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Resumen.

Autora: Aldara Natalya Moreno Torres. Asesor: Roberto Guerra Gonzalez, Co-asesor: José

Luis Rivera Rojas.

Se formuld un biopesticida hibrido a partir de Bacillus thuringiensis (Bt) incorporado en
hidroxidos dobles laminares (HDL), materiales inorganicos con propiedades de adsorcion y
liberacion controlada. A su vez, se implementd un modelo predictivo basado en aprendizaje
automatico del tipo Random Forest, con el objetivo de identificar condiciones Optimas de
concentracion, tiempo de accidon y necesidad de reaplicacion.

Inicialmente, el modelo fue entrenado con datos del Bt técnico, alcanzando una precision
del 96 %. Posteriormente, fue reentrenado con datos experimentales reales del sistema hibrido
Bt-HDL, logrando un 94.03 % de precision, lo cual demuestra su solidez como herramienta
predictiva en sistemas biolodgicos complejos. Los bioensayos larvales realizados con Spodoptera
frugiperda evidenciaron que los tratamientos con Bt soportado en HDL presentaron mayores
tasas de mortalidad que el Bt técnico, especialmente en los primeros instares, ademas de reducir
la frecuencia de aplicacion y prolongar la eficacia del producto.

La caracterizacion fisicoquimica mediante SEM, EDS y DRX confirm¢ la incorporacion
efectiva del agente biologico en la matriz inorgéanica, respaldando la integridad del sistema
propuesto. Este trabajo demuestra el potencial de la inteligencia artificial como aliada en el
disefio de tecnologias sostenibles para el control de plagas agricolas.

Palabras clave: agricultura sostenible, aprendizaje automatico, control biolégico, optimizacién
algoritmica, tecnologias limpias.
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Abstract

A hybrid biopesticide was formulated using Bacillus thuringiensis (Bt) incorporated into
hydrotalcite-like compounds (HDL), which are inorganic materials with adsorption and
controlled-release properties. A predictive model based on the Random Forest machine learning
algorithm was implemented to identify optimal conditions of concentration, action time, and
reapplication need.

Initially, the model was trained using data from technical-grade Bt, reaching a predictive
accuracy of 96%. It was later retrained with experimental data from the hybrid Bt-HDL system,
achieving 94.03% accuracy, demonstrating the model’s robustness for biological prediction.
Larval bioassays conducted on Spodoptera frugiperda revealed that treatments using Bt
supported on HDL achieved higher mortality rates than technical Bt, particularly during early
instar stages, while also reducing the need for reapplication and extending the product’s
efficacy.

Physicochemical characterization by SEM, EDS, and XRD confirmed the successful
incorporation of the biological agent into the inorganic matrix, supporting the system’s
structural integrity. This work highlights the potential of artificial intelligence to enhance the
design of sustainable technologies for agricultural pest control.

Keywords: sustainable agriculture, machine learning, biological control, algorithmic
optimization, clean technologies.
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Capitulo 1. Introduccion.

En la presente investigacion se buscéd desarrollar un material hibrido que contribuya al
desarrollo sostenible en la agricultura actual, considerando que una de las causas mas
reconocidas de la crisis ambiental es el uso prolongado de productos agronémicos toxicos. Estos
compuestos quimicos no solo degradan el suelo y contaminan los cultivos, sino que también

alteran profundamente el equilibrio ecolégico.

Frente a esta problematica, se propuso el disefio de un biopesticida de liberacion
controlada, formulado a partir de Bacillus thuringiensis (Bt) soportado en hidréxidos dobles
laminares (HDL), cuyas concentraciones han sido optimizadas mediante herramientas de
inteligencia artificial. Esta propuesta busca ofrecer una alternativa eficaz, especifica y
ambientalmente segura, enmarcada dentro de una vision de agricultura sostenible moderna y

consciente.

Figura 1. Ciclo vicioso del impacto ambiental y sanitario asociado al uso intensivo de pesticidas
quimicos. Fuente: Elaboracion propia con base en FAO, OMS y Fundacion Heinrich Boll

(2022).
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Para contextualizar la necesidad de este tipo de soluciones, en la Figura 1 se presenta un
esquema del ciclo vicioso provocado por el uso intensivo de pesticidas quimicos, donde se

resumen sus efectos acumulativos sobre el ambiente, los ecosistemas y la salud humana.
1.1. Contexto global y problematica agricola.

La agricultura ha sido una actividad fundamental para la supervivencia humana desde
tiempos prehistoricos. Sin embargo, en la actualidad ha experimentado una transformacion
profunda, impulsada por la creciente demanda alimentaria derivada del aumento poblacional,
asi como por el deterioro de los suelos agricolas y la proliferacion de plagas, factores

estrechamente ligados al uso intensivo de productos agroquimicos toxicos.

De acuerdo con estimaciones de la Organizacion de las Naciones Unidas para la

Alimentacién y la Agricultura (FAO), se prevé que para el ano 2050 la produccion global de
alimentos deberd incrementarse al menos en un 70 % para satisfacer las necesidades de una
poblacion mundial que continta creciendo. Este desafio ha sido enfrentado, en gran medida,
mediante el uso extensivo de pesticidas sintéticos y fertilizantes quimicos que, aunque han
permitido controlar plagas y elevar los rendimientos en el corto plazo, han generado

consecuencias ambientales, ecoldgicas y sociales cada vez mas dificiles de ignorar.

Entre estas consecuencias destacan la contaminacion persistente del suelo y los cuerpos de agua,
la disminucion de la biodiversidad edafica y aérea y la afectacion directa a organismos no
objetivo como polinizadores, aves y fauna acuatica. Ademas, el uso constante de pesticidas ha
favorecido la aparicion de plagas resistentes, lo que obliga a aumentar las dosis aplicadas o a
emplear mezclas mas agresivas, generando un ciclo de dependencia quimica y acumulacion
toxica en los ecosistemas agricolas. Estos efectos se traducen en una pérdida progresiva de
resiliencia agroambiental y en muchos casos, en impactos negativos para la salud humana por

la exposicion directa o el consumo de alimentos contaminados.

En el caso de México, la situacion se agrava por la diversidad de sistemas productivos y
la falta de regulaciones homogéneas. A pesar de contar con regiones de gran riqueza agricola,

muchas zonas rurales siguen operando bajo esquemas de manejo intensivo que priorizan la

(9]
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productividad inmediata, sin considerar las consecuencias ambientales a largo plazo. Esta

realidad ha sido sefialada por organismos como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),

que advierten sobre la urgencia de adoptar practicas mas sostenibles agricolas ya que se han
encontrado residuos de pesticidas en los alimentos. Frente a este panorama, el uso de agentes
biologicos como Bacillus thuringiensis (Bt), ampliamente reconocido por su eficacia en el
control selectivo de insectos plaga, ha cobrado relevancia como una alternativa mas segura. Sin
embargo, sus limitaciones ambientales han motivado nuevas estrategias de formulacion y
soporte que potencien su efectividad y estabilidad en campo. Esta investigacion se enmarca
precisamente en esa linea, al proponer una estrategia integral basada en el disefio de un
biopesticida soportado y optimizado mediante herramientas de inteligencia artificial, con el

objetivo de contribuir al desarrollo de una agricultura mas segura.

