitomonitoreo

Existen soluciones comerciales de fitomonitoreo, de costo elevado,
desarrolladas en el extranjero (LI-COR, 2007; Phytech, 2005). Al no tener
tecnologia de fitomonitoreo en el pais se genera 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 tecnificacion del
campo mexicano eficientemente. Otro aspecto de suma importancia es la apertura

del libre comercio en agricultura, lo cual implica que se tiene una fuerte necesidad
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de tecnificacion para el campo mexicano que permita competir con los productos
basicos producidos en otros paises que cuentan desde hace mas tiempo con
tecnologia avanzada en automatizacién agricola y manejo eficiente de los
recursos. La competitividad internacional en produccion agricola implica diversos
aspectos, entre ellos: reducir drasticamente los costos de produccion para vender
a un precio competitivo, disminuir los riesgos en la inversion, el uso de pesticidas,
fertilizantes quimicos e incrementar la calidad de los productos como cereales,
frutas y hortalizas para aumentar el mercado de exportaciones y reducir las
importaciones. De esta forma se contribuye para ayudar a tener mejores

expectativas de mercado a los productores.

Actualmente, los sistemas de fitomonitoreo disponibles en el mercado son
muy limitados. Los datos provenientes de las variables fisiologicas monitoreadas
son registrados por el equipo y almacenados para su posterior andlisis fuera de
linea; por lo tanto, no permiten realizar un fitomonitoreo en tiempo real para
realizar diagnosticos y correcciones oportunas de problemas en el cultivo (LI-COR,
2007; Phytech, 2005; PP Systems, 2008).

Hasta el momento las investigaciones que implican la aplicacion de
fitomonitoreo a diversas plantas se han realizado de forma parcial, ya que sélo se
observa la evolucion de algunas pocas variables y no se hace un monitoreo
integral de fisiologia y ambiente que permita conocer una aproximacion mas
precisa del comportamiento del cultivo estudiado (Kopyt et al., 2001; Ton et al.,
1997; Ton et al., 2001; Ton et al., 2003a). Esto se debe a las limitaciones de los
equipos disponibles en el mercado que carecen de tecnologia de automatizaciéon
que pueda realizar un fitomonitoreo integral. La carencia de tecnologia de
fitomonitoreo integral ocasiona que sea dificil conocer el comportamiento de una
planta de forma precisa. Para tener un fitomonitoreo integral es necesaria la
inclusion de un mayor nuamero de Vvariables fisiolégicas y ambientales
monitoreadas en la planta estudiada, con la finalidad de conocer la relacion entre

dichas variables y su repercusion en el estado de la planta.
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Por otra parte, los sistemas de fitomonitoreo actuales cuentan con una muy
baja autonomia de operacion; por consiguiente, se vuelve imposible realizar
mediciones por periodos extensos de tiempo debido a su dependencia a cartuchos
de gas CO, externos y sus capacidades de memoria bastante limitadas.

[1.16 Automatizacion

La automatizacion consiste en incorporar a un proceso un conjunto de
elementos y dispositivos tecnolégicos que aseguren su control y buen
comportamiento. Sus objetivos son la reduccién de costes de fabricacion, la
calidad constante en los medios de produccion y liberar al ser humano de las
tareas tediosas, peligrosas e insalubres (Garcia-Moreno, 1999).

Un proceso automatizado asegura los parametros apropiados para hacer
mediciones, analisis de operaciones, mayor rentabilidad, calculos en acciones de
control; por otro lado, el personal de la planta se mantiene informado sobre el
proceso y sus capacidades y conocimientos son explotados; ademas, la deteccion

de fallas se realiza con mayor facilidad.

[1.17 Plataformas tecnolégicas para automatizacion

A continuacién, se presentan las plataformas tecnolégicas mas utilizadas
dentro de la automatizacion, como Ilo son los microcontroladores vy
microprocesadores, FPGA y DSP; también se describe su funcionamiento asi

como algunas de las aplicaciones en la industria y la vida cotidiana.
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[1.17.1 Microcontroladores

Los microcontroladores son circuitos embebidos en una amplia gama de
equipos y dispositivos que se encuentran en el hogar, la industria, las
comunicaciones y otras areas que afectan nuestra vida cotidiana. Un sistema con
microcontrolador debe disponer de una memoria donde se almacene el programa
que gobierna el funcionamiento del mismo que, una vez programado Yy
configurado, sélo sirve para realizar la tarea asignada. En resumen, es un
dispositivo de bajo consumo de energia, con moderado poder de procesamiento,
encapsulado pequefio y diversos periféricos integrados (Balch, 2003).

[1.17.2 Procesador digital de senales

En 1972, aparece el primer microprocesador de propdsito general y en
1980, el primer microprocesador especializado en el tratamiento de sefial (DSP),
disefiado para realizar eficientemente el calculo reiterado de la combinacion
producto-acumulacion (operaciéon basica de la convolucion). Al convertir la
manipulacion de las sefiales en una cuestion de célculo numérico realizada en un
computador, el DSP pudo incorporar a su patrimonio todos los conocimientos
matematicos, o de cualquier otra indole, susceptibles de ser programados en una

computadora personal.

Un Procesador Digital de Sefiales (DSP), que cuente con un simple ciclo de
multiplicacion, es muy adecuado en las aplicaciones donde se requiere de
velocidad para ejecutar calculos y para la optimizacion de algoritmos en

procesamiento digital de sefiales.
El DSP ha facilitado, por ejemplo, que hoy pueda disponerse de servicios

tales como la telefonia celular, las comunicaciones de datos via red telefénica o la

television digital, de sistemas de conversion de texto a voz, o efectos musicales
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especiales que pueden convertir un salén en una catedral gética o en el Palau de

la musica

11.17.3 Arreglo de compuertas programables en campo (FPGA)

Un FPGA (Field Programmable Gate Array) es un arreglo bidimensional de
bloques légicos y flip-flops con interconexidn electronicamente programable entre

ellos (Sulaiman et. al., 2009).

Los FPGA'’s se basan en una cantidad muy grande de celdas l6gicas, muy
elementales, y una interconectividad significativamente mayor que la de sus
contrapartes. Ademas, permiten un consumo de potencia evidentemente menor y
un mayor nivel de integracion. Este tipo de dispositivo puede contar con unidades
que van desde las 50,000 hasta los 10'000,000 de compuertas lbgicas

equivalentes (Romero-Troncoso, 2007).

Recientemente, los FPGA se han vuelto una solucién alternativa para el
diseiio de sistemas digitales, donde previamente se encontraban dominados por
sistemas de microprocesadores de propdsito general. Los controladores basados
en FPGA ofrecen ventajas como alta velocidad en procesamiento, funcionalidad
compleja y bajo consumo de energia. Estas caracteristicas son atractivas desde el
punto de vista para el disefio de sistemas embebidos. Actualmente, el uso de
FPGA se ha reportado en sistemas con retroalimentacion en control digital, como
rodamientos magnéticos, inversores por modulacién por ancho de pulso (PWM),
motores de induccion, convertidores de AC/DC y controladores para variadores de
velocidad. La implementacion de controladores basados en FPGA no se ha
enfocado en un uso 6ptimo de recursos en hardware. Estos disefios requieren un
gran numero de multiplicadores y sumadores, y no utilizan eficientemente las

caracteristicas de la memoria del FPGA.
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Las ventajas de un FPGA son: la inmunidad a la obsolescencia, por lo que
si la tarjeta se deja de fabricar, el codigo puede ser traspasado a otra tarjeta o
familia haciendo cambios minimos, por ejemplo, en la asignacién de pines y flanco
de interruptores; ademas, se pueden programar inalambricamente, son
reconfigurables, porque todo esta integrado en un solo circuito (System On a
Chip), su tamafio es reducido, en el orden de milimetros y son de bajo costo, entre

otros.

