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Introduccion
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Abstract

Agriculture is one of the main axes on which the economy of a country develops, both in the economic
ambit and food security. It is therefore, phytosanitary diseases must be controlled to maintain the quality
and abundance of food. To achieve this, producers often resort to the use of chemical fertilizers and
pesticides, however, the environmental pollution caused by the excessive use of these, has led to focus
efforts on the development new alternatives friendly to the environment, one of which is biological
control, which uses living organisms to suppress populations and activities of one or more pathogens.
One of the biocontrol agents widely recognized is the genus Trichoderma. This group of ascomycetes
fungi interacts with the roots of the plants providing protection against pathogens and improving their
growth. In this chapter, this microorganism is referred to as a useful agrobiotechnological tool, as well
as its application in bioremediation and source of microbial enzymes.

Trichoderma, Biocontrol, Metabolitos secundarios, Biorremediacion
1. Introduccién

La agricultura constituye una de las principales actividades econémicas en el mundo, a partir de la cual
se obtienen alimentos que desempefian un papel clave para lograr la seguridad alimentaria y mejorar la
nutricién. Sin embargo, actualmente enfrenta diversos retos para obtener una mayor productividad, uno
de estos retos son las enfermedades causadas por fitopatdgeno, las cuales generan pérdidas significativas
en el rendimiento de diversos cultivos, por lo que la proteccion vegetal y particularmente la sanidad
vegetal, se ha enfocado en su manejo para mantener la calidad y abundancia de los alimentos, utilizando
diversos enfoques para prevenir, mitigar o controlar las mismas (Pal & McSpadden, 2006; ONU, 2018).

Mas alla de buenas précticas agronémicas y horticolas, los productores a menudo dependen en
gran medida de fertilizantes y pesticidas quimicos. Sin embargo, la contaminacion ambiental causada
por el uso excesivo e inadecuado de estos insumos, su presencia en el ambiente y la seleccion de
patdgenos resistentes a los mismos, ha llevado a generar diversas estrategias alternativas como el control
biol6gico (Benitez et al., 2004).

El término "Control Bioldgico" se ha utilizado en diferentes campos de la biologia para definir la
utilizacion deliberada de organismos vivos introducidos o residentes, con el objetivo de suprimir la
actividad y la poblacion de uno o mas patégenos de plantas (Pal & McSpadden, 2006). Desde los
primeros estudios en esta tematica, hasta la actualidad, uno de los microorganismos con mayor aplicacion
en el control biolégico ha sido el género Trichoderma, debido a su alto porcentaje de control, capacidad
reproductiva, adaptabilidad ecoldgica, altas tasas de crecimiento in vitro e in vivo y su efecto favorable
en la respuesta sistémica de las plantas, siendo el agente de biocontrol mas utilizado entre los hongos
antagonistas (Monte, 2001; Infante et al., 2009).

La primera descripcion que se realizé para el género de Trichoderma se remonta a 1794 por
Persoon. A partir de entonces, nuevas especies de Trichoderma fueron descritas, comprendiendo més de
200 filogenéticamente definidas para el afio 2013. Actualmente se encuentra clasificado
taxonomicamente de la siguiente manera: (Jangir et al., 2017; Atanasova et al., 2013; Persoon, 1794)

Reino Mycetae: (Fungi)

Division: Ascomycotina
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales
Familia: Hypocraceae
Género: Trichoderma



2. Caracteristicas de Trichoderma

Las especies del género de Trichoderma son colonizadores ubicuos que tienen la capacidad de asimilar
gran variedad de sustratos (Kubicek et al., 2003; Cazares-Garcia et al., 2013). Estos frecuentemente son
aislados de suelos, madera, materia organica en descomposicion y dentro de los tejidos de raices de
diversas plantas (Harman et al., 2004; Blaszczyk et al., 2011). Para su aislamiento e identificacion en
medios de cultivo sintéticos se consideran caracteristicas macroscopicas que incluye un crecimiento
acelerado de micelio con la presencia de anillos concéntricos de coloraciones, blancas, amarillas y verdes,
mientras que el reverso de las colonias es usualmente amarillo, &mbar o incoloro; asi mismo, generan
una gran cantidad de esporas y en algunas ocasiones presentan olores dulces a coco (Figura 1.1 a).

Entre las caracteristicas microscopicas relevantes para este género, estd la presencia de
conididforos hialinos, altamente ramificados que usualmente emergen en un angulo de 90° respecto a la
ramificacion principal con estructura piramidal, fidlides ensanchadas de la parte central en forma de
“botella” que pueden ser cilindricas o subglobosas y se encuentran de forma simple o en grupos; hifas
vegetativas ramificadas, lisas, hialinas y septadas (Figura 1.1b). Mientras que en cultivo sumergido
produce clamidosporas cuya ventaja es su menor vulnerabilidad, resistencia al estrés ambiental, mayor
potencial de in6culo en comparacion con conidios y una vida Gtil mas larga (Torres-De la Cruz et al.,
2015; Jangir et al., 2017). Las condiciones éptimas para su crecimiento en laboratorio son: temperatura,
en un intervalo entre 25-35°C, siendo la 6ptima 25°C; humedad relativa, del 20 al 80%, con un 6ptimo
de 70% y pH; de 6 a 6.5 (Shukla et al., 2014).

Figura 1.1 Caracteristicas morfoldgicas coloniales y microscépicas de Trichoderma. Observacion
realizada con un microscopio de contraste de fases 40X

—— 1 b)
a) Colonia de Trichoderma sp. en medio PDA (Papa-Dextrosa- Agar), aislado de la rizosfera
de trigo en el Valle del Mezquital, Hidalgo. b) Cuerpos fructiferos de Trichoderma spp.
Observacion realizada con un microscopio de contraste de fases 40X.

Fuente: Elaboracion Propia
3. Trichoderma en la agrobiotecnologia

Las diferentes especies de Trichoderma logran la colonizacion de un habitat determinado, para lo cual
ejercen mecanismos de control por competencia directa, produccién de metabolitos y enzimas, aumento
en la resistencia sistémica, produccion de sustancias promotoras del crecimiento vegetal y
micoparasitismo. A continuacion, se describen cada uno de ellos (Schuster & Schmoll, 2010; Rai et al.,
2016).



3.1 Competencia

La competencia por espacio y/o nutrientes en la rizosfera de la planta, ha sido considerada como uno de
los mecanismos de biocontrol del género Trichoderma debido a que son capaces de colonizar la
superficie de la raiz, penetrando en ella por los espacios intercelulares hasta la primera o la segunda capa
de células (Saravanakumar et al., 2017).

Tiene una rapida tasa de desarrollo, lo que hace que sea un fuerte competidor por espacio a la hora
de colonizar la rizosfera, ademas presenta resistencia a metabolitos generados por otras especies (plantas,
bacterias y hongos), compuestos fendlicos, y tdxicos como herbicidas, fungicidas y antibiéticos (Harman
et al., 2004). Por otra parte, posee la capacidad de movilizarse y tomar los nutrientes del suelo, ejemplo
de esto es la absorcion del hierro por la produccion de sideréforos altamente eficientes que funcionan
como agentes quelantes (Sun et al., 2016). Ademas, es muy versatil para utilizar diversos sustratos como
fuente de carbono y nitrégeno, permitiendo su rapida proliferacion en un medio (Rai et al., 2016).

3.2 Produccién de metabolitos secundarios

Con el fin de sobrevivir y competir en su nicho ecol6gico, Trichoderma posee la capacidad de producir
diversos metabolitos secundarios, como micotoxinas y méas de 100 moléculas no polares y volatiles de
bajo peso molecular con actividad antibiotica, tales como pironas, policétidos, terpenos, butenolidas,
auxinas, esteroides y metabolitos derivados de aminoacidos, ademas de compuestos heterociclicos e
isocianuros (Jelen et al., 2013). También produce un impresionante repertorio de compuestos no
volatiles, que comprenden algunos alcaloides y un nimero importante de antibioticos peptidicos (Figura
1.2). Cabe mencionar, que para la regulacion de la produccion de los metabolitos secundarios intervienen
diferentes factores ambientales como lo son: pH, nutrientes, luz e impacto por lesiones mecanicas
(Sivasithamparam & Ghisalberti 1998; Vinale et al., 2008).

Figura 1.2 Ejemplos de metabolitos secundarios producidos por Trichoderma. Estructuras quimicas
de metabolitos secundarios producidos por Trichoderma. (Nieto-Jacobo et al., 2017;
Jelen et al., 2013; Garnica-Vergara et al., 2016).

(o] // e 7 OH

H

4-Heptanona Trichodermamida A Acido-3-indolacético
Promotor de crecimiento Antibiético Promotor de crecimiento

" o
& /
(0] g "?ﬁ y * s OH ‘ \T*
A M Me S
5 A 2 7] o NNo
% — {
b #F =gl L J
3-Octanona i ‘3‘
Promotor de crecimiento \ Viridin
Fungicida
h—p o) (o) < S
a-Bergamoteno 6-Pentil-2H-piran-2-ona Valerianol

Promotor de crecimiento PrOMItar te Crecinlents Promotor de crecimiento
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3.3 Resistencia sistémica en plantas

El géenero Trichoderma ha demostrado ser simbionte de plantas, colonizando sus raices y generando
factores de comunicacion quimicos que inducen la invasion de las capas externas de la raiz (corteza) por
las hifas del hongo (Yedidia et al., 1999). Durante este proceso se induce la resistencia al ataque de
patdgenos e interacciones sistémicas dentro de la misma; es decir, durante la penetracion se estimula el
sistema de defensa de la planta, lo que ocasiona un incremento en la produccion de enzimas como la
quitinasa, glucanasa y enzimas asociadas con la sintesis de fitoalexinas. Aunque este ascomiceto esta
restringido a las raices, el follaje se vuelve resistente a las enfermedades (Tabla 1.1) (Yedidia et al., 2003;
Harman et al., 2004).
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La fisiologia basica de los cambios en las plantas por Trichoderma es originada por una amplia
gama de factores de comunicacion quimica, en donde la respuesta particular puede alterarse a medida
que cambian estos factores. Por otra parte la interaccion con las raices de las plantas crea un estado de
sensibilizacion en ellas, que les permiten responder de manera mas eficiente al ataque de patogenos, la
cual se hace evidente con la reduccion de sintomas de la enfermedad y la potenciacion sistémica de la
expresion de genes relacionados con la defensa (Yedidia et al., 2003; Shoresh et al., 2005; Shoresh &
Harman, 2006).

Ejemplo de esto se encuentra en el cultivo de pepino (Cucumis sativus), en donde estudios recientes
demostraron que la via principal de transduccion de sefiales de Trichoderma, es inducida por &cido
jasmonico Yy etileno confiriéndole resistencia sistémica inducida a la planta de pepino (Djonovic et al.,
2007). Asi mismo Saravanakumar et al., (2016), sugieren que las hidrolasas, Thphl y Thph2, de
Trichoderma harzianum, estan relacionadas en la induccion de la resistencia sistémica para enfermedades
foliares en el maiz. En otros estudios se ha evaluado la resistencia sistémica inducida por Trichoderma
asperelloides a plantas de Arabidopsis thaliana contra Pseudomonas syringae mostrando un aumento en
la expresiéon de un conjunto de 137 genes de la planta relacionados con las respuestas de defensa
(Brotman et al., 2012).

Tabla 1.1 Especies de Trichoderma con actividad antagonista a patégenos de plantas

Microorganismo Patégeno Planta  Porcentaje de Referencia
control
T. koningii Rhizoctonia solani Algodén | 88.12% Gajera et al, 2016
Trichoderma sp. Pythium Frijol 82.86% Kamala & Indira, 2011
aphanidermatum
T. viride Rhizoctonia solani Algodén | 85.34% Gajera et al, 2016
T. asperellum Fusarium oxysporum Pepino | 86.34% Chaverri et al, 2015
T. asperellum Pythium Tomate | 40.00% Kipngeno
aphanidermatum etal, 2015
T. asperellum Phytophthora Cacao 90.00% Mbarga
megakarya etal, 2014
T. asperellum, T. harzianum, T. | Fusarium oxysporum Tomate | 48.30% Debbi et al, 2018
ghanense
T. asperellum Fusarium Maiz 58.00% Ferrigo
verticillioides et al, 2014
T. atroviride y T. harzianum Rhizoctonia solani Frijol 50.00% Gal-Hemed et al, 2011
T. asperellum Fusarium Maiz 92.30% Saravanakumar et al,
graminearum 2017
T. longibrachiatum Sphaerotheca fuliginea | Mel6n No reportado Martinez et al, 2001

Fuente: Elaboracion Propia

3.4 Promotor de crecimiento vegetal

Las especies del género Trichoderma mejoran el crecimiento de las plantas, favoreciendo el desarrollo
de la raiz, la captacién de nutrientes y la resistencia al estrés abiotico, mejorando su productividad en
campo hasta en un 300% (Bae et al., 2009). Esto debido a la produccion de fitohormonas (auxinas y
citoquininas), la solubilidad y el aumento en la disponibilidad de fosfatos, micronutrientes y minerales
tales como hierro, manganeso y magnesio (Contreras-Cornejo et al., 2011). Igualmente mejora el verdor
de las plantas, dando lugar a mayores tasas en la fotosintesis por la formacién de sustancias como acido
indol acético, acido antranilico y acido giberélico (Harman et al., 2004; Harman, 2006).

3.5 Micoparasitismo

El micoparasitismo es el tipo de interacciones biotroficas en el que los organismos se benefician a
expensas de otros hongos, teniendo la capacidad de antagonizar, parasitar o incluso matar al hospedante
(Figura 1.3). En este mecanismo pueden actuar los fendmenos de antibiosis y competencia, ocurriendo
en cuatro etapas: Crecimiento quimiotréfico; donde Trichoderma crece en respuesta a algin estimulo de
la hifa del hospedante o hacia un gradiente de quimicos producidos por el mismo (Figura 1.3a)
(Druzhinina et al., 2011).
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Reconocimiento: en esta etapa las hifas de Trichoderma detectan la presencia de un posible
huésped en el medio mediante lectinas especificas (Figura 1.3b). Adhesién o enrollamiento y Actividad
litica: en la cual el hongo crece rodeando al patdgeno, posteriormente genera la formacion de ovillos y
apresorios, cuya funcion es la de atravesar la pared celular del hongo para favorecer la penetracion de
sus hifas las cuales utilizaran el contenido intracelular del hospedante a su favor. Esta etapa se encuentra
acompafada de la produccion de enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente quitinasas, glucanasas
y proteasas las cuales favorecen la ruptura de la pared celular (Figura 1.3c) (Samolski et al., 2009;
Kubicek et al., 2011; Druzhinina et al., 2011).

Figura 1.3 Diagrama general de micoparasitismo realizado por Trichoderma.
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Fuente de Consulta: Propia
4. Trichoderma otros usos

La accidn benéfica de Trichoderma no se limita a la lucha contra los patdgenos; también se utiliza como
promotor del crecimiento vegetal, para la biorremedacién, y en la produccién de enzimas y metabolitos
de importancia industrial (Yedidia et al., 1999; Shoresh et al., 2010).

4.1 Biorremedacion

Es bien conocido que Trichoderma es resistente a una amplia variedad de compuestos toxicos como
metales pesados, compuestos organometalicos, efluentes de curtiduria y productos quimicos nocivos
como el cianuro. Esta propiedad hace que este hongo sea un género empleado en la biorremediacion para
la eliminacién de contaminantes toxicos (Mohsenzadeh & Shahrokh, 2014; Hasan et al., 2016).

Entre los reportes que tiene Trichoderma a diferentes compuestos toxicos, se encuentra la
tolerancia al naftaleno (NAPH) y fenantreno (PHE), asi mismo este ascomiceto favorece la degradacion
de plaguicidas en el suelo como, clordano, lindano y dicloro difenil tricloroetano, por lo que es Util para
la remediacion de sitios contaminados con plaguicidas (Lynch & Moffat, 2005; Hatvani et al., 2006).

Ciertas especies de Trichoderma han sido reportadas por tolerar y acumular varios metales pesados
como el cobre, zinc, cadmio, niquel y arsénico en condiciones de laboratorio. Asi mismo tiene la
capacidad de aumentar la absorcion de nitratos y otros iones en la raiz facilitando la adsorcion de diversos
metales tdxicos y metaloides que promueven la actividad de fitoextraccion (Asha et al., 2012).
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Algunos mecanismos de Trichoderma para la tolerancia a los metales, es la induccién en la
produccion de raices de la planta de manera abundante que facilitan la hiperacumulacién de téxicos, lo
cual de alguna manera la protegen contra el dafio oxidativo por una mayor eficiencia en la captacion de
los nutrientes. Un ejemplo de esta actividad se observa con T. harzianum el cual desintoxica de cianuro
de potasio y a su vez promueve el crecimiento de la raiz del helecho Pteris vittata (Lynch & Moffat,
2005; Mohsenzade et al., 2012).

4.2 Enzimas de Trichoderma en la industria

Trichoderma tiene un gran potencial en la produccion de enzimas celulasas, xilanasas, proteasas y 3-1,3-
glucanasas (Vermaet al. 2007), en este rubro la especie mas estudiada de Trichoderma para la produccion
de enzimas es T. reesei. Debido a su capacidad en la produccion de una mezcla eficiente de enzimas
celuloliticas. A pesar de que otros hongos también producen estas actividades, que en algunos casos
presentan propiedades superiores, este microorganismo es todavia utilizado casi exclusivamente por la
industria, ya que la tecnologia para su uso cuenta con setenta afios de experiencia (Bischof et al., 2016;
Druzhinina & Kubicek, 2016).

Como productor de celulasas, T. reesei hoy en dia se centra en la optimizacion para la produccién
de bioetanol a partir de material de desecho celul6sico. Sin dejar de lado las aplicaciones en la industria
papelera y textil (Kumar et al., 2008).

Con su larga historia en la produccion de enzimas a escala industrial, Trichoderma también ha sido
utilizado para la produccion de aditivos de alimentos y productos relacionados (Blumenthal, 2004), por
ejemplo, varias pectinasas, celulasas, hemicelulasas se aplican para mejorar la produccion de zumo de
frutas y en la coccion, malteado y produccion de alcohol de grano. De igual manera se ha sugerido el uso
de estas enzimas, como conservadores de alimentos debido a su efecto antifungico y en pasta dental para
evitar la acumulacion de placa (Galante et al., 1998).

Dado lo anterior, el género Trichoderma ha sido durante muchas décadas una excelente
herramienta agrobiotecnoldgica, ademas de su uso en diferentes industrias y en la bioremediacion
(Schuster & Schmoll, 2010).

Actualmente el grupo de trabajo Aprovechamiento Integral de Recursos Bioticos (AIRB) de la
Universidad Politécnica de Pachuca, evalla cepas autdctonas de Trichoderma aisladas del municipio de
Mixquiahuala, Hidalgo, las cuales pueden ser potencialmente utiles en el biocontrol del carbdn de la
espiga, enfermedad que ha generado pérdidas en la produccion del maiz de hasta un 50%.

5. Conclusién

Durante decadas el genero de Trichoderma ha demostrado su efectividad ante enfermedades
fitosanitarias, ademas de mejorar el crecimiento de los cultivos. Sin embargo, se requiere profundizar en
su estudio, ademas de obtener nuevos aislados con propiedades que presenten ventajas de aplicacion en
lugares especificos, es por esta razon que la investigacion basica y aplicada continua para este
ascomiceto.
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Abstract

The xylanases and aspartyl proteases derived from fungi are hydrolytic enzymes with an industrial
application. Its importance lay in its biochemical properties, because they reduce time and costs in the
production processes, due to its high specificity and selectivity. However, the current demand for these
enzymes is not satisfied for the production using the native strain, this because yields low concentrations
of the enzymes and requires high biomass density and production costs turns elevated. Thus in recent
years, thanks to genetic engineering, new tools have been developed to increase the yield in the
production of these enzymes and improve their characteristics, one of which is the heterologous
expression. This tool has allowed the obtaining of recombinant proteins through different expression
systems, such as, bacteria, yeasts and filamentous fungi. By means of the heterologous expression, the
overproduction of heterologous xylanases and aspartyl proteases has been facilitated. Nevertheless, there
are aspects to improve or to take in account, and as such there is a constant research to improve these
techniques and make them more efficient.

Enzimas, Proteinas Heterodlogas, Ingenieria Genética
1. Introduccion

Las enzimas son moléculas bioldgicas complejas, que actian como catalizadores que intervienen en los
procesos metabodlicos de los seres vivos, y tienen importancia a nivel bioldgico, cientifico e industrial
(Beg et al., 2001). Las bacterias, hongos y levaduras tienen la capacidad de excretar diferentes tipos de
enzimas durante su crecimiento, siendo las hidroliticas las que se producen en mayor cantidad. Entre las
mas importantes se encuentran las celulasas, pectinasas, xilanasas, xilosidasas y proteasas; utilizadas en
diferentes procesos industriales (Motta et al., 2013; Li et al., 2014). El uso de estas proteinas en diferentes
sectores industriales, como es el papelero, textil, alimentos, produccion de bioetanol, entre otros, se debe
principalmente a sus propiedades bioquimicas, disminuyendo tiempos y costos en los procesos,
comparado con los tradicionales debido a su especificidad y selectividad (Ahmed et al., 2012).

La produccion en los Gltimos afios ha evolucionado gracias al uso de procesos de fermentacion,
utilizando microorganismos seleccionados, sin embargo, la demanda actual del mercado no se satisface
debido a la baja concentracién, alta densidad de los tejidos y costos de produccién (Palma et al., 2002;
Binod et al., 2013). La industria en los ultimos afios, ha tenido que buscar nuevas alternativas para
satisfacer sus necesidades, por lo que se ha dado a la tarea de buscar enzimas que cumplan con
propiedades especificas, tales como estabilidad en un amplio intervalo de valores de pH y temperatura,
alta actividad especifica y resistencia a productos quimicos, asi como también condiciones de facilidad
de uso, por lo que las enzimas nativas no son suficientes para satisfacer la demanda, debido al bajo
rendimiento (Davids et al., 2013). La ingenieria genética provee de nuevas herramientas para mejorar las
caracteristicas requeridas. Por ejemplo, la expresion heterdloga es importante en la produccién de
enzimas de interés industrial (Ahmed et al., 2009), como las xilanasas y proteasas.

2. Produccion de xilanasas y aspartil proteasas

Las xilanasas representan uno de los mercados de mayor éxito para las hemicelulosas comerciales. Esto
debido a su uso potencial en aplicaciones de diversos sectores de la industria, por lo que hay una
tendencia creciente en la produccion de estas enzimas. Estas proteinas son enzimas capaces de catalizar
la hidrolisis del xilano. Son producidas principalmente por microorganismos como bacterias y hongos,
que participan en la degradacion de la pared celular de plantas, junto a otras enzimas que hidrolizan
polisacaridos (Wong et al., 1988; Subramaniyan y Prema, 2002; Goswami y Pathak, 2013). La
produccion microbiana de estas enzimas esta sujeta a diferentes sistemas de regulacion. A partir de los
estudios realizados tanto en hongos como bacterias se ha propuesto un modelo general controlado por
dos mecanismaos; por un lado, la induccion que se lleva a cabo por sus sustratos naturales como el xilano,
y por otro la represion por fuentes de carbono de bajo peso molecular como xilosa, arabinosa o xilobiosa
(Mandal, 2015). Este modelo sugiere, ademas, la existencia de un nivel basal de enzimas; aqui el
microorganismo sintetiza y exporta a la superficie celular pequefias cantidades de estas actividades, que
inician la hidrélisis del sustrato y producen pequefios oligosacaridos que entran a la célula siendo los
verdaderos inductores que encienden la transcripcion de los genes (Polizeli et al., 2005).
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Los hongos filamentosos son productores de xilanasas desde un punto de vista industrial, excretan
las enzimas en el medio y sus niveles son més altos que los producidos en levaduras o bacterias. Por otra
parte, ademas de las xilanasas, los hongos producen varias enzimas auxiliares requeridas para la
degradacion del xilano (Goswani y Pathak, 2003; Motta et al., 2013). Las especies de los hongos
Trichoderma, Aspergillus, Fusarium Penicillium, Neurospora y de bacterias como Ruminococcus,
Fibrobacteres, Clostridium se consideran grandes productores de xilanasas (Kulkarni et al., 1999; Motta
et al., 2013).

Sin embargo, las xilanasas son principalmente producidas por Trichoderma y Aspergillus a escala
industrial (Fengxia et al., 2008). Por otra parte, las enzimas proteoliticas, también conocidas como
proteasas o peptidasas, son las responsables de catalizar la hidrdélisis de los enlaces peptidicos de otras
proteinas, produciendo péptidos o aminodcidos libres. Constituyen una gran familia de enzimas,
divididas en endopeptidasas (EC 3.4.21-99) y exopeptidasas (EC 3.4.11-19), clasificadas segun la
posicion del péptido vinculo para ser escindido (Gupta et al., 2002; Sabotic y Kos, 2012).

Las proteasas de acido aspartico, también conocidas como aspartil proteasas se encuentra en el
grupo de las endopeptidasas y dependen de residuos de &cido aspartico para su actividad catalitica. La
mayoria muestran una actividad maxima a pH bajo (pH 3 a 4) y tienen puntos isoeléctricos en el intervalo
de pH 3 a 4.5. Sus masas moleculares estan entre los 30 a 45 kDa. Se pueden encontrar en vertebrados,
hongos, plantas, protozoos y virus, en donde desempefian diferentes e importantes funciones (Horimoto
et al., 2009).

Una de las propiedades maés significativas de este tipo de proteasas es su aplicacion en la industria
lactica, especificamente en la fabricacion de quesos debido a su capacidad de coagular proteinas de la
leche. Debido a esto, las proteasas acidas microbianas han reemplazado a la enzima de ternera (cuajo),
facilitando la expansion de la industria de la fabricacion de queso. Ademas, juegan un papel prominente
en el ablandamiento de la carne y en la panificacion (Kumar y Takagi, 1999). La demanda que existe en
el mercado de estas enzimas ha generado el desarrollo de nuevas estrategias para la produccion,
utilizando herramientas de ingenieria genética, como es el mejoramiento de cepas productoras o el uso
de sistemas de expresion heterologa, permitiendo la obtencién de grandes cantidades de estas proteinas
(Motta et al., 2013).

3. Sistemas de expresion de proteinas

Las técnicas de DNA recombinante junto con los avances sobre el conocimiento de la fisiologia y el
metabolismo microbiano, han permitido el disefio de procesos donde los microrganismos se utilizan
como factorias celulares, mejorando con esto las caracteristicas especificas de las enzimas ya estudiadas
y produciendo cepas modificadas que expresan a gran escala en hospederos de expresion heteréloga
(Juturu y Wu, 2012).

Debido a esto, en la tltima década, han aumentado de forma exponencial la produccién de proteinas
recombinantes de interés terapéutico e industrial. Las fases necesarias para la produccion comercial de
proteinas son: clonacion del gen de interés en un vector de expresion, transformacion del microorganismo
hospedero (sistema de expresion), proceso de seleccion de los transformantes, crecimiento del
microorganismo y expresion en biorreactores y por ultimo, recuperacion y purificacion de la proteina
(Figura 2.1) (Ongley et al., 2013).

El tipo de sistema de expresion a utilizar se selecciona en funcion de diferentes parametros, como
el rendimiento de la produccion, el éxito en las modificaciones y el procesamiento post-traduccional, el
plegamiento y la glicolisacion de las proteinas de interés, la viabilidad economica y el posterior proceso
de purificacion. Para este fin se han empleado bacterias, levaduras y hongos. Hay diversos reportes
descritos de clonacion de un gran nimero de enzimas de varias fuentes. Cabe sefialar que las enzimas
recombinantes muestran mejores propiedades que las enzimas nativas (Juturu y Wu, 2012; Sharma y
Kumar, 2013).
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Figura 2.1 Pasos para la expresién heter6loga de enzimas

3.1 Bacterias

Las bacterias son microorganismos que son utilizados como sistemas de expresién de proteinas
recombinantes de los cuales Escherichia coli es el organismo de mayor eleccion. El amplio conocimiento
que se tiene de esta procariota permite su uso con mayor frecuencia en la produccion de proteinas
industriales y farmacéuticas (Petsch y Anspach, 2000).