Como reflejo de esta problematica a escala internacional, la Figura 2 presenta un mapa

elaborado por la Fundacién Heinrich B6ll en su Atlas de los Pesticidas (2022), donde se

Figura 2. Impacto global de intoxicaciones por pesticidas (mortales y no mortales por region).

Fuente: Heinrich Boll Stiftung et al. (2022).
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visualiza la magnitud global de las intoxicaciones humanas asociadas al uso de
pesticidas. Este tipo de datos permite dimensionar los impactos no solo ecoldgicos, sino también

sanitarios de un modelo agricola basado en insumos altamente toxicos.
1.2. Nuevas tecnologias para una agricultura mas segura y eficiente.

Frente a los impactos negativos del modelo agricola convencional, diversas disciplinas
han impulsado el desarrollo de tecnologias que permitan reducir el uso de insumos toxicos sin
comprometer la productividad. Entre estas alternativas destacan los sistemas de liberacion
controlada, ampliamente utilizados en farmacologia, pero atin poco explorados en el d&mbito
agricola. En este caso de estudio se seleccionaron los hidroxidos dobles laminares (HDL) ya
que son materiales que se destacan por su capacidad de retener y liberar moléculas activas de
manera precisa y prolongada. Estos materiales, desarrollados originalmente por Miyata (1983),
poseen propiedades tnicas como el intercambio idnico y la adsorcidon molecular, lo que los hace

altamente versatiles en aplicaciones agricolas, médicas y ambientales (Zhang & Dou, 2014).

En el presente trabajo se propuso utilizar HDL como soporte para Bacillus thuringiensis (Bt),
una bacteria de uso reconocido en el control bioldgico de plagas del orden Lepidoptera, como
Spodoptera frugiperda y que actia mediante la liberacion de proteinas cristalinas (Cry) que
afectan de forma especifica al sistema digestivo de las larvas. La combinacion de ambos
componentes busca mejorar la estabilidad del Bt en condiciones ambientales variables,
reduciendo la necesidad de reaplicacion y por ende, minimizando el impacto ambiental asociado

al uso excesivo de insumos.
1.3. Inteligencia artificial como herramienta para optimizar soluciones agricolas.

La incorporacion de inteligencia artificial (IA) en el ambito agricola ha comenzado a
transformar la manera en que se toman decisiones relacionadas con la produccion, el manejo de
recursos y el control de plagas. Estas tecnologias permiten procesar grandes volimenes de datos
experimentales, identificar patrones complejos y generar predicciones que serian dificiles de
alcanzar mediante enfoques tradicionales. En particular, los modelos de aprendizaje automatico

como Random Forest se han consolidado como herramientas eficientes para predecir variables
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criticas en agricultura, dada su capacidad para manejar datos heterogéneos y ruidosos (Breiman

2001; Liakos et al., 2018). Estudios recientes incluso han demostrado su utilidad para estimar

humedad del suelo a escala global con alta precision (Zhang et al., 2021).

1.4. Aplicabilidad del biopesticida Bt-HDL en la agricultura sostenible.

El desarrollo de un biopesticida basado en Bacillus thuringiensis (Bt) soportado en
hidréxidos dobles laminares (HDL) representa un avance estratégico hacia la consolidacion de
una agricultura mas eficiente, segura y con menor impacto ambiental. Esta propuesta no solo
responde a la necesidad de reducir el uso de insumos toéxicos, sino que también incorpora
innovacion tecnoldgica al integrar modelos de inteligencia artificial para optimizar su

formulacion y aplicacion.

Al vincular materiales hibridos con herramientas digitales, se plantea una solucion que
puede adaptarse a distintas condiciones de manejo agricola, promoviendo practicas mas
sostenibles en el mediano plazo. Este enfoque est4 alineado con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS) de la ONU, particularmente el ODS 12 (produccion y consumo responsables)
y el ODS 13 (accion por el clima), ya que propone una alternativa que mejora la eficiencia del

control de plagas sin comprometer la salud de los agroecosistemas.

La implementacion de este tipo de bioplaguicidas en contextos como el mexicano podria
representar no solo una mejora en la rentabilidad de los cultivos, sino también una via concreta

para disminuir la dependencia de pesticidas sintéticos y sus efectos colaterales.
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Capitulo 2. Marco Teorico.

2.1. Bacillus thuringiensis como agente biolégico de control.

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria grampositiva formadora de esporas,
ampliamente utilizada como bioplaguicida en la agricultura debido a su capacidad de producir

cristales proteicos conocidos como d-endotoxinas (Cry y Cyt).

Estas toxinas son altamente especificas para insectos de ciertos oOrdenes como
Lepidoptera, Coleoptera 'y Diptera y se activan una vez ingeridas por el insecto, actuando en el
ambiente alcalino del intestino medio. Alli, las toxinas se solubilizan y perforan el epitelio
intestinal, generando una lisis celular que provoca pardlisis del aparato digestivo y finalmente,

la muerte del insecto (Bravo et al., 2007).

Gracias a esta especificidad bioldgica, el uso de Bt es considerado seguro para
organismos no objetivo como aves, mamiferos, abejas y seres humanos, lo que ha favorecido su

aplicacion en el manejo sostenible de plagas agricolas.
2.1.1 Estructura del Bacillus thuringiensis.

La efectividad de Bacillus thuringiensis (Bt) como biopesticida radica en la estructura y funcion
de sus cristales proteicos. Estas proteinas, conocidas como d-endotoxinas o toxinas Cry, se
agrupan en cristales parasporales que se forman durante la esporulacion de la bacteria. Su
morfologia ha sido ampliamente estudiada mediante técnicas de microscopia electronica de
barrido (SEM) como se muestra en la figura 3 donde se resalta los cristales proteicos y esporas

que desempefian un papel clave en la interaccion con el epitelio intestinal de los insectos plaga.

. Diversos estudios han demostrado la especificidad de las toxinas Cry de Bacillus
thuringiensis frente a diferentes 6rdenes de insectos, lo que ha permitido su aplicacion selectiva

en el control de plagas. Schnepf et al. (1998) detallaron la estructura molecular de estas

proteinas, describiendo como las d-endotoxinas forman cristales parasporales que se activan en
el intestino alcalino de los insectos, perforando la membrana del epitelio intestinal.