Las principales “desventajas” de un FPGA son su alto conocimiento y el
tiempo de desarrollo. Alto conocimiento porque, si el usuario comienza a
familiarizarse con esta tecnologia, debe contar con conocimientos de logica
combinacional y secuencial, el cual no representa complejidad. El tiempo de
desarrollo de un nucleo en especifico se lleva un tiempo que después se repone,

ya que el codigo puede ser llamado posteriormente para diferentes aplicaciones.

[1.18 Plataformas de software para el desarrollo de interfaces graficas de

usuario

Algunas de las plataformas que se han utilizado para el desarrollo de
interfaces gréaficas de usuario son la APl de Windows, Guide de MatLab, Java,
Visual Basic entre otras. Estas son similares, sin embargo, debido al nivel de
abstracciéon y lenguaje, el procesamiento para ejecutar las instrucciones es

afectado dependiendo de la aplicacion.

Los programadores escriben instrucciones en diversos lenguajes de
programacion; algunos comprenden directamente la computadora, mientras que
otros requieren pasos intermedios de traduccion. En la actualidad, se utilizan
cientos de lenguajes de computacion. Deitel (2008) los divide en tres tipos

generales:

e Lenguaje Maquina
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e Lenguajes Ensambladores

e Lenguajes de alto nivel

Cualquier computadora puede entender de manera directa sélo su propio
lenguaje maquina; que es su lenguaje natural, y como tal, estd definido por el
disefio del hardware de dicha computadora. Por lo general, los lenguajes maquina
consisten en cadenas de numeros que finalmente se reducen a 1s y Os que
instruyen a las computadoras para realizar sus operaciones mas elementales, una

alavez.

Los programadores empezaron a utilizar abreviaturas del inglés para
representar las operaciones elementales, lo que formo la base de los lenguajes
ensambladores. Estos se desarrollaron para convertir los primeros lenguajes
ensamblador a lenguaje maquina, a velocidad del microprocesador de la
computadora.

Para agilizar el proceso de programacion se desarrollaron los lenguajes de
alto nivel, en donde podian escribirse instrucciones individuales para realizar
tareas de mayor complejidad. Los programas traductores, denominados
compiladores, convierten a lenguaje maquina, los programas que estan en leguaje
de alto nivel (Deitel, 2008).

Las presiones de salida al mercado y la proliferacion de dispositivos
incompatibles hacen que el disefio de software sea una tarea dificil para los
desarrolladores de dispositivos de bajo consumo. Los desarrolladores de sistemas
embebidos han adoptado a Java en los ultimos afios porque el lenguaje se abstrae
del hardware subyacente, mejorando la portabilidad. Java es una buena opcién
para el desarrollo de sistemas embebidos por su capacidad para superar

problemas en C y C++ como lo son protocolos de comunicacion y portabilidad.
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lIl. METODOLOGIA

1.1 Estudio de caracteristicas de las herramientas vy equipos de
fitomonitoreo existentes en busqueda de deficiencias y oportunidades de

mejora.

Inicialmente, se realizé una revision profunda acerca de los principios y
metodologias cientificas que histéricamente se han utilizado hasta la actualidad
para estimar la tasa fotosintética de una planta; se encontré que el método de
intercambio de CO; es el que proporciona mayor cantidad de informacién (Hunt,
2003). Una vez obtenido dicho conocimiento sobre los principios usados en
medicion de fotosintesis se procedid a revisar la literatura existente sobre las
herramientas de fitomonitoreo y sistemas de medicion de fotosintesis basados en
intercambio de CO, comerciales. Se incluyeron el LI-6400XT (LI-COR, 2007) y el
PTM-48M (Phytech, 2005) adquirido por la Universidad Autonoma de Querétaro y
el CIRAS-2 (PP Systems, 2008) para conocer las caracteristicas de estos
sistemas revisando la literatura proporcionada por los fabricantes y en trabajos
cientificos donde han sido aplicados (Pons y Welschen 2002; Wang et al., 2004;
Wang et al., 2007; Ton et al., 2003c). Ademas, se llevaron a cabo experimentos de
monitoreo de fotosintesis y transpiracion en un cultivo de jitomate Lycopersicon
Esculentum bajo condiciones de invernadero en el campo experimental de
Amazcala de la UAQ con fines de entrenamiento en el uso del PTM-48M para
estudiar de cerca sus caracteristicas y capacidades (Phytech, 2005). Con base en
la informacion obtenida se realiz6 un andlisis de las deficiencias y posibles
oportunidades de mejora en los sistemas de fitomonitoreo y medicion de

fotosintesis existentes.
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[11.2 Ecuaciones de la dindmica de transpiracion en plantas.

Como fue mencionado, la transpiracion (E) es una funcion fisiolégica que
depende principalmente de la diferencia entre la presion de vapor de entrada e; a
un sistema de intercambio de gas y la presion de vapor de salida e, del gas que
sale de la camara foliar utilizada. Sin embargo, los sensores comerciales
proporcionan valores de humedad relativa (Kamp, 1996) y es necesario convertir
los valores en e y e,. Para comenzar, es necesario calcular es con el fin de poder
conocer la maxima cantidad de vapor de agua que el aire puede contener a una
temperatura t, usando las curvas del diagrama de Mollier que se reviso
anteriormente (Bakker, 2001) o utilizando la ecuacion simplificada (1) como ha
sido previamente reportado (PP Systems, 2008). De esta forma, e; y e, pueden ser
facilmente obtenidas con (2) y (3), donde RH; es la RH del aire de entrada al

sistema y RH, es la de salida de la cAmara de intercambio de gas.

18.564 — Ta (1)
e, = 6.13753x10exp| T, 254.4
T, + 255.57
o = (RH)() .
' 100
o, = (RH.)(E) -
° 100

Para estimar E es necesario calcular otro factor importante que es W, el
cual constituye el flujo de masa metro por unidad de superficie y por tiempo que,
cominmente, se expresa en mol/m?/s para sistemas de flujo abierto. La ecuacion

para calcular W esta establecida en (4), donde P es la presion manométrica en la
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linea neuméatica expresada en Bar, V es el flujo volumétrico expresado en litros por
minuto (Ipm), TaK corresponde a la temperatura del aire en grados Kelvin (K) y A
es el area efectiva de la camara foliar en cm? (PP Systems, 2008). La constante
2005.39 corresponde a un coeficiente para cambiar las unidades de masa a mol,

superficie a m? y tiempo de minutos a segundos.

_ (V)(P)
W =(00539) = s (@)

Una vez obtenidas ej, e, y W, E puede calcularse como se establece en (5)
siendo expresada en mg/m?/s.