Las proteinas recombinantes sobreexpresadas en este sistema, se acumulan en el citoplasma o en
el espacio periplasmico. Para la expresion de rutina, las cepas de E. coli BL21 y K12 se usan con mayor
frecuencia (Phillips et al., 1984). Las dificultades que presenta este sistema es que la proteina
recombinante forme cuerpos de inclusion, generando problemas de inactivacion e insolubilidad (Fischer
et al., 1993). La mayoria de los problemas son el resultado de la diferencia entre el uso de codones de E.
coli y la proteina sobreexpresada, por ejemplo, para proteinas eucariotas.

El uso de codones que tengan estos organismos puede ser diferente al de E. coli y podrian ser
especialmente un obstaculo (Dong et al., 1996). De tal forma, si una proteina de origen eucaridtico
contiene un elevado nimero de codones de bajo uso en E. coli puede llevar a una insuficiencia de los
tRNAs correspondientes y conducir a la terminacion prematura de la traduccion, el desplazamiento del
marco de lectura y la incorporacion erronea de aminodcidos. Para evitar este tipo de problemas, se han
desarrollado cepas que pueden sobreexpresar algunos de los tRNAs de estos codones de baja frecuencia
en la bacteria y asi se pueda llevar a cabo una buena traduccion. Dentro de estas se encuentran las cepas
BL21 CodonPlus-RIL, BL21 CodonPlus-R y Rosetta (Kurland y Gallant, 1996). Alternativamente se
pueden usar otros hospederos bacterianos que pueden reducir este problema (Terpe, 2006).



16

Diversas cepas de Bacillus, bacteria Gram-positiva, también son empleadas en la produccion de
proteinas heter6logas, debido a que poseen la capacidad de alta secrecion y exportacion de proteinas
directamente al medio extracelular. En contraste con E. coli, se sabe poco de esta bacteria, sobre la
formacion de enlaces disulfuro y la isomerizacion (Westers et al., 2004). Sin embargo, los genomas de
Bacillus subtilis y Bacillus licheniformis han sido secuenciados y estas bacterias no producen exotoxinas
0 endotoxinas dafiinas (Demaina y Vaishnavb, 2009).

B. subtilis es un procariote bien estudiado y ha sido empleado exitosamente en la produccion de
proteinas heterdlogas, su capacidad de secretar directamente en el medio, es una de las mayores ventajas
(Li et al., 2004). Sin embargo, aunque la transformacion en este sistema parece ser mas facil, la
produccidn de proteasas que hidrolizan a las proteinas recombinantes podria ser un problema (Murashima
etal., 2002).

Otro potencial problema es la modificacion post-traduccional de la proteina de origen eucariotico
debido que para su funcién o estructuracion se requiere de la adicion de grupos funcionales que no
obtendra de la bacteria usada para la expresion heter6loga (Demaina y Vaishnavb, 2009). En tal caso, y
para seleccionar adecuadamente el organismo en que se expresara la proteina, se recomienda hacer un
analisis bioinformético, por lo que de ser necesarias estas modificaciones se recomienda usar uno de los
modelos descritos en la siguiente seccion.

3.2 Levaduras

La expresion heter6loga de proteinas en levaduras es altamente atractiva porque provee beneficios
adicionales a los sistemas de expresion en bacterias, entre los cuales se encuentran la habilidad para
realizar modificaciones post-traduccionales, producir altos niveles de densidad celular y secretar
proteinas en el medio de cultivo. Ademas, las levaduras son libres de toxinas y la mayoria tiene el status
GRAS (por sus siglas en inglés “generally recognized as safe” y que significa “generalmente reconocido
como seguro”). Las dos cepas de levadura mas utilizadas son Saccharomyces cerevisiae y la levadura
metilotrofica Pichia pastoris (Demaina y Vaishnavb, 2009).S. cerevisiae es el modelo eucariotico mas
estudiado para la expresion heteréloga. Su genoma se encuentra completamente secuenciado.

Las mutantes por delecién son facilmente adquiribles y secreta altas cantidades de proteinas en el
medio de cultivo. Otra ventaja que presenta es que las proteinas exdgenas pueden dirigirse a los
compartimentos unidos a la membrana los cuales se aislan facilmente para experimentos bioquimicos
(Van-Khue y Rajini, 2004). Por otra parte, P. pastoris es ampliamente utilizada en la expresion de
proteinas heterdlogas, debido a que presenta ventajas como: mayor productividad de la proteina de
interés, capacidad de secrecion, formacion de enlaces disulfuro, crece en soluciones con altas
concentraciones de metanol y genera bajos costos de produccion. Ademas, este sistema evita la
hiperglicosilacion (Gellison et al., 1992). Por lo tanto esta levadura ha emergido como un excelente
hospedero para la produccion comercial de enzimas debido a su alta expresién bajo sus propios
promotores o aquellos inducibles con metanol (Juturu y Wu, 2012).

3.3 Hongos filamentosos

Las caracteristicas conocidas de alta productividad de los hongos filamentosos estan en parte
relacionadas con sus capacidades inherentes de crecimiento rapido y la gran produccion de biomasa en
sustratos de bajo costo en fermentadores relativamente simples. Estos organismos son secretores
excepcionalmente buenos (Cherry y Fidantsef, 2003). El desarrollo de la tecnologia recombinante
aprovecha el poder de muchos de estos hongos como hospederos en la produccién de proteinas
recombinantes especificas como productos finales con aplicaciones en los sectores agricola, alimentario,
biomédico, farmacéutico, energetico e industrial (Schuster et al., 2002).

Con este fin, la investigacion actual se lleva a cabo en mecanismos celulares para control interno
de la calidad de proteinas, estrés de secrecion, gendmica funcional relacionada con la expresion y
secrecion de proteinas, modificacion postraduccional, aplicacion de promotores de expresion
alternativos, identificacion de factores de transcripcion especificos y vinculacion de la fisiologia fungica
para la productividad.
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Ademas del rendimiento, es igualmente importante que una proteina heteréloga dada se produzca
en una forma activa y funcional, por lo que el plegamiento, el procesamiento proteolitico y la adicion de
glucanos como las principales modificaciones, se llevan a cabo correctamente en estos microorganismos
(De Pourcq et al., 2010; Ward, 2012).

Los hongos filamentosos que dominan la escena como hospederos de produccion recombinante
son A. niger, A. oryzae y T. reesei que se reproducen asexualmente. Consecuentemente, la mayoria de la
informacion sobre la expresion de proteinas heter6logas proviene de estudios que usan estos
microorganismos genéticamente bien caracterizados (Nevalainen y Peterson, 2014). Un competidor mas
reciente para la produccion de productos génicos recombinantes heter6logos es Chrysosporium
lucknowense, las ventajas que posee este organismo son: altas frecuencias de transformacién, produccién
de proteinas a pH neutro, baja viscosidad del caldo de fermentacion y tiempos cortos de produccion
(Emalfarb et al., 2003).

4. Clonacion de genes de xilanasas y proteasas de hongos

La busqueda y seleccion de xilanasas y proteasas microbianas para aplicaciones industriales, ha
permitido la introduccidn de la tecnologia de ADN recombinante (Sunna y Antranikian, 1997), en donde
los principales retos en la produccion de estas enzimas son obtener una forma pura de estas a partir de
una preparacion fangica. Los genes que codifican para estas proteinas se han clonado en hospedadores
homologos y heterélogos con el objetivo de sobreproducirlas, sin alterar sus propiedades para adaptarse
a aplicaciones comerciales (Baba et al., 1994; Ahmed et al., 2009). Se han clonado y expresado varios
genes de estas enzimas para mejorar la produccién, la utilizacion del sustrato y otras propiedades
comercialmente Gtiles (Chand and Mishra, 2003).

4.1 Clonacién en E. coli

Como ya se menciono, E. coli ha sido ampliamente utilizada para la expresion heteréloga de proteinas
recombinantes incluyendo xilanasas y proteasas de hongos (Tabla 2.1). Esto se debe principalmente a la
amplia eleccion de vectores y facilidad de clonacion de ADN de interés, sin embargo, la principal limitante
es que no todas las proteinas se secretan de manera eficiente (Sorense y Mortensen, 2005).

Existen diversos reportes acerca de la expresion heterdloga de xilanasas en E. coli, como es el caso
del trabajo de Krisana et al., (2005) quienes reportaron la expresion de una xilanasa heteréloga de
Aspergillus cf. niger la cual mostrd un peso molecular de 20.1 kDa por SDS-PAGE. Otro caso es el de la
xilanasa codificada por el gen xynll, el cual fue clonado en el vector pET-28a (+), y expresado en la cepa
de E. coli BL21- CodonPlus (DE3)-RIL (Zhou et al., 2008). El gen Xyn2 que codifica para una endo-f-
1,4-xilanasa de Trichoderma reesei, fue clonado y expresado en E. coli BL21, la proteina heter6loga fue
purificada por cromatografia de afinidad por columna de Ni?*-NTA, la cual presenté un pH y temperatura
Optimos de 5.0 y 50°C, respectivamente (Jun et al., 2009).

Li et al (2010) realizaron la clonacion del gen SAP6, que codifica para la proteasa acida de
Metschnikowia reukaufii. La expresion de dicha proteina se llevé a cabo en la cepa de E. coli BL21 (DE3)
con el vector de expresion pET-24a, logrando obtener una enzima recombinante de 54 kDa, con una
temperatura y un pH 6ptimo de 40°C y 3.4, respectivamente. Determinaron que la actividad enzimatica
se ve afectada por los inhibidores Cu®?), Mg®@", Zn@" y Ag™),

También se encontré que la proteina recombinante purificada tenia actividad coagulante de la
leche. De igual forma, Jarai et al. (1994), expresd una proteasa de tipo aspartica de Aspergillus niger,
con la capacidad de coagular las proteinas de la leche. La expresion la realizo en E. coli, con ayuda del
vector pSE103. Esta proteina es codificada por el gen pepE y la proteina heteréloga posee un peso
molecular de 43 kDa, un pH 6ptimo de 3 y es estable a un amplio intervalo de temperaturas.

Por otro lado, también se han logrado expresar aspartil proteasas importantes en la industria del
Sake, tal como lo mencionan Kitano et al (2002), quienes expresaron una proteasa de Aspergillus oryzae,
que es codificada por el gen pepA.
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La enzima expresada en E. coli DH5a, presento un peso molecular de 48 kDa, fue estable a un
amplio intervalo de temperatura (30-42°C), con una temperatura Optima de 42°C y es activa a pH acidos.
Doua et al. (2014), lograron expresar una proteasa aspartica de Trichoderma asperellum, importante para
el biocontrol de hongos fitopatdgenos. La proteasa recombinante es codificada por el gen Asp55, la cual
se expreso en E. coli BL21, se purificd y evalud la actividad enziméatica mostrando un efecto inhibidor
sobre Alternaria alternata.

Tabla 2.1 Xilanasas y proteasas heterdlogas expresadas en E. coli.

Fuente Vector Hospedero PM pH Temp. Importancia Referencia
(kDa) °C biotecnoldgica

Xilanasas

Aspergillus cf. | Xyn pGEM- E. coli DH5 a 20.1 - - Degradacion de residuos | Krisana et al.,

niger BCC14405 T Easy agroindustriales. 2005

Aspergillus usamii | xynll | pET- E. coli BL21- | 20 4.6 | 50 No se ha determinado Zhou et al.,

E001 28a(+) CodonPlus 2008

(DE3)-RIL

Trichoderma reesei | Xyn2 | pET28a | E. coli BL21 24 5.0 | 50 Blanqueamiento de la | Jun et al,

Rut C-30 pulpa kraft 2009

Aspartil Proteasas

M. reukauffi SAP6 | pET-24a | E. coli 54 34 | 42 Coagulante de la leche Lietal., 2010.

A. oryzae pepA | pUCII8 E. coli 48 42 Produccion del sake Kitano et al.,
2002.

Niger pepE | pSE103 | E. coli 43 30 | - Coagulante de la leche Jarai et al,
1994

T. asperellum Asp55 | pGEX E. coli 55.4 55 | 30 Con posible aplicacion | Doua et al.,

en el control bioldgico 2014.

4.2 Clonacién en levaduras

Varios genes de xilanasas y proteasas de hongos han sido clonados y expresados en las levaduras S.
cerevisiae y P. pastoris. Esto se debe, a que, por una parte, la primera proporciona un procesamiento
postraduccional eficiente como la glicosilacién y secreta solo unas pocas proteinas; por lo tanto, la
purificacion es mas facil (Das y Shultz 1987). Mientras que la segunda posee una alta eficiencia de
secrecion, alcanza altas densidades celulares en medios cultivos de bajo costo y la relativa facilidad de
ampliacion al proceso industrial (Cregg, 1999; Berrin et al., 2000). La tabla 2.2 muestra xilanasas y
proteasas expresadas heterologamente en estos ascomicetos.

La endo-B-1,4-xilanasa de Trichoderma reesei que es codificada por el gen XYN2, fue expresada
en S. cerevisiae exitosamente, con un peso molecular de 27 kDa en condiciones desnaturalizantes, esta
enzima se regul6 bajo el control de los promotores ADH2 y PGK1 en medio enriquecido (La Grange et
al., 1996). Mas tarde Ganga et al., (1998) expresaron una Xxilanasa de Aspergillus nidulans en S.
cerevisiae, la enzima heteréloga fue secretada, cuando la levadura fue crecida en un medio minimo que
contenia glucosa como unica fuente de carbono. Otra xilanasa también expresada en S. cerevisiae es la
reportada por Parachin et al., (2009), la cual fue parcialmente caracterizada, mostrando un peso
molecular de 21.2 kDa y un punto isoeléctrico de 7.02.

De la misma manera, se han podido expresar proteasas asparticas de diferentes fuentes en la
levadura S. cerevisiae. Por ejemplo; la proteasa de Trichoderma harzianum, codificada por el gen SA76,
se expreso en el vector pYES2, la masa molecular de la proteasa fue de 55 kDa y un pl de 4.5, con una
temperatura 6ptima de 45°C y un pH o6ptimo de 3.5. El sobrenadante de cultivo de S. cerevisiae que
expreso la proteasa aspartica fue capaz de inhibir el crecimiento de cinco hongos fitopatdgenos (Liu y
Yang, 2007). Yamashita et al (1986), expresaron una aspartil proteasa de Saccharomycopsis fibuligera
en P.pastoris, por medio del vector pYIl, obteniendo una proteasa de 39 kDa, estable a un amplio
intervalo de temperatura (20-60°C) y valores de pH (2.6-5).

P. pastoris también es un sistema de expresién muy utilizado para xilanasas y proteasas acidas.
Berrin et al., (2000) realizaron la produccion eficiente de una xilanasa recombinante de A. niger en esta
levadura, obteniendo rendimientos de hasta 60 mg/L en medio sintético. La enzima purificada mostr6 un
peso molecular de 19.8 kDa, y un pH y temperatura optima de 3.5 y 50°C respectivamente.
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Las xilanasas codificadas por lo genes XylIB, Xyn2, XynC de A. niger, Trichoderma reesei Rut C-
30 y Phanerochaete chrysosporium, respectivamente, también fueron clonadas en el vector pPICZaA.
Estas enzimas heterdlogas mostraron un pH y temperaturas optimos que van de 5-6.0 y 50-70 °C,
respectivamente (Ruaglek et al., 2007; He et al., 2009; Huy et al., 2011).  Otro caso de éxito en la
producciéon de enzimas heterologas en P. pastoris es el de una proteasa producida por Mucor
circinelloides, la cual se expresd con el vector pGAPZa-A. La caracterizacion de la proteina
recombinante permitié determinar que present6 un peso molecular de 37 kDa, con un pH 6ptimo de 3.6
y una temperatura optima de 24°C (Gama et al., 2013). Este mismo sistema de expresion fue el que
utiliz6 Takenaka et al (2017), para expresar una aspartil proteasa originaria de Aspergillus repense,
permitiéndoles adquirir una proteina recombinante con mejores rendimientos (14 veces mayor) con
respecto a la cepa silvestre, ademas se obtiene facilmente mediante precipitacion con acetona y la
recuperacion final fue del 83%.

Yang et al. (2013) logro expresar una aspartil proteasa de Trichoderma asperellum en P. pastoris,
que es codificada por el gen TaAsp. Se purificd y caracterizd la enzima recombinante, determinando un
peso molecular de 43 kDa, la actividad se mantuvo relativamente estable a 25-60°C y pH 3.0-9.0, lo que
indico su potencial de aplicacion en biocontrol. El valor de pH 6ptimo y la temperatura de la actividad
de la enzima fueron pH 4.0 y 40°C, y bajo esta condicidn, con caseina como sustrato, la actividad fue de
18.5 U/mL. Yegin y Fernandez-Lahore (2013), reportaron la expresion de una proteasa acida de Mucor
mucedo en P. pastoris, el gen que codifica para esta proteina se cloné en el vector pPGAPZaA. La maxima
produccion de la enzima se observé con un pH de 3.5 a 20°C.

La enzima recombinante fue purificada y mostro una notable sensibilidad al tratamiento térmico y
quedd completamente inactivada después de la incubacién a 55°C por 10 min, por lo que podria
considerarse como una candidata potencial para ser usada como coagulante de la leche para la industria
de queso. La proteinasa aspartica extracelular de Rhizopus microsporus, es codificada por el gen Rmap
el cual se logro clonar y expresar a través de P. pastoris mediante el uso del vector pKJII3, obteniendo
una enzima recombinante de una masa molecular de 35 kDa, la cual es estable a un amplio intervalo de
valores de pH, con aplicacidn en la terapia antimicotica (Schoen et al., 2002).

Tabla 2.2 Xilanasas y proteasas heter6logas expresadas en levaduras

Hospedero Importancia Referencia
biotecnol6gica
Xilanasas
T. reesei QM6a Xyn2 pDLGI S.  cerevisiae 4.0 |60 Blanqueamiento de la|La Grange et al.,
Y294 pulpa kraft 1996
A. nidulans pYLC1 S. cerevisiae |22 6-5 |58 No se ha determinado | Ganga et al., 1998
Cryptococcus CfXYN1 pGEM-T S.  cerevisiae|21.2 3.0 |50 No se ha determinado | Parachin et al., 2009
flavus MFL
A. niger XylA pHIL-D2 P. pastoris 19.8 35 |50 No se ha determinado | Berrin et al., 2000
Aspergillus terreus pPICZaA P. pastoris 33 50 |60 Blanqueamiento de la | Chantasingh et al.,
BCC129 pulpa kraft 2006
Piensos para animales
A. niger XylB pPICZaA P. pastoris 21 50 |58 Piensos para animales | Ruaglek et al., 2007
T. reesei Rut C-30 | Xyn2 pPICZoA P. pastoris 6.0 |50] Piensos para animales | He et al., 2009
Aspergillus XynB pGAPzoA P. pastoris 50 |50 Piensos para animales | Li et al., 2010
sulphureus
P. chrysosporium | XynC pPICZoA P. pastoris 50 |70 No se ha determinado | Huy etal., 2011
Aspartil Proteasas No se ha determinado
T. harzianum SA76 pYES2 S. cerevisiae |55 Posible aplicacion en |Liu & Yang, 2007.
el control biol6gico
S. fibuligera STA1 pYIl S. cerevisiae |39 3.6 |48 Posible aplicacion en | Yamashita et al.,
el control biolégico | 1986
M. circinelloides | MCAP pGAPZo-A | P. pastoris 37 36 |24 No se ha determinado | Gama et al., 2013.
A. repens PepA_Mk82 pGEM-T P. pastoris 41 2 60 Hidrolisis y|Takenaka et al.,
decoloracion de [ 2007.
pigmentos rojos
T. asperellum TaAsp pPICOK P. pastoris 42 4.0 |40 Posible aplicacion en|Yang etal., 2013
el control biol6gico
M. mucedo DSM809 pGAPZoA P. pastoris 32 35 |20 No se ha determinado | Yegin y Fernandez-
Lahore, 2013.
R. microporus RMAP pKJII3 P. pastoris 35 25 Terapia antimicética | Schoen et al., 2002
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4.3 Clonacién y expresion en hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son atractivos hospederos para la expresion de proteinas, por su habilidad
natural de secretar grandes cantidades de proteina al medio. Sin embargo, solo existen pocos reportes
sobre la expresion heterdloga en estos microorganismos (Ahmed et al., 2009), como es el caso del gen
xyn2 del hongo termofilico Humicola grisea var. thermoidea, que codifica para una xilanasa, el cual fue
clonado el vector pUC18 y expresado en T. reesei. La enzima heter6loga mostré un peso molecular de
23 kDa (Faria et al., 2002).

Otro caso de la expresion heter6loga en T. reseei es el reportado por Salles et al (2007), quienes
realizaron la clonacion de dos genes xyn5 y xyn6 que codifican para xilanasas de la familia 11, los cuales
fueron aislados del hongo filamentoso termotolerante Acrophialophora nainiana.

Otro sistema hospedero que ha sido empleado es Aspergillus niger como lo reporta Decelle et al.,
(2004), quienes clonaron y expresaron tres genes que codifican para endo-1,4-p- xilanasas en este
sistema. Las enzimas heter6logas mostraron buenas caracteristicas bioquimicas. Las xilanasas XynA,
XynB y XynC tuvieron una masa molecular de 52, 30 y 50 kDa, respectivamente. La temperatura 'y pH
Optimos oscilaron entre los 4.5 y 70 °C para las tres enzimas. Por otra parte, Dickson et al. (1987),
reportaron la expresion de una aspartil proteasa de Mucor miehei, usando al hongo Mucor circinelloides
como hospedero, lo cual les permitié conseguir una mayor concentracion de enzima con respecto a la
cepa silvestre.

5. Conclusion

La expresion heter6loga de proteinas es una herramienta Util para la produccién de enzimas microbianas
de importancia industrial como las xilanasas y aspartil proteasas, las cuales son producidas en la cepa
original en bajos rendimientos. Esta herramienta biotecnolégica ha sido investigada utilizando diferentes
hospedadores ya sean bacterianos, levaduriformes y hongos filamentosos, sin embargo, siguen siendo
pocos los reportes de este tipo de enzimas, aun tomando en cuenta la importancia industrial que tienen.
Probablemente esto se debe, a que se requiere de mas investigacion para dilucidar los mecanismos con
los cuales esta técnica puede ser mejorada y también ser mas eficiente.
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Abstract

With the progress of the new generation sequencing (NGS), nowadays it is possible to study the structure
of the microbial communities and estimate the diversity of microorganisms present in the ecosystem, as
well as to propose the possible interactions that take place in this community. In this review we briefly
explain the importance of metagenomics application, for the description of microbiomes, highlighting is
importance for the study of the microbial community structure and the estimation of the bacterial
diversity in diverse ecological environments , such as: the intestine of parasitic insects of Agave spp,
rhizospheric soil of milpas and parasitized wood decay for the Trametes fungi, as well as sediments and
hot spring in Geyser of Tecozautla in the State of Hidalgo.

Bacterial Diversity, Insect, Milpas, Thermophiles, Wood in Decomposition
Introduccion

Uno de los grandes retos de la Biologia ha sido estudiar la estructura poblacional y la diversidad de los
microorganismos presentes en cualquier ambiente, esto con el fin de entender las relaciones bioldgicas y
los procesos metabdlicos que ahi se presentan. En un principio, la identificacion de los microorganismos
dependia del cultivo in vitro y su posterior identificacion (microorganismos dependientes de cultivo).
Con el auge de las técnicas de biologia molecular y el desarrollo del método Sanger para la secuenciacion
de DNA (Sanger et al., 1977), se logré primeramente la identificacion de microorganismos utilizando
genes marcadores y posteriormente genomas completos (Alcaraz et al., 2008; Warren et al., 2008).

Se estima que el porcentaje de microorganismos dependientes de cultivo estudiados radica entre el
1y 3% del total de los microorganismos presentes en cualquiera ambiente (Whitman et al., 1998). El
97% restante de los microorganismos se consideran ain no cultivables, debido a que poseen exigencias
nutricionales especiales dificiles de reproducir en el laboratorio, por lo tanto, su estudio depende
unicamente del andlisis de DNA (Handelsman, 2004). En afios recientes, con la secuenciacion masiva
surge la metagendmica, definida como el analisis gendmico del DNA colectivo de los microorganismos
dentro de un ambiente, independientemente si pueden ser cultivados o no, enfocandose en la recopilacion
de informacion genética a través de las secuencias de DNA (Neethu et al., 2010; Forbes et al., 2017),
dejando de lado al organismo en su forma individual, para centrarse en los genes de una comunidad y
cdémo su presencia influye en las actividades de los demas. Junto con la metagendmica, también se
desarrollan métodos computacionales y bases de datos para la comprension de la composicion genética
y de las actividades de las comunidades microbianas que, al ser tan complejas, no han sido
completamente caracterizadas (Demain & Adrio, 2008).

Dentro de las técnicas de metagendmica se pueden describir dos vertientes. En la primera, se utiliza
secuenciacion de alto rendimiento que permite inferir la diversidad microbiana mediante analisis de
marcadores genéticos, que nos sirven como indicadores de la presencia de microorganismos. Los méas
utilizados son: 16S rDNA para procariotas e ITS y/o 18S rDNA para hongos (Jansson & Hofmockel,
2018), Las secuencias obtenidas se analizan bioinformaticamente para conocer la diversidad en un
ambiente (alfa diversidad), asi como para hacer comparaciones entre ambientes o condiciones de
muestreo diferentes (beta diversidad). La identificacion taxondmica de las secuencias se logra mediante
la comparacién con bases de datos que contienen grandes nimeros de secuencias del mismo marcador,
muchas de las cuales se encuentran ya identificadas. Ejemplos de dichas bases de datos son SILVA,
NCBI, Greengenes y Ribosomal Database Project (Quast et al., 2013).

La segunda vertiente es la metagenémica funcional, donde se realiza la secuenciacion masiva del
DNA extraido de la muestra, con el fin de lograr la mayor cantidad de genomas completos de los
microorganismos presentes, que posteriormente, con la ayuda de software y la comparacion de las
secuencias con bases de datos, se hace inferencia sobre las caracteristicas metabolicas de los
microorganismos, asi como las funciones que realizan en el ambiente (Figura 3.1) (Hugenholtz, 2002;
Rappe & Geovanni, 2003; Hernandez-Leon et al., 2010).
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Figura 3.1 Flujo de trabajo para los analisis metagenomicos; a) secuenciacion de alto rendimiento; b)
secuenciacion tipo shotgun
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Con el impacto de la metagenémica, se han desarrollado técnicas novedosas para la obtencién de
miles de secuencias de fragmentos de DNA conocidas como secuenciacion de nueva generacion (NGS
por sus siglas en inglés). Con la aplicacion de estas técnicas es posible responder a preguntas
fundamentales de ecologia microbiana, que ademas en muchos casos involucran la relacion ecoldgica
microorganismo-huésped (Handelsman, 2004; Riesenfeld et al., 2004, Taylor et al., 2007; Brinkmann et
al., 2017; Choudhari et al., 2017). Entonces, la metagendmica ofrece un camino para el estudio de
comunidades microbianas enteras, que permite inferir en la composicion filogenética, conocer la
diversidad de especies y su capacidad metabdlica (Neethu et al., 2010; Choudhari et al., 2017). A
continuacion, se describe el uso de la metagenémica para conocer la diversidad bacteriana en diferentes
ecosistemas.

La metagendmica en el estudio del microbioma de los insectos

Los insectos representan uno de los grupos mas diversos de organismos en el planeta, capaces de
adaptarse a condiciones ambientales extremadamente diversas. En particular, los insectos herbivoros
pueden habitar y alimentarse de una amplia gama de especies vegetales y asi participar en una gran
variedad de interacciones con microorganismos (Despres et al., 2007; Shi et al., 2013). Entre las
principales relaciones insecto-microorganismo se pueden describir las relaciones benéficas como las
nutricionales o de defensa, proporcionados por los simbiontes a sus anfitriones. Ademas, al establecer
relaciones mutualistas, los microorganismos facilitan al huésped la obtencién de nutrientes como
aminoacidos y vitaminas, secretan enzimas digestivas que ayudan a la degradacion de los complejos
dietéticos o la desintoxicacion de metabolitos secundarios nocivos (Douglas, 2009; Berasategui et al.,
2016). En interacciones de defensa, los microorganismos protegen a su anfitrion contra patdgenos,
parasitos, parasitoides o depredadores, a menudo a través de la produccion de compuestos
antimicrobianos o toxinas (Florez et al., 2015; Berasategui et al., 2016).