Posteriormente estudios como el de Bravo et al. (2007) profundizaron en la interaccion de estas
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toxinas con receptores especificos en el intestino medio de los insectos plaga, lo que explica su
alta especificidad y su bajo impacto en organismos no objetivo. Estos avances consolidan a Bt

como una herramienta eficaz y segura en la agricultura sostenible.

Figura 3.Micrografia SEM de Bacillus thuringiensis mostrando cristales proteicos y esporas.

Fuente: Sanchis v Bourguet (2008)

2.1.2. Tipos de cepas, diferencias y su impacto en especies objetivo.

El Bacillus thuringiensis presenta diversas cepas adaptadas a distintos grupos de insectos
plaga. Las mas reconocidas son Bt aizawai, Bt kurstaki y Bt israelensis, cuya especificidad
depende de las toxinas Cry y Cyt que producen. La Figura 4 presenta un diagrama jerarquico

que clasifica tres subespecies principales de Bt seglin sus especies objetivo.

Por ejemplo, Bt aizawai y Bt kurstaki tienen como blanco insectos del orden
Lepidoptera, mientras que Bt israelensis actia sobre insectos del orden Diptera, como
mosquitos vectores de enfermedades. La actividad insecticida de cada cepa depende en gran
medida de la composicion de toxinas Cry y Cyt que produce. Las toxinas CrylAb y Cry2Ab,
presentes en Bt kurstaki, se adhieren a receptores especificos en el epitelio intestinal de plagas
como Helicoverpa armigera 'y Plutella xylostella, generando la formacion de poros, disrupcion
celular y muerte del insecto (Bravo et al., 2007; Schnepf et al., 1998). Por otra parte, el Bt
israelensis es efectivo contra larvas de mosquitos estos insectos de orden Diptera, incluyendo

mosquitos vectores de enfermedades como el dengue y la malaria, su mecanismo sucede gracias
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a la accion sinérgica de las toxinas Cry y Cyt en las membranas celulares del intestino medio

(Bravo et al., 2007; Chamorro, 2023; Schnepf et al., 1998).

Figura 4.Diagrama jerarquico de las cepas de Bacillus thuringiensis y sus especies objetivo.

Fuente: Elaboracién propia basada en Bravo et al. (2007)

Figura 5. Estructura tridimensional de las ocho toxinas Cry conocidas, mostrando especificidad

hacia diferentes 6rdenes de insectos. Fuente: Chamorro, D. (2023).
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Estas diferencias de selectividad se deben a la estructura molecular de las toxinas. En
consecuencia, esto ha permitido su aplicacion selectiva en distintos cultivos agricolas. La Figura
5 muestra un modelo tridimensional de ocho toxinas Cry, donde se destacan los dominios
estructurales I, IT y III responsables de la union a receptores en los insectos plaga. Este tipo de
analisis ha sido clave para comprender las interacciones moleculares entre toxinas y blancos

biologicos, permitiendo disefar variantes mas eficaces y reducir la aparicion de resistencias.

En base a lo anterior podemos afirmar que la diversidad de cepas y la especificidad de
sus toxinas consolidan a Bacillus thuringiensis como una herramienta biotecnologica altamente
adaptable para el manejo de plagas, con un perfil de seguridad favorable hacia organismos no

objetivo.
2.1.3. Mecanismo de accion de Bacillus thuringiensis.

El mecanismo de accion de Bacillus thuringiensis (Bt) es altamente especifico y solo se
activa en el tracto digestivo de ciertos insectos plaga. Una vez que el insecto ingiere los cristales
proteicos conocidos como 6-endotoxinas o toxinas Cry, estas se solubilizan en el ambiente
alcalino del intestino medio, donde el pH puede alcanzar valores cercanos a 10. En ese entorno,
las protoxinas son activadas por enzimas digestivas enddgenas, lo que permite que se unan a
receptores especificos localizados en la membrana del epitelio intestinal, como cadherinas,
aminopeptidasa N (APN) y fosfatasa alcalina (ALP) (Bravo, Gill & Soberén, 2007; Adang,
Crickmore & Jurat-Fuentes, 2014).

Esta union desencadena la formacion de poros en la membrana celular, lo que provoca
una pérdida de equilibrio osmotico, lisis celular y finalmente, la muerte del insecto. La Figura
6 muestra un esquema general de este proceso, desde la ingestion de los cristales hasta la ruptura

del epitelio intestinal.

Este mecanismo altamente selectivo también explica por qué Bt es considerado seguro
para organismos no objetivo. En humanos y otros vertebrados, el entorno acido del estomago
impide la activacion de las toxinas y ademas no existen receptores equivalentes en el epitelio

intestinal que permitan la union y accion de las proteinas Cry. Por lo tanto, incluso si quedaran

N
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residuos de Bt en los alimentos, no representarian un riesgo para la salud humana. Estudios

anteriores, por ejemplo el de Ge et al. (1989) identificaron regiones especificas de las toxinas

Cry responsables de su afinidad por determinados receptores. Afios mas tarde, Adang et al.
(2014) profundizaron en la interaccion entre las toxinas y las proteinas del hospedero,

contribuyendo a una comprension mas precisa de su especificidad.

Figura 6. Diagrama del mecanismo de accion de Bacillus thuringiensis. Fuente: Elaboracion

propia (2025).

2.2. Hidroxidos dobles laminares (HDL)
2.2.1. Hidroxidos dobles laminares: conceptos y funcionalidad.

Los hidroxidos dobles laminares (HDL) son materiales inorgdnicos con estructura tipo
hidrotalcita, formados por capas alternadas de cationes metélicos divalentes y trivalentes (como
Mg, Zn**, AI**, Fe*"), entre las cuales se alojan aniones intercambiables (como carbonatos,

nitratos o fosfatos) y moléculas de agua. Esta arquitectura les confiere propiedades bastante
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interesantes que los hacen altamente aplicables en agricultura, farmacologia, remediacion

ambiental y liberacion controlada de compuestos activos.

La Figura 7 muestra cristales naturales de hidrotalcita-2H, también conocida como manasseita,
provenientes de la mina Jacupiranga en Brasil. Al principio, este tipo de minerales llamaban la
atencion principalmente por su rareza y apariencia, por eso eran exhibidos en museos o
colecciones. Pero con el paso del tiempo y el avance en técnicas de caracterizacion, se descubrid
que no solo eran visualmente interesantes, sino que también contaban con propiedades

estructurales Unicas.

Figura 7. Cristales naturales de hidrotalcita-2H (manasseita) como representacion mineralogica

de los HDL. Fuente: Betts, J Fine(n.d.)