_ (e,—€) (5)
E = (W ) (1000)(18.02) F-e)

[11.3 Ecuacidn de la conductancia estomatal

La conductancia estomatal es otra variable de la dinamica de transpiracion
que representa la conductividad de vapor de las células guardianas (Hubbard et
al., 2001). Esta puede ser estimada a partir de sensores primarios de temperatura
y RH. Como primer paso se debe calcular la presion de saturacion de vapor ejess a
la temperatura de la hoja T Para este propdsito, se puede utilizar la misma
ecuacion de es (1) con el objetivo de calcular esto pero sustituyendo T, por Tieas
para obtener (6). La constante r, es considerada con un valor de 0.3 m?s/mol. Una
vez obtenida ejqr, la conductancia estomatal puede ser calculada usando (7), la

cual se expresa en mmol/m?/s (PP Systems, 2008).

47



18.564— = ©)

€., = 6.13753x10 7 exp| T 254.4
Tiosr + 255.57
c W (1000)

leaf —
(eleaf - & J( P - € _ waj (7)
e, — € P

[11.4 Ecuacion del déficit de presion de vapor

Para calcular el VPD es necesario realizar la resta de e; menos e, como se

expresa en (8), representandolo en unidades KPa (Bakker, 2001).

VPD =¢, — ¢ (8)

[11.5 Desarrollo de un sensor inteligente de transpiracion

La metodologia propuesta para el desarrollo de un sensor inteligente de
transpiracion en plantas puede observarse en la Figura 4 y ésta consiste en las
siguientes etapas: sensores primarios, sistema de adquisicion de datos (DAS),
unidad de procesamiento digital de sefiales basada en FPGA (DSP), memoria
RAM para almacenamiento de datos, modulo de comunicacion serial RS232 y
control del mecanismo de la camara foliar de intercambio de gas (Milldn-Almaraz

et al., 2010). En la primera etapa se tienen las sefiales de seis sensores primarios
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entre los cuales se tienen sensores de temperatura, RH, iluminacién y CO,. La
segunda etapa consiste en un DAS de ocho canales capaz de adquirir las sefales
de los sensores primarios previamente mencionados. El procesamiento de sefial
es llevado a cabo en una unidad de procesamiento especifico embebida en un
FPGA como se ha utilizado previamente en maquinaria CNC (Trejo-Hernandez et
al., 2010) y monitoreo de vibraciones en robotica industrial (Rodriguez-Donate et
al., 2010). La comunicacion de datos es llevada a cabo por medio de una interfaz
RS232 embebida en el FPGA vy utilizada para enviar las mediciones realizadas a
un servidor de datos o algun otro sistema. Finalmente, el mecanismo de cierre y
apertura de la camara de intercambio de gas para la planta es controlado por la

unidad de procesamiento en FPGA.

Figura 4. Arquitectura de la plataforma del sensor inteligente de transpiracion.
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111.6 Ciclo de medicidén en un sensor inteligente de transpiracion

La metodologia del ciclo de medicidén del sensor inteligente de transpiracion
se muestra en la Figura 5. Aqui los blogues color verde representan etapas en que
la camara foliar se encuentra en posicion abierta, mientras que los bloques rojos
representan que la cadmara foliar esta cerrada para aislar la hoja bajo analisis.
Cada medicién comienza con la activacion de una bomba de aire que induce un
flujo a través de la cadmara y cerrando la camara foliar mediante un servomotor
para aislar la camara. El sensor inteligente lleva a cabo un retardo de un minuto
para esperar que la linea neumética llegue al estado estable. Después, comienza
la adquisicion de datos de los sensores primarios a una frecuencia de muestreo de
1 Hz. Este proceso es repetido para adquirir 64 muestras de cada sensor, una vez
adquiridos estos datos se calculan las variables de dinamica de transpiracion, los
datos son transferidos, la cAmara foliar se abre y la bomba de aire se apaga para
ahorrar energia. Finalmente, se aplica otro retardo de tiempo hasta completar los
15 minutos de un ciclo completo de medicibn y comenzar un nuevo ciclo. Se
selecciond este periodo debido a que en equipos comerciales, la adquisicion mas
rapida es cada 15 minutos y es imprescindible tener la misma frecuencia de

muestreo para comparar ambas técnicas.

ESp‘?r.and.cf Medicion Célculode Espera de 15
. estabilizacion . .
Nuevo ciclo de aire y de sensores variablesy minutos para
de medicion cerrado de primarios ape!rtura de completarel
(64 s) camara ciclo

cdmara (1 min)
[ |

15 min ciclo

.
-

L

Figura 5. Diagrama a bloques del ciclo de medicion en el sensor inteligente de

transpiracion.
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1.7 Metodologia de célculo de transpiracion

Para poder calcular E, se propone una metodologia de procesamiento de
seflal en FPGA que se puede observar en la Figura 6. Se aplicaron filtros de
decimacion por promedio de orden 64 a todas las variables de los sensores
primarios como T,, RH;, y RH, para reducir el ruido de cuantizacibn como esta
establecido en (9) (10) y (11) y presentado por (Rangel-Magdaleno et al., 2009).
De esta manera se obtienen las versiones sobre muestreadas de las variables de
los sensores primarios distinguidas de las anteriores por el subindice os obteniendo
Taos, RHios, Y RHo os.

T (K LST ki

= —1
[&J o i§_0 (k=1) (9)

k) 1%t .

RH. | — |== Y'RH. (k—i
(64j 64 2 i (kK=1) (10)

k) 1% .

RH | — |=—SRH (k—i
005(64j 64 2 o (k=) (11)

Una vez obtenidas T, os, RHios, Y RHo 0s, S€ aplica un filtro pasa-bajas (LPF)
de tipo de respuesta infinita al impulso (IIR) con una frecuencia de corte fc de
1/3600 Hz para obtener las versiones filtradas de las sefiales previamente
decimadas obteniendo las versiones filtradas con el subindice o5t como son T, osf,
RHi ost, Y RHo ost. Para obtener E, se calculan (1) y (5) utilizando las variables

filtradas como entrada como se presenta en la Figura 6.
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Figura 6. Metodologia de procesamiento de sefal para estimacion de transpiracion
en tiempo real.

111.8 Metodologia de estimacioén de conductancia estomatal

La conductancia estomatal aprovecha algunos factores previamente

calculados en la etapa de procesamiento de transpiracion, en la Figura 7 se
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propone y describe una metodologia de procesamiento de sefial basado en FPGA.
De la misma manera que se realizé con los sensores primarios durante el calculo
de E, se aplicé filtrado de decimacién por promedio de orden 64 a la sefial del
sensor de T para reducir el ruido de cuantizacion no deseado de acuerdo a
(12). Una vez obtenida la version sobremuestreada Tieat os S€ aplicdé una etapa de
filtrado pasa bajas IIR de primer orden con la misma f.=1/3600 Hz para obtener la
version filtrada Tiear ost. CONSecuentemente, ejeqr €S calculado como se establece en

(6) e introducido en (7) para obtener Ciear.

k 18 .
Tleaf 0s (64] :& leeaf (k - I) (12)
i=0
Tleaf g 30
= 28
E 26 W/W\r
0 10 20 30
] t(horas)
Filtro de
sobremuestreo % 30
28
> E 26 \\jﬁ,ff\r
T 0 10 20 30
leafos t(horas)
TR Q0 30
LiF [ 28\/ﬂ/‘\_
2 26
E 0 10 20 30
Tfeafosf t(horas)
‘—} €leaf > g G0
e 2 E 40
e F 'C~|rl‘5'|!]'jr E 20
w ry 5, ) . . .
P T > 0 5 10 15 20 25

t(horas)

Figura 7. Metodologia de estimacion de conductancia estomatal.
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[11.9 Metodologia de estimacion del déficit de presidon de vapor

La estimacion del VPD se realiza toda vez que se tienen calculados es and
e; durante la etapa de transpiracion. EI VPD se obtiene de la substraccion

establecida en (13) y la implementacion puede observarse en Figura 8.