Shi et al., en 2013 realizaron el anélisis comparativo del metagenoma de los simbiontes intestinales
en saltamontes, gusanos cortadores y termitas, revelando diferencias entre las tres especies de insectos
en la abundancia y la composicion taxondmica de las poblaciones de bacterias simbiontes presentes en
el intestino. Sin embargo, a pesar de las diferencias estructurales de estas comunidades microbianas,
comparten la caracteristica de degradar y utilizar los diferentes tipos de alimentos o sustratos consumidos
por sus huéspedes, principalmente los residuos vegetales (Shi et al., 2013).
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Las principales procariotas encontradas en el intestino de estos insectos estan asociadas a grupos
bacterianos de espiroquetas y Fibrobacter que a su vez se caracterizan por la produccion de enzimas que
hidrolizan celulosa y xilano (Warnecke et al., 2007). Asi mismo Russella et al., (2009) encontrd que
algunos de los microorganismos simbidticos del intestino de las hormigas estan relacionados con el
consumo de plantas como alimento, de los cuales destaca la presencia de bacterias de tipo Rhizobiales
(Russella et al., 2009). Los lepiddpteros constituyen el segundo orden de insectos més diverso. Algunos
de ellos son considerados como plagas agricolas, como Acanthoscelides obtectus (Gorgojo del frijol),
Acrobasis nuxvorella Neunzig (Gusano barrenador de la nuez), Aculops lycopersici (Acaro del bronceado
del tomate), Agrotis ipsilon (Gusano cortador), Aleurocanthus woglumi Ashby (Mosca negra de los
citricos), Anastrepha ludens (Mosca mexicana de la fruta), Anthonomus eugenii Cano (Picudo del chile).

De estos insectos, la mayoria de las investigaciones se centran en su efecto fitopatdgeno, pero poco
se sabe acerca de los géneros bacterianos asociados a diferentes partes anatomicas de ellos. Es un hecho,
que las bacterias juegan un papel fundamental en la biologia de ellos. Estudios indican que el hébitat, la
planta sustrato y la edad del insecto huésped pueden tener un gran impacto en el microbioma intestinal
(Paniagua et al., 2018). EI microbioma intestinal de los lepidopteros se ve afectado a lo largo del ciclo
de vida del insecto, como es el caso de Spodoptera littoralis, en estadios tempranos en el intestino
predominan géneros de bacterias como Enterococcus, Pantoea y Citrobacter, mientras que Clostridia
aumenta su poblacién en la Gltima etapa de metamorfosis del insecto. Curiosamente, solo los Enterococos
persistieron a través de la metamorfosis, algunas otras bacterias como Proteobacterias y Firmicutes se
mantienen junto con el insecto durante toda su vida. Ademas, se hizo la comparacién entre machos y
hembras, resaltando que para el caso de las hembras adultas estas albergan altas proporciones de
Enterococcus, Klebsiellay Pantoea, mientras que los machos albergan mayormente Klebsiella (Bosheng
etal., 2016).

En los altimos afios el interés por los insectos como alimento humano se ha ampliado, debido a su
alto valor nutricional (FAO, 2013). En el estado de Hidalgo se cuenta con una amplia variedad de insectos
comestibles, incluyendo las plagas comestibles del Agave, el gusano rojo (Comadia redtenbacheri) y
gusano blanco (Acetrocneme hesperiaris). Estas dos especies tienen caracteristicas bioldgicas y
gastronémicas diferentes, pero ambas son ampliamente apreciadas debido a su exquisito sabor. El
consumo de estos gusanos es considerado una tradicion ancestral (Ramos-Elorduy et al., 2011). Por lo
general, se consumen fritos o asados, condimentando una salsa picante y servido en una tortilla (FAO,
2013). EIl gusano blanco (Figura 3.2b) de Agave parasita las hojas carnosas grandes de A. atrovirens
Karw., A. salmiana, Otto ex Salm, A. mapisaga Trel, A. lehmanni. Jacobi, A. maximiliana, Baker. A.
americana. Debido al tamafio de las larvas, estas, se encuentran distribuidos en diferentes hojas del
Agave (Ramos-Elorduy, 2006). El gusano rojo de Agave (Figura 3.2a), parasita el tallo de A. atrovirens
K. ex SD, A salmiana O ex SD, A mapisaga T, creando una colonia de 40 a 60 gusanos ubicados en la
unioén con las hojas carnosas, por lo que el tallo y las hojas deben ser eliminados durante la recoleccion,
causando la muerte del Agave. Las larvas se encuentran en la misma etapa y tienen aproximadamente el
mismo tamafio, ya que provienen de la misma ovoposicion. Estas larvas también se usan para darle una
mejor presentacion al mezcal, adicionando un gusano en la botella o0 como sal de gusano (Hernandez et
al., 2005, Ramos-Elorduy, 2006).

Figura 3.2 Lepidopteros que habita Agave sp. a) Comadia redtenbacheri. b) Acetrocneme
hesperiaris.
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Debido a su importancia en la gastronomia mexicana, (Llanderal-Cazares et al., 2017), estudios
describen al gusano rojo como un barrenador de Agaves con un ciclo de vida largo. Los estudios del
microbiota del gusano blanco se han limitado al aislamiento del microbiota cultivable externa e interna
que compara diferentes modos de crianza (Herndndez-Flores et al., 2015).

De esta forma, se demostr6 una mayor diversidad de bacterias en las larvas obtenidas de
productores que en las obtenidas directamente de plantas de maguey en la naturaleza. En el caso de
gusano blanco, no se cuenta con estudios cientificos que describan las comunidades bacterianas asociadas
a este insecto. Considerando la importancia gastronomica y cultural, el creciente interés por el
aprovechamiento sustentable de los recursos naturales y tomando en cuenta la trascendencia de las
bacterias simbiontes en insectos, es adecuado realizar un andlisis metagenomico del microbioma
intestinal de estos gusanos, utilizando técnicas independientes de cultivos para obtener resultados sobre
la diversidad bacteriana intestinal.

La metagenomica en el analisis de diversidad bacteriana en milpas tradicionales

México es uno de los paises con mayor biodiversidad en el mundo, su territorio alberga dos regiones
biogeograficas (neértica y neotropical) y un elevado nimero de endemismos, por lo que posee gran
variedad de ecosistemas y variacion genética en las especies que los habitan (Plascencia et al., 2011).
Asi mismo, México fue unos de los centros de desarrollo de la agricultura hace 10,000 afios (Ranere et
al., 2009), de manera que muchas de las plantas domesticadas son originarias de este pais (Plascencia et
al., 2011); como la calabaza (Cucurbita argyrosperma Huber), el maiz (Zea mays) y varios cultivos
arbdreos como jobo (Spondias purpurea), huaje (distintas especies del género Leucaena) y aguacate
(Persea spp.), por mencionar algunos, Posiblemente, de los cultivos desarrollados en México, el maiz es
el de mayor importancia, siendo la base de la alimentacion de millones de personas a nivel mundial,
particularmente en el continente americano (Ranere et al., 2009).

El maiz fue domesticado a partir su ancestro silvestre el teocintle, hace aproximadamente 9,000
afios, en la region suroeste del pais desde donde se expandid hacia todo el continente (Matsuoka et al.,
2002; Ranere et al., 2009). Las antiguas civilizaciones mayas, aztecas y olmecas de México, basaban su
dieta en el maiz y era su cultivo mas venerado. Hoy en dia, el maiz forma parte en la vida, historia y
tradicion, por lo que representa parte de la identidad de los mexicanos (O'Leary, 2016).

Los antiguos agricultores influyeron en la evolucion del maiz, dando lugar a una serie de sistemas
agricolas muy variados. Estas practicas agricolas tradicionales son resultado de procesos co-evolutivos
entre sistemas sociales y ecoldgicos, donde las variedades locales estdn adaptadas a condiciones
ecologicas, climaticas, y a las necesidades culturales de las comunidades que las realizan (Asturias,
2004).

La milpa es un sistema surgido en Mesoamérica (Lozada-Aranda et al., 2017), que constituye un
espacio dinamico de recursos geneéticos, con interaccion de la diversidad bioldgica y cultural. Se
caracteriza por ser un cultivo donde coexisten diferentes tipos de maiz, y plantas como el frijol, calabaza,
chile, tomate y otras plantas particulares de las diferentes zonas del pais (Figura 3.3), que se usan segun
la temporada o tradiciones culturales especificas (Eguiarte et al., 2017; Linares & Bye, 2011).

La diversidad de cultivos dentro de la milpa depende de cada region, no solo por el clima, pendiente
0 tipo suelo, sino por el grupo humano asociado a ella que, de acuerdo con sus necesidades,
conocimientos y tradiciones conforman milpas Unicas (Lozada-Aranda et al., 2017). Esta diversidad
vegetal, con el resto de la comunidad bioldgica, incluyendo sus microorganismos asociados, forman el
agroecosistema de milpa, el cual ha sido desarrollado y ha evolucionado durante miles de afios gracias a
las actividades de nuestros ancestros (Eguiarte et al., 2017).
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Figura 3.3 Milpa tradicional de maiz y frijol. Comunidad de Santo Domingo, Tepoztlan, Morelos,
Meéxico

La interaccion de una gran cantidad de especies convierte a la milpa en un ecosistema donde se
aprovechan de manera complementaria sus diferentes recursos. En este ecosistema se favorecen
interacciones ecoldgicas benéficas (control bioldgico de insectos, fertilidad del suelo y polinizacion),
favoreciendo no solo a las especies que en ella conviven sino a las comunidades humanas que las
manejan, dado que los productos que de ahi se obtienen, ya que forman parte de dieta diaria en algunas
regiones del pais siendo la base de su alimentacién. La milpa alberga una increible diversidad microbiana
con miles de adaptaciones y genes novedosos que representan posibles aplicaciones médicas,
agrondmicas y biotecnoldgicas (Eguiarte et al., 2017). Teniendo en cuenta los valores de la milpa, es
interesante investigar la microbiota asociada que puede ser la base de una agricultura libre de
agroguimicos y sostenible. Sin embargo, la estructura y la diversidad de las comunidades bacterianas
asociadas, ha sido poco estudiada (Rebollar et al., 2017).

Los microorganismos del suelo tienen una participacion importante en los procesos ecosistémicos
como formacion de suelo, crecimiento de las plantas, y los ciclos biogeoquimicos, y comprenden una
gran parte de la diversidad genética en la Tierra (Van Der Heijden et al., 2008). ElI microbioma que
participa en la fisiologia y desarrollo de las plantas se encuentra particularmente en la rizosfera. Entre
estos microorganismos benéficos para las plantas podemos encontrar a las bacterias promotoras del
crecimiento vegetal (PGPB), fijadoras del nitrogeno, solubilizadoras de fosfato, y cepas con actividad de
biocontrol de plagas, por mencionar algunas (Hernandez et al., 2003).

Los estudios de secuenciacion de alto rendimiento permiten conocer la composicion y diversidad
microbiana del suelo en una variedad de habitats sin la necesidad de cultivo (Jansson y Hofmockel,
2018). En este sentido, VVogel et al., en el 2009 proponen que el suelo sea la proxima iniciativa global de
secuenciacion metagenomica, ya que representaria un gran valor economico y ambiental, debido a la
diversidad de vias y genes que podrian participar en procesos de biodegradacion de contaminantes,
sintesis de biocombustibles y produccidn de nuevos farmacos, ademas de proporcionar informacion sobre
la ecologia de los microorganismos que son benéficos o perjudiciales en la produccién de cultivos. De
esta manera, actualmente la metagenomica del suelo se ha planteado como una herramienta para la
agricultura sostenible (Goel et al., 2017).

Se han realizado varias investigaciones en el area de la microbiologia asociada a la agricultura. En
los ultimos afios se determinGd en cultivos de maiz, la presencia de los géneros Pseudomonas,
Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Streptomyces y Lysobacter formando parte de la comunidad
microbiana de la rizosfera del cultivo, constituyendo Pseudomonas el género dominante. Se ha
determinado que distintas cepas de Pseudomonas, Lysobacter y Streptomyces favorecen el crecimiento
y desarrollo de las plantas (Hernandez et al., 2003; Garcia-Salamanca et al., 2013).
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Otros estudios en leguminosas han determinado que algunas bacterias del orden Rhizobiales, asi
como algunos miembros de Betaproteobacteria (Burkholderiales) forman nodulos en las raices, dentro
de las cuales convierten el nitrégeno atmosférico (N2) en amonio (NHs) disponible, a cambio de
compuestos de carbono liberados por la planta. Algunas plantas, como Alder (Alnus spp.) y Casuarina
(Casuarina spp.), forman nodulos en asociacion con actinobacterias fijadoras de N2 del género Frankia,
también varias bacterias de vida libre y endofitas (p. Ej., Azotobacteraceae, Cianobacterias), pueden
fijar cantidades significativas de N2 (Tkacz y Poole, 2015).

En otros estudios en calabaza (Cucurbita sp.), se han determinado microbiomas dominantes de
Enterobacteriaceae, donde Lysobacter, Paenibacillus y Lactococcus son importantes para el
mantenimiento de la salud de la planta (Adam et al., 2018). En estudios de cultivos como el maiz se ha
encontrado, que la diversidad microbiana esta asociada con el tipo de suelo y las practicas de cultivo
(Peiffer et al., 2013). Los estudios de diversidad bacteriana para suelos agricolas se han centrado
principalmente en la caracterizacion de comunidades microbianas evaluadas en un solo punto de tiempo
y principalmente en monocultivos. Sin embargo, los policultivos, como la milpa son muy importantes
debido a su papel central en el desarrollo de la agricultura sostenible (Rebollar et al., 2017).

Con lo antes mencionado, se destaca que la milpa es un sistema agricola ancestral, en donde el
cultivo del maiz se complementa con el de otras especies de valor alimenticio y/o medicinal. Esta
diversidad vegetal, a su vez atrae una alta diversidad de otros organismos, por lo que las milpas son
consideradas agroecosistemas, en los cuales las plantas influyen el suelo por afectar las concentraciones
de nutrientes, exudar compuestos organicos, promover el crecimiento de microorganismos benéficos e
inhibir el crecimiento de otros potencialmente dafinos.

Las interacciones entre los componentes de la milpa, incluyendo el suelo, la vegetacion y las
bacterias, podrian tener beneficios para la productividad agricola de estos sistemas, por lo que es esencial
entender la dinamica de las poblaciones microbianas del suelo de la milpa a lo largo del ciclo de
produccion agricola. Para ello, se hace uso de herramientas bioinforméticas que permitan analizar el
DNA metagendmico de muestras de rizosfera en milpas, para examinar los cambios en la estructura y
diversidad de las comunidades bacterianas a lo largo de ciclos agricolas, mediante la secuenciacién de
alto rendimiento de los amplicones del gen 16S rDNA.

La metagenomica para el estudio de la biodiversidad termdfila del géiser de Tecozautla e
identificacion de microorganismos con posible aplicacién biotecnoldgica

Los microrganismos extremdfilos son organismos adaptados para crecer bajo condiciones que, desde una
perspectiva humana, son hostiles y donde otros organismos no sobreviven. La resistencia de los
organismos a tales ambientes se debe principalmente a sus caracteristicas estructurales y fisioldgicas que
les permiten resistir a estas condiciones extremadamente selectivas.

Estas propiedades se deben a biomoléculas especificas incluyendo lipidos, enzimas, osmolitos,
polimeros y aminoacidos (de Champdoré et al., 2007; Aerts et al., 2014). Se consideran ambientes
extremos: manantiales calientes, sistemas hidrotermales submarinos poco profundos o sistemas de
aberturas termales abisales, suelos y mares polares frios, asi como glaciares alpinos, lagos salinos y
ambientes con valores de pH extremos, sea acido (zonas de solfataras, minas) o alcalino (fuentes
carbodnicas, tierras y lagos alcalinos); y con relativa frecuencia, en zonas que combinan dos o mas factores
extremos, como en los manantiales acidos y calientes de zonas volcanicas, 0 baja temperatura y alta
presion, en los fondos marinos.

Dependiendo del ambiente los organismos se clasifican como: aciddfilos, alcalofilos, psicrofilos,
halofilos, barofilos, xerdfilos, osmofilos, oligotréficos y los termofilos, que se caracterizan por tener un
crecimiento 6ptimo a temperaturas de entre 45y 80 °C. Ademas de éstos se conocen a los hipertermofilos
que tienen temperaturas de crecimiento 0ptimo a >80 °C con capacidad de crecer a >90 °C. Por ultimo,
se denominan extremotolerantes y extremoresistentes, a aquellos microrganismos que pueden tolerar
valores extremos de uno o mas parametros fisicoquimicos, aunque crecen de manera Optima en
condiciones "normales”, por ejemplo, los metalotolerantes, radioresistentes y toxicotolerantes
(Canganella y Wiegel, 2014; Rampelotto, 2016).
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La importancia de los microrganismos extremofilos destaca en las diversas aplicaciones que
podrian tener sus enzimas, las cuales se utilizarian en el desarrollo de bioprocesos industriales,
enfocandose en la industria del papel, curtido de pieles, detergentes, textiles, productos farmacéuticos,
quimicos, alimentos, bebidas, biocombustibles, alimentacion animal y cuidado personal, entre otros
(Adrio y Demain, 2014).

Desde el descubrimiento pionero de Thomas Brock de microorganismos en las aguas termales del
Parque Nacional de Yellowstone, Wyoming en la década de 1960, se han descubierto organismos
termofilos, hipertermofilos y arqueas. Estas a su vez, se encontraron en formas plancténicas, como
células dispersas en los fluidos geotérmicos, biofilms y biomats en las superficies y dentro de los
depdsitos minerales (Brock, 1967; Jahnke et al., 2001).

Una de las aplicaciones mas importantes de los organismos extremofilos ha sido la Taq polimerasa,
aislada de Thermus aquaticus, que tiene su principal aplicacion en la reaccion en cadena de la polimerasa
mejor conocida como PCR. Esta reaccion permite la amplificacion de fragmentos de DNA en pocas
horas. Actualmente, esta enzima se obtiene por expresion heter6loga en la bacteria Escherichia coli
(Lawyer et al., 1993).

La diversidad microbiana y las técnicas moleculares modernas, como la metagenémica, ha
permitido caracterizar la microbiota de ambientes termdfilos. Por ejemplo, en estudios recientes en la
fuente termal de Sungai Klah en Malasia (50-110 °C) se pudieron encontrar predominantemente los filos
de Aquificae, Thermotogae, Ignavibacteriae, Actinobacteria, Deinococcus-Thermus, Nitrospirae,
Spirochaetes, Thermodesulfobacteria, Acidobacteria, Euryarchaeota, Proteobacteria, Cyanobacteria,
Bacteriodetes, Planctomycetes, Verrucomicrobia y Chloroflexi.

Al hacer el anélisis de la diversidad microbiana de la fuente termal de Siloam Sudéfrica (63°C) se
encontr6 una similitud en filas, incluyendo Proteobacteria, Cyanobacteria, Bacteriodetes,
Planctomycetes, Verrucomicrobia y Chloroflexi, con la presencia adicional de Firmicutes. En el caso de
la identificacion de genes que codifican para enzimas novedosas mediante NGS se han identificado
enzimas tales como: lipasas, xilanasas, celulasas, endoxilanasas, B-galactosidasas, P-xilosidasas/o-
arabinofuranosidasas, 3-pectinasas, a-fucosidasas, fitasas, nitrilasas y polimerasas, entre muchas otras
que toleran o soportan condiciones extremas (Tekere et al.,2011; Chan et al., 2015; De Castro et al.,
2016).

Hoy en dia existe la necesidad de nuevas enzimas, mejoradas 0 mas versatiles para desarrollar
procesos de produccibn mas novedosos, sostenibles y econdémicamente competitivos. Las
investigaciones que se han llevado a cabo en ambientes terméfilos nos demuestran que estan presentes
los tres reinos de la vida y aunque se han hecho avances importantes, aln se siguen descubriendo nuevas
especies que contribuyen a dilucidar la gran diversidad microbiana del planeta; (De Castro et al., 2016).

Tomando en cuenta todo lo anterior, es importante realizar el analisis metagendmico de diversos
ambientes extremos. En el estado de Hidalgo, México, existe un géiser en el municipio de Tecozautla
(Figura 3.4) donde brota agua azufrada y alcalina a 95 °C. Por lo que estudios metagendémicos basados
en la secuenciacion 16S rDNA son necesarios para analizar, comprender y describir la diversidad y
estructura poblacional, asi como las vias metabdlicas utilizadas en estos ambientes, lo que
biotecnologicamente nos permitird posiblemente descubrir nuevos productos con aplicacion industrial
(Lewin et al., 2013).
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Figura 3.4 Géiser de Tecozautla, Hgo

i

Metagendmica en el estudio de las comunidades bacterianas asociadas a la degradacion de madera
en descomposicion

El 30 % de la superficie terrestre se encuentra cubierta por bosques (Keenan et al., 2015), donde se
albergan alrededor de 73 billones de toneladas de carbono, formando parte de la madera muerta (Pan et
al., 2011). El carbono se reincorpora a su ciclo biogeoquimico, gracias a la accion de organismos
saprofiticos que se encargan de degradar los polimeros de lignina, celulosa y hemicelulosa (Clausen,
1996; Arantes et al., 2011; Floudas et al., 2012; Hervé et al., 2013). La mayoria de las investigaciones
sobre degradacion de madera se centran en los hongos, clasificados de acuerdo con el tipo de pudricion
que provocan, las cuales se han caracterizado como podredumbre blanca, blanda o marrén (Hattaka,
2001; Morgenstern et al., 2008). Los hongos son considerados como los degradadores primarios de los
componentes de la madera, gracias a la produccion de enzimas que acttan sobre los polimeros de carbono
(Arantes et al., 2011; Hervé et al., 2013). Sin embargo, durante los procesos de degradacion, estos
necesitan de la presencia de bacterias, con las cuales establecen relaciones simbiéticas y mutualistas que
le permitan desarrollarse, colonizar y degradar la madera en descomposicion.

Dentro de las interacciones bacteria-hongo, se encuentra el cleptoparasitismo, fendmeno por el cual
las bacterias remueven los compuestos aromaticos generados por la degradacién fungica de la madera
(Seigle-Murandi et al., 2000), Asi mismo, las bacterias son capaces de producir vitaminas y realizar la
fijacion de nitrégeno para que el hongo pueda asimilarlo facilmente (Hoppe et al., 2014; WeilRhaupt et
al., 2011) Algunas bacterias también son capaces de realizar micofagia, ya que se alimentan de los
hongos, sin llegar a matarlo, es decir, se encuentran viviendo parasitamente de ellos (Leveau y Preston,
2008; Johnston et al., 2016).

Trabajos de investigacion han demostraron que, en ausencia de bacterias, los hongos desarrollan
menor cantidad de biomasa, comparado con el crecimiento acompariado de bacterias (Blanchette y Shaw,
1978). De la misma manera, se ha evidenciado que algunas bacterias necesitan de los hongos para
sobrevivir. Burkholderia cepacia es una bacteria que presenta mayor crecimiento cuando el micelio del
hongo Pleorotus ostreatus esta presente (Yara et al., 2006). Aungue se ha comprobado la importancia de
las bacterias durante el proceso de degradacion de la madera, el nUmero de investigaciones enfocadas en
estos microorganismos es menor en comparacion con las investigaciones que se han realizado en hongos.
Las bacterias son los primeros microorganismos en comenzar el proceso de degradacion, acondicionan
el medio para que los hongos lleguen y se establezcan (Greaves, 1971; Van der Wal et al., 2007). El
medio por el cual las bacterias colonizan a la madera no es de todo claro, por lo que se considera que
éstas pueden proceder del aire, del agua, del suelo o de la madera misma (Green y Bohannan, 2006; Van
der Wal et al., 2007; Folman et al., 2008; Hervé et al., 2013; Johnston et al., 2016), o son arrastradas por
organismos que colonizan la madera como hifas de hongos o por los insectos (Greaves, 1971; Blanchette
y Shaw, 1978).
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Las bacterias también son capaces de degradar los polimeros que forman la madera. Se han
caracterizado bacterias con la capacidad de descomposicion de la lignina y celulosa (Bugg et al., 2011;
Brown y Chang, 2014; Johnston et al., 2016; Llado et al., 2016). Las lesiones causadas a la madera por
las bacterias se pueden observar como tuneles, cavitaciones o como la erosion en la superficie de los
troncos (Figura 3.5) (Kim y Singh, 2010). Las bacterias tienen menor capacidad para degradar la madera
en descomposicion en comparacion con la actividad degradadora de los hongos que crecen en forma
micelial sobre la madera (Greaves, 1971; Clausen, 1996). No obstante, se considera que las bacterias
poseen medios no caracterizados de metabolizar los polimeros de madera, pues de manera particular, en
las bacterias no se han encontrado enzimas habituales para la degradacién de celulosa (Lopez-Mondéjar
et al., 2016; Johnston et al., 2016). Otra caracteristica importante de algunas cepas bacterianas es la
degradacion de pectina, permitiendo el acceso a los polimeros de celulosa (Clausen, 1996; Lynd et al.,
2002).

Figura 3.5 Lesiones de la madera causada por bacterias a) tineles; b) cavitaciones; c) erosion

Fuente: (Modificado Kim y Singh, 2010)

La presencia de los hongos modifica notablemente las poblaciones bacterianas. Por ejemplo, en
cultivo in vitro de madera inoculados con el hongo de la podredumbre blanca Hypholoma fasciculare, se
observo que la presencia del hongo puede alterar la abundancia y la composicion de las comunidades
bacterianas (de Boer et al., 2010; Folman et al., 2008; Valaskova et al., 2009). Otros factores que afectan
la estructura de la diversidad bacteriana es el tipo de arbol, el contenido de agua, el pH y la relacién C-
N (Folman et al., 2008, Hoppe et al., 2014). En un principio, el estudio de las relaciones bacteria-hongo
consistian en la aplicacién de técnicas de microbiologia tradicional.

Actualmente, con el uso de las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS), se ha logrado
un estudio mas amplio de los phylas de bacterias presentes en la madera en descomposicion, Estudios de
metagendmica realizados en arboles de Fagus sylvatica, Picea abies, Betula sp., Pinus sylvestris,
Keteleeria ecelynniana a diferentes estados de pudricion se encontraron principalmente los clases de
Alpha, Beta, gamma y Delta proteobacteria, asi como en los phyla Acidobacteria, Actinobacteria,
Bacteroidetes y Firmicutes (Zhang et al., 2008; Folman et al., 2008; Hervé et al., 2013; Hoppe et al.,
2014; Sun et al., 2014; Hoppe et al., 2015; Kielak et al., 2016; Rintha-Kanto et al., 2016; Johnston et al.,
2016). Gracias a estas técnicas hoy en dia se conocen un gran numero de bacterias tanto cultivables y no
cultivables que habitan la madera, lo que permite ademas hacer inferencias acerca de los procesos
metabolicos que se llevan a cabo en el proceso de la podredumbre de la madera en descomposicion. Sin
embargo, aln falta enfocar las investigaciones en dilucidar las rutas metabdlicas que involucren la
relacion hongo-bacteria para degradacion de la madera en descomposicion.
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Para ello, se pueden emplear herramientas omicas como la transcriptomica, protedbmica o
metabolomica, sin mencionar que ain quedan muchos hongos de la podredumbre por estudiar (Johnston
et al., 2016). Por ejemplo, en México los bosques templados son el segundo bioma mas extenso del pais,
particularmente en la madera muerta crecen hongos del género Trametes, organismo saproéfito
caracteristico de especies de pudricion blanca, presentes practicamente en cualquier tipo de ecosistema,
el mas representativo de este género es Trametes versicolor, el cual presenta en su cuerpo fructifero una
variada gama de colores (Floudas et al., 2012). Hasta el momento no hay trabajos que apliquen técnicas
NGS para describir la relacion Trametes y las comunidades microbianas asociadas en el proceso de
degradacion de la madera muerta (Figura 3.6), esta es una potencial razén para generar estudios de
metagenomica que nos permita inferir la diversidad y estructura microbiana asociada a este hongo
ademas de analizar comparativamente cambios en su microbioma en diferentes zonas geograficas de la
republica mexicana.