2.2.1.1 Perspectiva fisicoquimica y Punto isoeléctrico.

Desde una perspectiva fisicoquimica, su funcionalidad radica en fendmenos de adsorcion
superficial e intercambio anionico dentro del espacio interlaminar. Los aniones presentes
pueden ser desplazados facilmente por otros del entorno, lo que permite que los HDL actien

como portadores o captadores selectivos (Vaccari, 1998).
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En la Figura 8 se presentan micrografias SEM que ilustran la disposicion nanométrica en
laminas de los HDL, evidenciando su morfologia estratificada, clave para comprender su
comportamiento funcional. Estas imagenes permiten visualizar su arquitectura tridimensional y

refuerzan su potencial como matrices para diferentes aplicaciones.

Figura 8. Micrografia MEB de hidroxidos dobles laminares. Fuente: Cortés Ortega, J. A., &
Carbajal Arizaga, G. G. (2019).

A partir de la estructura descrita y como complemento funcional clave, una propiedad
fundamental de los HDL es su punto isoeléctrico, el cual determina el pH en el que la superficie
del material posee una carga neta cero. Para los HDL de tipo MgAl este valor se encuentra
tipicamente en un rango de pH 8.5 a 9.5. Por debajo de este punto la superficie del material se
vuelve positivamente cargada, lo cual favorece la adsorcion de especies aniOnicas. Esta
caracteristica es clave en procesos de intercalacion, ya que facilita la incorporacion de moléculas
cargadas negativamente, como proteinas o acidos orgéanicos, en el espacio interlaminar,

contribuyendo a su estabilizacion y posible liberacion controlada (Fan et al., 2014).
2.2.2 Caracteristicas de los HDL.

Su estructura tipo hidrotalcita fue descrita por primera vez por Miyata (1983) y puede

representarse quimicamente de la siguiente manera:
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Formula general de HDL:

(M _x M"y(OH),]¥ + [A"]/n - nH,0

Donde M(II) y M(III) representan cationes metalicos divalentes y trivalentes,
respectivamente, mientras que A™ es un anion intercambiable alojado en el espacio interlaminar.
Esta estructura confiere a los HDL una serie de propiedades funcionales que los hacen versatiles

en distintas areas tecnoldgicas:

e Intercambio idnico: Los aniones interlaminares pueden ser
reemplazados por otros presentes en el medio, facilitando procesos de remediacion o

funcionalizacion (Vaccari, 1998).

e Alta superficie especifica: Suele variar entre 50 y 200 m?/g,
permitiendo una gran capacidad de adsorcion de compuestos como pesticidas, farmacos

o contaminantes (Zhang & Dou, 2014).

o Estabilidad térmica y quimica: Los HDL son capaces de
conservar su estructura en condiciones alcalinas o a temperaturas elevadas, lo cual

amplia sus posibles aplicaciones (Fu et al., 2023).

o Capacidad de intercalacion: La arquitectura laminar permite
alojar moléculas activas entre sus capas, protegiéndolas y controlando su liberacion

(Miyata, 1983).

La Figura 9 muestra un modelo tridimensional generado con VESTA que
representa la disposicion tipica de estos materiales: las ldminas estdn formadas por cationes
M(II) (esferas grandes) y M(III) (parte de la esfera amarilla), coordinados con grupos hidroxilo
(esferas azules (oxigeno) y esferas rojas oscuras (hidrogeno)) y separados por capas de aniones
intercambiables y moléculas de agua. Esta organizacibn microscopica sustenta su
comportamiento fisicoquimico, explicando su eficiencia en adsorcidn, intercambio idnico y

liberacion prolongada de compuestos activos.
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Ademas, su elevada area superficial y morfologia estructurada permite que los
HDL actuen como “protectores” frente a condiciones adversas como el calor, la radiacion UV
o variaciones de pH. Gracias a ello, se logra una liberacién mas progresiva y controlada en el

tiempo, optimizando el aprovechamiento del principio activo encapsulado.

En esta investigacion, dicha capacidad estructural se aprovecha para
encapsular y liberar de forma controlada los cristales proteicos del biopesticida Bacillus
thuringiensis (Bt), proponiendo una alternativa innovadora para el manejo sustentable de plagas

agricolas.

Figura 9. Estructura cristalina de los HDL con representacion tridimensional. Fuente:

Elaboracion propia con software VESTA (2025).

2.3. Random Forest: Historia, Conceptos y Aplicaciones

El algoritmo Random Forest, desarrollado por Leo Breiman en 2001, representa uno de
los avances mas significativos en el &mbito del aprendizaje automatico. Se trata de un método
de conjunto basado en la construccion de multiples arboles de decision, cuya combinacion

permite mejorar la precision y reducir el riesgo de sobreajuste, una limitacion comtin en modelos
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individuales de arboles de decision (Breiman, 2001). La principal ventaja de Random Forest

radica en su capacidad para manejar grandes volumenes de datos, con una alta dimensionalidad
y complejidad. El concepto de bosques aleatorios se fundamenta en el uso de la aleatorizacion
durante el proceso de construccion de los arboles. En cada arbol, se selecciona una muestra
aleatoria de los datos, asi como un subconjunto aleatorio de variables para la division en cada
nodo, lo que fomenta la diversidad entre los modelos generados. Finalmente, los resultados de
todos los arboles se combinan a través de un proceso de votacion mayoritaria o promedio

ponderado, segun se trate de problemas de clasificacion o regresion (Breiman, 2001).

El desarrollo del algoritmo fue precedido por trabajos de Ho (1995), quien introdujo el
concepto de "bosques de decision aleatoria". Sin embargo, la propuesta de Breiman consolido
este enfoque al introducir mejoras como la seleccion aleatoria de variables en cada nodo, lo que

marco una diferencia clave en el rendimiento y la aplicabilidad del método.

2.3.2. Uso de Random Forest en Python: una herramienta accesible y eficiente para la

ciencia de datos.

La aplicacion del algoritmo Random Forest en contextos reales ha sido ampliamente
facilitada gracias al desarrollo de bibliotecas de codigo abierto como Scikit-learn, una de las
mas utilizadas actualmente en la comunidad cientifica y tecnologica (Pedregosa et al., 2011).
Esta biblioteca, desarrollada en Python, fue disefiada con un enfoque claro: permitir la
implementacion de modelos complejos sin necesidad de estructuras computacionales avanzadas

o conocimientos profundos en programacion.