VPD = (100) (e, —¢;) (13)

[11.10 Metodologia de estimacién de diferencia de temperatura hoja-aire

El célculo de LATD requiere realizar la substraccion de la temperatura del
aire filtrada Ta o5t Y la temperatura de la hoja filtrada Tieas ost Usando (14) como se

muestra en Figura 8

LATD = Ta osf _Tleaf osf (14)

[11.11 Metodologia de estimacién de radiacion

Para medir la luz ambiental o radiacion de forma suave se utilizaron los
mismo filtros de sobremuestreo mas el filtro IIR LPF de primer orden con f.=1/3600
Hz para obtener la version sobremuestreada y filtrada de la sefial primaria de luz
Lightost. Acorde con (15).

64-1

light, (('5‘4):(34 > light(k -) (15)
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Figura 8. Metodologia de procesamiento de sefial para estimacioén de VPD, LATD

y Light.

[11.12 Monitoreo de transpiracién en Lycopersicon esculentum

En la Figura 9 se observan el sensor inteligente y el PTM48-M utilizado para

la comparacion entre ambos equipos. Para este experimento se utilizaron plantas

de tomate (Lycopersicon esculentum) como material biologico utilizado para medir

las respuestas de transpiracion en la prueba del sensor inteligente propuesto. Este

sistema de monitoreo de transpiracidbn consiste en una plataforma de

instrumentacion capaz de medir Ta, Tiear, RHi, RHo y Light. Para tomar lecturas de

temperatura se hizo uso de sensores RTD Honeywell Pt1000 que tienen un rango

de medicién de -200 °C a 540 °C, pero configurados para un rango de 0 a 65°C

con una precision de +/- 0.3 °C que resulta adecuada para los rangos de
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temperatura de las plantas (Honeywell, 2010a). Se desarroll6 un sistema de
acondicionamiento de sefial para convertir la variacion de resistencia eléctrica del

RTD en un formato estandar de 0 a 5 voltios. Ver Figura A.1.

Para las mediciones de RH se utilizaron sensores capacitivos Honeywell
HIH-4000 con rango de medicién de 0 a 95% de RH y precision de +/- 2.5 %
siendo conectados al sistema de adquisicion de datos a través de un sistema de
acondicionamiento de sefial encargado de ajustar el valor medido al estandar de 0O
a 5 voltios (Honeywell, 2010b). Ver Figura A.2.

La medicion de luz ambiental es obtenida usando un sensor cuantico
OSRAM SFH-5711 con un rango de 0 a 100,000 lux y una precision de +/- 0.04%
de su valor medido (OSRAM, 2007), el cual provee una salida logaritmica de 0 a
50 pA, ésta es convertida al estandar de 0 a 5 voltios por una etapa de
acondicionamiento de sefal. Estos rangos de medicion resultan adecuados para

medir iluminacion desde cuartos completamente oscuros hasta la luz del sol.

El disefio de la plataforma de adquisicion de datos esta basado en una
arquitectura con ocho entradas analdgicas en formato de 0 a 5 voltios, donde cada
una cuenta con un LPF analogico de segundo orden con una f.=20 Hz. La
adquisicién y muestreo se basa en un convertidor analégico digital Burr Brown
ADS7844 con ocho canales de entrada a una resolucion de 12 bits y una
frecuencia de muestreo maxima de 200 KSPS para la lectura de las ocho entradas
analdgicas (Burr Brown, 2003). Ver Figura A.3.

Se utilizé una unidad de control electrénico y procesamiento de sefial con
base en FPGA para calcular las variables de respuesta de transpiracion partiendo
de las mediciones de los sensores primarios basados en una tarjeta Altera
Cyclone Il EP3C16F484C6N con 16,000 LE (Altera Corporation, 2010).
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Para el mecanismo de cierre/apertura de la camara foliar se utilizé un
servomotor miniatura modelo E-Sky 000155 debido a su bajo consumo de energia.
Mientras que el flujo de aire fue inducido usando una bomba de vacio de tipo

piston.

Se realizé la implementacion del nucleo de propiedad intelectual para FPGA
en lenguaje VHDL integrando el controlador del DAS, servomecanismo de la
camara foliar, unidad de procesamiento de sefiales y bloques de comunicacion.
Ver Cuadro A.4.

Se configuraron ambos sistemas para monitorear variables de transpiracion
cada 15 minutos para comparar el sensor inteligente propuesto con el Phytech
PTM-48M configurado a su maximo periodo de muestreo de 15 minutos (Phytech,
2005). Ambos equipos fueron conectados a la misma planta de tomate para probar
la efectividad del sensor desarrollado. El experimento comenzé a las 12:00 a.m. y
termind a la misma hora del dia siguiente, permitiendo la adquisicion de 4 ciclos de
medicién por hora para un total de 96 mediciones cada 24 horas. Como fue
anteriormente mencionado, cada ciclo de medicion adquiere 64 muestras de cada
sensor primario a una frecuencia de muestreo de 1 Hz para aplicar los filtros de
decimacion por promedio de orden 64 y los filtros LPF IIR de primer orden con f; =
1/3600 Hz. Los datos pueden ser enviados a un servidor de datos para
almacenamiento masivo via la interface RS232 usando el transceptor Analog
Devices ADM3232 (Analog Devices, 2008).
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Figura 9. (a) Arreglo experimental del sensor inteligente de transpiracion. (b)
Arreglo experimental del PTM-48M.

111.12 Fitomonitoreo como caracterizacién de resistencia a sequia en
Arabidopsis thaliana mejorada genéticamente

Dado que la transpiracion y la conductancia estomatal son consideradas
como los principales indicadores de estrés hidrico en las plantas, es que se

desarroll6 el siguiente experimento, en el cual se realiza la caracterizacion de
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respuesta al estrés hidrico de plantas de Arabidopsis thaliana modificadas
genéticamente con genes de resistencia a sequia extraidos de semillas de

Capsicum annuum L.

Posteriormente, se instalé un arreglo experimental para medir la dinamica
de transpiracion de las plantas Arabidopsis thaliana tanto silvestres (WT) como las
modificadas genéticamente por la proteina LEA de Capsicum annuum L. (CALEA).
En la Figura 10 se puede observar el arreglo experimental mencionado, donde las
plantas estan divididas en 4 clusteres. El primer ac corresponde a las plantas WT
con irrigacion adecuada y, por consiguiente, no estresadas; el segundo cluster bc
son las plantas modificadas con CALEA bajo irrigacién adecuada; mientras que los
clusteres cc y dc fueron mantenidos sin irrigacion por una semana para poder
inducir estrés hidrico y diferentes respuestas de transpiracién relacionadas con

diversos fendbmenos fisiolégicos.