Figura 3.6 Trametes sp. creciendo en madera muerta

Conclusiones

La diversidad de las comunidades microbianas esté estrechamente relacionada con el ambiente en el que
se encuentran, hasta el momento las investigaciones realizadas en cada uno de los ecosistemas
mencionados en este articulo no han permitido la caracterizacion de la estructura y funcional del
microbiota que en ellos habitan. La aplicacion de las técnicas de microbiologia convencional hoy dia no
es suficiente para entender lo que ocurre en cada ambiente, es por ello que al utilizar la metagenomica
para conocer la diversidad y funcionalidad de las comunidades microbianas se amplia el conocimiento
de la estructura, riqueza y funcionalidad de cada ecosistema.
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Abstract

The field of nanotechnology is leading to a rapid propagation of nanomaterials to the environment due
to the new or improved properties such as size, distribution and morphology, however their possible
impacts are still not completely known. The silver-based nanoparticles (NPs) are one of the most
frequently silver materials used in products for human consumption, due to their antimicrobial properties.
Biosynthesis of silver nanoparticles has received considerable attention because avoids the use of toxic
precursors, it has also been observed that when silver chloride NPs (AgCl) are synthesized, a silver phase
(Ag) is obtained, which can lead to an improvement of its antimicrobial properties, and therefore, the
potential release of NPs to the environment. It is important understand the interaction with biological
systems, where plants play an important role because they are an essential component in all ecosystems.
It has been reported that NPs can be absorbed by the roots and transported to different tissues of the
seedlings, the impact they cause depends on their physicochemical properties, such as concentration,
size, chemistry and morphology, to name a few. For this reason and due to the few studies of this type,
this work presents the effect that biosynthesized NPs have on plants, particularly the effect of AgCl/ Ag
NPs obtained from an aqueous extract when they are added to Lactuca sativa. In this way, the effects on
the growth and development of the plant, through in vivo and in vitro tests, are reported in this work. The
acute phytotoxic effects were evaluated as percentage of germination, elongation of the root and
hypocotyl, biomass, length and width of the leaves as well as content of chlorophyll a, b and c.

Biosintesis, nanoparticulas, cloruro de plata, L. sativa
1. Introduccién

El desarrollo de la nanotecnologia en la fabricacién de nuevos nanomateriales es cada vez mayor, debido
a las propiedades nuevas y mejoradas que presentan respecto a sus materiales bulk. Dentro de los
nanomateriales que se desarrollan actualmente, destacan las nanoparticulas (NPs) a base de plata y
recientemente las de cloruro de plata (AgCl NPs) por ser cada vez mas empleadas en productos de
consumo humano, dadas sus propiedades antimicrobianas (Trinh, Nguyen, & Nguyen, 2015), por
ejemplo, en la elaboracion de productos textiles, como agente antimicrobiano en desodorantes, vendajes,
agentes cicatrizantes, instrumentos quirdargicos, catéteres o prétesis de huesos, detergentes, purificadores
de agua o pinturas, asi como liquidos antimicrobianos, en recubrimiento de frutos para prolongar su
conservacion, para la fabricacion de materiales que estan en contacto con los alimentos, etc.

La sintesis de NPs por métodos biologicos destaca por ser un proceso de obtencidn que no hace
uso de precursores toxicos, en su lugar se emplean microorganismos como bacterias, levaduras y hongos,
asi como extractos de plantas, para la reduccion de iones metélicos (Sahayaraj & Rajesh, 2015), en este
sentido, el uso de plantas puede ser ventajoso sobre otros procesos bioldgicos ya que se evita el elaborado
proceso del mantenimiento de cultivos celulares (Kuppusamy, Yusoff, Maniam, & Govindan, 2016). Se
ha observado que las AgCIl NPs provenientes de este tipo de métodos, presentan ademas una porcion no
determinada de Ag NPs, lo que podria mejorar sus propiedades antimicrobianas dando lugar a la
liberacion no intencional en nuestro entorno.

A pesar de los enormes beneficios que brindan las NPs en diferentes sectores de la industria, es
inevitable la liberacion de estas al ambiente a través de su transporte, uso y eliminacion, lo que constituye
un grave problema que debe ser abordado inmediatamente. Dentro de los escasos estudios que se han
realizado sobre el impacto de las NPs en cultivos vegetales, la gran mayoria han obtenido los
nanomateriales por sintesis quimica, encontrando efectos tanto benéficos como adversos en el
crecimiento y desarrollo de semillas de diferentes especies vegetales. Oliveira et al. (2004) reportan el
efecto de Ag NPs en forma coloidal, en polvo y en solucién con tamarios de 2-20, 20 y 5 nm,
respectivamente, sobre Lolium, Hordeum vulgare y Linum usitatissimum, donde las particulas mostraron
efectos inhibitorios en la elongacion de tallo y raiz con tan sélo 10 mg/L; Lee, Kwak, & An (2012),
evaluaron el efecto de Ag NPs recubiertas de citrato, en estado coloidal con tamafios de particula de 5-
25 nm, sobre Phaseolus radiatus y Sorghum bicolor, los resultados mostraron la reduccion del
crecimiento de las plantulas y signos de necrosis dependientes de la concentracion de NPs. Por otro lado
Iram et al. (2014), reportaron efectos estimulantes en el crecimiento de raiz de Raphanus sativus L. al
aplicar 13.5 pg/mL de Ag NPs, sin embargo, este efecto era dependiente de la concentracion, ya que al
aumentar la dosis a 27 pg/mL, mostraba inhibicién en la elongacién de la raiz.



44

Recientemente los estudios sobre los efectos de NPs se han enfocado también en aquellas
provenientes de biosintesis, ya que se asumia que los efectos tdxicos inducidos por las NPs provenientes
de métodos quimicos estaban asociados a los compuestos toxicos adsorbidos en la superficie de los
nanomateriales; sin embargo, diversos estudios demuestran que las caracteristicas fisicoquimicas de las
NPs son las que estan directamente relacionadas con la actividad bioldgica y su comportamiento en el
medio. El tamafio y concentracion de las NPs son algunos de los puntos criticos que determinan su
toxicidad (Auffan, Rose, Wiesner, & Bottero, 2009). En la tabla 4.1 se muestra un compendio de trabajos
relacionados con el efecto de nanoparticulas obtenidas por biosintesis en cultivos de interés agricola.

Tabla 4.1 Estudios del efecto de nanoparticulas obtenidas por biosintesis sobre cultivos vegetales de

Nanoparticula

(tamafio vy

dosis

Planta en estudio

interés

Efectos

Referencia

aplicada)

Ag NPs comerciales

Phaseolus mungo

Au Allium cepa No mostré efectos carcinogénicos ni citotoxicos. Estimulé el indice |(Gopinath, Venkatesh,
20-50 nm mitético y la germinacidn de polen conforme aumentaba la concentracién | llangovan, Sankaranarayanan,
1.96-196 mg/L de NPs. & Arumugam, 2013)
CaCoO;, Vigna mungo (L.). | El mayor % de germinacién, elongacién de plantulas y biomasa se obtuvo | (Yugandhar & Savithramma,
40-75 nm | Hepper al adicionar las NPs biosintetizadas, en comparacién con el control |2016)
3336 mg/L (CaCly) y el blanco (agua destilada).
Au Vigna radiata L. | Completa inhibicion de la germinacion de semillas a partir de 15 000 mg/L | (Garg & Malik, 2014)
~15.9 nm con las NPs y el extracto empleado para la sintesis. El efecto inhibitorio
5000-20 000 puede relacionarse a los metabolitos presentes en el extracto, como

alcoholes, aldehidos, cetonas y lactonas.
Ag Pennisetum El % de germinacion se vio favorecido al aumentar la dosis de NPs |(Parveen & Rao, 2014)
~ 13 nm |glaucum aplicada. A partir de 20 mg/L, disminuyd la elongacién de raiz y tallo, los
20y 50 mg/L autores proponen que pudo ser debido a que las NPs se adhieren a las

raices de las plantas y ejercen toxicidad fisica o quimica en las plantas.
MgO Cicer arietinum El tiempo de contacto de las NPs con C. arietinum favorecié el % de |(Moorthy, Ashok, Rao, &
25 y 27 nm | Solanum germinacion, contenido de clorofila y carotenoides, respecto al control. Viswanathan, 2015)
Concentracion no |lycopersicum Mientras que S. lycopersicum mostré un decremento significativo incluso
especificada al someter la semillas solamente durante 2h con NPs.
Ag Triticum aestivum |En la geminacién T. aestivum tuvo un incremento en la longitud de las
~17 nm |L. plantulas, y los pigmentos fotosintéticos respecto al control. Mientras que | (Farghaly & Nafady, 2015)
100 mg/L en la etapa vegetativa, se observé un decremento en el contenido de

Solanum biomasa, elongacion de raiz y tallo. Para S. lycopersicum, el contenido de
lycopersicum L. clorofila y carotenoides aumentd y con ello, la acumulacion de proteinas

solubles.
Ag Solanum 10 ppm de NPs promovieron el % de germinacion en comparacion con el | (Malathi & Palani, 2016)
~20 nm | lycopersicum L. control. Contenido de biomasa, elongacion de radicula y tallo mostraron
0.1-50 mg/L efectos negativos al adicionar 50 ppm. Se observé una menor

bioacumulacién de NPs por irrigacion que por aspersion foliar.
ZnO Solanum Efecto dependiente de la concentracion de NPs aplicadas. 100 mg/L | (Singh et al., 2016)
~16 nm | lycopersicum mostraron un aumento en el % de germinacion, crecimiento de plantulas
0-500 mg/L e indice de vigor. El contenido de clorofila, proteina y azicar incrementa

significativamente con la concentracién mas baja.
ZnO Vigna radiata L. | Se promovi6 el % de germinacion y el crecimiento de plantulas de V. |(Jayarambabu & Rao, 2016)
~20 nm radiata Las NPs pueden penetrar el recubrimiento de la semilla y
0-150 mg/L estimular las hormonas del crecimiento especificamente el &cido

indolacético, el cual ademas interviene en el proceso de absorcién de agua.
Au Oryza sativa No se muestran efectos significativos en los pardmetros evaluados: |(Ndeh, Maensiri, & Maensiri,
~39 nm elongacion de raiz, muerte celular, formacion de perdxido de hidrégenoy |2017)
0-2000 mg/L peroxidacion lipidica.
Ag Triticum aestivum | No se detectan efectos significativos en el % de germinacion para ninguna | (Kim et al., 2017)
~30 nm de las especies en estudio. Se observaron efectos fitotoxicos en la
0-80 mg/L elongacion de raiz y tallo por encima de 60 mg/L. Los autores sugieren

que 30 mg/L pueden ser apropiados para el desarrollo de aplicaciones

0.013-130 mg/L

funcionalizadas  con comerciales en el tratamiento de semillas y control de fitopatégenos.
citrato
~20 nm
Ag Lupinus termis L. | El % de germinacion, asi como el contenido de biomasa, elongacién de | (Al-hugail, Hatata, Al-hugail,
1-16 nm radicula e hipocétilo se ven favorecidos al afiadir 0.1 mg/L respecto al | & lbrahim, 2017)
0-900 mg/L control, sin embargo, por encima de esta concentracion hay una
disminucion en los pardmetros de crecimiento, asi como acumulacion de
prolina foliar.
Au Allium cepa No mostraron algun tipo de toxicidad. La adicion de Au NPs promueve la
20-30 nm | Gloriosa superba | division mitética celular (87%), asi mismo, la germinacion de polen se ve | (Balalakshmi et al., 2017)
0-179 mg/L favorecida hasta un 98.66%.
AgCl/Ag Latuca sativa L. [Los efectos fitotoxicos de las NPs son dependientes de la concentracién | (Yafiez Cruz et al., 2017)
30-50 nm | var. longifolia aplicada. 0.013 ppm estimulan el % de germinacion elongacién de

hipocétilo y biomasa.
A partir de 1.3 ppm se observaron efectos adversos sobre las
caracteristicas fisiologicas de las plantulas, que impiden su posterior
desarrollo y crecimiento.

Ag
0-100 mg/L

Triticum aestivum

Las NPs aplicadas promovieron el % de germinacion, crecimiento de
radicula, hipocétilo y contenido de biomasa respecto al control. El efecto
estimulante de las NPs se ve favorecido al incrementar la concentracion
de NPs.

(Sabir, Arshad, Satti, & R,
2018)
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Como se puede apreciar en la tabla 4.1, la informacion disponible sobre los nanomateriales
biosintetizados y su efecto en cultivos vegetales se encuentra en pleno desarrollo, ain no del todo
explicada y en principio sugiere que es baja la repercusion de esas nanoparticulas en los cultivos
vegetales; sin embargo, es también evidente que la concentracion de NPs aplicada es determinante, por
esta razon, un mejor entendimiento de las interacciones entre las NPs y los sistemas biologicos es de
suma importancia para evaluar su efecto y posible transporte trofico. Este trabajo tiene como objetivo
poner en evidencia los efectos que presenta la adicion de diferentes concentraciones de NPsde Ag/AgCl
provenientes de una sintesis biolégica sobre el crecimiento y desarrollo de un cultivo horticola de
importancia a nivel mundial (L. sativa L. var. longifolia) mediante ensayos in vitro e in vivo.

2. Materiales y métodos
2.1 Sintesis y caracterizacion de AgCI/Ag NPs

Se emplearon AgCI/Ag NPs sintetizadas a partir del protocolo propuesto por Villanueva-1bafiez, Yafiez-
Cruz, Alvarez-Garcia, Hernandez-Pérez, & Flores-Gonzalez (2015), que se obtienen adicionando a dos
viales diferentes 3 mL y 5 mL de los extractos de la perfolla de Zea mays preparados por decoccion y
molienda respectivamente, 10 mL de una solucion de AgNOz 5 mM, ajustando el volumen final a una
concentracion de 2 mM con agua desionizada, que se mantienen a 25° C y agitacion constante durante 4
h, posteriormente se realiz6 una separacion de las particulas mediante centrifugacién a 8 000 rpm durante
15 min, donde se retird el sobrenadante y se realizaron lavados al precipitado por triplicado, la
acumulacidn de estos precipitados se re-disperso en agua desionizada en el volumen inicial y se empled
para los analisis posteriores. Se emplearon técnicas complementarias para conocer la morfologia, tamafio,
estructura cristalina y concentracién de las particulas a emplear en los ensayos de toxicidad.

2.2 Andlisis de viabilidad de las semillas

Las semillas fueron adquiridas en Hydro Enviroment, evaluando en primer lugar la viabilidad mediante
el método de germinacién sobre papel y la prueba de tetrazolio, recomendados por las normas ISTA
(Ellis, Hong, & Roberts, 1985). EI nimero de semillas empleado fue de 400 para ambas pruebas, las
condiciones para la prueba de germinacion sobre papel fueron siete dias en cajas Petri de vidrio estériles,
20°C, 1500 lux de iluminacion, papel filtro Whatman no. 40 como soporte. Las semillas fueron
esterilizadas en una solucion de hipoclorito de sodio al 10 % durante 10 minutos y se enjuagaron varias
veces con agua desionizada hasta eliminar el exceso. Para la prueba de tetrazolio se emple6 una solucion
de la sal al 0.5 % en la cual se sumergieron durante 24 h a 30 °C en oscuridad, transcurrido el tiempo se
evaluaron respecto a la coloracion obtenida.

2.3 Ensayos de toxicidad in vitro
2.3.1 Prueba preliminar de toxicidad

Se realiz6 una prueba preliminar, segin lo recomienda la USEPA (Greene, Bartels, Warren-Hicks,
Parkhurst, & Linder, 1988), para el caso de sustancias cuya toxicidad es desconocida, empleando
diluciones logaritmicas (100, 10, 1, 0.1, 0.01) que permitieron establecer el intervalo de concentracion
conveniente para obtener valores de efecto entre 100 y 0%. Las diluciones de las NPs se prepararon con
agua desionizada. Para el experimento se colocé en cada caja Petri estéril un disco de papel filtro
Whatman No. 40 y se adicionaron 9 mL de cada solucion a ensayar, con ayuda de unas pinzas rectas se
colocaron 30 semillas en cada caja dejando un espacio de dos a tres veces su diametro de manera que
permitiera la elongacion de las raices. Se emplearon como controles positivos la sal precursora de AgNO3
y controles negativos con agua desionizada y extracto a las mismas diluciones que las NPs, con tres
repeticiones para cada tratamiento (90 unidades experimentales), se incubaron en una cadmara de
germinacion durante 7 dias a 20 = 2°C con 1500 lux de iluminacion.

2.3.2 Prueba de exposicidn de las semillas por inmersion

Esta prueba se realiz6 con base a los estudios realizados por Song et al. (2013) con la finalidad de evaluar
la recuperacion de las plantulas de L. sativa transcurridas 48 h de exposicion a diferentes concentraciones
de AgCI/Ag NPs, la eleccion de las concentraciones se llevo a cabo a partir del analisis estadistico de los
resultados obtenidos en el ensayo preliminar, eligiendo aquellas que causaron un efecto significativo en
las caracteristicas fisiologicas de las plantulas.
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Para la evaluacion de la toxicidad, se pusieron en contacto 20 mL de cada una de las soluciones
con sus respectivos controles, empleando 60 unidades experimentales distribuidas en 3 frascos con 20
semillas cada uno, se mantuvieron en agitacion constante a temperatura ambiente durante 48 h. Al
finalizar ambas pruebas in vitro se evaluaron los efectos fitotoxicos agudos como el porcentaje de
germinacion, elongacién de radicula e hipocotilo, peso himedo y seco.

2.4 Ensayos de toxicidad in vivo

Este ensayo fue realizado en dos etapas sucesivas: Prueba de toxicidad aguda con una duracion de 4
semanas Y posterior a su trasplante la toxicidad subcrénica de 6 semanas.

2.4.1 Etapa 1: Prueba de toxicidad aguda (4 semanas)

Como se reporta en la literatura, la toxicidad, bioacumulacion y disolucion de las NPs esté directamente
influenciada por el medio de exposicion, por lo que se retomaron las concentraciones empleadas en el
ensayo preliminar (0.013, 1.3, 13 ppm precipitado y sobrenadante) para realizar el estudio in vivo, con el
suelo artificial, excepto la concentracion mas alta pues no dio lugar a la obtencion de plantulas con las
estructuras esenciales que permitieran su posterior desarrollo.

El sustrato empleado fue la mezcla Sunhine No. 3 compuesta por una combinacion uniforme de
musgo, Sphagnum Canadiense y vermiculita, se prepar6 mezclandolo y humedeciéndolo con agua
desionizada hasta quedar saturado, posteriormente se adicionaron 64 g del sustrato a cada maceta,
colocando una semilla a 1 cm de profundidad, cada tratamiento se realizé por triplicado. La prueba se
llevo a cabo en condiciones naturales de luz e iluminacion en invernadero, durante cuatro semanas, el
riego de NPs se realiz cada tercer dia adicionando gota a gota 0.5 mL de cada tratamiento empleado
alrededor del tallo de la plantula, el nivel de humedad del sustrato se revisé diariamente el cual con ayuda
de un aspersor era humedecido con agua desionizada durante las primeras tres semanas, en la cuarta
semana se adiciond al agua la solucion nutritiva Hoagland para hortalizas, proporcionada por los
proveedores de Hydro Enviroment con un contenido del 10% de Nitrogeno (N), 8% Fosforo (P) y 18%
Potasio (K). Luego del periodo de exposicion aguda un porcentaje de las plantulas de cada tratamiento
fue empleado para medir los efectos fitotoxicos y el resto se utilizé para continuar con la prueba de
toxicidad subcrénica.

2.4.2 Etapa 2: Prueba de toxicidad subcrénica (6 semanas)

Las plantulas previamente expuestas en el ensayo de exposicion aguda (30 dias) se trasplantaron a
macetas mas grandes y continuaron su crecimiento durante 6 semanas mas en diferentes ambientes:

a) En sustrato

Se realizo el trasplante a macetas de 11.5 cm de profundidad x 13 cm de ancho, conteniendo 400 g de
sustrato preparado como se describio anteriormente. Las concentraciones ensayadas fueron las mismas
que en el ensayo de toxicidad aguda: 0, 0.013, 1.3, y 13 ppm esta Gltima de sobrenadante y de precipitado.
Cada tratamiento se realizd por triplicado, bajo condiciones naturales de luz e iluminacion en
invernadero. El nivel de humedad se reviso diariamente, y se mantuvo con solucién nutritiva Hoagland.
La adicion de NPs se siguio efectuando cada tercer dia gota a gota con 0.5 mL de NPs de cada
concentracion empleada alrededor del tallo.

b) En hidroponia

Se realiz0 el trasplante a un sistema de hidroponia de raiz flotante, por ser de los mas recomendados para
este tipo de hortalizas. En este caso solo se selecciond como concentracién mas alta el punto que ocasioné
un efecto significativo segun el andlisis estadistico realizado, 1.3 ppm, y la concentracion mas baja a la
que no se observd efecto significativo en las caracteristicas fisioldgicas de las plantulas, 0.013 ppm;
ademas del blanco, 0 ppm. Para ello se prepararon 10 L de cada concentracion, empleando solucion
nutritiva Hoagland y agua desionizada, los contenedores a los que se les adicionaron las NPs con la
solucion nutritiva se mantuvieron protegidos de la luz para evitar crecimiento de hongos. El sistema
conto con un timer al que se le programd la recirculacién de la solucion durante 10 minutos cada 2 horas,
como lo recomienda el proveedor.
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2.4.3 Evaluacion de la adicion de NPs a plantulas de L. sativa después de 4 semanas de crecimiento
a) Prueba de exposicion directa al tallo

Para realizar este ensayo se trasplantaron plantulas que durante las primeras 4 semanas no habian sido
expuestas a NPs, en macetas de 11.5 cm de profundidad x 13 cm de ancho, conteniendo 400 g de sustrato
preparado como se describio anteriormente, para adicionar a partir de este momento alrededor del tallo
de la plantula, 0.5 mL de NPs cada tercer dia. El nivel de humedad se reviso diariamente y el riego se
realiz6 con la solucion nutritiva Hoagland. La duracion de la prueba fue de 6 semanas, cada tratamiento
se realiz6 por triplicado.

b) Prueba de exposicion foliar

El trasplante se realizé como se describio en la prueba directa en sustrato, con la diferencia de que la
adicion de las NPs se llevé a cabo con ayuda de un aspersor directo sobre las hojas, se verifico que con
una aplicacion se afiadian 0.5 mL de cada tratamiento. Al finalizar todas las pruebas de toxicidad in vivo
se evalu6 namero de hojas, largo y ancho de hojas, elongacion de la raiz y tallo, peso seco y hiumedo, asi
como contenido de clorofila a, b, y c.

2.5 Analisis de los datos

Todos los resultados se expresaron como el promedio de tres repeticiones realizadas para cada prueba.
Los datos presentados se evaluaron con base a comparaciones con el control correspondiente en cada
caso, mediante la prueba de Tukey, empleando el programa NCSS (Windows Vista, Version 0.7.1.17,
Kaysvillve, Utah), reportandose diferencias estadisticamente significativas cuando p < 0.001.

3. Resultados
3.1 Caracterizacion de las AgCI/Ag NPs

La caracterizacion de las NPs obtenidas a partir de los extractos por infusion y decoccién confirmé la
formacion de particulas semiesféricas de 144 nm y 487 nm respectivamente, estos aglomerados se
encontraban conformados por particulas mas pequefias de 30-50 nm. Con el difractograma realizado se
confirmo la presencia de ambas estructuras cristalinas Ag y AgCl, para ambos extractos, y mediante el
andlisis de absorcion atomica se conocio la concentracion de Ag que fue de 136.51 ppm. A partir de estos
datos, se realizaron los ensayos de toxicidad que a continuacion se mencionan.

3.2 Viabilidad de las semillas de L. sativa

El porcentaje de germinacion obtenido con ambas pruebas fue de 60%, segin lo establecido en las
normas, se debe aumentar el nmero de semillas a evaluar en las pruebas subsecuentes a 30 semillas,
para obtener al menos 18 semillas germinadas en cada caja y poderlas emplear para los estudios
posteriores.

Figura 4.1 a) Micrografia de la sintesis de AgCI/Ag NPs a partir del extracto de la perfolla de Zea
mays obtenido por infusion y b) por decoccion; c) Difractograma de Ag y AgCl
NPs obtenido para ambos extractos
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3.3 Ensayos de toxicidad in vitro

Los ensayos de toxicidad in vitro recomendados por Greene et al. (1988) tienen como objetivo evaluar
los efectos fitotoxicos en los primeros dias de crecimiento, ya que es durante esta etapa donde ocurren
numerosos procesos fisiologicos en los que la presencia de una sustancia toxica puede interferir alterando
la supervivencia y el desarrollo normal de una planta, siendo por lo tanto una etapa de gran sensibilidad
frente a factores externos adversos.

Por otra parte, muchas de las reacciones y procesos involucrados son generales para la gran mayoria
de las semillas, por lo que la respuesta de esta especie y los datos obtenidos a partir de la aplicacion de
esta prueba son en gran medida representativos de los efectos en semillas o plantulas en general. El éxito
0 aptitud de una plantula para establecerse en un ambiente determinado es de gran importancia para
garantizar la supervivencia de la especie. La evaluacion del desarrollo de la radicula y del hipocétilo
constituyen indicadores representativos para determinar la capacidad de establecimiento y desarrollo de
la planta (Cecilia Sobrero & Ronco, 2008).

3.3.1 Prueba preliminar de toxicidad

Este ensayo permitio establecer el intervalo de concentracion de NPs a utilizar en los estudios posteriores.
Se partié de la concentracion inicial de NPs que se tiene segun los resultados obtenidos mediante
absorcion atomica. A partir del analisis ANOVA empleando la prueba de Tukey con una p < 0.001 se
observo que el efecto en la fisiologia de las plantulas esta directamente relacionado con la concentracion
empleada, puesto que, para el hipocotilo, al adicionar 0.013 ppm presenta un efecto estimulante en la
elongacion, mientras que si esta concentracion aumenta a 1.3 ppm su medida disminuye hasta un 50%
respecto al control.

El analisis estadistico mostrd que no existen diferencias estadisticamente significativas de todas las
variables estudiadas (hipocétilo, radicula, peso himedo y peso seco) respecto al control al adicionar 0.13
ppm de NPs obtenidas a partir del extracto por infusion.

Asi mismo, se observd que el tamafio de particula influyd en la elongacion de radicula
principalmente, ya que ambas NPs biosintetizadas mostraron inhibicion, pero el efecto fue mayor para
las NPs obtenidas por infusién con tamafios de 144 nm que para las NPs obtenidas con tamarios de 486
nm.

Los controles, AgNOs y extracto, mostraron también un efecto dependiente de la concentracion
aplicada, siendo el hipocétilo a 1.3 ppm de ambos controles donde mostraron el mayor efecto, por otro
lado, el extracto no mostré diferencias estadisticamente significativas respecto al control en el contenido
de biomasa con ninguna de las concentraciones aplicadas.

A partir de los resultados obtenidos en esta prueba y con el analisis ANOVA, se eligieron las
concentraciones que dan lugar a plantulas “normales”, es decir aquellas que posean todas sus estructuras
esenciales (hipocétilo, cotileddn y radicula) y con diferencias estadisticamente significativas respecto al
control, siendo a partir de 0.13 ppm de cada tratamiento.



49
3.3.2 Prueba de exposicion de las semillas por inmersion

Figura 4.2 Prueba preliminar, para determinar el efecto en la elongacién de a) Hipocotilo, b) Radicula,
c) Peso humedo y d) Peso seco sobre la germinacion de semillas de L. sativa al ser
expuestas a 0.013, 0.13, 1.3, 13 y 130 ppm de AgCI/Ag NPs durante siete dias
mediante un ensayo in vitro. Los datos corresponden al promedio de 3 repeticiones
realizadas para cada ensayo
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La eleccion de las concentraciones de los tratamientos empleados en esta prueba, se realiz6
considerando los resultados obtenidos en la prueba preliminar, donde se seleccioné aquella en donde no
se observo efecto alguno, es decir no existia diferencia estadisticamente significativa respecto al control,
y la menor concentracidén que ocasiond efecto significativo en la fisiologia de las plantulas, siendo asi
0.013 y 0.13 ppm las concentraciones elegidas, ademas se afiadio un valor intermedio a evaluar.