Scikit-learn proporciona una estructura coherente para construir modelos de
clasificacion o regresion. El modelo se define como un objeto (RandomForestClassifier o
RandomForestRegressor), se entrena con el método fi#(), se hacen predicciones con predict(),
se evallia su rendimiento utilizando funciones especificas como r2_score, mean_squared_error
0 accuracy_score. Esta organizacion modular facilita la comprension del flujo del modelo y

permite adaptar el proceso a diversos problemas cientificos.
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Ademas, el ecosistema de Python permite complementar Scikit-learn con otras

bibliotecas clave:

o Pandas es utilizada para manipular bases de datos estructuradas, facilitando tareas como

filtrar, agrupar o transformar informacion.

o NumPy realiza operaciones matematicas sobre arreglos numéricos de forma rapida y

eficiente.

o Matplotlib y Seaborn ofrecen herramientas para visualizar datos de forma clara, lo que
permite entender mejor los patrones detectados por el modelo y comunicar los resultados

de manera efectiva.
El flujo de trabajo comun para entrenar un modelo Random Forest incluye los siguientes pasos:

1. Carga y preparacion de los datos, utilizando funciones como read csv(), aplicando
transformaciones para codificar variables categoricas, escalar valores y manejar datos

faltantes.

2. Separacion del conjunto de datos en subconjuntos de entrenamiento y prueba con
train_test split, lo que permite evaluar el modelo con datos no vistos durante el

entrenamiento.

3. Configuracion y ajuste del modelo, personalizando pardmetros como:
o n_estimators: nimero de arboles del bosque.
o max_depth: profundidad méxima permitida para cada arbol.

o criterion: métrica utilizada para dividir nodos (como gini, entropy o

squared_error).

4. Evaluacion del desempefio, mediante métricas como el error cuadratico medio (MSE),

el coeficiente de determinacion (R?) o la precision, segln el tipo de problema.

pag. 29




Tesis: Diserio de biopesticida hibrido Bt-HDL optimizado con inteligencia artificial para el
control sostenible de plagas

5. Analisis de importancia de variables, una de las fortalezas del algoritmo, que permite
identificar qué atributos tienen mayor influencia en las predicciones. Esta funcionalidad es
especialmente util en investigaciones aplicadas, ya que ayuda a interpretar el modelo y a

obtener conclusiones valiosas mas alla de la simple prediccion.

Gracias a esta arquitectura flexible y a su integracion con otras herramientas cientificas, Random

Forest se ha consolidado como un recurso accesible para multiples disciplinas.
2.3.1.1. Explicacion de diagrama de Toma de Decisiones en Random Forest

El diagrama del proceso de Random Forest describe las etapas clave que permiten al
algoritmo construir multiples arboles de decision y combinar sus resultados para obtener una
prediccion precisa y robusta. A continuacion, se explica cada etapa con ejemplos practicos para

facilitar su comprension:

Figura 10. Diagrama de toma de Decisiones en Random Forest. Fuente: Elaboracion propia
(2025)

Conjunto de datos completo: El proceso comienza con un conjunto amplio de datos originales.
Por ejemplo, en un andlisis de clientes de una tienda, este dataset podria incluir informacion
como nombres de clientes, frecuencia de compra y gasto mensual. Este conjunto inicial contiene

toda la informacion necesaria para entrenar el modelo.
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Muestreo aleatorio: A partir del conjunto completo, Random Forest genera subconjuntos
aleatorios de datos utilizando el método de "bootstrap". Esto significa que algunos registros se
seleccionan repetidamente, mientras que otros pueden no ser incluidos. Por ejemplo, en un
estudio sobre ventas, algunos registros de clientes frecuentes podrian aparecer en varios
subconjuntos, mientras que otros quedarian excluidos. Este muestreo asegura diversidad en los

datos utilizados por cada arbol.

Construccion de arboles individuales: Cada arbol de decision se entrena con uno de los
subconjuntos generados. Durante su construccion, se selecciona aleatoriamente un subconjunto

de variables en cada nodo para decidir la division. Por ejemplo:

Arbol 1 podria clasificar a los clientes como "frecuentes" o "ocasionales" basandose en su

historial de compras.

Arbol N podria predecir el gasto mensual promedio utilizando datos como la frecuencia de

visitas y las categorias de productos adquiridos.

Resultados individuales de los arboles: Cada arbol genera su propia prediccion de forma
independiente. Por ejemplo, un arbol podria determinar que un cliente es frecuente, mientras
que otro podria predecir que el gasto promedio de dicho cliente sera de $1,200 pesos al mes.
Estas predicciones individuales no son perfectas por si solas, pero aportan diversidad al modelo

final.

Prediccion final: Las predicciones individuales de todos los arboles se combinan para obtener

un resultado final. Este proceso depende del tipo de problema:

En tareas de clasificacion (por ejemplo, determinar si un cliente es frecuente), el resultado final
se decide por votacion mayoritaria de todos los arboles. En tareas de regresion (por ejemplo,

predecir el gasto mensual), el resultado es el promedio de las predicciones de los arboles.

Los conceptos explorados en este capitulo no solo sustentan el disefio experimental del presente
estudio, sino que también reflejan el compromiso por desarrollar un bioplaguicida que combine

eficacia tecnoldgica con responsabilidad ambiental.

S}
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2.4 Antecedentes.

2.4.1 Uso excesivo de plaguicidas y sus consecuencias.

Diversos estudios han alertado sobre las consecuencias negativas del uso excesivo de
plaguicidas en la agricultura moderna. De acuerdo con el Atlas de los Pesticidas (Heinrich Boll
Stiftung et al., 2022) mas de 385 millones de personas en el mundo sufren intoxicaciones agudas
por pesticidas cada afo. Este fendmeno no solo afecta a los trabajadores agricolas sino también
al ambiente y a la salud publica en general. En paises como México el marco regulatorio permite
el uso de plaguicidas prohibidos en otras regiones, lo que acent@ia los riesgos para las
comunidades rurales y los ecosistemas agricolas. Esta situacion ha generado una creciente

preocupacion sobre la necesidad de transitar hacia alternativas més seguras y sostenibles.
2.4.2 Propuestas previas para el control bioldgico con Bacillus thuringiensis.

En respuesta a estas problematicas se ha promovido el uso de bioplaguicidas como el
Bacillus thuringiensis (Bt), una bacteria grampositiva capaz de producir toxinas proteicas
especificas que afectan a insectos plaga sin dafar organismos no objetivo. Investigaciones como
las de Bravo et al. (2007) y Schnepfet al. (1998) han documentado la especificidad de las toxinas
Cry y Cyt producidas por Bt frente a distintos 6rdenes de insectos, incluyendo Lepidoptera,
Diptera y Coleoptera. Estas propiedades han consolidado al Bt como una herramienta

biotecnoldgica viable para la proteccion de cultivos.
2.4.3 Limitaciones actuales de Bt en campo.