Para obtener la transpiracion de las plantas bajo estudio se desarroll6 un
sistema de monitoreo de transpiracion personalizado basado en el método de
intercambio de gas. El sistema propuesto introduce un flujo volumétrico de aire de
1.0 Ipm en una camara de intercambio de gas de forma cilindrica y de las
dimensiones adecuadas para encerrar a la planta por completo dado el diminuto

tamafo de la Arabidopsis thaliana como se muestra en Figura 10.

En cada camara se colocaron dos sensores de temperatura y RH de
tecnologia de sistemas micro electro mecanicos (MEMS) modelo Sensirion SHT75
(Sensirion, 2009), con la finalidad de medir las propiedades del aire tanto a la
entrada como a la salida de la cAmara de intercambio de gas. Se conectaron dos
de estos sensores en cada una de las cuatro camaras de intercambio de gas mas
aparte un sensor en el exterior para medir el medio ambiente circundante al
experimento, dando un total de nueve sensores cuyo tiempo de respuesta es de
320 ms manejados por un FPGA usando arquitectura paralela para hacer posible

que se mantengan trabajando a una frecuencia de muestreo de 1 Hz, lo cual
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hubiera sido imposible usando la arquitectura secuencial de un microcontrolador o
una PC. La presibn manométrica en la linea neumatica de andlisis se mantuvo

constante a 0.1 MPa.

Debido a las capacidades de procesamiento en tiempo real del FPGA, cada
sensor primario es sobremuestreado 64 veces para quedarse con una medicion

efectiva cada 15 minutos.

FPGA DAS Transgenicas
estresadas

Camarasde
intercambio

d Silvestres
e gas

estresadas

Transgenicasno
estresadas

Figura 10. Arreglo experimental de monitoreo de transpiracion en Arabidopsis

thaliana.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Medicién de sensores primarios

En esta sub-seccidn se presenta una comparacion entre las mediciones de
Ta Yy RH; del sensor inteligente propuesto y el PTM-48M; la Figura 11 ilustra esta
comparacion, donde las sefiales azules corresponden a las mediciones del PTM-
48M vy las rojas a las mediciones primarias del sensor inteligente propuesto. Aqui
se puede observar una tendencia de comportamiento similar en ambas sefales
pero una cantidad de ruido mas baja en las sefales rojas debido al filtrado de
decimacion por promedio de orden 64 vy filtrado IIR aplicado a cada sensor
primario, reduciendo asi variaciones indeseables. De esta forma se pueden
observar las ventajas del filtrado en el sensor inteligente. RHo, Tiear, Y Light no se
comparan porque el PTM-48M no provee medicion de la RH, en la tabla de datos

de salida y no tiene sensores de Tieas, Y Light.
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Figura 11. Comparacién de sefal en sensores primarios. Sefales del sensor
inteligente propuesto en rojo y sefiales del Phytech PTM-48M en azul.

IV.2 Estimacion de transpiracion

Esta sub-seccibn muestra una comparacion entre la estimacion de
transpiracion de este sensor inteligente y la referencia del PTM-48M. En la Figura
12 se puede observar esta comparacion representando en color azul la sefal de
transpiracion del PTM-48M y en rojo la del sensor inteligente. Aqui se puede
observar que existe una tendencia de comportamiento similar en las sefiales de
ambos equipos probando, de esta forma, una estimacion de transpiracion

satisfactoria en el sensor inteligente desarrollado.
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Figura 12. Comparacion entre la estimacion de transpiracion en el sensor

inteligente desarrollado y el PTM-48M.

V.3 Dinamica de transpiracidon en sensor inteligente

El sensor inteligente propuesto fusiona las mediciones de T,, Tiear, RHi, Rho
y Light en un solo dispositivo, lo cual resulta altamente deseable en aplicaciones
de agricultura de precisién para monitorear diferentes factores ambientales que
pueden afectar los cultivos. En la Figura 13 se presentan los resultados de
monitoreo de los sensores primarios de este experimento. Todos los sensores
estan previamente sobremuestreados 64 veces Yy filtrados por los filtros IIR de
primer orden, donde puede observarse que la cantidad de ruido en esas sefiales

primarias es muy baja.
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Figura 13. Sefiales de los sensores primariasieeos; del sensor inteligente

propuesto.

En la Figura 14 se pueden observar las variables de respuesta
correspondientes a la dinamica de transpiracion como son E, Ciesr, LATD, y VPD.
Esos parametros comparten un comportamiento similar porque estan relacionados
con el proceso global de fotosintesis y transpiracion, lo cual involucra diferentes
fendmenos. El célculo de las ecuaciones de estas variables de respuesta es
realizado como un sistema embebido gracias al uso de la arquitectura abierta y
reconfigurabilidad del FPGA que permite implementar cualquier sistema digital
como control de adquisicion de datos, manejo de memoria, procesamiento digital

de sefiales y comunicacion de datos. El sensor desarrollado que fusiona la
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medicion de 6 sensores primarios puede medir las variables ambientales
necesarias para calcular la dinamica de transpiracion y permitir al usuario observar
diversas mediciones primarias y de respuesta al mismo tiempo, asi como la
relacion entre ellas. Lo anterior resulta muy util en agricultura de precision para
detectar condiciones anormales. En contraste, los equipos comerciales (Phytech,
2005; PP Systems, 2008) pueden medir series de tiempo de transpiracion; sin
embargo, no pueden proveer las lecturas de todos los sensores primarios 0 en
algunos casos no estan equipados con los sensores necesarios. La unidad basada
en FPGA permite mejorar las sefiales de los sensores primarios sobre-
muestreando Yy filtrando digitalmente que, consecuentemente, se refleja en una
precision superior y una reduccidon significativa de ruido en las sefiales de
transpiracion. La integracion de dichos elementos permite, a su vez, que se
puedan observar diferentes variables al mismo tiempo y utilizadas para tomar
algunas acciones de control comunicando la informacién de transpiracion con
algun otro sistema por medio de la interface RS232 como, por ejemplo, con
servidores de datos, controladores de irrigacién o controladores climéticos gracias
a las capacidades de procesamiento en linea y comunicacion remota. Esto
constituye una solucién efectiva como sensor inteligente para monitoreo de
variables de transpiracion en agricultura de precision usando un solo dispositivo
basado en FPGA.
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Figura 14. Resultados de dinamica de transpiracion.
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IV.4 Caracterizacion de Arabidopsis thaliana

El experimento anteriormente descrito se llevd a cabo con Arabidopsis
thaliana y se obtuvieron los resultados que se pueden observar en la Figura 15,
donde se puede notar que las plantas que no se encuentran bajo condiciones de
estrés hidrico transpiran de manera normal, mientras que en el grupo de plantas
bajo estrés se logra apreciar una diferencia efectiva en la cantidad de transpiracion
llevada a cabo, lo cual nos muestra que las plantas modificadas genéticamente
pueden reducir considerablemente su transpiracion para sobrevivir a la sequia. Es
importante mencionar que inicialmente se realizd una prueba bioquimica de
determinacion de prolina, ésta es un aminoacido que se hace presente en mayor
cantidad cuando las plantas se encuentran en sequia; sin embargo, no se
apreciaron diferencias entre las plantas irrigadas y las estresadas. En cambio, la
herramienta de fitomonitoreo desarrollada demostré ser efectiva para explicar el
fendbmeno de resistencia a sequia, presentado en las plantas mejoradas

genéticamente.
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Conductancia estomatal de Arabidopsis thaliana
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Figura 15. Resultados de caracterizacién de resistencia a sequia en Arabidopsis
thaliana.
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V. CONCLUSIONES

En este trabajo, es presentado el desarrollo de un nuevo sistema de
fitomonitoreo capaz de estimar variables de dinamica de transpiracién en plantas
como transpiraciéon, conductancia estomatal y diferencia de temperatura hoja-aire,
asi como la actividad fotosintética basada en el método de intercambio de gas en

tiempo real.