Esta prueba se realiz6 con la finalidad de evaluar la recuperacion de las plantulas al ser expuestas
solamente durante sus primeras 48 h de germinacion, ademas de evaluar el efecto que tiene el tipo de
exposicion, tal como reporta Song et al. (2013) al preparar las NPs y diluirlas, ya que aunque
aparentemente se observe que estan dispersas y se disuelvan rapidamente, algunas pueden formar
aglomerados y precipitarse o bien, al emplear la técnica con el soporte del papel filtro pudieran quedar
ahi ancladas imposibilitando la absorcién de las NPs por las plantulas y de esta manera no se observe el
efecto real de cada tratamiento aplicado. Por ello, se ponen contacto mediante inmersion y agitacion que
permita la mezcla total de las soluciones sin dafar las semillas.

Los resultados obtenidos en la prueba de inmersion se observan en el gréafico 2, en este caso ninguna
de las concentraciones empleadas tuvo efectos estimulantes, sino al contrario, 0.013 ppm de ambas NPs
y de la sal precursora ocasionaron inhibicion en la elongacion de raiz y radicula, asi como la disminucién
de biomasa, asi mismo este efecto es dependiente de la concentracion, ya que al aumentar la dosis se ve
afectada directamente la inhibicion de las variables evaluadas.

De igual modo, se observa el efecto en el tamario de las NPs aplicadas, ya que las NPs obtenidas
por infusion muestran un mayor efecto inhibitorio en todos los casos que las de mayor tamario, siendo la
elongacién de radicula y contenido de biomasa, las variables que mayoritariamente se ven afectadas, con
una disminucion de hasta un 50% respecto al control. Por otro lado, para el extracto acuoso de la perfolla
de Zea mays, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la elongacion de radicula,
pero si en el contenido de biomasa.
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Figura 4.3 Prueba de inmersion para la evaluacion del efecto en la elongacion de a) Hipocotilo, b)
Radicula, c) Peso humedo y d) Peso seco sobre la germinacion de semillas de L.
sativa al ser expuestas a 0.013, 0.065 y 0.13 ppm de AgCI/Ag NPs durante las
primeras 48 h mediante un ensayo in vitro. Los datos corresponden al promedio
de tres repeticiones realizadas para cada ensayo
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3.4 Ensayos de toxicidad in vivo

La mayoria de los estudios realizados sobre los efectos de diversos tipos de NPs en semillas de
importancia, han sido en su gran mayoria solamente sobre la etapa de la germinacidn; en este trabajo es
de interés de evaluar el efecto de NPs biosintetizadas en el crecimiento y desarrollo de Lactuca sativa ya
que, en su etapa de madurez, no es tan fragil como las plantulas. Por lo tanto, se evalu6 la toxicidad de
las NPs en plantas maduras en un ensayo en invernadero, en sustrato y en hidroponia, asi mismo, se
determind el efecto de la adicion de NPs por aspersion foliar y directo sobre el tallo.

Las concentraciones elegidas para este ensayo, fueron las mismas que se emplearon en la prueba
preliminar, puesto que como se observd en la prueba por inmersion, el tipo de contacto que tengan las
semillas con las NPs influye directamente en el comportamiento que las mismas presenten, por lo tanto
y considerando lo reportado por Navarro et al. (2008), si las NPs se encuentran en estado coloidal,
permaneceran dispersas, manteniendo su reactividad y comportamiento catalitico y de este modo podran
interactuar facilmente con la materia organica presente en el medio, por ello se eligio trabajar con las
mismas concentraciones, excepto con la concentracion mas alta.

Las AgCI/Ag NPs empleadas en los posteriores ensayos fueron obtenidas a partir del extracto
obtenido por infusién, por ser las de menor tamario con posibilidad de mostrar un mayor efecto tal como
se observo en los estudios in vitro. Posterior a la sintesis de las NPs se les realizan lavados con la finalidad
de eliminar el exceso de materia organica presente, obteniendo un precipitado y un sobrenadante,
resultante de la separacion de las NPs, ambas muestras se analizaron por absorcion atdbmica, empleando
solamente la concentracion més alta de precipitado como referencia para realizar la dilucion de la muestra
de sobrenadante. El control empleado en todos los casos fue el de agua desionizada (0 ppm) para todos
los ensayos realizados.
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3.4.1y 3.4.2 Etapa 1y 2: Prueba de toxicidad aguda y subcronica (4 y 6 semanas) en sustrato

La tabla 4.2 muestra el efecto de la adicion de concentraciones logaritmicas de AgCI/Ag NPs sobre el
contenido de biomasa y clorofilas a, b, y c. Las variables de peso seco y peso humedo que estdn marcadas
con asterisco se refieren a aquellas que presentan diferencias estadisticamente significativas respecto al
control. Se observa que a las cuatro semanas que se evalud el peso seco y peso humedo, todas las
concentraciones evaluadas, excepto la de 1.3 ppm mostraron un efecto estimulante respecto al control,
asi mismo a las 10 semanas de exposicion, fue a 1.3 ppm donde se observé un efecto significativo
solamente en el contenido de peso himedo, mientras que, para el contenido de biomasa, todas las dosis
aplicadas mostraron efectos estimulantes.

Por otro lado, el contenido de clorofila presente a las 4, 6 y 10 semanas se ve disminuido en el
control, debido a que esta disminuye conforme aumenta la maduracién. De forma complementaria a los
datos de peso seco y humedo, se observa que a 1.3 ppm se tiene un efecto significativo respecto al control,
el cual ocasiona un decremento en el contenido de clorofila conforme aumenta el tiempo de exposicion.

Tabla 4.2 Prueba de toxicidad aguda y subcrénica. Efecto en peso humedo, peso seco y contenido de
clorofilaa, b y c al ser expuestas a 0.013, 013, 1.3 y 13 ppm de AgCIl/Ag NPs
durante 4, 7 y 10 semanas en sustrato

Variables Control AgCI/Ag NPs

~AgLlAgnNFS
0.013 mg/L (P) [0.13 mg/L (P) |1.3 mg/L (P) 13 mg/L (P) 13 mg/L (S)

P. himedo 2.65+0.04 3.19 + 0.06*

3.07 £ 0.02* 1.92 £ 0.07* 2.82+0.35 3.17 £0.03*
P. seco 0.15 £ 0.004 0.16 + 0.01 0.17 + 0.007 0.13 £ 0.004 0.17 £0.02 0.23 £+ 0.005*
Clorofila a 24.87 24.84 24.77 24.48 24.78 22.82
Clorofila b 24.32 24.22 27.35 15.72 26.48 12.94
Clorofila c 24.60 23.22 31.42 10.88 28.14 7.77
Tiempo de exposicion: 7 semanas
Clorofila a 12.26 1.26 16.86 5.07 10.26 22.05
Clorofila b 9.82 72.04 13.18 4.27 7.38 12.03
Clorofila c 0.46 0 6.59 1.54 2.43 5.33

Tiempo de exposicion: 10 semanas
P. himedo 189.91+0.45 |199.85+0.62* |211.36+0.58* |174.96+0.17* |160.11 + 0.86* |218.80 + 0.33*

P. seco 16.19+0.19 20.53+0.15* |18.07+0.10* (22.47+0.04* |16.23+0.18 21.38+0.35*
Clorofila a 4.67 5.87 6.61 6.12 24.32 9.57
Clorofila b 15.51 3.02 5.19 3.90 16.30 4.85
Clorofila c 14.95 0.02 9.15 7.67 17.07 2.32

Los datos de peso himedo y peso seco corresponden al promedio de 3 repeticiones realizadas para cada ensayo, (+ desviacion
estandar), los datos con asterisco (*) representan diferencias estadisticamente significativas a p < 0.01 comparadas con el
control, mediante la prueba de Tukey. (P): precipitado y (S): sobrenadante de NPs resultantes de los lavados; (H): Agua
desionizada.

La tabla 4.2, muestra el efecto de la adicion de NPs a 0.013 y 1.3 ppm, durante 4 semanas en
sustrato y posteriormente 3 y 7 semanas en un sistema de hidroponia de raiz flotante. Donde se observa
que a 0.013 ppm se tiene un efecto estimulante en peso hiumedo y seco, mientras que a 1.3 ppm muestra
un efecto inhibitorio respecto al control, donde en ambos casos solamente el peso humedo representa
diferencias estadisticamente significativas. A diferencia de la exposicion en sustrato, en este caso se
observa que, al aumentar el tiempo de exposicion, el peso seco y peso himedo tienen una disminucion
significativa que ocasiona hasta un 80% y 30 % en la reduccion de los pesos al adicionar 1.3 y 0.013
ppm respecto al control, mientras que cuando se evalud en sustrato, 0.013 ppm mostraban efectos
benéficos al inducir un aumento en el contenido de biomasa conforme aumentaba el tiempo de
exposicion. En cuanto al contenido de clorofila se observa que 0.013 ppm actuaron como estimulante,
mientras que 1.3 ppm propiciaron una reduccion significativa en el contenido de clorofilas presente,
siendo la clorofila c, la que se redujo en mayor proporcion respecto alaay b.
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La figura 4.4 a, muestra el efecto de la adicion de 0.013-13 ppm de AgCI/Ag NPs sobre la
elongacion de raiz y tallo al exponerlas durante 4 y 6 semanas de crecimiento en sustrato. El analisis
estadistico muestra diferencias estadisticamente significativas con todos los tratamientos aplicados
excepto a 0.13 ppm para la elongacion de raiz a las 4 semanas de exposicion.

Tabla 4.3 Prueba de toxicidad subcrénica. Efecto en peso himedo, peso seco y contenido de clorofila
a, by c al ser expuestas a 0.013, 013, 1.3y 13 ppm de AgCI/Ag NPs durante 4
semanas en sustrato y posteriormente 3 y 6 semanas en hidroponia

Variables Control AgCIl/Ag NPs

_AgCI/AgNPS
0 mg/L (H) 0.013 mg/L (P) 1.3 mg/L (P)

Tiempo de exposicion: 4 semanas (sustrato). Trasplante

Tiempo de exposicion: 7 semanas, 3 en hidroponia

P. himedo 2.65+0.04 3.19 + 0.06* 1.92 £0.07*
P. seco 0.15+0.004 0.16 £0.01 0.13+£0.004
Clorofila a 24.87 24.84 24.48
Clorofila b 24.32 2421794 15.72
Clorofilac 24.60 23.22 10.88

Clorofila a 16.3555 24.73016 9.58362
Clorofila b 13.20706 31.7042 24.84854
Clorofila c 5.07988 48.92768 0.053
Tiempo de exposicion: 10 semanas, 7 en hidroponia

P. himedo 71.99+0.83 46.41 + 0.47* 12.21 + 0.14*
P. seco 7.41+£0.20 5.72 + 0.42* 1.20 + 0.15*
Clorofila a 25.45912 16.34019 12.83048
Clorofila b 21.92484 20.70498 4.27828
Clorofila c 22.38568 20.20814 5.5448

Los datos de peso hiumedo y peso seco corresponden al promedio de 3 repeticiones realizadas para cada ensayo, (+
desviacién estandar), los datos con asterisco (*) representan diferencias estadisticamente significativas a p < 0.01
comparadas con el control, mediante la prueba de Tukey. (P): precipitado de NPs resultantes de los lavados; (H): Agua
desionizada.

3.4.1y 3.4.2 Etapa 1y 2: Prueba de toxicidad aguda y subcronica (4 y 6 semanas) en hidroponia

El efecto de las NPs sobre le elongacion de raiz en sustrato, muestran que nuevamente 1.3 ppm ocasionan
efectos significativos en la reduccién del tamafio de la raiz a las 4 y 6 semanas de exposicion, mientras
que, con las demas concentraciones, se observa un efecto estimulante en su crecimiento dependiente del
tiempo de exposicion, ya que en las primeras 4 semanas 0.013 ppm ocasionaba el mayor efecto
estimulante, mientras que a las 6 semanas fue la muestra de 13 ppm de sobrenadante.

Por otro lado, aquellas que fueron trasplantadas al sistema de hidroponia, 0.013 ppm paso6 de ser
una concentracion que promover un efecto estimulante a ocasionar una disminucién del tamafio,
afectando alin mas que la concentracion mas alta que se aplico.

Para el caso de la elongacion de la raiz al ser expuesta en sustrato, el analisis mostré diferencias
estadisticamente significativas con todos los tratamientos aplicados durante los dos periodos de
exposicion, en la primera etapa, todas las concentraciones mostraron efectos benéficos al aumentar el
tamafio de la raiz, mientras que al aumentar el tiempo de exposicién, 13 ppm de sobrenadante ocasionaron
una reduccion en la elongacion de la raiz de un 20% respecto al control.

El efecto en la elongacion de raiz cuando se trasplanto a hidroponia, tuvo el mismo efecto que para
el tallo, ya que ambas concentraciones aplicadas ocasionaron un decremento en la misma, sin embargo,
segun el andlisis estadistico, este decremento no era significativo respecto al control.
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Figura 1.4 a) Efecto en la elongacion de la raiz de L. sativa al ser expuesta a 0.013, 0.13, 1,3y
13 ppm de sobrenadante y precipitado de AgCI/Ag NPs durante 4 y 10 semanas, en
sustrato y b) en hidroponia c) Efecto en la elongacion del tallo de L. sativa al ser
expuesta a 0.013, 0.13, 1,3 y 13 ppm de sobrenadante y precipitado de AgCI/Ag
NPs durante 4 y 10 semanas, en sustrato y d) en hidroponia. Los datos con
asterisco (*) representan diferencias estadisticamente significativas a p < 0.01
comparadas con el control, mediante la prueba de Tukey, correspondientes al
promedio de 3 repeticiones realizadas para cada ensayo
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3.4.3 Evaluacion de la adicion de NPs a plantulas de L. sativa después de 4 semanas de crecimiento
directa al tallo y foliar

En latabla 4.4 se muestra el peso seco, peso hiumedo y contenido de clorofila como variables de respuesta
al exponer a plantas de L. sativa después de su trasplante durante 3 y 6 semanas a 0.013 y 1.3 ppm de
AgCI/Ag NPs mediante la aplicacion directa al tallo y por aspersion a las hojas.

Este experimento pone en evidencia el efecto que tiene, la aplicacion de las NPs ya sea directo al
tallo o en las hojas, ya que respecto al peso himedo y peso seco obtenidos, se observa que 0.013 ppm
ocasionan un decremento al ser exponer a L. sativa durante 6 semanas mediante aspersion foliar, mientras
que al aplicar las NPs directamente sobre el tallo, éstas presentan un efecto estimulante en el aumento de
peso seco y humedo que es directamente proporcional a la concentracion aplicada, es decir, entre mayor
concentracion, mayor es el contenido de biomasa presente.

Mientras que para el contenido de clorofila, en la exposicion foliar a 0.013 ppm aumentaba el
porcentaje obtenido, a 1.3 ppm se daba un decremento significativo. Por otro lado, para la exposicion
directa, un aumento en la concentracion de las NPs propiciaba también un aumento en el contenido de
clorofilas dependiente también del tiempo de exposicion.

Los efectos en la elongacion de raiz y tallo al aplicar NPs durante 6 semanas en sustrato e
hidroponia se muestran en la figura 4.5. El analisis ANOVA realizado mostré diferencias
estadisticamente significativas en todos los tratamientos empleados para las variables de respuesta
evaluadas. Un efecto estimulante en el crecimiento del tallo, dependiente de la concentracion fue
observado al adicionar 0.013 y 1.3 ppm de AgCI/Ag NPs en la exposicién directa al tallo, caso contrario
al aplicarlas en las hojas, ya que en este caso mostraron un efecto adverso proporcional a la concentracion
aplicada, siendo el mismo efecto para el tallo.
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Tabla 4.4 Prueba de exposicion después del trasplante en sustrato. Efecto en peso humedo, peso
seco Yy contenido de clorofilaa, b y c al ser expuestas a 0.013 y 1.3 ppm de
AgCI/Ag NPs durante 6 semanas por contacto directo sobre el tallo
y aspersion foliar

Variables Tratamientos

Control AgCI/Ag NPs
Tiempo de exposicion: 3 semanas

Foliar Directa Foliar Directa Foliar Directa
Clorofila a 16.3555 4,96648 24.73016 3.33764 9.58362 9.17747
Clorofila b 13.20706 3.84854 31.7042 2.1666 24.84854 6.98878
Clorofilac 5.07988 1.50936 48.92768 1.60976 0.053 2.3019

Tiempo de exposicion: 6 semanas
P. himedo 194.46 £ 0.07 | 163.28 £0.30 | 192.77 £ 0.06* | 187.22+0.16* | 195.82 + 0.08* | 239.31+0.30*

P. seco 17.7+0.38 1440+0.42 | 16.38+0.38 17.36 + 0.47 19.20+0.01 20.45+0.28
Clorofila a 6.11049 6.18202 6.17962 6.15289 5.18109 8.73947
Clorofila b 4.97904 4.20004 3.8796 4.46126 3.77124 4.23298
Clorofila c 6.20818 6.857 12.65732 9.57986 3.46986 3.6271

Los datos de peso himedo y peso seco corresponden al promedio de 3 repeticiones realizadas para cada ensayo, (z desviacion
estandar), los datos con asterisco (*) representan diferencias estadisticamente significativas a p < 0.01 comparadas con el
control, mediante la prueba de Tukey. (P): precipitado de NPs resultantes de los lavados; (H): Agua desionizada.

Con respecto a la elongacion del tallo en la exposicion directa, se observo de igual manera un efecto estimulante en su
crecimiento, siendo 0.013 ppm la que propiciaba aln méas su crecimiento, respecto a la concentracion mas alta evaluada.

Figura4.5 a) Efecto en la elongacion de la raiz de L. sativa al ser expuesta a 0.013, 1,3 ppm de
AgCI/Ag NPs durante 6 semanas directo al tallo de la plantula y b) por aspersion foliar
c) Efecto en la elongacién del tallo de L. sativa al ser expuesta a 0.013, 0.13, 1,3 y 13
ppm de sobrenadante y precipitado de AgCI/Ag NPs durante 4 y 10 semanas, directo al
tallo de la plantula y d) por aspersion foliar. Los datos con asterisco (*) representan
diferencias estadisticamente significativas a p < 0.01 comparadas con el control,
mediante la prueba de Tukey, correspondientes al promedio de 3 repeticiones realizadas
para cada ensayo.

a)  Evaluacion de la adicion de NPs a plantulas de L. sativa
después de 4 semanas de crecimiento
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4. Discusion

Los efectos fitotoxicos evaluados en los ensayos in vitro demostraron que la toxicidad de las NPs es
dependiente de la concentracion, tamafio y tipo de contacto que tengan las AgCI/Ag NPs sintetizadas, tal
como se ha reportado para particulas obtenidas por métodos quimicos, como reportan Hong et al. (2005)
que evaluaron la adicién de NPs de TiO2 sobre Spinacia oleracea , los resultados mostraron que al tratar
las plantulas con 0.25% de NPs de TiO. aumentaba el peso fresco y seco, la clorofila a y b y la tasa
fotosintética con respecto a los controles, sin embargo, por encima de 0.4 % disminuian las caracteristicas
fisioldgicas en gran medida.

Asi mismo, el trabajo reportado por Iram et al. (2014) que reportan el efecto de Ag NPs de 6 nm,
obtenidas a partir del glicoxilano empleado como agente reductor, extraido de Mimosa pudica, donde las
Ag NPs mostraron un efecto estimulante en el crecimiento de raiz, dependiente de la concentracion, ya
que al exponer las plantulas a las concentraciones mas altas de 27 pg/mL presentaban inhibicion en la
elongacion de la raiz, mientras que a la concentracion mas baja; 13.5 pg/mL, se encontraba el efecto
estimulante.

Thuesombat, Hannongbua, Akasit, & Chadchawan (2014), demostraron el efecto dependiente de
la concentracion y tamarfio al evaluar Ag NPs sobre la germinacién de Oryza sativa. La germinacion de
las semillas y el posterior crecimiento de las plantulas disminuyeron conforme el tamafio y concentracion
de Ag NPs aumentaba. La exposicion de las plantulas a las concentraciones mas altas de NPs entre 100
y 1000 ppm y el rango de diametro de 20-150 nm aumentaba el nivel de inhibicién de la germinacion y
posterior crecimiento de las plantulas, debido principalmente a la penetracidn y transporte de NPs a traves
de los tejidos de la planta.

Como se observa, el tamafio y concentracion de NPs estan directamente relacionados con la
reactividad interfacial y la capacidad de atravesar las barreras fisiologicas. En varios estudios se ha
demostrado que la absorcién y fitotoxicidad de las NPs son dependientes del tamafio de particula, con
tamafios de particula mas pequefios generalmente existen niveles de acumulacion mas altos, teniendo
como consecuencia una mayor toxicidad en comparacion con los mismos materiales a granel, tal como
se observo para la sal precursora, que demostré un menor efecto que las NPs evaluadas a la misma
concentracion.

Con los ensayos de toxicidad in vivo se pusieron en evidencia los efectos, de medio en el que se
ponen en contacto las NPs, tiempo de exposicion y forma en la que se apliquen las particulas. Ademas,
la respuesta de la toxicidad de las particulas evaluadas difiere a los estudios en placas Petri, ya que las
mismas concentraciones evaluadas, mostraron efectos estimulantes en el crecimiento de raiz y tallo al
exponerlas en sustrato mientras que en los ensayos in vitro disminuian hasta un 50% su elongacion.

Tal efecto fue reportado por Lee et al. (2012), al evaluar Ag NPs recubiertas de citrato, en estado
coloidal con tamarfio de particula de 5-25 nm y moda de 10 nm sobre Phaseolus radiatus y Sorghum
bicolor, el estudio fue realizado en placas Petri con agar-agar y un suelo artificial, sus resultados
mostraron efectos adversos sobre el crecimiento de las plantulas, dependientes de la concentracion, a 40
mg/L el porcentaje de crecimiento de P. radiatus y S. bicolor respecto al control era de 20 y 47%,
detectando signos de necrosis en las raices de ambas plantas, mientras que para los ensayos en suelo fue
de alrededor del 20% con 2000 mg/kg de suelo seco. Los autores mencionan que estos efectos pueden
ser debido a cambios en las propiedades fisicoquimicas de las NPs en suelo, y la tendencia a la
aglomeracion de las particulas, es posible que los agregados fueran méas grandes que el tamafio de poro
de la célula de la raiz de la planta, y asi algunos agregados no pasaron a través de las células de la planta.

Una mayor agregacion puede ser la principal razon para la reduccion de la fitotoxicidad de los Ag
NPs en suelo que en el estudio in vitro. Ademas, en el presente trabajo, las NPs pueden ser absorbidas
por la superficie de vermiculita, que puede retener mas Ag debido a su alta capacidad de intercambio
catiénico. Por otro lado, la plata tiende a formar enlaces S-Ag-S por unién con azufre inorganico y
organico, por lo que se redujeron las cantidades de nanoparticulas disponibles para las plantas.
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Las plantas tienden a responder de forma morfoldgica y fisiologica a las condiciones ambientales
en las que se desarrollan, modificando la velocidad de crecimiento, la produccion de estructuras
secundarias y la cantidad de pigmentos entre otras caracteristicas. La clorofila, responsable de la
fotosintesis, donde la energia luminica es transformada en energia quimica por plantas, algas y algunas
bacterias, se considera una medida indirecta del estado nutricional de la planta. Los factores exdgenos
importantes para que se lleve a cabo la transformacion luminica son: energia radiante, humedad,
temperatura y estrés hidrico. Las plantas sometidas a cualquier tipo de estrés tienden a perder capacidad
fotosintética y disminuir el contenido de clorofila de sus hojas.

5. Conclusiones

La concentracidn, tamafio, y tipo de exposicion de AgCI/Ag NPs que se aplique durante la germinacion
esta directamente relacionada con la elongacion de radicula, hipocotilo y biomasa de las plantulas de L.
sativa. En las pruebas de toxicidad en cajas Petri, se observo que 1.3 ppm son suficientes para ocasionar
un decremento significativo en las caracteristicas fisioldgicas, en comparacion con el control, mientras
que 0.013 ppm ocasiona un efecto estimulante en el tamafio de raiz. La toxicidad de las NPs se ve
disminuida al aplicarla sobre un suelo artificial, el contenido de clorofila como factor de estrés se ve
mayormente afectado con 1.3 ppm, el peso seco, peso himedo elongacion de raiz y tallo se ven
influenciados por el tiempo y tipo de contacto que se tenga con las NPs, siendo la exposicién en
hidroponia y foliar las que se ven mayormente afectadas conforme aumenta a concentracion de NPs
aplicada. Un buen entendimiento de las propiedades fisicoquimicas de las NPs ayuda a relacionar los
efectos que las particulas pueden presentar en el medio, es por ello que es de vital importancia su
caracterizacion para alertar los posibles riesgos a los que se exponen los sistemas biolégicos y de manera
indirecta, a los seres humanos.
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Abstract

The female of the mosquito of the genus Aedes, is considered the main carrier of the dengue virus,
chikungunya fever, zika, and others. So, in support to the efforts made by the health authorities of the
State of Hidalgo, it is intended to develop an Information Technologies system to identify in an automatic
way mosquito larva at the species level. To achieve automation it is necessary to apply image processing
techniques to the images of larvae, these techniques have as objective that the region of interest of the
body of the larva that specifically is the region where the physiological characteristics are found can be
determined automatically and in the same way for each image and thus use it as a training dataset to some
classification algorithm that allows identified larvae.

ROI, Larvas, Iméagenes, TRD, Identificacion, Mosquitos
1 Introduccion

Las enfermedades transmitidas por vectores representan mas del 17% de todas las enfermedades
infecciosas y provocan cada afio mas de 700 000 defunciones; los vectores son organismos vivos que
pueden transmitir enfermedades infecciosas entre personas, o de animales a personas, los mosquitos son
los vectores de enfermedades mejor conocidos (World Health Organization, 2017), siendo identificados
en el 2015 como el primer lugar de los animales mas letales del mundo con 830 000 de muertes al afio
(WHO, Crocodile-attack, Kasturiratne, FAO, 2015). EI mosquito del género-especie Aedes aegypti es
considerado el principal vector portador de enfermedades como Zika, chikungunya y dengue, aunque
también han sido encontradas en otras especies del género Aedes albopictus (Uribarren, 2017).

Estos vectores se distribuyen principalmente en zonas tropicales y subtropicales (Beltran-Silva,
Chacén-Hernandez, Moreno-Palacios, & Pereyra-Molina, 2016), por lo que la ubicacion geografica de
México permite un habitat favorable para el desarrollo y supervivencia de éstos (INEGI, 2017), en el
estado de Hidalgo se cuenta con el programa de prevencién, promocion y control de enfermedades
trasmitidas por vectores el cual consiste en brigadas de recoleccion de muestras en las jurisdicciones
sanitarias de los municipios, las cuales después de ser recolectadas son enviadas al laboratorio estatal de
salud publica de Hidalgo (LESPH) donde los bidlogos expertos en entomologia, clasifican cada una de
las larvas, identificando las caracteristicas fisiologicas de los organismos, conocido como peine, el cual
puede presentarse como un parche semi triangular de espinas, o una hilera de espinas, dependiendo la
especie (Ibafiez-Bernal, S Martinez-Campos, 1994), mediante la visualizacion de éstos en su etapa
larvaria de cuarto estadio, dichas caracteristicas Unicamente pueden observarse haciendo uso de un
microscopio y para determinar la especie a la que pertenece se comparan estas caracteristicas con claves
de identificacion de mosquitos, por ejemplo Zootaxa o claves de identificacion del instituto nacional de
diagnostico y referencia epidemiolégicos.

Asi en apoyo a los esfuerzos realizados por las autoridades de salud se pretende desarrollar un
sistema de Tecnologias de Informacién que mediante fotos de microscopio identifique a nivel de especie
las larvas de mosquito, reduciendo los tiempos de procesamiento y emision de resultados del area de
entomologia del LESPH.

El primer paso para este sistema, es identificar las caracteristicas fisioldgicas de las larvas, lo que
se conoce como region de interés. Para lograr la extraccion de esta region de interés (RO, por sus siglas
en inglés), es necesaria la estandarizacion del método de captura de la imagen, ademas de la aplicacion
de algoritmos de procesamiento de imagenes que seran explicados a detalle en este capitulo, los cuales
permitiran extraer la ROI con el fin de que ésta sea usada como entrada de algin algoritmo inteligente
que permita clasificar a las larvas.