Sin embargo, uno de los retos persistentes en el uso de Bt ha sido su baja estabilidad en
condiciones ambientales. Las toxinas proteicas son susceptibles a la degradacion por radiacion
ultravioleta, cambios de temperatura y pH, lo que limita su efectividad prolongada en campo
abierto. Estudios como los de Cortés-Ortega y Carbajal-Arizaga (2019) han sefialado que la
eficacia de Bt puede reducirse considerablemente si no se estalibiliza frente a condiciones

ambientales adversas.
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2.4.4 Funcionalidad de los hidroxidos dobles laminares (HDL) como soporte.

Ante este desafio, diversos trabajos han explorado el uso de hidroxidos dobles laminares
(HDL) como soportes para la estabilizacion de compuestos bioactivos. Los HDL poseen una
estructura laminar con aniones intercambiables que pueden proteger moléculas sensibles como
las toxinas Cry. Fu et al. (2023) y Vaccari (1998) destacan sus propiedades de alta superficie
especifica, intercambio anidnico y estabilidad térmica, que los convierten en materiales

versatiles para aplicaciones ambientales y agricolas.
2.4.5 Aplicaciones recientes de HDL en medio ambiente y agricultura.

Los hidréxidos dobles laminares (HDL) han demostrado un alto potencial como soportes
funcionales para la liberacion controlada de compuestos bioactivos en aplicaciones agricolas.
Estudios recientes como los de Singha Roy, Pillai y Sinha Ray (2022, 2023) han demostrado
que los HDL pueden actuar como fertilizantes de liberacion lenta, controlando la dosificacion
de nitratos y otros nutrientes esenciales, lo cual reduce la necesidad de aplicaciones frecuentes

y mejora la eficiencia en el uso de agroinsumos.
2.4.6 Potencial de la inteligencia artificial en formulaciones ambientales.

Islam et al. (2023) emplearon Random Forest Regression para predecir el caudal de una
cuenca hidrologica en el Alto Rio Grande, Colorado, utilizando variables climaticas como la
profundidad de nieve y la temperatura minima. Su modelo logr6 superar a métodos tradicionales
como SWAT, evidenciando su capacidad para representar fendmenos naturales complejos con

precision.

Por su parte, Martinez Cuevas (2023) integrd este algoritmo en un sistema de
clasificacion automatica de bacterias filamentosas en plantas de tratamiento de aguas residuales,
mejorando significativamente el monitoreo microbioldgico y el control operacional de los

fangos activos.

Finalmente, Dios-Castillo et al. (2024) realizaron una revision sistemadtica sobre el uso

de algoritmos de aprendizaje automatico para detectar contaminacion ambiental mediante
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imagenes satelitales. Su estudio destacod la efectividad de Random Forest para identificar
patrones de polucidon atmosférica en zonas urbanas y rurales de América Latina. Estos
antecedentes no solo demuestran la solidez estadistica del modelo, sino también su aplicabilidad
en areas donde las decisiones deben sustentarse en datos complejos y cambiantes, como es el

caso de los sistemas agricolas vulnerables ante condiciones ambientales impredecibles.
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2.5 Planteamiento del problema.

En la actualidad, el modelo agricola dominante sigue dependiendo de sustancias
quimicas de alta toxicidad que, si bien permiten elevar los rendimientos a corto plazo, han
provocado consecuencias ambientales y sociales graves. El uso excesivo de pesticidas sintéticos
ha deteriorado los suelos, contaminado cuerpos de agua y afectado tanto la biodiversidad como

la salud humana.

Aunque se han explorado alternativas mas seguras, como el uso de biopesticidas, su
eficacia en campo sigue siendo un reto importante. Tal es el caso del Bacillus thuringiensis (Bt),
una bacteria con eficacia comprobada en el control bioldgico de plagas, pero cuya estabilidad
se ve comprometida por factores ambientales como la radiacion UV, la humedad y la necesidad
de multiples reaplicaciones. Esta limitacion no solo eleva los costos, sino que restringe su uso
en sistemas agricolas vulnerables, como los que predominan en muchas regiones rurales de

México.

Frente a esta problematica, surge la pregunta central:
(Como mejorar la estabilidad y eficacia del Bt para convertirlo en una solucion realmente viable,

econdOmica y sostenible para los agricultores?

En este contexto, los hidroxidos dobles laminares (HDL) surgen como materiales
prometedores gracias a su capacidad de retencion y liberacion controlada de moléculas
bioactivas. Ademads, la incorporacion de inteligencia artificial, particularmente mediante
modelos como Random Forest, permite optimizar la dosificacion y anticipar las condiciones

ideales de aplicacion.

Esta investigacion parte de ese vacio: no basta con tener un bioplaguicida eficaz; es
necesario disefar un sistema de soporte inteligente y adaptable que permita trasladar ese
potencial a condiciones reales de campo. El problema, entonces, no es solo técnico, sino también
ambiental, econdmico y social y debe abordarse desde una perspectiva integradora, como la que

aqui se propone.
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2.6 Justificacion.

El diseno de materiales hibridos que integren compuestos inorganicos funcionales con
agentes biologicos representa una de las lineas mas prometedoras en la ciencia de materiales
aplicada a la agricultura. Uno de los materiales inorganicos mas estudiados son los hidréxidos
dobles laminares (HDL), los cuales se destacan por su capacidad de adsorber y liberar de manera
controlada diversas moléculas activas. Aunque han sido ampliamente utilizados en campos
como la farmacologia o la remediacién ambiental, su aplicacion en el ambito agricola continta
siendo escasa. Esta area, atin poco explorada, abre la posibilidad de disefiar nuevas soluciones

para el manejo de plagas desde un enfoque mas preciso, eficiente y sustentable.

En el presente estudio se propone aprovechar las propiedades fisicoquimicas de los HDL
como soporte para el biopesticida Bacillus thuringiensis (Bt), con el objetivo de mejorar su
estabilidad frente a condiciones ambientales variables, prolongar su eficacia en campo y reducir
la necesidad de reaplicaciones frecuentes, lo cual disminuye tanto los costos como la carga

ambiental.

Complementariamente, la integracion de herramientas de inteligencia artificial (IA),
especificamente mediante el modelo Random Forest, permite optimizar la dosificacion del
biopesticida con base en datos experimentales. Esta metodologia facilita la identificacion de
condiciones Optimas para su aplicacion, incrementando la eficiencia del tratamiento y

reduciendo los costos operativos, sin comprometer la salud del agroecosistema.

La presente investigacion se planted al considerar el panorama actual de la agricultura
en México y América Latina, caracterizado por suelos degradados, plagas resistentes y un
acceso desigual a tecnologias limpias. Ante esta realidad, es indispensable desarrollar
alternativas que no solo ofrezcan soluciones técnicas viables, sino que también puedan adaptarse
a distintos contextos productivos de forma escalable y responsable. En resumen, este estudio se
busco disefar una solucidon innovadora que integra ciencia de materiales, agentes bioldgicos e
inteligencia artificial, orientada a resolver un problema real con una vision sostenible, adaptable

y escalable a diferentes escenarios agricolas.
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2.7 Hipotesis.