Este sensor inteligente fusiona la medicién de diversos sensores primarios
de variables como temperatura, RH, luz y CO, para la obtencion de dichas
variables de respuesta. Para probar la efectividad de la metodologia y tecnologia
desarrollada se establece una comparaciéon con un sistema de fitomonitoreo
comercial Phytech PTM-48M. Los resultados muestran que el sistema
desarrollado es capaz de obtener un comportamiento muy similar al sistema
comercial, inclusive con menos ruido causado por el filtrado digital y aplicado a la
medicion de los sensores primarios. Las variables de dinamica de transpiracion
son calculadas en tiempo real basandose en las lecturas de los sensores
primarios, esto muestra informacién muy util para la agricultura de precisién
relacionada con diversos procesos fisiolégicos dentro de la planta como la
transpiracion, que es de suma importancia en la programacion del riego,
prevencion de enfermedades y deteccion de condiciones de sequia o la
fotosintesis que permite estimar la cantidad de biomasa que esta siendo producida

por la planta.

Los calculos necesarios para la estimacion de estas variables de respuesta
son realizados en una plataforma basada en un FPGA de bajo costo en el cual se
utiliza arquitectura paralela para la implementacion de las unidades de
procesamiento especifico. Esto permite integrar la comunicacién inaldmbrica de
datos, manejo de memoria, adquisicion y procesamiento de sefial en un solo
sensor embebido que puede ser usado para monitoreo fisiolégico de todo tipo de
plantas para la determinacion o caracterizacion de diversos fenomenos

relacionados con transpiracion y fotosintesis, asi como las relaciones entre ellas.
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De esta manera, se establece una nueva plataforma de monitoreo de plantas
capaz de determinar en tiempo real condiciones de estrés y el estado fisiologico
en general del cultivo que permita reducir pérdidas y entender de una mejor
manera los fendmenos fisicos, quimicos y biolégicos que ocurran dentro de las

plantas.
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Figura A.1. Sistema de acondicionamiento de sefial para un sensor RTD Pt1000.
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Figura A.3. Sistema de adquisicidn de datos de 12-bits, 8 canales y filtro anti-alias de fc=20Hz.
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Cuadro A. 1. Cddigo fuente de la implementacién en VHDL del ntcleo de propiedad intelectual del

fitomonitor.

Top Entity

-- Photosynthesis Smart Sensor CORE
-- M. I. Jesus Roberto Millan Almaraz
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--Ph D. Thesis  (SHT75 Driver)

-- i Sinsor Technology

library IEEE;
use IEEE.std_logic_1164.all;

entity PN_SS_V1 is

clock

port(
RST,CLK: in std_logic; -- Master reset and
STPNSS: in std_logic; -- Start DAS Unit

-- Instrumentation

SHT_SCK: out std_logic; --Sensirion SHT7X 12C SCK
SHT_SDA: inout std_logic; --Sensirion SHT7X 12C SDA
ADS_SCLK: out std_logic; --ADS784X Serial clock
ADS_DIN: out std_logic; --ADS784X Data in

ADS BUSY: instd logic; --ADS784X Busy
ADS_DOUT: in std_logic; --ADS784X Data out

PUMP: out std_logic; --Air pump

EVREF: out std_logic; --Reference Valve

EVLEAF: out std_logic; --Leaf Valve

LCSERVO: out std_logic; --Leaf chamber servomotor

--Communication

--LCD

TXD: out std_logic;  --UART TXD pin

RS: outstd_logic; --Terminal de control LCD_RS dato o instruccion
EN: outstd logic; --Terminal de control LCD Enable
RW: outstd logic; --Terminal de lectura escritura de LCD

BKLO: out std_logic; --Terminal de control de lampara de LCD salida
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DION: out std_logic;

DAT: outstd_logic_vector(7 downto 0); --Bus de datos e instrucciones para LCD

--Debug
DAS_STATUS: out std_logic_vector(4 downto 0);
TX_STATUS: out std_logic_vector(2 downto 0);
-- Optional for training only
KPUMP: in std_logic; --Pump manual activation
POSITION: in std_logic; --Servo manual activation
KEVREF: in std_logic; --EV Reference manual activation
KEVLEAF: in std_logic; --EV LC manual activation
--End
EOPNSS: out std_logic --End of DAS unit
)i
end PN_SS_V1,

architecture modular of PN_SS V1 is

--Pn SS FSM

component PNSS_FSM
port(
RST: in std_logic; --Master Reset
CLK: in std_logic; --Master Clock

STPNSS: in std_logic; -- Start Sensor

EODAS: in std_logic; -- End of DAS Unit
EOPKTX: instd_logic; -- End of Packet transmitter
TIM: instd_logic; -- Timer flag

STDAS: out std_logic; -- Start DAS

STPKTX: out std_logic; -- Start Packet transmitter

CLRTIM: out std_logic; -- Clear timer

KTIM: outstd_logic_vector(1 downto 0); -- Timer delay selector
MSG: out std_logic_vector(1 downto 0); -- LCD 16x2 Text message
STATUS: out std_logic_vector(2 downto 0); -- Present state report

TOPPUMP: out std_logic; --Pump FSM control
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TOPLCSERVO: out std_logic; --Servo FSM control
EOPNSS: out std_logic -- End of DAS Unit
)i

end component;

-- Pn DAS Unit
component PN_DASUNIT

port(

RST,CLK: in std_logic; -- Master reset and
clock

STDAS: in std_logic; -- Start DAS Unit

STATUS: out std_logic_vector(4 downto 0); -- FSM Status report

RAMDIN: out std_logic_vector(15 downto 0); -- RAM Data in

RAMWADD: out std_logic_vector(2 downto 0); -- RAM Write address

RAMWE: out std_logic; -- RAM
Write enable

SHT_SCK: out std_logic; --Sensirion SHT7X 12C SCK

SHT_SDA: inout std_logic; --Sensirion SHT7X 12C SDA

ADS_SCLK: out std_logic; --ADS784X Serial clock

ADS_DIN: out std_logic; --ADS784X Data in

ADS_BUSY: in std_logic; --ADS784X Busy

ADS_DOUT: in std_logic; --ADS784X Data out

PUMP: out std_logic;  --Air pump

EVREF: out std_logic; --Reference Valve

EVLEAF: out std_logic; --Leaf Valve

LCSERVO: out std_logic; --Leaf chamber servomotor

POSITION: in std_logic; --Servo position

EODAS: out std_logic --End of DAS unit

)i

end component;

-- Pn SS Block RAM

component ram_infer
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generic(

n: integer := 8;

m: integer := 16;

p: integer := 3
)i
PORT
(
RAM_CKA:
RAM_CKB:

RAM_DWR: in std_

RAM_ADA: in

-- No de datos
-- ancho de la palabra

-- ancho del bus de direcciones

in std_logic;
in std_logic;
logic_vector (m-1 downto 0);

std_logic_vector (p-1 downto 0);