2. Método de Captura de Imagen

La estandarizacion del método de captura es una de las partes esenciales para la identificacién de la ROI,
aunque se realizaron pruebas con imagenes de mosquitos obtenidas mediante técnicas de captura
diferente, los resultados 6ptimos se obtuvieron a partir de las imagenes cuyo método de captura fue
normalizado, esta normalizacion incluye la utilizacion de un dispositivo Unico de captura, controlar
condiciones de iluminacion, forma de captura (angulo, distancia) y algunos otros materiales que permiten
obtener una imagen adecuada para el sistema.
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2.1 Camara utilizada
Para el presente desarrollo se utiliz6 una camara tipo “microscopio digital USB” de la marca
CoolingTech figura 5.1, la cual cuenta con un sensor de imagen CMOS, rango de enfoque Optico de 0
mm a 40 mm y rango de acercamiento optico manual de 50X a 500X, con conexién USB “B”, compatible
con sistema operativo Windows.

Se hizo uso del software distribuido por el fabricante para calibrarla previamente con los siguientes
parametros de captura, mismos que se recomiendan para mejores resultados en la aplicacion del proceso:
Compensacion de brillo neutra, compensacion de contraste al 50%, matiz neutro, saturacion al 64%,
nitidez al 50%, correccion gamma al 50% Yy sin compensacion de la luz de fondo.

Figura 5.1 Microscopio digital USB

A

Fuente de Consulta: Elaboracion Propia

2.2 lluminacion

Para evitar ruido en la imagen o diferencias provocadas por efecto de la iluminacion ambiental, se ha
usado una caja abierta plegable de polipropileno color blanco con dimensiones: 0.22 m x 0.23 m x 0.24
m, como estudio fotografico portatil (sin marca disponible). Sobre las paredes al interior de la caja se
instal6 un modulo de lamparas LED ultrabrillante blanco marca Mitzu modelo MLM-5050WH, el
montaje descrito se aprecia en la figura 5.2.

Figura 5.2 Caja de iluminacion

Fuente de Consulta: Elaboracion Propia
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2.3 Otros materiales

Otros materiales que se utilizaron para la preparacion de los especimenes y la correspondiente obtencion
de las imagenes son:

—  Pinzas Kelly curvas: Se utilizan para poder extraer a la larva del recipiente donde estan alojadas
dese su recoleccion, para colocarlas bajo el microscopio.

—  Portaobjetos: Este se utiliza para ubicar a la larva bajo la camara.

—  Papel couché acabado mate: Por las caracteristicas de las larvas, es necesario utilizar un fondo
blanco para poder minimizar el ruido del ambiente al momento de capturar la foto, ademaés el fondo
debe contar con la caracteristica de no ser poroso ni brillante para evitar reflejos de las lamparas
LED, por ello las caracteristicas del papel couché acabado mate, permiten que éste sea ideal para
ser utilizado como fondo de la imagen, colocandose sobre la base del soporte de la camara por
debajo del portaobjetos.

2.3 Forma de Captura

Para capturar la foto es necesario que la camara esté montada en el soporte que distribuye el mismo
fabricante de la camara para mantenerla fija e inmovil en posicion vertical, asi mismo ésta debe estar
dentro de la caja de iluminacion con todos los médulos LED encendidos, la separacion entre la cdmara
y el portaobjetos debe ser la minima, practicamente apoyada en el portaobjetos, asi mismo es necesario
que al colocar la larva en el portaobjetos, se agregue una gota de alcohol, con el fin de que la larva no se
deshidrate, en la figura 5.3 se incluye una imagen del equipo de captura descrito.

Figura 5.3 Equipo de captura

Fuente de Consulta: Elaboracion Propia
3. Desarrollo de algoritmos

Después de obtener la captura digital, la imagen que se obtiene debe tener el tamafio de 480 pixeles de
altura por 640 pixeles de largo, con mapa de color estdndar RGB de 8 bits y formato PNG; En dicha
imagen se deben observar claramente el octavo segmento del abdomen, el sifon y el segmento anal de la
larva de cuarto estadio, como se observa en la figura 5.4. Posterior a la obtencion de las imagenes con
las caracteristicas mencionadas se pueden aplicar las técnicas de procesamiento de imagenes para obtener
la ROI. Antes de comenzar es necesario almacenar una copia de la imagen, sin ninguna técnica aplicada.
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Figura 5.4 Iméagenes Capturadas

| 480px

640px 640px
Fuente de Consulta: Elaboracion Propia

3.1 Binarizado

El primer paso propuesto es el binarizado de la imagen. Es una técnica que consiste en la realizacion de
un barrido en la matriz de la imagen digital recursivamente, con el fin de que el proceso produzca la
reduccion a dos Unicos valores en resolucion binaria de 8 bits: negro (0) y blanco (255), dicho en otras
palabras, un sistema binario de ausencia y presencia de color 0-1. La comparacion de cada pixel de la
imagen estd determinada por el umbral de sensibilidad (valor T = Threshold), los valores que sean
mayores que el umbral tendran asignado el valor 255 (blanco) y los pixeles con valor numérico debajo
del umbral se asignaran con 0 (negro) (Magro, 2013), para este trabajo se considera un umbral de 0.5, la
figura 5.5 muestra el resultado del proceso mencionado.

O0siglx,y)<T

GCey) = {1 siglx.y)>T @)

(Magro, 2013)

Figura 5.5 Imagen original y binarizada

Fuente de Consulta: Elaboracién Propia
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3.2 Cerradura morfoldgica

La morfologia matematica se basa en el estudio de la geometria y forma mediante métodos matematicos,
el objetivo esencial es la extraccion de estructuras geométricas mediante la utilizacion de un conjunto
conocido como elemento estructura, la forma y tamafio del elemento estructura se elige de acuerdo a la
extraccion de formas que se desean obtener (Mart, Mej, M, & Mart, 2015).

La dilatacién binaria es conocida como de expansion, se usa para rellenar huecos de tamafio igual
0 menor que el elemento estructura. Por otra parte, también existe la erosion, que es la operacion inversa
a ladilatacion, actla reduciendo la imagen, se utiliza para eliminar islas de menor tamafio que el elemento
estructura.

La operacion combinada de dilatacion y erosion es Ilamada cierre o cerradura, y este produce que
la dilatacion rellene las estructuras que la erosién no puede eliminar. Los contornos de los objetos
también seran suavizados, pero habiendo rellanado las fisuras (Mart et al., 2015).

A-B=(A®B OB (2)
(Mart et al., 2015)

Una vez que la imagen ha sido binarizada, la siguiente técnica que se necesita es la cerradura
morfoldgica, cuya funcion ya ha sido explicada. Esta técnica se aplica con el fin de obtener un objeto de
interés con menos imperfecciones originadas en la captura a causa de factores no controlados por la
normalizacion.

En necesario aclarar que por ahora la ROI serd todo el octavo segmento de la larva. Para la
cerradura morfoldgica se hace uso de una estructura de disco de diferente tamafio para ambas operaciones
(dilatacion y erosion), esta estructura depende del area de la ROI en relacion con el érea total de la
imagen, usando una estructura disco como se indica en la tabla 5.1, al terminar este paso es necesario
generar un respaldo de la imagen con los resultados obtenidos hasta este punto. De modo que se cuenta
con iméagenes almacenadas que corresponden a la imagen original y la cerradura morfoldgica. Con esta
técnica se obtienen iméagenes como la que se muestra en la figura 5.6.

Tabla 5.1 Tamafio de disco segun area

Tamafio de disco | Valor de area |

75 area< = 36% de la imagen total

45 36 %<area<=47% de la imagen total
5 47%<area<=52% de la iamgen total
Sin Cerradura 52% <érea

Fuente de Consulta: Elaboracion Propia

Figura 5.6 Imagen binarizada e imagen con Cerradura

Fuente de Consulta: Elaboracion Propia
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3.3 Transformada réapida de distancia
La transformada rapida de distancia (TRD) es un operador que normalmente solo se aplica a imagenes
binarias. El resultado de la trasformacion es una imagen en escala de grises que parece similar a la imagen
de entrada, excepto que las intensidades de grises de los puntos dentro de las regiones de primer plano
se cambian para mostrar la distancia hasta el limite mas cercano de cada punto (Mart et al., 2015), algunas
de las funciones mas comunes para obtener medidas de distancia son la euclidiana, City-block y la
ChessBoard.

Por su parte la TRD, no necesita las funciones para obtener medidas que se mencionan
anteriormente, existe un teorema que explica lo siguiente (Ramirez, 2011):

Teorema: Si d es una de las métricas ds, dg, dsr, dsL, ¥ N(c) = {p;€ Zz|d(c,p,-) = 1}, para
c,p;€ Z* y ¢ # p; se tiene que:

1.d(c,p) = min{d(p,p;):p; EN(c)}+1
2. d(¢,p) = max{d(p,p):pi EN(c)}—1

Con este teorema se puede definir lo siguiente: Si se tiene la TRD de los vecinos de ¢ se puede
encontrar la transformacion de distancia d(c), donde (Ramirez, 2011):

6(c) = min{é(c) + 1} (3)
ahora se tiene la una transformada de distancia en 2 pasos:

1.  Barrer la imagen binaria de arriba hacia abajo y de izquierda a derecha. Para cada pixel ¢ €R,
donde R es la regién de interés, se asigna (Ramirez, 2011):

6(c)=1+ min(6(pj):pj € E) (@)
Donde E es alguno de los siguientes conjuntos

Figura 5.7 Conjunto E segun la métrica

iy ifg it WL

Fuente de Consulta: Memorias Asociativas en algebra min y max robustas al ruido mezclado (Ramirez, 2011)
solo los puntos asignados en E son usados en la primera parte de la transformacion.

2.  Barrer la imagen binaria de abajo hacia arriba y de derecha a izquierda. Para cada pixel ¢ € R,
donde R es la region de interés se asigna:

6(c) = min{é(c),1 + min(5(p;):p; € D)} )

D es alguno de los siguientes conjuntos segun la métrica a utilizar; solo los puntos asignados en D
son usados para la segunda parte de la transformacion:
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Figura 5.8 Conjunto D segun la métrica

Ps Ps
P, | c 25 | c 2yt C P
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Fuente de Consulta: Memorias Asociativas en algebra min y max robustas al ruido mezclado (Ramirez, 2011)
La TRD tiene las siguientes ventajas (Ramirez, 2011):

1. La TRD es mucho mas rapida debido a que sélo requiere calcular minimos en un conjunto de
cardinalidad fija.
2.  Eltiempo de procesamiento es constante para cualquier imagen binaria.

Para esta propuesta se trabaja con la métrica da, para el conjunto E y para el conjunto D, al aplicar
esta técnica, como se menciond anteriormente se obtiene una representacion de la imagen en escala de
grises en la que cada tono representa la distancia del pixel al borde de la imagen, figura 5.9, una vez
obtenida la imagen TRD el siguiente paso es obtener un nuevo contorno del objeto de interés a partir de
las distancias calculadas, al seleccionar una distancia menor a la que existe hasta el borde original del
objeto nos permite eliminar imperfecciones o detalles que no aportan informacién sobre el mismo objeto,
para obtener el nuevo contorno es necesario encontrar la distancia maxima que existe del centro al
contorno y todos los pixeles cuya distancia sea menor o mayor al 17% de la distancia maxima se les
asigna un cero, como se muestra en la figura 5.10.

Una vez que se obtiene este contorno, es necesario rellenarlo, esto con el fin de mejorar la
binarizacidn, y tener una imagen ain méas limpia y con bordes mas regulares, como en la figura 5.11; Si
al terminar este proceso el area del objeto de interés disminuye en un 68% se le aplica la cerradura
morfolégica a la imagen que se guardé como respaldo; al aplicar la cerradura, con un disco de 10 pixeles
o si en la imagen resultante el objeto de interés es menor o igual al 22% del area total de la imagen se le
aplica una cerradura morfoldgica a la imagen binarizada con un disco de 3 pixeles y en ambos casos se
vuelve a calcular la TRD de la imagen, el contorno y el relleno, en este punto se puede eliminar la copia
de la imagen obtenida al aplicar la cerradura morfolégica, y la imagen edicion que se ha estado
modificando en todos los procesos, y en cambio se trabajara con la imagen obtenida con TRD, la imagen
rellenada a partir de TRD y la imagen original.

Figura 5.9 Imagen escala de grises obtenida con TRD

Fuente de Consulta: Elaboracion Propia



67

Figura 5.10 Borde obtenido con TRD

Fuente de Consulta: Elaboracion Propia

Figura 5.11 Rellenado de Borde

Fuente de Consulta: Elaboracion Propia

3.4 Determinar la region de interés

Para determinar la region de interés, es necesario utilizar la imagen en tonos de grises obtenida por TRD
a la cual se hara referencia desde ahora como imgTRD, la imagen rellenada a partir de TRD, a la cual se
hara referencia desde ahora como imgBin, y la imagen original que se identificara como imgO, ademas
la region de interés en este punto sera la ROI objetivo, que contiene las caracteristicas fisiologicas de las
larvas de mosquitos.

Para el primer paso es necesario identificar donde se encuentra ubicado el cuerpo de la larva
dentro de la imagen, para ello se debe identificar los lados de la imagen los cuales se etiquetan como en
la figura 5.12.
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Figura 5.12 Identificacion de lados

9]

—

D

Fuente de Consulta: Elaboracion Propia

Estas etiquetas permiten ubicar las diferentes combinaciones en las que se puede encontrar el
cuerpo de la larva, las combinaciones son:

Se encuentra Unicamente en L
Se encuentra Unicamente en R
Se encuentra Unicamente en U
Se encuentra Unicamente en D
Se encuentraenDyR
SeencuentraenDy L

Se encuentraen Uy R
SeencuentraenUy L

Se encuentraen U, Ry D

0. SeencuentraenU,L,D

ROoo~No O~ WNE

Para determinar en qué posicién se encuentra el cuerpo de la larva es necesario hacer una suma de
los elementos de la imagen imgBin Unicamente en la columna izquierda, la columna derecha, la fila
superior y la fila inferior, dicha suma se almacenara con la etiqueta respectiva de cada posicion:

L para la columna izquierda
R para la columna derecha
U para la fila superior

D para la fila inferior

Una vez identificados y obtenida la suma de los extremos, la combinacion de donde esta situado el
octavo segmento se obtiene mediante las siguientes condicionales:

1. Silasuma de cualquiera de los extremos es superior al 75% de la altura de la imagen a dicho extremo
se le asigna por valor un 0. Por ejemplo, las imagenes utilizadas para esta propuesta tienen
dimensiones de 480 de altura x 640 de ancho, entonces si L tuviese un valor de 390, al ser 390 mayor
a 360 valor que corresponde al 75% de la altura de la imagen, L pasaria a tener un valor de 0, y asi
con cada uno de los extremos. La razon del 75% es porque al realizar pruebas se observo, que el
87.03% de las imagenes con las que se trabajé que sobrepasan esta medida en cualquiera de los
extremos representan que el octavo segmento de la larva se encuentra en una posicion donde la parte
del sifon o el segmento anal, estan localizados en los extremos lo que significa que dicho extremo
nos daria coordenadas incorrectas de la ROI.

2. Para asignar valores a las combinaciones DR, DL, UR y UL se deben cumplir las siguientes
condiciones:
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Para DR:

R debe tener un valor asignado diferente de cero.

Si R es mayor a D, D debe ser mayor o igual al 60% de R, en caso contrario R debe ser mayor o
igual al 60% de D, en ambos casos el valor asignado a DR es igual a D+R.

El valor asignado a DR debe cumplir con el punto 1, si DR supera el 75% de la altura de la imagen
su valor se convierte en 0.

Para UR:

R debe tener un valor asignado diferente de cero.

Si R es mayor a U, U debe ser mayor o igual al 60% de R, en caso contrario R debe ser mayor o
igual al 60% de U, en ambos casos el valor asignado a UR es igual a U+R.

El valor asignado a UR debe cumplir con el punto 1, si UR supera el 75% de la altura de la imagen
su valor se convierte en 0.

Para LR:

L debe tener un valor asignado diferente de cero.

Si L es mayor a D, D debe ser mayor o igual al 60% de L, en caso contrario L debe ser mayor o
igual al 60% de D, en ambos casos el valor asignado a DL es igual a D+L.

El valor asignado a DL debe cumplir con el punto 1, si DL supera el 75% de la altura de la imagen
su valor se convierte en 0.

Para UL

L debe tener un valor asignado diferente de cero.

Si L es mayor a U, U debe ser mayor o igual al 60% de L, en caso contrario L debe ser mayor o
igual al 60% de U, en ambos casos el valor asignado a UL es igual a U+L.

El valor asignado a UL debe cumplir con el punto 1, si UL supera el 75% de la altura de la imagen
su valor se convierte en 0.

Para asignar valores a las combinaciones URD, ULD se deben cumplir las siguientes condiciones:
Si el valor absoluto de U-D menor o igual a 30, y R es mayor que L, a URD se le asigna la suma
U+D.
Si el valor absoluto de U-D menor o igual a 30, y L es mayor que R, a ULD se le asigna la suma
U+D.

Hasta este punto se ha asignado un valor a cada etiqueta de posiciones, el paso siguiente es

determinar cudl de las 10 etiquetas tiene asignado el valor numérico mas grande, y una vez determinado
se realizan los siguientes pasos, para cada una de las opciones se trabaja con la imagen imgBin e

imgTRD:

1.  SiL esel mas grande:

a.  En la imagen imgBin en el extremo L, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

b.  Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco, y también se identifica la coordenada méaxima, que
representa la ultima coordenada o coordenada final donde se encuentra un pixel en blanco. Estas
coordenadas representan las coordenadas donde inicia y termina el octavo segmento de la larva,
por lo que seran las coordenadas de corte.

Para los siguientes pasos se trabaja con imgTRD
c.  Si la coordenada final, excede el tamafio de imgTRD, se asigna como coordenada final, el valor

del tamafio de imgTRD,
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Se suman todas las filas existentes de imgTRD entre las coordenadas de corte, de este proceso se
obtiene el mismo ndmero de resultados que el de las filas existentes entre las coordenadas de corte,
se selecciona el mayor de estos resultados, y a la fila que obtuvo ese valor, se le suma el valor de
la coordenada inicial, esto para tomar en cuenta los pixeles en negro y se convierte en la coordenada
de “Fila” de nuestra ROI.

Para obtener la coordenada “Columna” de la ROI se suman todas las columnas existentes de
imgTRD entre las coordenadas de corte, de este proceso se obtiene el mismo nimero de resultados
que el de las columnas existentes entre las coordenadas de corte, se selecciona el mayor de estos
resultados, en caso de que la coordenada seleccionada sobre pasa el tamafio de imgTRD/2, se asigna
como coordenada la coordenada imgTRD/2 y se convierte en la coordenada de columna de la ROI.

Si R es el mas grande:

En la imagen imgBin en el extremo R, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco, y también se identifica la coordenada méaxima, que
representa la Gltima coordenada o coordenada final donde se encuentra un pixel en blanco. Estas
coordenadas representan las coordenadas donde inicia y termina el octavo segmento de la larva,
por lo que serén las coordenadas de corte.

Para los siguientes pasos se trabaja con imgTRD

Si la coordenada final, excede el tamafio de imgTRD, se asigna como coordenada final, el valor
del tamafio de imgTRD,

Se suman todas las filas existentes de imgTRD entre las coordenadas de corte, de este proceso se
obtiene el mismo numero de resultados que el de las filas existentes entre las coordenadas de corte,
se selecciona el mayor de estos resultados, y a la fila que obtuvo ese valor, se le suma el valor de
la coordenada inicial, esto para tomar en cuenta los pixeles en negro y se convierte en la coordenada
de “Fila” de la ROI.

Para obtener la coordenada “Columna” de la ROI se suman todas las columnas existentes de
imgTRD entre las coordenadas de corte, de este proceso se obtiene el mismo nimero de resultados
que el de las columnas existentes entre las coordenadas de corte, se selecciona el mayor de estos
resultados, en caso de que la coordenada seleccionada sea menor que el tamafio de imgTRD/2, se
asigna como coordenada el tamafio horizontal de imgTRD y se convierte en la coordenada de
“Columna” de la ROL

Si D es el méas grande:

En la imagen imgBin en el extremo D, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco, y también se identifica la coordenada méaxima, que
representa la tltima coordenada o coordenada final donde se encuentra un pixel en blanco. Estas
coordenadas representan las coordenadas donde inicia y termina el octavo segmento de la larva,
por lo que seran las coordenadas de corte.

Para los siguientes pasos se trabaja con imgTRD:

Si R+10 o L+10es mayor igual a D, se asigna como ultima coordenada el tamafio horizontal de
imgTRD, en caso contrario si la coordenada final encontrada en punto “a” es mayor a las
dimensiones de imgTRD, se le asigna el tamafio horizontal de imgTRD.

Si L es mayor a 35y es mayor a R la coordenda inicial es 2, en otro caso si R es mayor a 35y es
mayor que L la coordenada final es el tamafio horizontal de imgTRD.

Se suman todas las filas existentes de imgTRD entre las coordenadas de corte, de este proceso se
obtiene el mismo nimero de resultados que el de columnas existentes entre las coordenadas de
corte, se selecciona el mayor de estos resultados, y a la columna que obtuvo ese valor, se le suma
el valor de la coordenada inicial, esto para tomar en cuenta los pixeles en negro y se convierte en
la coordenada “Columna” de la ROI
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f. Si la coordenada inicial es igual o mayor al tamafio horizontal imgTRD/2-35 o el punto final es
igual o menor al tamafio horizontal imgTRD/2-35 a la coordenada columna se le asigna el valor
medio entre la coordenada inicial y la final.

g.  Para identificar la coordenada “Fila”, se buscan puntos de corte como en el paso “a” Uinicamente
dentro de la columna seleccionada como coordenada columna, y la coordenada fila corresponde a
la coordenada media entre la coordenada inicial y la final.

4.  Si U es el mas grande:

a.  En la imagen imgBin en el extremo U, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

b.  Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco, y también se identifica la coordenada méaxima, que
representa la Ultima coordenada o coordenada final donde se encuentra un pixel en blanco. Estas
coordenadas representan las coordenadas donde inicia y termina el octavo segmento de la larva,
por lo que serédn las coordenadas de corte.

Para los siguientes pasos se trabaja con imgTRD:

c.  SiR+10 o L+10 es mayor igual a U, se asigna como ultima coordenada el tamafio horizontal de
imgTRD, en caso contrario si la coordenada final encontrada en punto “a” es mayor a las
dimensiones de imgTRD, se le asigna el tamafio horizontal de imgTRD.

d.  SiLesmayora35yes mayoraR lacoordenada inicial es 2, en otro caso si R es mayor a 35y es
mayor que L la coordenada final es el tamafio horizontal de imgTRD.

e.  Se suman todas las filas existentes de imgTRD entre las coordenadas de corte, de este proceso se
obtiene el mismo nimero de resultados que el de columnas existentes entre las coordenadas de
corte, se selecciona el mayor de estos resultados, y a la columna que obtuvo ese valor, se le suma
el valor de la coordenada inicial, esto para tomar en cuenta los pixeles en negro y se convierte en
la coordenada “Columna” de la ROI

f. Si la coordenada inicial es igual o mayor al tamafio horizontal imgTRD/2-35 o el punto final es
igual o menor al tamafio horizontal ingTRD/2-35 a la coordenada “Columna” se le asigna el valor
medio entre la coordenada inicial y la final.

g.  Paraidentificar la coordenada “Fila”, se buscan puntos de corte como en el paso “a” unicamente
dentro de la columna seleccionada como coordenada “Columna”, y la coordenada “Fila”
corresponde a la coordenada media entre la coordenada inicial y la final.

5. Si DR es el mas grande:

a.  En la imagen imgBin en el extremo D, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

b.  Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco.

c.  Enlaimagen imgTRD se busca el valor méximo entre el punto de corte y el final de la imagen
(tamano horizontal de imgTRD). Y se asigna como “Columna” a la coordenada que contiene el
méaximo valor.

d. En la imagen imgBin en el extremo R, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

e. Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco.

f. En la imagen imgTRD se busca el valor maximo entre el punto de corte y el final de la imagen
(tamafio vertical de imgTRD), Unicamente en el extremo derecho, la coordenada donde se
encuentre se convierte en la coordenada “Fila”
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Si DL es el mas grande:

En la imagen imgBin en el extremo D, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco.

En la imagen imgTRD se busca el valor maximo entre el punto de corte y el final de la imagen
(tamafio horizontal de imgTRD). Y se asigna como “Columna” a la coordenada que contiene el
méaximo valor.

En la imagen imgBin en el extremo L, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco.

En la imagen imgTRD se busca el valor maximo entre el punto de corte y el final de la imagen
(tamafio vertical de imgTRD), Unicamente en el extremo izquierdo, la coordenada donde se
encuentre se convierte en la coordenada “Fila”.

Si UR es el més grande:

En la imagen imgBin en el extremo U, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco.

En la imagen imgTRD se busca el valor méximo entre el punto de corte y el final de la imagen
(tamafio horizontal de imgTRD). Y se asigna como “Columna” a la coordenada que contiene el
méaximo valor.

En la imagen imgBin en el extremo R, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco.

En la imagen imgTRD se busca el valor maximo entre el punto de corte y el final de la imagen
(tamafio vertical de imgTRD), Unicamente en el extremo derecho, la coordenada donde se
encuentre se convierte en la coordenada “Fila”.

Si UL es el mas grande:

En la imagen imgBin en el extremo U, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco.

En la imagen imgTRD se busca el valor maximo entre el punto de corte y el final de la imagen
(tamario horizontal de imgTRD). Y se asigna como “Columna” a la coordenada que contiene el
méaximo valor.

En la imagen imgBin en el extremo L, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco.

En la imagen imgTRD se busca el valor maximo entre el punto de corte y el final de la imagen
(tamafio vertical de imgTRD), Unicamente en el extremo izquierdo, la coordenada donde se
encuentre se convierte en la coordenada “Fila”.

Si URD es el mas grande:

En la imagen imgBin en el extremo U, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco.

En la imagen imgBin en el extremo D, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.
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d.  Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco.

e.  Se hace una comparacién entre la coordenada inicial del punto “b” y la coordenada inicial del
punto” ¢” y se conserva la menor.

f. En la imagen imgTRD se busca el valor maximo entre el punto de corte y el final de la imagen
(tamafio horizontal de imgTRD). Y se asigna como “Columna” a la coordenada que contiene el
méaximo valor.

g. Lacoordenada “Fila” se obtiene a partir del valor médximo en imgTRD de la columna seleccionada.

10. Si ULD es el mas grande:

a.  En la imagen imgBin en el extremo U, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

b.  Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco.

c.  En la imagen imgBin en el extremo D, se buscan todos los pixeles con un valor de 255, que
representan los blancos, con esto se obtienen las coordenadas de su ubicacion.

d.  Se identifica la coordenada minima, que representa la primer coordenada o coordenada inicial
donde se encuentra un pixel en blanco.

e.  Se hace una comparacion entre la coordenada incial del punto “b” y la coordenada inicial del
punto’c” y se conserva la menor.

f. En la imagen imgTRD se busca el valor méximo entre el punto de corte y el final de la imagen
(tamafio horizontal de imgTRD). Y se asigna como “Columna” a la coordenada que contiene el
méaximo valor.

g. Lacoordenada “Fila” se obtiene a partir del valor médximo en imgTRD de la columna seleccionada.

11. Caso Especial:

Cuando el octavo segmento de la larva no se encuentre, situado en ninguna de las combinaciones
vistas, la forma de encontrar las coordenadas “Fila” y la coordenada “Columna” es la siguiente:

a.  Se hace una suma de todas las columnas, obtenido tantos resultados como columnas tenga la
imagen y se encuentra el maximo valor, que se asigna como coordenada “Columna”

b.  Se hace una suma de todas las filas, obtenido tantos resultados como filas tenga la imagen y se
encuentra el maximo valor, que se asigna como coordenada “Fila”.

C. A partir de la coordenada “Fila” se busca en imgTRD, el valor maximo y se compara con la
coordenada “Columna” ya asignada, si el valor maximo nuevo es mayor al ya asignado, el valor de
coordenada “Columna” se modifica por el nuevo valor, lo mismo ocurre con la coordenada “Fila”.