La formulacion de un biopesticida hibrido mediante la incorporacion de los cristales Cry
de Bacillus thuringiensis (Bt) en una matriz de hidréxidos dobles laminares (HDL) permite
mejorar su estabilidad y eficacia bajo condiciones ambientales variables, al favorecer una
liberacion controlada del agente bioldgico. A su vez, el uso de modelos de inteligencia artificial,
como Random Forest, facilita la prediccion de las concentraciones Optimas del material,
optimizando el proceso experimental y reduciendo tanto la necesidad de reaplicaciones como el

impacto ambiental y econdmico asociado al control convencional de plagas.
2.8 Objetivos.

2.8.1 Objetivo general.

Disefiar un biopesticida hibrido a partir de Bacillus thuringiensis (Bt) y hidroxidos
dobles laminares (HDL) y desarrollar modelos predictivos basados en aprendizaje automatico
para anticipar las concentraciones Optimas de aplicacion, evaluando su comportamiento,

eficacia y sostenibilidad en el control de Spodoptera frugiperda.
2.8.2 Objetivos Especificos.

e Desarrollar un primer modelo predictivo preliminar para estimar concentraciones
optimas de Bacillus thuringiensis (Bt) a incorporar en el soporte HDL.

e Incorporar Bt en los HDL sintetizados y realizar bioensayos larvales contra
Spodoptera frugiperda para evaluar la eficacia biologica del material hibrido.

e Desarrollar y entrenar un segundo modelo de aprendizaje automatico (Random
Forest) con base en los resultados experimentales, con el fin de predecir condiciones dptimas
de dosificacion y mejorar la eficiencia del sistema.

e (aracterizar el material hibrido optimizado, evaluando sus propiedades
estructurales y funcionales.

o Sintetizar hidroxidos dobles laminares (HDL) mediante un método reproducible

y caracterizarlos fisicoquimicamente para evaluar su viabilidad como soporte inorganico.

o
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Capitulo 3. Metodologia.

3.1. Introducciéon Metodologia.

El presente capitulo describe detalladamente los procedimientos experimentales y
analiticos empleados para desarrollar un biopesticida mas eficiente que combina Bacillus

thuringiensis (Bt) con un nanomaterial inorganico, los hidréxidos dobles laminares (HDL).

A diferencia de enfoques convencionales, el proceso se inicidé con la construccion y
validacién de un modelo predictivo de inteligencia artificial (IA), especificamente Random
Forest, basado en datos provenientes de la literatura, que permiti6 identificar la concentracion
optima de Bt. A partir de esta prediccion, se llevo a cabo la sintesis del HDL, la incorporaciéon
de Bt en la matriz hibrida, la evaluacién de su eficacia mediante bioensayos in vivo y
posteriormente, la caracterizacion fisicoquimica del material. El flujo general de este proceso se
resume en la Figura 11, que presenta de manera general las etapas desarrolladas en la presente
investigacion. Las pruebas biologicas se realizaron con larvas de gusano cogollero (Spodoptera
frugiperda) proporcionadas por el Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales
(ITAF) de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo (UMSNH). Este enfoque
metodoldgico integro herramientas de inteligencia artificial y pruebas empiricas con bioensayos
larvales, permitiendo cumplir los objetivos establecidos con rigor cientifico y aplicabilidad

préctica.
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Figura 11. Diagrama esquematico de las etapas metodologicas desarrolladas en la investigacion.

3.2. Modelado predictivo inicial (Random Forest)
3.2.1 Justificacion del modelo.

Como se abordd en el marco tedrico (seccion 2.3), Random Forest es un algoritmo que
permite modelar relaciones complejas entre multiples variables, algo fundamental en este

estudio, donde la eficacia del biopesticida hibrido B+~HDL no depende de un unico factor, sino
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de la interaccidn entre concentracion de Bacillus thuringiensis, pH, temperatura y tiempo de

exposicion.

Durante la fase de disefio experimental, era importante contar con un modelo que pudiera
manejar estas interacciones sin asumir relaciones lineales simples, que ademas ofreciera
resultados confiables aun cuando el conjunto de datos disponible fuese limitado. Por esta razon,
se decidio utilizar Random Forest como herramienta para construir un modelo predictivo basado
en una matriz experimental simulada. Esta matriz se elabor6 a partir de rangos extraidos de
literatura especializada en el uso de Bt y en sistemas de liberacion controlada (EPA, 1998;
Moustafa et al., 2018), con el fin de representar condiciones realistas y relevantes para la

aplicacion agricola.
3.2.2 Construccion de la matriz experimental.

Para entrenar el modelo predictivo, fue necesario construir una matriz experimental que
representara combinaciones realistas de las variables mas relevantes en la eficacia del
biopesticida a base Bt inicamente. Dado que en esta etapa aun no se contaba con un volumen
suficiente de datos experimentales propios, se optd por desarrollar una matriz simulada, basada

en rangos y criterios extraidos de literatura especializada y lineamientos técnicos (EPA, 1998;

Moustafa et al., 2018; Fu et al., 2023).

Las variables seleccionadas fueron:

. Concentracion de Bacillus thuringiensis (Bt),
. pH.

. Temperatura.

. Tiempo de exposicion.

La matriz se construy6 considerando un disefio factorial parcial, con un total de 15
combinaciones (n = 15), abarcando un espacio experimental adecuado para esta fase

exploratoria.
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Los rangos definidos para cada variable fueron los siguientes:

e Concentracion de Bt: 0.1 a 0.35 g/L. (con base en formulaciones comerciales y
reportes de eficacia en campo)

e pH: 6.5 a 7.8 (6ptimo para la solubilizacion y estabilidad de las proteinas Cry)

e Temperatura: 25 a 38 °C (condiciones tipicas de aplicacion en cultivos
tropicales y subtropicales)

e Tiempo de exposicion: 12 a 42 horas (de acuerdo con cinéticas de accion

observadas en bioensayos con Spodoptera frugiperda).

La variable respuesta fue definida como el conteo de unidades formadoras de colonia
(UFC) de Bt, considerado un indicador de viabilidad y potencial eficacia biologica. La Tabla 1
presenta la matriz experimental simulada utilizada como conjunto de entrenamiento para el

modelo Random Forest.

Tabla 1. Matriz experimental simulada empleada para el entrenamiento del modelo Random
Forest.