RAM_ADB: in std_logic_vector (p-1 downto 0);
RAM_WRE: in std_logic;
RAM_RDA: out std_logic_vector (m-1 downto 0)

):

END component;

-- RAM to UART unit

component PKTX_CORE

port(

RST: in std_logic; --Master reset
CLK: in std_logic; --Master clock

STPKTX: in std_logic;

--Start packet transmission

RAMDATA: in std_logic_vector(15 downto 0); --RAM data to be transmitted

RAMRADD: out std_logic_vector(2 downto 0);

TXD: out std_logic; --UART TXD pin
STATUS: out std_logic_vector(2 downto 0); --FSM status for debugging

EOPKTX: out std_logic

);

end component;

-- 36-bit timer

component TIMER_36Bit

generic(

n: integer :=36
)i

port(

RST,CLK: in std_logic;
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CLR: in std_logic; --Zero Set

KS: in std_logic_vector(1 downto 0); --Counter time constant selector
TB: out std_logic --Time Base Out
)i

end component;

-- MSG LCD
component MSG_LCD
port(
--Senales generales
RST: in std_logic; --Reset maestro
CLK: instd_logic; --Reloj maestro

MSG: in std_logic_vector(1 downto 0);

--Senales LCD

BKLI: instd_logic;  --Terminal de control de lampara LCD entrada

RS: outstd_logic; --Terminal de control LCD_RS dato o instruccion
EN: outstd_logic; --Terminal de control LCD Enable

RW: outstd logic; --Terminal de lectura escritura de LCD

BKLO: out std_logic; --Terminal de control de lampara de LCD salida
DION: out std_logic;

DAT: outstd logic_vector(7 downto 0) --Bus de datos e instrucciones para LCD
)i

end component;

-- One shot system
component ONE_SHOT

port(
RST: in std_logic; --Master Reset
CLK: instd_logic; --Master Clock
BUTTON: in std_logic; --Input button
SHOT: out std_logic --One Shot Out
)i

end component;
component PWM_12B
port(

RST,CLK: in std_logic; --Master Reset and Clock

85



PS: in std_logic_vector(11 downto 0); --Position selector input
PWM: out std_logic --Servomotor PWM output
)i

end component;

-- Signals

signal

STDAS,EODAS,RAMWE,STPKTX,EOPKTX,TIM,SHOT,S SHT_SCK,S_ADS SCLK,S ADS D

IN,S_LCSERVO,S PUMP,S EVREF,S EVLEAF,
S_TXD,S_EOPNSS,CLRTIM,LCD_RS,LCD_EN,LCD_RW,LCD_BKLO,LCD_DION:

std_logic;

signal S_ DASSTATUS: std_logic_vector(4 downto 0);

signal RAMDIN,RAMDOUT: std_logic_vector(15 downto 0);

signal RAMWADD,RAMRADD,S TXSTATUS,FSMSTATUS: std_logic_vector(2 downto 0);

signal KTIM,MSG: std_logic_vector(1 downto 0);

signal LCD_DAT:std_logic_vector(7 downto 0);

-- Testing only

signal SKPUMP,SKSERVO,SKEVREF,SKEVLEAF,SPUMPPWM: std_logic;

signal STOPPUMP,STOPLCSERVO: std_logic;

begin

-- Mapping

BLK1FSM: PNSS_FSM port map
(RST,CLK,SHOT,EODAS EOPKTX,TIM,STDAS,STPKTX,CLRTIM,KTIM,MSG,FSMSTATUS,
STOPPUMP,STOPLCSERVO,S_EOPNSS);

-- Testing

BLK2DAS: PN_DASUNIT port map
(RST,CLK,STDAS,S_DASSTATUS,RAMDIN,RAMWADD,RAMWE,S_SHT_SCK,SHT_SDA,

S_ADS_SCLK,S_ADS_DIN,ADS_BUSY,ADS_DOUT,S_PUMP,S_EVREF,S_EVLEAF,S_LCSE
RVO,STOPLCSERVO,EODAS);

BLK3RAM: ram_infer generic map(8,16,3) port map
(CLK,CLK,RAMDIN,RAMWADD,RAMRADD,RAMWE,RAMDOUT);
BLKATXX: PKTX_CORE port map

(RST,CLK,STPKTX,RAMDOUT,RAMRADD,S_TXD,S_TXSTATUS,EOPKTX);
BLK5TIM: TIMER_36Bit port map (RST,CLK,CLRTIM,KTIM,TIM);
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BLK6LCD: MSG_LCD port map
(RST,CLK,MSG,'1',LCD_RS,LCD_EN,LCD_RW,LCD_BKLO,LCD_DION,LCD_DAT);
BLK7SHOT: ONE_SHOT port map (RST,CLK,STPNSS,SHOT);

BLK8PWM12B: PWM_12B port map (RST,CLK,"010111111111",SPUMPPWM);

--Testing outputs
SKPUMP<=KPUMP;

SKEVREF<=KEVREF,;
SKEVLEAF<=KEVLEAF,;

--pumpctrl:process(KPUMP)
--begin

--if(KPUMP='0") then
--PUMP<='0";

--else
--PUMP<=SPUMPPWM,;
--end if;

--end process;
--PUMP<=SKPUMP;

PUMP<=STOPPUMP;
--LCSERVO<=STOPLCSERVO,;

EVREF<=SKEVREF;
EVLEAF<=SKEVLEAF;

--Outputs

SHT_SCK<=S_SHT_SCK;
ADS_SCLK<=S_ADS_SCLK;
ADS_DIN<=S_ADS_DIN;
—-PUMP<=S_PUMP;
—-EVREF<=S_EVREF;
—-EVLEAF<=S_EVLEAF;
LCSERVO<=S_LCSERVO;
TXD<=S_TXD;
RS<=LCD_RS;
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EN<=LCD_EN;

RW<=LCD_RW,
BKLO<=LCD_BKLO;
DION<=LCD_DION;
DAT<=LCD_DAT;

DAS STATUS<=S DASSTATUS;
TX_STATUS<=S TXSTATUS;
EOPNSS<=S_EOPNSS;

end modular;

FSM de control maestro

-- Photosynthesis Smart Sensor FSM
-- M. 1. Jesus Roberto Millan Almaraz
-- Ph D. Thesis

library IEEE;
use IEEE.std_logic_1164.all;
use IEEE.std_logic_arith.all;

use IEEE.std_logic_unsigned.all;

entity PNSS_FSM is
port(
RST: in std_logic; --Master Reset
CLK: instd_logic; --Master Clock

STPNSS: in std_logic; -- Start Sensor

EODAS: in std_logic; -- End of DAS Unit
EOPKTX: instd_logic; -- End of Packet transmitter
TIM: instd_logic; -- Timer flag

STDAS: out std_logic; -- Start DAS
STPKTX: out std_logic; -- Start Packet transmitter

CLRTIM: out std_logic; -- Clear timer
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KTIM: out std_logic_vector(1 downto 0); -- Timer delay selector
MSG: outstd_logic_vector(1 downto 0); -- LCD 16x2 Text message