Una vez identificada la coordenada “Columna” y la coordenada “Fila”, ya se tiene el punto central
de nuestra ROI, después de esto se puede asignar una distancia cualquiera, para esta propuesta se asigno
una distancia de 180 pixeles, los cuales se restaran y sumaran, horizontal y verticalmente al punto central
encontrado, para obtener una region de interés de 360x360, en caso de que al sumar o restar los 180
pixeles a las coordenadas centrales de la ROI, se obtuvieran coordenadas fuera de las dimensiones de la
imagen, se toma como coordenada el tamafio de la imagen, y los pixeles sobrantes se asignan del lado
contrario para asegurar que la ROl siempre tenga las mismas dimensiones, por ejemplo:

Si el centro de la ROI se encuentra en la coordenada 224,630, con imagenes de dimension 480x640
se tendria que hacer las siguientes operaciones: 224-180=44, 224+ 180=404 en ninguno de estos casos
hay problemas, sin embargo 630-180=450, 630+180=810, el 810 es superior al tamafio de la imagen por
lo que a 630+180 se le asigna 640, sobraron por agregar 810-640=170, asi que a los 450 obtenidos al
restar 630-180, se le restan los 170 faltantes 450-170=280, la ROI resultante es un rectangulo con
coordenadas en la esquina inferior izquierda de 404,280 y coordenadas en la esquina superior derecha
44,640.

Después de obtener estas coordenadas se hace el recorte correspondiente a la imagen imgO figura
5.13, obteniendo como resultado la ROI la cual contiene las caracteristicas fisiologicas de las larvas que
sirven para diferenciar entre especies.
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Figura 5.13 ROI

Fuente de Consulta: Elaboracion Propia

Resultados

Al aplicar los algoritmos propuestos en este trabajo a 413 imagenes de larvas de mosquito, con
dimensiones de 480 x 640 se obtuvieron las 413 ROI con dimensiones de 360 x 360, en las que se puede
observar las caracteristicas fisiologicas del octavo segmento, que facilitan la identificacion de las larvas
de mosquito (peine espicular).

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos con pruebas de clasificadores, las cuales
sirven para comprobar que la region de interés obtenida a partir de los algoritmos propuestos es de
utilidad en la identificacion de vectores entomoldgicos.

Las pruebas realizadas se hicieron con 26 imagenes de regiones de interés obtenidas mediante los
algoritmos propuestos, de 4 especies diferentes de mosquitos asi que se utilizaron:

26 iméagenes de ROI de Aedes aegypti

26 iméagenes de ROI de Aedes albopictus

26 iméagenes de ROI de Culex coronator

26 iméagenes de ROI de Ochlerotatus epactius

Para estas pruebas se hizo uso de los siguientes clasificadores, obtenido el porcentaje de
clasificacion mostrado:

Tabla 5.2 Clasificadores

Medium Tree 75.0%
Coarse Tree 51.0%
Linear Discriminant 45.2%
Quadratic Discriminant | 46.2%
Linear SVM 45.2%
Quadratic SVM 55.8%
Cubic SVM 58.7%
Fine Gaussian SVM 84.6%
Medium Gaussian SVM | 54.8%
Coarse Gaussiam SVM | 43.3%

Fuente de Consulta: Elaboracion Propia

El Clasificador Fine Gaussian SVM que obtuvo un 84.6% de porcentaje de clasificacion, arroja las
siguientes matrices de confusion:
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Figura 5.14 Matriz de confusion
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Fuente de Consulta: Elaboracion Propia

Figura 5.15 Matriz de confusion

Model 1.9

Aegypti 31%
Albopic 19%
CuCoron 4%
OchEpac 8%
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Fuente de Consulta: Elaboracion Propia

Figura 5.16 Matriz de confusién
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Fuente de Consulta: Elaboracion Propia
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La matriz de confusién de la figura 5.14 muestra el nimero de imagenes clasificadas correcta e
incorrectamente del total de las 26 imégenes utilizadas por especie, en la figura 5.15 se puede apreciar
estos mismos datos, pero indicando el porcentaje de clasificacion, por dltimo, la figura 5.16 nos muestra
una tabla de confusion en la que los porcentajes representan una prediccion de clasificacion al usar
iméagenes diferentes al dataset de entrenamiento.

Como se puede observar en la tabla de porcentajes y en las matrices de confusion, la maquina de
soporte vectorial presenta una mejor clasificacion al comparar entre diferentes especies usando la ROI
obtenida en este trabajo, alcanzando el porcentaje de clasificacion del 84.6%, lo que permite decir que
esta region es de utilidad en la clasificacion de vectores entomoldgicos.
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Conclusiones

Con los resultados obtenidos y en comparacion con el trabajo titulado “Mosquito Larva Classification
Method Based on Convolutional Neural Networks” (Sanchez-Ortiz et al., 2017) , presentado en el 2017,
donde se analiza la clasificacion basada en redes neuronales convolucionales y procesamiento de imagen,
determinado la region de interés en el octavo segmento, sin hacerlo de manera automatica se puede
concluir que es posible extraer la region de interés de larvas de mosquito de forma automatica y obtener
resultados aceptables en la identificacion con clasificadores, pero de forma totalmente automatica.

También se puede concluir que, durante las pruebas realizadas para obtener los resultados, se pudo
notar que para las imagenes que tienen un histograma como el de la figura 5.17, el método propuesto
funciona erraticamente, sin embargo, cuando el histograma de la imagen tiene siguientes caracteristicas
mostradas en la figura 5.18, el método propuesto no tiene ningin problema al extraer la ROI. Se puede
observar que en el histograma de la figura 5.17 se tiene una alta concentracién de datos, en las zonas mas
oscuras de la imagen, lo que permite identificar de que se trata de una imagen con una coloracion oscura,
esta coloracion oscura en la larva puede tener diferentes motivos, que pueden originarse incluso desde el
momento en que las brigadas de recoleccién, capturan a las larvas.

Figura 5.17 Histograma donde la ROI no se extrae de forma adecuada
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Fuente de Consulta: Elaboracion Propia
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Figura 5.18 Histograma donde la ROI se extrae de forma adecuada
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Fuente de Consulta: Elaboracion Propia
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Abstract

In this book chapter, we show a brief overview about Astroparticles and their link with the High Energy
Physics. The detection of these Astroparticles, specially at high energies (>100 GeV), requires special
techniques and instruments (telescopes or observatories). We focus on Gamma Rays and Cosmic rays as
well as on instruments that use water to perform the observation and studies. In addition to this, we show
an example of how the Information Technologies (e. g., modeling, and simulations) can be used on this
topic to perform maps and produce high impact results. In the latter case is illustrated the fact of
summarizing how an unprecedent map of the sky on cosmic rays at 10 TeV was produced, combining
data from the Water Cherenkov Detectors (WCDs) HAWC and ICECUBE covering by first time both
celestial hemispheres; North and South. Details of these maps are shown in detail on Diaz-Vélez (2018;
[1]), and [2]. Herein, we show how the maps were obtained by [1] showing preliminary results. The final
results will be presented in [2].

Astroparticulas, Detector, Rayos Gamma,
1 Introduccion

La Fisica de Altas Energias (FAE) es la fisica de particulas que cubre un rango desde millones a trillones
de electrones-voltios (eVs): MeVs (Mega eVs = 10° eVs), GeVs (Giga eVs = 10°eVs), TeVs (Tera eVs
=10%?eVs), PeVs (Peta eVs = 10'°eVs), y EeVs (Exa eVs = 108 eVs). Para contar con cierta referencia,
la luz visible tiene una energia de 2 a 3 eVs. Para el estudio de la FAE se puede dividir en 3 areas
principales: 1.- Astroparticulas, 2.- Fisica de aceleradores, y 3.- Fisica nuclear. Las Astroparticulas,
estan fuertemente vinculadas y relacionadas entre ellas a través de decaimientos de particulas como los
piones (véase seccion 2.3) por mencionar: a).- los rayos cosmicos, b).- los rayos gamma, y c).- Los
neutrinos. De esta segunda subdivision, los rayos cosmicos son protones o nucleos de Hierro
(principalmente) altamente energéticos que se mueven a velocidades relativistas, es decir, cercanas a la
velocidad de la luz en el vacio (c de aqui en adelante y equivale a 300,000 km / s); los rayos gamma son
la luz de mayor energia que existe en el espectro electromagnético, estdn asociados a un universo
violento, energético-extremo; y los neutrinos son particulas subatomicas tipo electrén (fermiones) que
no tienen carga y son muy dificiles de detectar.

Relacionado a las Astroparticulas existen todavia varias preguntas importantes aun sin contestar,
entre ellas su origen (¢de donde provienen?), su identidad (¢,qué son?), su mecanismo de aceleracion
(¢de donde obtienen su energia?), y su propagacion en el cosmos (¢,qué ocurre en su camino?). Son sobre
estas preguntas que actualmente investigadores de todo el mundo estan trabajando apoyados de centros
de investigacidn y observatorios, desarrollando teorias para determinar espectro de energia, composicion
y direccion de llegada y sobre todo su mecanismo de aceleracion.

La fisica de aceleradores se genera en los experimentos cientificos de aceleradores de particulas
artificiales, es decir; desarrollados por el hombre, tal es el caso del Gran Colisionador de Hadrones (LHC
por sus siglas en inglés). Una de las ventajas de estos aceleradores es que los investigadores pueden
realizar pruebas controladas, como programarlas en tiempo y ajustar otros parametros; como el tipo de
particulas a colisionar. Dentro de las desventajas, se puede mencionar que solo llegan a energias limitadas
a algunos TeVs. He aqui una importancia de estudiar las Astroparticulas, los objetos astrondmicos de
donde provienen, y que estan asociados a agujeros negros y eventos explosivos como la muerte de
estrellas masivas (supernovas), se pueden considerar aceleradores naturales de particulas llegando a
energias que van de TeVs hasta EeVs. La diferencia y la sinergia entre estas areas esta en la energia.
Cabe mencionar que a groso modo, llamamos “muy alta energia” (VHE por si siglas en inglés) a energias
mayores a 100 GeV aproximadamente, donde en rayos gamma hablamos de GeV/TeVs, mientras que los
rayos cosmicos llegan a EeVs y los neutrinos a PeVs.

Las Astroparticulas, junto con el reciente descubrimiento de las ondas gravitacionales, forman la
Ilamada astronomia de multi-mensajeros, la cual se proyecta como una de las areas de la astronomia
moderna mas impactante en el siglo XXI. Una de las razones principales de lo anterior, es que solo el
desarrollo tecnoldgico del siglo XXI ha llevado y llevara a la construccion de los instrumentos necesarios
para acotar los modelos fisicos y matematicos para si poder entender de una manera sin precedentes, la
fisica involucrada.
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Otro aspecto notable es que esta nueva astronomia esta evolucionando muy rapidamente, por
ejemplo; debido a las aportaciones de otros instrumentos como telescopios tradicionales y
radiotelescopios a los Ultimos trabajos de astronomia de multi-mensajeros, ahora se incluye como
“mensajeros” a otras longitudes de onda como el Radio, los Rayos X, el dptico, etc. Si bien esto es cierto,
podemos concluir que son los rayos gamma los que vinculan esta astronomia “multi-longitud de onda”
con los Rayos cosmicos y neutrinos, ya que ellos ademas, son “rastreadores” de aceleradores naturales
de particulas; la joven astrofisica de rayos gamma nacida a finales de la década de los 1980’s, esta por
madurar.

Las Astroparticulas, en particular el de los rayos c6smicos y los rayos gamma, estos NO pueden
ser detectados de manera directa, debido a que son absorbidos por la atmosfera terrestre. Es por esta
razén que deben usarse y desarrollarse técnicas, instrumentos, y estrategias para detectar estas particulas,
especialmente las de mas altas energias (TeVs, PeVs), para esto requieren areas de deteccion gigantes de
al menos decenas de miles de metros cuadrados: a mayor energia, es necesario mayor area de deteccion.
Es decir, si bien una opcién es usar satélites como NASA-Fermi [3], debido a su pequefia area de
deteccion (80 m?), este es Gtil Unicamente para detectar a energias de MeVs hasta GeVs.

Construir satélites de mayor area efectiva es muy complicado por la limitante tecnoldgica y
economica; pero la superficie de la tierra si permite conseguir estas areas, entonces, ¢como detectar a
altas energias si la atmosfera terrestre es un impedimento?. La solucion més comdn consiste de 4
componentes principales: 1.- considerar a la atmdsfera terrestre como un aliada y un detector superior,
2.- construir a nivel de suelo y con la area efectiva deseada, un instrumento ad-hoc y considerarlo como
un detector inferior, 3.- aplicar una técnica que permita vincular ambos detectores, por ejemplo, la
radiacion Vavilov-Cherenkov en aire (Imaging Air Cherenkov Telescopes: IACT's) o en agua (Water
Cherenkov Detectors: WCD's de aqui en adelante), y como a diferencia de otras areas de la astronomia
no tenemos “espejos secundarios”, para poder entender y disefiar los detectores, asi como para poder
analizar los datos, se deben aplicar las 4.- tecnologias de la informacién (T1s), por ejemplo: el modelado
y la simulacién.

En este capitulo describimos y clarificamos estas 4 componentes, haciendo énfasis en coémo se usa
el agua, como herramienta dentro de la técnica, para la deteccion de rayos Gamma y rayos c6smicos en
un rango determinado de energia, ejemplificandolo con el funcionamiento y algunos resultados de dos
de los observatorios mas importantes y poderosos del momento; HAWC (acrénimo de High Altitude
Water Cherenkov), instalado en México, y ICECUBE, instalado en el polo sur.

2 Las 4 componentes de deteccion.

2.1 El Detector Superior (Atmdsfera Terrestre): Cuando un rayo Gamma o Coésmico galéctico o
extragalactico impacta la atmdsfera terrestre, son absorbidos por ella debido a su opacidad y por lo tanto
NO alcanzan la superficie de la tierra. Esta es la razon de porque la luz de muy alta energia no se puede
detectar directamente a nivel de suelo, caso contrario cuando se trata de luz en el rango de las ondas de
radio, visible, y cercano infrarrojo. Sin embargo, a cambio de esta absorcion, que en realidad es la
interaccion del rayo gamma y/o cosmico con alguna molécula atmosférica, se genera una serie de
particulas atdbmicas y subatomicas provenientes de la interaccion de esta molécula y la particula externa,
estas particulas generadas contienen cargas y algunas pueden ser neutras, que posteriormente pueden
decaer en otro tipo de particulas, todas propagandose a través de la atmdsfera terrestre hasta llegar al
suelo.

Esta cascada de particulas recibe el nombre de cascada atmosférica de particulas (EAS de aqui en
adelante por sus siglas en inglés; Extensive Air Shower). El proceso anterior se ilustra en la Figura 2.1.
Asi pues, si podemos detectar estas particulas de la cascada, podemos obtener informacion de la
estructura de la EAS usando simulaciones de tipo Montecarlo (tecnologias de la informacion), y de aqui,
determinar la energia y direccion de arribo del rayo gamma o el rayo césmico incidente en la atmdsfera.
Si instalamos nuestro detector en coordenadas geo-referenciadas, podemos determinar la direccion del
objeto astrondmico fuente de la astroparticula, y con ayuda de la llamada distribucion espectral de energia
(SED por sus siglas en inglés), podemos acotar con las observaciones, los distintos modelos que existen
para explicar el proceso fisico con el fin de determinar cuél es el mas acertado. La SED es un gréafico de
la intensidad de la energia de luz (eje Y), como funcion de la frecuencia o longitud de onda (eje X);
equivalente al espectro electromagnético de la luz para un objeto astronémico determinado.
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La forma de una EAS depende mucho de si proviene de un rayo cosmico o de un rayo gamma. En
el caso del rayo gamma (primario), cuando se da una interaccién coulombiana con el nlcleo atmosférico
(principalmente oxigeno y nitrégeno), debido al proceso de produccion de pares, el rayo decae
inmediatamente (del orden de nanosegundos) en un par de particulas; el electron (lepton), y su
antiparticula, el electrén con carga positiva llamado positron. Cuando estas particulas interaccionan con
un nucleo cargado en la atmosfera terrestre, producen a traves de un proceso fisico llamado
Bremmstraglung o radiacion de frenado, otro rayo gamma de menor energia llamado secundario. Este
inmediatamente vuelve a decaer en un par positron-electrén, y estos a su vez por Bremmstraglung
producen otro fotdbn gamma terciario, que vuelve a decaer en otro par positron-electron y asi
sucesivamente hasta alcanzar el suelo.

En el caso que el primario sea un rayo césmico, éste colisiona fuertemente con el ndcleo
atmosférico produciendo principalmente unas particulas llamadas piones (hadrones cargados positiva,
negativa, y neutramente) y Kaones (hadrones cargados positiva y negativamente), que forman parte de
los llamados mesones.

Los piones neutros, decaen en dos rayos gamma de muy baja energia (en un tiempo de
quintillonesimo de segundos; 108s) que inmediatamente decaen en un par positron-electron, llevandose
a cabo el mismo proceso descrito en el parrafo anterior, esta componente de la EAS se le llama
componente electromagnética.

Figura6.1 Un objeto astrondmico como la Nebulosa del Cangrejo (derecha) emite un
rayo gamma o cOsmico que es absorbido en la atmosfera terrestre al
interaccionar con un ndcleo en ella, y a cambio, produce una cascada
extendida de particulas atdmicas y subatomicas como electrones y muones que
se propagan por la atmdsfera hasta alcanzar la superficie terrestre. Fuente:
Adaptado de The Quanta Newsletter (Natalie Wolchober) [4] y de la imagen
de la Nebulosa del Cangrejo de NASA / ESA (G. Dubner) [5]

Por otro lado, en décimas de nanosegundos (102 s), los kaones decaen en piones principalmente, y
los piones a su vez, con tiempos de vida igual de 108 s, decaeran en otras particulas llamadas muones
(leptones cargados positiva y negativamente) que tienen vida media del orden de microsegundos y
alcanzan la superficie de la tierra viajando a velocidades cercanas a c. En estas reacciones que involucran
muones, también se producen neutrinos (electrénicos y mudnicos) que son muy dificiles de detectar, y
es un tema cuyo tratado se escapa a este capitulo. Esta componente de la EAS se Illama componente fuerte
(hadrones, muones, y mesones).

La estructura de una EAS y la propagacion de las particulas secundarias a la superficie terrestre se
ejemplifican en la Figura 6.2. Aqui se puede ver como la EAS de un rayo gamma (panel izquierdo) es
menos intenso y mas angosto que la proveniente de un rayo cdsmico (protdn y nucleo de carbono; paneles
centro y derecha respectivamente).
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Tambien se puede ver que la incidencia del rayo Césmico o Gamma primario se da a una altura
aproximada de 15 kilometros sobre el nivel del mar. También comparando los 3 paneles, se puede ver
porqué es importante poner el detector inferior (ver seccion 2.3) a gran altura; para poder captar particulas
de la EAS maés energéticas, debido al tiempo mas pequefio de la primera interaccion.

A la superficie de la tierra llegan EAS generados por ambas astroparticulas y en todas direcciones,
asi que el estudio de los rayos gamma del universo se basan analizando la componente electromagnética
(discriminandola adecuadamente de la componente fuerte; que seria como un tipo de ruido), y el estudio
los de rayos cosmicos se realizan analizando la componente fuerte (discriminando la componente
electromagnética).

Figura 6.2 Simulaciones que muestran la estructura de una Cascada Atmosférica
de Particulas o EAS en inglés producidas por un rayo gamma
(izquierda), rayo cosmico (protdn; centro), y rayo césmico (Carbono-
13; derecha) incidente. Comparese con la Figura 2.1. Fuente: Martin
Schroedeter; VERITAS and Harvard Smithsonian Center for
Astrophysics (2012) [6]

©2012 M. Schroedter|

De todo lo anterior concluimos que la atmdsfera terrestre se puede considerar como un detector de
particulas subsecuentes de un rayo gamma o rayo c6smico incidente en ella (a 15 km de altura), donde
las particulas dominantes que llegan a nivel de suelo viajando a velocidad c son electrones (proveniente
del rayo gamma: mapa de rayos gamma), 0 muones (proveniente del rayo csmico: mapa de rayos
cdsmicos).

2.2 La técnicay la herramienta (Efecto Vavilov-Cherenkov)

Cuando una particula viaja con una velocidad superior a la de la luz en un medio cualquiera, por ejemplo,
agua o aire, y cuyas propiedades estan descritas por el indice de refraccion del mismo, se puede producir
un destello de luz de color azulosa-violeta entre los 300 y 400 nanémetros (nm) aproximadamente y
centrada por ahi de los 350 nm. Esta luz azulosa se llama luz Cherenkov por ser el producto del efecto
Vavilov-Cherenkov descubierto por Pavel Cherenkov y su asesor de tesis doctoral Sergey I. Vavilov.
Mientras que el descubrimiento fue experimental entre 1934 y 1937, la teoria fue desarrollada en detalle
a partir de las ecuaciones de Maxwell por Igor Tamm e lya Frank en 1937, ganando junto con Cherenkov,
el premio nobel de Fisica en 1958. Todos ellos pertenecieron al Lebedev Physical Research Institute en
Moscu.

En el agua la luz viaja a 3/4 ¢, y en el aire a 299,700 km / s. De este modo, si el electrén 0 muon
de la EAS (seccion 2.1), viajando a velocidad c atraviesa aire o agua (medio polarizable), puede producir
luz Cherenkov. Tomando en cuenta esto, se puede construir un instrumento terrestre (ver seccion 2.3)
que detecte esta luz Cherenkov, permitiendo acumular y guardar toda la informacion del (los) detector(es)
Cherenkov en un centro de electronica y computo especializado.
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En este contexto se pueden construir telescopios IACTs u observatorios WCDs. La diferencia entre
los telescopios y observatorios, es que los IACT's se pueden mover y apuntar al cielo en cualquier
direccion permitida, y los WCDs se mantienen fijos en su lugar y solo observan la region del cielo que
cruza a través de ellos. Los WCD ofrecen muy alta sensitividad (capacidad de detectar), y los IACTs una
mejor resolucion (capacidad de resolver), por eso lo mejor es combinar ambos sistemas, telescopios y
observatorios.

2.3 El Detector Inferior (El instrumento)

Son los IACTs o los WCDs, aunque también hay otros que usan otra técnica, la del plastico centellador,
que no seran tratados en este capitulo (un ejemplo de ellos es el Observatorio Grapes-3 [7] y el Telescope
Array Project [8]). Algunos ejemplos de IACTs son los telescopios MAGIC[9], VERITAS[10],
HESS[11], y los ejemplos de WCD mas importantes en la actualidad son AUGER (rayos cosmicos [12]),
HAWC (rayos Gamma [13]), y ICECUBE (neutrinos [14]). En esta seccion ejemplificaremos el detector
inferior a través de HAWC, por estar instalado en las faldas del volcan Sierra Negra, Puebla, México a
4100 metros sobre el nivel del mar (msnm), y que ha permitido una estrecha colaboracion de alto impacto
y trascendencia internacional entre una treintena de instituciones de México, Estados Unidos, y Europa.
De manera particular la colaboracion dentro de la instrumentacion, la Universidad de Guadalajara (U de
G), la Universidad Politécnica de Pachuca (UPP), la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla
(BUAP) y la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH).

HAWC consiste de 300 WCDs que cubren una superficie de 22,000 m? que observan 2/3 partes
del cielo de manera continua. Cada WCD estad compuesto de una estructura cilindrica de 5 metros de
alto por 7.3 metros de diametro, que sostiene una bolsa especial en su interior con 180,000 litros de agua
ultra-purificada, y 4 tubos fotomultiplicadores (PMTs de aqui en adelante por sus siglas en inglés)
anclados en su base, los cuales son los sensores de la Luz Cherenkov. HAWC fue inaugurado con sus
300 WCDs en Marzo de 2015, funcionando en su totalidad, y se espera opere sin interrupcion durante 10
afios. Actualmente, iniciando en 2017, se esta trabajando en la instalacion de unos detectores de soporte
denominados outriggers alrededor del instrumento principal, que al cubrir 4 veces el area de éste,
convertirian a HAWC en un instrumento 4 veces mas poderoso. Los resultados y detalles de HAWC
estan compilados en [15] y [16].

Las particulas cargadas de la EAS cruzan los detectores con agua, generando un fogonazo de luz
Cherenkov en el interior que es sensado por los PMTs. Luego, a través de una red de cables, la
informacidn recopilada por los PMTs se trasladan al centro de operaciones que contiene la electrénica y
equipo especializado para almacenar los datos que posteriormente seran procesados y analizados.

2.3.1. El agua en los detectores de HAWC

La luz Cherenkov viaja formando un cono de 41° relacionado con el indice de refraccion del agua, lo
que permite que casi todas las particulas de la EAS que entran en el tanque sean registradas por uno de
los cuatro PMTs ubicados en un érea sensitiva de 177 m? en el fondo del detector. Tipicamente llegan a
entrar ~10° particulas a cada WCD que generaran luz Cherenkov, por lo que la resolucion de un WCD
dependera de la calidad del agua cuantificado en términos del coeficiente de absorcion o de la longitud
de transmisién. Un valor de longitud de transmision alto o un coeficiente de absorcidn bajo, permite que
los fotones Cherenkov generados en el WCD alcancen a registrarse en los PMTSs.

En HAWC se exigio una longitud de transmision por arriba del 90 % en la calidad del agua. Para
ello, se superaron diferentes obstaculos, desde el reto del abastecimiento de 55500 m? de agua para los
300 WCDs en un lapso de tiempo de aproximadamente 36 meses, hasta el de obtener la calidad del agua
exigida. La fuente natural de abastecimiento de agua era el Citlaltépetl, teniendo corrientes subterraneas
y superficiales, sin embargo, dada la ubicacién montafiosa y las precipitaciones en la region (100 cm /
afio, con una marcada dependencia estacional), se optd por adquirir el agua a nivel local, desde los pozos
profundos de riego de Esperanza, una ciudad al lado de la Autopista Puebla-Orizaba y a 25 km del sitio
HAWC (diferencia de altura de 1800 m). Simultaneamente, se llevo una segunda opcion de adquisicion
de agua que consistié en una boquilla natural de agua yendo hacia abajo del Citlaltépetl, que fue
identificado a unos 7 kilometros al Oeste-Noroeste del sitio de HAWC, el cual fue particularmente eficaz
durante la temporada de lluvia (mayo-octubre), mientras que el pozo suministraria agua de forma mas
continua en toda la época del afo.
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Los primeros resultados de la calidad del agua del pozo profundo en Esperanza fueron que poseia
una dureza de entre 9-10 granos (grains). Los requerimientos establecidos para el proyecto eran que la
dureza del agua no deberia sobrepasar 1 0 maximo 2 granos. Esto era para que, con un filtrado adecuado,
se alcance la meta de obtener una longitud de transmisién mayor a 9 m en el rango ultravioleta de la luz
(teniendo en cuenta que la altura de un WCD es de 4.5m). Por lo anterior, era necesario suavizar el agua
que provenia de los pozos profundos de Esperanza, y si se requeria evitar la degradacién bioldgica del
agua y aumentar su longitud de transmision en el ultravioleta, se requeria un tratamiento al agua.

La solucién a esto fue instalar una planta de suavizado en un lugar cercano al pozo de
abastecimiento en Esperanzay colocar una planta de filtrado en el sitio de HAWC. La planta de suavizado
se configurd con un filtro inicial de 5 micras (prefiltrado), con el fin de eliminar basura que pudiera traer
el agua. De ahi se pasa por una planta de intercambio ionico, que elimina los iones del agua y la suaviza.
Este sistema requiere de 150 kg de sal por cada 450 toneladas de agua suavizada con las caracteristicas
del agua usada, descritas con anterioridad. Finalmente, el agua suavizada se coloca en dos contenedores
de 38 mil litros cada uno, que permite una reserva de 5 cargas de agua de 15 toneladas cada una, para ser
transportada.

El traslado al sitio se hizo a través de pipas de agua de 15 toneladas, que hacian un recorrido de
25 km, y subir de 2300 msnm a una altura de 4100 msnm en 2 horas. Esta agua se recibia en un sistema
de 5 contenedores de 180 toneladas cada uno, para su posterior filtrado. El agua era pasada por un sistema
de prefiltros de 10 micras en paralelo, para despueés ser pasados por una Lampara Ultravioleta, con el fin
de eliminar cualquier bacteria, el tratamiento continda pasando por un sistema paralelo de filtros de
carbdn activado y finalmente a través de un sistema doble en serie de filtros de 1 micra.