STATUS: out std_logic_vector(2 downto 0); -- Present state report

TOPPUMP: out std_logic; --Pump FSM control
TOPLCSERVO: out std_logic; --Servo FSM control
EOPNSS: out std_logic -- End of DAS Unit
)i

end PNSS_FSM;

architecture FSM of PNSS_FSM is

type FSM_States 1S (S0,S1,S2,S3,54,55,56,57,58,59,510,511,512,S13);
signal QP,QN: FSM_ States;

begin

combinacional:process(Qp,STPNSS,EODAS,EOPKTX, TIM)
begin

case Qp is

-- SO Initial state
when SO =>

if (STPNSS='0") then
Qn<=S0;
else
Qn<=S1;
end if;

--Instrumentation
STDAS<='0"; --No Start for DAS

STPKTX<='0"; --No Start for transmitter
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CLRTIM<=1"; --Clear timer
KTIM<="10"; --2 min mode
MSG<="00"; --LCD message READY
STATUS<="000";

EOPNSS<='1"; --End of Sensing

TOPPUMP<='0";
TOPLCSERVO<='0";

-- S1 Start DAS Unit

when S1 =>

Qn<=S2;

--Instrumentation

STDAS<="1" --Start for DAS
STPKTX<='0"; --No Start for transmitter
CLRTIM<='0"; --RUN timer

KTIM<="10"; --2 min mode

MSG<="01";  --LCD message ACQUIRING
STATUS<="001";

EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<="1";
TOPLCSERVO<='0}

-- S2 Wait DAS unit

when S2 =>

if (EODAS='0") then
Qn<=S82;
else
Qn<=S3;
end if;

--Instrumentation
STDAS<='0"; --No Start for DAS

STPKTX<='0"; --No Start for transmitter
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CLRTIM<='0"; --Clear timer

KTIM<="10"; --2 min mode

MSG<="01";  --LCD message ACQUIRING
STATUS<="010";

EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<='1},
TOPLCSERVO<='0";

-- S3 Start Packet transmitter

when S3 =>

Qn<=S4;

--Instrumentation

STDAS<='0' --No Start for DAS
STPKTX<='1"; --Start for transmitter
CLRTIM<='0"; --Clear timer

KTIM<="10"; --2 min mode

MSG<="10";  --LCD message TRANSMITTING
STATUS<="011";

EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<="1";
TOPLCSERVO<='0}

-- S4 Wait Packet transmission

when S4 =>

if (EOPKTX='0") then
Qn<=54;
else
Qn<=S5;
end if;

--Instrumentation
STDAS<='0"; --No Start for DAS

STPKTX<='0"; --No Start for transmitter
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CLRTIM<='0"; --Clear timer

KTIM<="10"; --2 min mode

MSG<="10";  --LCD message TRANSMITTING
STATUS<="100";

EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<='1},
TOPLCSERVO<='0";

-- S5 Waiting timer for next OPEN chamber DAS cycle

when S5 =>

if (TIM='0") then
Qn<=S1;
else
Qn<=S6;
end if;

--Instrumentation

STDAS<='0 --No Start for DAS

STPKTX<='0"; --No Start for transmitter

CLRTIM<='0"; --Run timer

KTIM<="10"; --2 min mode <<<<
MSG<="11";  --LCD message WAITING

STATUS<="101";

EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<='1";
TOPLCSERVO<='0";

-- S6 REStart TIMER
when S6 =>

Qn<=S7;
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--Instrumentation

STDAS<='0"; --No Start for DAS
STPKTX<='1"; --Start for transmitter

CLRTIM<="1"; --Clear timer
KTIM<="10"; --2 min mode

MSG<="10"; --LCD message TRANSMITTING

STATUS<="011";
EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<='1";
TOPLCSERVO<=1}

-- §7 Start DAS Unit second round

when S7 =>

Qn<=S8;

--Instrumentation

STDAS<='1"; --Start for DAS
STPKTX<='0"; --No Start for transmitter

CLRTIM<='0"; --RUN timer
KTIM<="10"; --2 min mode

MSG<="01"; --LCD message ACQUIRING

STATUS<="001";
EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<="1";
TOPLCSERVO<="1}

-- S8 Wait DAS unit

when S8 =>

if (EODAS='0") then
Qn<=S8;
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else
Qn<=S9;

end if;

--Instrumentation

STDAS<='0 --No Start for DAS
STPKTX<='0"; --No Start for transmitter
CLRTIM<='0"; --Clear timer

KTIM<="10"; --2 min mode

MSG<="01"; --LCD message ACQUIRING
STATUS<="010";

EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<='1},
TOPLCSERVO<='1",

-- S9 Start Packet transmitter

when S9 =>

Qn<=S10;

--Instrumentation

STDAS<='0' --No Start for DAS
STPKTX<="1"; --Start for transmitter
CLRTIM<='0"; --Clear timer

KTIM<="10"; --2 min mode

MSG<="10";  --LCD message TRANSMITTING
STATUS<="011";

EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<="1";
TOPLCSERVO<="1}

-- S$10 Wait Packet transmission
when S10 =>

if (EOPKTX='0") then
Qn<=S10;
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else
Qn<=S11;

end if;

--Instrumentation

STDAS<='0 --No Start for DAS
STPKTX<='0"; --No Start for transmitter
CLRTIM<='0"; --Clear timer

KTIM<="10"; --2 min mode

MSG<="10";  --LCD message TRANSMITTING
STATUS<="100";

EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<='1},
TOPLCSERVO<='1",

-- S11 Waiting timer for next OPEN chamber DAS cycle
when S11 =>

if (TIM='0") then
Qn<=S7;
else
Qn<=S12;
end if;

--Instrumentation

STDAS<='0; --No Start for DAS

STPKTX<='0"; --No Start for transmitter

CLRTIM<='0"; --Run timer

KTIM<="10"; --2 min mode <<<<
MSG<="11";  --LCD message WAITING

STATUS<="101";

EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<='1";
TOPLCSERVO<='1},
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-- S12 REStart TIMER
when S12 =>

Qn<=S13;

--Instrumentation

STDAS<='0 --No Start for DAS
STPKTX<='0"; --Start for transmitter
CLRTIM<=1"; --Clear timer

KTIM<="10"; --2 min mode

MSG<="11";  --LCD message TRANSMITTING
STATUS<="011";

EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<='0";
TOPLCSERVO<='0";

-- S13 Waiting timer for next OPEN chamber DAS cycle
when S13 =>

if (TIM='0") then
Qn<=S13;
else
Qn<=S0;
end if;

--Instrumentation
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STDAS<='0' --No Start for DAS
STPKTX<='0"; --No Start for transmitter
CLRTIM<='0"; --Run timer
KTIM<="11"; --11 min mode

MSG<="11";  --LCD message WAITING
STATUS<="111";
EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<='0";
TOPLCSERVO<='0}

-- S6 Non valid states

when others =>

Qn<=S0;

--Instrumentation

STDAS<='0"; --No Start for DAS

STPKTX<='0"; --No Start for transmitter
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CLRTIM<=1"; --Clear timer
KTIM<="10"; --13 min mode
MSG<="00"; --LCD message ERROR
STATUS<="111";

EOPNSS<='0"; --Sensing

TOPPUMP<='0";
TOPLCSERVO<='0";

end case;

end process;

secuencial:process(RST,CLK)
begin
if(RST='0") then --Altera edition
QP<=S0;
elsif(CLK'event and CLK="1") then
QP<=QN;
end if;

end process;

end FSM;
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