El agua ultrapurificada es almacenada en dos contenedores de 180 toneladas cada uno y de ahi es
bombeada mediante tuberia a cada uno de los detectores del observatorio. Los sistemas de filtros de 10
micras y de 1 micra respectivamente, se debian cambiar después de cada 2700 toneladas de agua filtrada,
mientras que la carga del filtro de carbdn activado, se debia cambiar cada 22 500 toneladas de agua.
Aproximadamente el 20% del agua utilizada en los 300 WCD, se colecto de los nacimientos naturales de
las faldas del Citlaltépetl, a una altura de 4200 msnm.

2.4 Tecnologias de la informacién (Simulacion y Modelado)

Mientras que la simulacién puede verse como imitar el comportamiento de una situacion o proceso por
medio de un aparato adecuado, modelar seria simplificar o idealizar la descripcién o concepto de un
sistema, situacién o proceso en particular, en base de un entendimiento teérico o empirico, o usando
predicciones y calculos, es decir, una representacion conceptual o mental de algo. Con la simulacién se
busca que los problemas grandes y complejos puedan separarse en subproblemas mas pequefios y simples
pero interdependientes, es decir, hacer en una computadora lo que la naturaleza nos muestra es, todo a
través de una convolucion numérica de muchas partes. Si todos los subprocesos se conocen en todos los
detalles, la simulacién produce un resultado correcto, como en la realidad eso no puede ocurrir, debemos
tener modelos de realidad, es decir, simplificaciones, suposiciones, y aproximaciones debido a que no
podemos tener la simulacion con parametros completos.

Lo anterior conlleva a confundir muchas veces entre simulacién y modelacion en las Tls, porque
la complejidad de un problema se puede ver reflejado en la complejidad de las simulaciones. Por eso es
muy importante considerar cuando un modelo es suficientemente bueno para un propadsito especifico, y
cuando las simplificaciones empiezan a afectar los resultados.

En el caso de anélisis de las EAS, es un proceso largo y complejo, existen varios subprocesos
interdependientes que si bien se conocen de manera individual, es muy dificil hacer la combinacion de
todos, sobre todo porque puede haber correlaciones entre observables y dependencias, asi como
fluctuaciones estadisticas. Para resolver el problema, se pueden usar metodos (erg. el método de
Montecarlo) en simulaciones para conocer el desarrollo de la EAS, la respuesta del detector, los
procedimientos de mediciones y la reconstruccion de datos.
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En el contexto de este capitulo, las TIs son muy importantes porgue con las simulaciones se pueden
hacer dos cosas principales: 1.- determinar la estructura de la EAS para determinar si viene de un rayo
cdsmico o un rayo gamma (primario, ver Figura 6.2), y de ahi poder determinar la energia asi como la
direccion de arribo, y 2.- disefiar, entender y definir la forma/estructura adecuada que debe tener el
detector inferior, para estar sintonizado con la distribucion y formas de las EAS y poder captar las
particulas secundarias de manera adecuada.

En este capitulo vamos a omitir sobre las simulaciones para construir el detector inferior, pero si
diremos que el software que mas se utiliza en el area se llama GEANT4 [17], y nos enfocaremos a
ejemplificar en la siguiente seccién, como se obtienen los mapas a partir de datos de los detectores
inferiores previamente procesados, una vez aplicando las Tls para obtener la informacién y entendiendo
la diferencia entre simular y modelar.

3 La obtencion de un mapa inédito del cielo visto en rayos cdsmicos
3.1 Introduccion

En esta seccion vamos a mostrar ejemplos de como se puede hacer ciencia de punta usando WCD's,
combinando datos de los observatorios IceCube y HAWC para generar un mapa inédito del cielo visto
en rayos c6smicos a energias medias de 10 TeV que es presentado a detalle en [1] y [2]. Por primera vez
se combinan datos de ambos detectores y se obtiene un mapa que cubre los dos hemisferios: el norte y el
sur. Los resultados son los mapas del cielo, y la metodologia involucraria las tecnologias de la
informacidn aplicadas al analisis de datos; las simulaciones, considerando un método méas novedoso y
mejor para determinar los mapas aqui presentados, el cual no habia sido usado anteriormente en este tipo
de analisis: EI método iterativo de Maxima Verosimilitud [18], y construyendo un mapa modelo del mapa
observado de la emisidn a gran escala, que al hacerles una resta, obtenemos el mapa observado de la
emision a pequefia escala.

Antes de pasar a la metodologia y resultados, mencionaremos un poco de informacion del detector
IceCube y de los datos utilizados, para después presentar una sintesis de como se hicieron estos mapas
[1], [19]. IceCube es un detector de neutrinos de 1 km? localizado en el Polo Sur geografico compuesto
de 5160 médulos opticos a profundidades entre 1450 m y 2450 m debajo de la superficie de la capa de
hielo. Este detecta la radiacion Cherenkov emitida por particulas cargadas relativistas a medida que se
propagan a través del hielo. Mas informacion sobre IceCube se puede ver en [14] y [20].

Hay que tomar en cuenta que aunque HAWC vy IceCube son detectores Cherenkov para rayos
gamma y neutrinos respectivamente, también pueden ser detectores de rayos cdsmicos, si solo se enfocan
a detectar la componente de los muones (excluir la de electrones y la deteccion indirecta de neutrinos)
tal como fue descrito en la seccion 2.1.

3.2 Sobre los datos

Los datos seleccionados para los mapas aqui presentados (ver detalles en [21]) provienen de 5 afios de
datos de IceCube recolectados entre mayo de 2011 y mayo de 2016, en su configuracion final de 86
cables (IC86), asi como 1 afio de datos de HAWC recolectados entre abril de 2015 y abril de 2016, en su
configuracion final de 300 detectores (HAWC-300). Los cortes energeticos fueron a 10 TeV para ambos
detectores, y se usaron resoluciones angulares de 2° a 6° y 0.3° a 1.5°, asi como tasas de disparo de 2.5
kHz y 25 kHz para IceCube y HAWC respectivamente.

3.3 Metodologia

Para hacer los mapas de anisotropia de rayos cosmicos a gran escala y a menor escala, se necesitan usar
técnicas y metodos diferentes relacionados a la astronomia convencional. En particular se debe empezar
creando 2 tipos de mapas: 1.- El mapa de datos, que se hace combinando los datos de HAWC y IceCube
y 2. - El mapa de referencia, que tiene que ver con la sensitividad (capacidad de detectar) del detector
considerando un flujo isotropico de rayos cosmicos.
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El mapa de datos se construye por medio de las coordenadas locales de cada rayo cosmico que
impacta al detector y el tiempo de dicha deteccidn, a base de las cuales se hace una transformacion a
coordenadas celestes (Ascension recta, o = direccion Este-Oeste, y declinacidn, 6 = direccion Norte-Sur).

El mapa de referencia, tipicamente se produce a base de los mismos datos, pero el tiempo t de
deteccion se aleatoriza dentro de una ventana At para borrar la contribucién de la anisotropia y a la vez,
conservar la sensitividad angular del detector y las variaciones en aceptacion relacionadas a cambios
atmosféricos. Por ejemplo, en el caso de HAWC, el campo de vision cubre aproximadamente un 15%
del cielo instantaneamente, pero durante un periodo de 24 horas el detector cubre 64% del cielo.

Durante este periodo de 24 horas puede haber variaciones en la sensibilidad del detector debido a
efectos atmosféricos, por lo cual, se puede producir una subestimacién o sobreestimacion del nivel de
referencia isotropico. Por esta razon, estos métodos de integracion de tiempo pueden atenuar las
estructuras a gran escala y deben de tomarse en cuenta. Una vez que los mapas de datos y de referencia
han sido construidos, éstos se comparan para determinar si existe alguna anisotropia en coordenadas
siderales. Esta comparacion se lleva a cabo mediante la construccion de otros dos tipos de mapas: un
mapa de intensidad relativa, y un mapa de significancia estadistica.

La intensidad relativa en funcion de las coordenadas ecuatoriales (o ,8) se calcula dividiendo el
cielo en una cuadricula de igual area con un tamafo de compartimento de 0.9 utilizando el software de
HEALPix (Hierarchical Equal Area iso-Latitude pixellation of the sphere) [22]. La intensidad relativa
mide la amplitud de las desviaciones sobre la expectativa de isotropia en cada pixel i.

Los valores de cada pixel, i en el mapa de intensidad relativa se calculan mediante la ecuacion:

_AN; _ (Ni=(Ny)
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donde N;j y <N;> son el nimero de sucesos en i del mapa de datos y el mapa de referencia
respectivamente, obtenidos de aplicar el método de méxima verosimilitud (ver ecuacion 3). La
incertidumbre estadistica sobre I seria :
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donde a =1/ n, para n muestras de los datos durante el proceso de integracion.

Los mapas de significancia son muy importantes en este tipo de estudios porque nos permiten
estimar la importancia del exceso y déficit de rayos cdsmicos en diferentes regiones del cielo y distinguir
entre efectos reales y variaciones que pueden surgir a base de fluctuaciones estadisticas del fondo.

La significancia estadistica en este caso se puede calcular utilizando el método de Li & Ma [23],
el cual es ampliamente utilizado en la astronomia de rayos gamma, y toma en cuenta las fluctuaciones
estadisticas de los datos y las cuentas de referencia. Es decir, la significancia s por pixel i se da por medio
de la expresion:

S; = \/i{Nilog [1%01 (L)] + Nylog [(1 + ) —2 ]}0-5 (3)

N;+Ny N;+Ny
con No=<Ni>/a

En el andlisis conjunto de IceCube y HAWC el método de verosimilitud més sofisticado permite
ademas recuperar la amplitud total de las anisotropias a gran escala proyectadas sobre el plano ecuatorial.
El méximo de la verosimilitud como funcion de intensidad relativa I, fondo isotropico N y aceptacion
del detector A; es
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L(n”)N)A) = I_ITL'L (4)

Tln‘!

donde el nimero anticipado de rayos cdsmicos (n) en el pixel i durante el periodo Att s pci = lri
N: Ai. Esto nos permite resolver la ecuacion iterativamente para encontrar los valores de I, N y A. Los
mapas resultantes de intensidad relativa y significancia estadistica obtenidos a base de este método se
muestra en la Figura 6.3.

Ahora bien, como tenemos que estudiar anisotropias a gran y pequefia escala, un analisis armoénico
en coordenadas esféricas nos permite detectar la presencia de estructuras a diferentes escalas angulares.
El espectro de potencia angular indica la existencia de estructuras de pequefia escala, pero con menor
amplitud que no son necesariamente visibles en la Figura 6.3.

El espectro de potencia indica qué momentos multipolares 1 = (0, 1, 2, . ..) en la expansion armonica
de coordenadas esféricas contribuyen significativamente a la distribucion de direcciones de llegada. Para
observar las correlaciones entre los pixeles en varias escalas angulares, se calcula el espectro de potencia
angular del mapa de intensidad relativa. La intensidad relativa puede ser tratada como un campo escalar
expandido en términos de una base armonica esférica:

81(u) = Xi21 Xn=—y GumYim (1) (%)

N . .
Um ~ 2 B, 50 81 () Vi 7 () (6)

donde Yim son las armonicas esféricas Laplace, y “asterix” indica complejo conjugado, 10s aim son
los coeficientes multipolares de la expansion, €, es el &ngulo solido observado por cada pixel (de tamafio
constante a través de la esfera), ui = (ai, 6i) es el vector direccional asociado al pixel con indice i, y Npix
es el nimero total de pixeles en el mapa del cielo.

Como el espectro de potencia angular del campo de intensidad relativa se define como la varianza
multipolar de los coeficientes am, tenemos que:

1

€1 = 57~ =il aiml® ()
La Figura 3.2 muestra el espectro de potencia angular resultado de los datos combinados de HAWC
y IceCube.

Finalmente, para revelar estas estructuras en un mapa, podemos hacer un ajuste multipolar del
dipolo, cuadrupolo y octopolo (correspondientes a escalas de 180, 90 y 45 respectivamente) sobre el
mapa de anisotropia a gran escala y restarlo al mismo mapa. Es decir, extraemos el dipolo, cuadrupolo y
octopolo haciendo un ajuste del mapa de intensidad relativa por medio de un desarrollo multipolar de la
distribucion relativa de cuentas en términos de funciones armoénicas esféricas con valores reales y que
siguen una convencién de normalizacion de uso general en el campo del fondo cdsmico de microondas
(Cosmic Microwave Background [24]):

01(a,8) = my + pycos(8)cos(a) + pycos(d)sin(a) + p,sin(J)
+0.5Q;(3c0s%8 — 1) + Q,sin28cosa + Q3sin28sina + Q,cos%8cos2a (8)
+Qscos?8sin2a

donde mq es el momento del monopolo de la distribucion, y corresponde a un desplazamiento de
los datos arriba de cero. Los valores de (px , py , Pz) son los componentes del momento dipolar y las
cantidades (Qg, . . ., Qs ) son los cinco componentes independientes del momento cuadrupolar.

Generando este ajuste mutipolar junto con la correspondiente intensidad relativa, obtenemos el
mapa modelo mostrado en la Figura 6.3a. Luego de restar este mapa al mapa en la Figura 6.3 (anisotropia
a gran escala), obtenemos el mapa de intensidad relativa a pequefia y mediana escala, el cual es
presentado en la Figura 6.3b, con su respectivo mapa de significancia mostrado en la Figura 6.3c. Este
ultimo mapa se obtuvo al aproximar la intensidad relativa a primer orden como:
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Non

| = Non_ 9)

aNOff

donde Non €s el nimero de sucesos en la region de interés y Nofr €l nUmero de sucesos en la region
referencia en el mapa de estimacion de fondo. El factor a corresponde a la exposicion relativa o =
Eon/Eoff, donde Eon Yy Eoff corresponderian a las respectivas las exposiciones. Si la anisotropia ol, es
pequefia como en nuestro caso, la significancia estadistica correspondiente se puede aproximar por medio
de la ecuacion 10:

s= |Mergg (10)

1+a
3.4 Resultados

El mapa del cielo en rayos cosmicos a gran escala y con una energia promedio de 10 TeV derivado de
las ecuaciones (1), (3), y (4) para la intensidad relativa y la significancia se muestra en la Figura 6.3.
Aqui se puede ver que la distribucién de los rayos cosmicos es anisotropica y se junta la emision en
regiones bien definidas. Es decir, el cielo en rayos c6smicos no es isotrépico.

El espectro de potencia obtenido de las ecuaciones (5), (6), y (7) se muestra en la Figura 6.4. La
estructura de gran escala corresponde al pico en los valores mas bajos de la izquierda, mientras que las
estructuras mas pequefias se puede observar con menor potencia por encima de la banda gris a escalas
angulares entre 15° y 35°. Los puntos rojos corresponden al espectro de potencia que resulta después de
sustraer un ajuste a las caracteristicas de gran escala (I = {1,2,3}). El espectro de potencia angular indica
la existencia estructuras de pequefia escala, pero con menor amplitud que no son necesariamente visibles
en la Figura 6.3. Esto nos conlleva a modelar los datos para hacer una sustraccion de estas estructuras a
gran escala y realzar las estructuras a menor escalas embebidas.

Figura 6.3 Mapa actual e inédito del cielo en rayos cosmicos a energias medias de 10 TeV combinando
datos de IceCube (1C86) y HAWC (HAWC 300). Mapa de intensidad relativa
a laizquierda, y de significancia a la derecha. Fuente: Juan Carlos Diaz-Vélez [19]
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Figura 6.4 Espectro de potencia angular de la anisotropia de rayos cosmicos. Los puntos rojos
corresponden al espectro de potencia angular después de restar la anisotropia de
gran escala. La banda gris corresponde a la incertidumbre correspondiente a un
mapa isotropico. Fuente: Juan Carlos Diaz-Vélez [19]

105180° 45°  20° 10° g
¢ LHReco
) o PRELIMINARY ¢ LHReco sans /=1,2,3
10°
®
107}
QS
10° Loty
(N
L) s
1090 ‘ T?f +?.fff?f*§???ff§.
-10 * ; :
10 0 5 10 15 20 25 30

¢
El mapa modelo de la emision a gran escala obtenido de la ecuacion (8) se muestra en la Figura
6.5a. Al sustraer este mapa al de intensidad relativa de la Figura 6.5, se obtienen los mapas de intensidad
relativa y significancia que muestran las anisotropias a menor escala. Ambos mapas se muestran en la

Figura 6.5b y 6.5c respectivamente. La significancia de la Figura 6.5¢ se obtuvo de las ecuaciones (9) y
(10).

Figura 6.5 a) Mapa modelo de la emisién a gran escala presentada en la Figura 6.3 (izquierda). Mapa
que muestra la anisotropia de rayos césmicos a menor escala en unidades de intensidad
relativa b) y en significancias c). EI mapa en b) se obtiene de substraer el mapa en a) a

la Figura 6.3 (izquierda). Fuente: Juan Carlos Diaz-Vélez [19]

subtracted fit (¢, = 1,2,3)
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3.5 Discusion

Desde inicios del siglo XXI, varios experimentos en el hemisferio norte, y IceCube en el hemisferio sur
han medido y mostrado la existencia de una anisotropia de la emision de rayos césmicos a gran escala a
un nivel de 102 y estructuras a pequefia escala con una amplitud de 10 y tamafio angular de 10° a 30°.
Aunque nuestro analisis esta de acuerdo con estos trabajos, y hemos mostrado que la anisotropia
observada a gran escala es parte de una sola estructura gigante que cubre ambos hemisferios celestes, no
es claro aun cual es el mecanismo que produce estas anisotropias. Aunque la propagacion difusa de la
distribucion de fuentes de rayos cosmicos [25], efectos de propagacion en el campo magnético del medio
interestelar [26], y efectos hemisféricos [27] han sido sugeridos como razones de este comportamiento,
el escenario que produce esta anisotropia aun no esta claro. Aunque [1] no favorece ningin modelo (ver
también [19]) y un estudio mas asertivo se sale del proposito de este trabajo, mencionaremos, como
estado del arte actual, qué es lo que creemos produce estas anisotropias como una combinacion de estos
efectos, que posiblemente formen parte de una secuencia de procesos.

La distribucion de fuentes de rayos cdsmicos en la Galaxia y su propagacion difusa producen un
gradiente dipolar en rayos cdsmicos. Sobre esta distribucién dipolar se suma otra contribucion dipolar
independiente de energia producida por el efecto Compton-Getting, es decir, un dipolo aparente debido
al movimiento del sistema solar dentro de la Galaxia y el entorno local, que afecta sobre la intensidad de
rayos coésmicos [28]. A menores distancias, la turbulencia en el campo magnético produce variaciones
de menor escala angular debido a efectos de dispersion estocastica. EI campo magnético interestelar local
y la interaccion de éste con la heliosfera pueden afectar las direcciones de los rayos cosmicos y actuar
como un lente magnético. La estructura magnética de la heliosfera en la frontera con el medio interestelar
donde hay posiblemente un grado alto de turbulencia magnética puede producir variaciones de pequefia
escala adicionales.

3.6 Conclusiones

El analisis de cinco afios de datos tomados con el detector de IceCube y 2 afios de HAWC revela una
anisotropia en la distribucion de la direccion de llegada de rayos cdsmicos de 10 TeV que se extiende a
través de ambos hemisferios. El andlisis aqui usado, es mas robusto que los anteriores, porque se ha
utilizado un método iterativo de reconstruccion de méaxima verosimilitud, con el cual, se ajustan
simultaneamente la anisotropia de rayos cdsmicos y la aceptacion de los detectores. EI método no se basa
en simulaciones de detector y proporciona una reconstruccion de la anisotropia 6ptima y la recuperacion
de la anisotropia dipolar para los observatorios situados en las latitudes medias tales como HAWC. En
particular, la anisotropia dipolar s6lo puede observarse como una proyeccion sobre el ecuador celeste.

Los detectores Cherenkov de Agua son excelentes instrumentos para hacer estudios de monitoreo
del cielo, asi como de deteccidn de estructuras a gran escala. Ademas de tener alta sensitividad, no hay
duda que seguiran siendo usados para realizar estudios de Astroparticulas, siendo mejorados con el
tiempo, y con ellos se impactara en la astronomia de Multi-mensajeros probando la Fisica fundamental
y seguramente generandole una revolucion (e.g., [29], [30], [31]).
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Anexos

Tablas y fuentes adecuadas.

Agradecimiento

Indicar si fueron financiados por alguna Institucion, Universidad o Empresa.
Conclusiones

Explicar con claridad los resultados obtenidos y las posibilidades de mejora.
Referencias

Utilizar sistema APA. No deben estar numerados, tampoco con vifietas, sin embargo en caso necesario
de numerar sera porque se hace referencia o mencion en alguna parte del Capitulo.

Ficha Técnica
Cada Capitulo debera presentar en un documento Word (.docx):

Nombre del Proceedings

Titulo del Capitulo

Abstract

Keywords

Secciones del Capitulo, por ejemplo:

Introduccién

Descripcién del método

Analisis a partir de la regresion por curva de demanda
Resultados

Agradecimiento

Conclusiones

Referencias

NogakrowhE

Nombre de Autor (es)
Correo Electrénico de Correspondencia al Autor
Referencias

Requerimientos de Propiedad Intelectual para su edicion:

-Firma Autdgrafa en Color Azul del Formato de Originalidad del Autor y Coautores
-Firma Autdgrafa en Color Azul del Formato de Aceptacion del Autor y Coautores
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Reserva a la Politica Editorial

ECORFAN Proceedings se reserva el derecho de hacer los cambios editoriales requeridos para adecuar
la Obra Cientifica a la Politica Editorial del ECORFAN Proceedings. Una vez aceptada la Obra Cientifica
en su version final, el ECORFAN Proceedings enviard al autor las pruebas para su revision. ECORFAN®
Unicamente aceptara la correccion de erratas y errores u omisiones provenientes del proceso de edicién
de la revista reservandose en su totalidad los derechos de autor y difusion de contenido. No se aceptaran
supresiones, sustituciones o afiadidos que alteren la formacién de la Obra Cientifica.

Cadigo de Etica — Buenas Practicas y Declaratoria de Solucién a Conflictos Editoriales

Declaracion de Originalidad y caracter inédito de la Obra Cientifica, de Autoria, sobre la
obtencion de datos e interpretacion de resultados, Agradecimientos, Conflicto de intereses, Cesion
de derechos y distribucion.

La Direccién de ECORFAN-Mexico, S.C reivindica a los Autores de la Obra Cientifica que su
contenido debe ser original, inédito y de contenido Cientifico, Tecnolégico y de Innovacion para
someterlo a evaluacion.

Los Autores firmantes de la Obra Cientifica deben ser los mismos que han contribuido a su concepcion,
realizacion y desarrollo, asi como a la obtencion de los datos, la interpretacion de los resultados, su
redaccion y revision. ElI Autor de correspondencia de la Obra Cientifica propuesto requisitara el
formulario que sigue a continuacion.

Titulo de la Obra Cientifica:

- El envio de una Obra Cientifica a ECORFAN Proceedings emana el compromiso del autor de no
someterlo de manera simultanea a la consideracién de otras publicaciones seriadas para ello debera
complementar el Formato de Originalidad para su Obra Cientifica, salvo que sea rechazado por el
Comité de Arbitraje, podra ser retirado.

- Ninguno de los datos presentados en esta Obra Cientifica ha sido plagiado ¢ inventado. Los datos
originales se distinguen claramente de los ya publicados. Y se tiene conocimiento del testeo en
PLAGSCAN si se detecta un nivel de plagio Positivo no se procedera a arbitrar.

—  Secitan las referencias en las que se basa la informacion contenida en la Obra Cientifica, asi como
las teorias y los datos procedentes de otras Obras Cientificas previamente publicados.

- Los autores firman el Formato de Autorizacidn para que su Obra Cientifica se difunda por los
medios que ECORFAN-Meéxico, S.C. en su Holding México considere pertinentes para
divulgacion y difusion de su Obra Cientifica cediendo sus Derechos de Obra Cientifica.

— Se ha obtenido el consentimiento de quienes han aportado datos no publicados obtenidos
mediante comunicacion verbal o escrita, y se identifican adecuadamente dicha comunicacién y
autoria.

— El Autor y Co-Autores que firman este trabajo han participado en su planificacion, disefio y
ejecucidn, asi como en la interpretacion de los resultados. Asimismo, revisaron criticamente el
trabajo, aprobaron su version final y estan de acuerdo con su publicacion.

- No se ha omitido ninguna firma responsable del trabajo y se satisfacen los criterios de Autoria
Cientifica.

— -Los resultados de esta Obra Cientifica se han interpretado objetivamente. Cualquier resultado
contrario al punto de vista de quienes firman se expone y discute en la Obra Cientifica.



Copyright y Accesso

La publicacion de esta Obra Cientifica supone la cesion del copyright a ECORFAN-Mexico, S.C
en su Holding México para su ECORFAN Proceedings, que se reserva el derecho a distribuir en la
Web la version publicada de la Obra Cientifica y la puesta a disposicion de la Obra Cientifica en este
formato supone para sus Autores el cumplimiento de lo establecido en la Ley de Ciencia y Tecnologia
de los Estados Unidos Mexicanos, en lo relativo a la obligatoriedad de permitir el acceso a los resultados
de Investigaciones Cientificas.

Titulo de la Obra Cientifica:

Nombre y apellidos del Autor de contacto y de los Coautores Firma
1

2.
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Principios de Etica y Declaratoria de Solucion a Conflictos Editoriales
Responsabilidades del Editor

El Editor se compromete a garantizar la confidencialidad del proceso de evaluacion, no podra revelar a
los Arbitros la identidad de los Autores, tampoco podra revelar la identidad de los Arbitros en ningln
momento.

El Editor asume la responsabilidad de informar debidamente al Autor la fase del proceso editorial en que
se encuentra el texto enviado, asi como de las resoluciones del arbitraje a Doble Ciego.

El Editor debe evaluar los manuscritos y su contenido intelectual sin distincion de raza, género,
orientacion sexual, creencias religiosas, origen étnico, nacionalidad, o la filosofia politica de los Autores.

El Editor y su equipo de edicion de los Holdings de ECORFAN® no divulgaran ninguna informacion
sobre la Obra Cientifica enviado a cualquier persona que no sea el Autor correspondiente.

El Editor debe tomar decisiones justas e imparciales y garantizar un proceso de arbitraje por pares justa.
Responsabilidades del Consejo Editorial

La descripcion de los procesos de revision por pares es dada a conocer por el Consejo Editorial con el
fin de que los Autores conozcan cudles son los criterios de evaluacion y estard siempre dispuesto a
justificar cualquier controversia en el proceso de evaluacion. En caso de Deteccién de Plagio a la Obra
Cientifica el Comité notifica a los Autores por Violacion al Derecho de Autoria Cientifica, Tecnologica
y de Innovacion.

Responsabilidades del Comité Arbitral

Los Arbitros se comprometen a notificar sobre cualquier conducta no ética por parte de los Autores y
sefialar toda la informacion que pueda ser motivo para rechazar la publicacion de la Obra Cientifica.
Ademas, deben comprometerse a mantener de manera confidencial la informacion relacionada con la
Obra Cientifica que evalGan.

Cualquier manuscrito recibido para su arbitraje debe ser tratado como documento confidencial, no se
debe mostrar o discutir con otros expertos, excepto con autorizacion del Editor.

Los Arbitros se deben conducir de manera objetiva, toda critica personal al Autor es inapropiada.

Los Arbitros deben expresar sus puntos de vista con claridad y con argumentos validos que contribuyan
al que hacer Cientifico, Tecnoldgica y de Innovacion del Autor.



Los Arbitros no deben evaluar los manuscritos en los que tienen conflictos de intereses y que se hayan
notificado al Editor antes de someter la Obra Cientifica a evaluacién.

Responsabilidades de los Autores

Los Autores deben garantizar que sus Obras Cientificas son producto de su trabajo original y que los
datos han sido obtenidos de manera ética.

Los Autores deben garantizar no han sido previamente publicados o que no estén siendo considerados en
otra publicacion seriada.

Los Autores deben seguir estrictamente las normas para la publicaciéon de Obra Cientifica definidas por
el Consejo Editorial.

Los Autores deben considerar que el plagio en todas sus formas constituye una conducta no ética editorial
y es inaceptable, en consecuencia, cualquier manuscrito que incurra en plagio sera eliminado y no
considerado para su publicacion.

Los Autores deben citar las publicaciones que han sido influyentes en la naturaleza de la Obra Cientifica
presentado a arbitraje.
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