Bt (g/L) pH Temperatura (°C)  Tiempo (h) UFC (x10%/ mL)
0.10 6.5 25 12 50
0.20 7.0 30 24 60
0.30 7.5 35 36 70
0.12 6.8 28 18 55
0.25 7.2 32 34 68
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0.35

0.15

0.22

0.32

0.18

0.28

0.34

0.20

0.30

0.10

7.6

36 39 73

Nota: La matriz fue construida a partir de combinaciones simuladas con base en rangos

extraidos de literatura especializada y criterios técnicos (EPA, 1998; Moustafa et al., 2018, Fu

etal, 2023).
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El flujo completo de procesamiento de estos datos mediante el modelo Random Forest

se muestra en la Figura 12.

Figura 12. Superestructura del funcionamiento del modelo Random Forest aplicado a la
prediccion de mortalidad larval por Bacillus thuringiensis. Fuente: Elaboracion propia (2025).

3.2.3 Configuracion del algoritmo

El modelo se implementd en el lenguaje de programacion Python (version 3.11),

utilizando la biblioteca Scikit-learn (version 1.4), ampliamente reconocida en la comunidad
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cientifica por su robustez y versatilidad en el desarrollo de algoritmos de aprendizaje

supervisado (Pedregosa et al., 2011).

En este caso, el objetivo no era unicamente obtener un modelo con alta precision, sino
también contar con una herramienta interpretable que permitiera identificar las variables mas
influyentes en la eficacia del biopesticida. Por esta razon, se configurd el algoritmo Random

Forest con los siguientes hiperparametros:

. n_estimators = 100 — numero total de arboles en el bosque, lo que
proporciona un equilibrio entre estabilidad y capacidad de generalizacion.

. criterion = 'squared_error' — funcion de pérdida adecuada para el tipo de
variable respuesta continua (eficacia medida como conteo de colonias viables,
colony count).

. max_depth = None — sin restriccion de profundidad, permitiendo que
cada arbol explore a fondo las posibles interacciones.

. random_state = 42 — para garantizar la reproducibilidad de los

resultados.

El entrenamiento se realizo aplicando una validacion cruzada de cinco particiones (k-
fold = 5), con el fin de evaluar la estabilidad del modelo frente a diferentes subconjuntos de
datos. Asimismo, el conjunto de datos completo se dividid en un 80 % para entrenamiento y 20
% para validacion, lo que permitidé obtener métricas confiables para valorar el desempefio del

modelo.

Las variables de entrada se representaron como:

X =X1,X2,X3,Xy

donde:
. X1= concentracion de Bt (g/L).
. X2= pH
. x3 = temperatura (°C).
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. x4= tiempo de exposicion (h).

La prediccion final del modelo Random Forest se obtiene mediante el promedio de las

predicciones individuales generadas por cada arbol, de acuerdo con la siguiente expresion:

Formula matematica del modelo Random Forest general.

donde y es la prediccion final, N es el numero total de arboles (en este caso, 100) y hi(x)

corresponde a la prediccion realizada por el arbol correspondiente.

El codigo completo utilizado para la implementacion de este modelo se presenta en el
Anexo I de esta tesis, donde se detalla el flujo de trabajo en Python y las funciones empleadas

para el entrenamiento y evaluacion del algoritmo.

3.2.4 Consideraciones finales

El modelo predictivo desarrollado en esta etapa permiti6 establecer una primera version
de la prediccion de condiciones Optimas para la aplicacion de Bacillus thuringiensis (Bt),
considerando variables clave como concentracion, pH, temperatura y tiempo de exposicion. Los
resultados obtenidos a partir del modelo definieron las concentraciones 6ptimas de Bt que fueron

empleadas en el disefio de las formulaciones experimentales.

Estas condiciones sirvieron como base fundamental para la etapa de intercalacion de Bt
en hidréxidos dobles laminares (HDL), asegurando que las formulaciones se ajustaran a
parametros previamente optimizados. Ademas, el uso de un modelo predictivo en esta etapa
permitié reducir la necesidad de pruebas fisicas extensivas, lo cual representd un ahorro

significativo en recursos y tiempo experimental.
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3.3 Sintesis de hidroxidos dobles laminares (HDL).

La sintesis de HDL se realizé mediante el método de coprecipitacion, ampliamente
reconocido por su eficiencia en la obtencion de materiales con alta cristalinidad. Esta técnica es
una de las mas robustas y versatiles para la sintesis de hidroxidos dobles laminares, debido a su
capacidad para generar estructuras con elevada cristalinidad, buena uniformidad y propiedades
fisicoquimicas reproducibles (Miyata, 1983; Fan et al., 2014). La eleccidn de este procedimiento
permitié6 obtener un soporte inorganico adecuado para la posterior incorporacion del
bioplaguicida, con el objetivo de favorecer su liberacion controlada y estabilidad en aplicaciones

ambientales.

Como parte del diseno experimental de este estudio, el proceso de sintesis se resume
esquematicamente en la Figura 13, mediante un diagrama de flujo que presenta las principales

etapas desarrolladas en el laboratorio.

Figura 13. Proceso de sintesis de hidroxidos dobles laminares (HDL) mediante método de

coprecipitacion controlada.
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3.3.1 Etapas de la sintesis de hidréxidos dobles laminares.

I. Preparacion de soluciones: Se prepararon soluciones acuosas de nitrato de magnesio
hexahidratado (Mg(NOs)2:6H20) y nitrato de aluminio nonahidratado (Al(NOs)s-9H-0),

en una proporcion molar Mg/Al = 3:1.

El calculo de la cantidad de reactivos se realizo con base a una concentracion final aproximada

de 0.5 M en 100 mL de solucion. Para cada reactivo, se emple6 la expresion:

Cdlculo analitico(n(mol) y masa (gr))

mol
t

n(mol) = C ( o

) * V (litro)

gr
masa(g) = n (mol) x PM( ﬁ)

Donde PM= peso molecular compuesto

Los valores calculados fueron los siguientes:
. Para Mg(NOs)2-6H20 (PM = 256.41 g/mol):

n=0.375 mol, masa=0.375%x256.41=96.15 g/L =9.615 g en 100 mL
. Para AI(NOs)3;-9H-O (PM = 375.13 g/mol):

n=0.125 mol, masa=0.125%x375.13=46.89 g/LL. = 4.689 g en 100 mL

Cada sal se disolvido por separado en aproximadamente 50 mL de agua desionizada,

posteriormente las soluciones se combinaron y se ajusté el volumen final a 100 mL.

II. Coprecipitacion: El proceso de coprecipitacion consistié en la adicion lenta de una
soluciéon de NaOH 1 M a la solucion combinada de sales, bajo agitacion constante en un
agitador magnético Thermolyne, velocidad nivel 4. Durante esta etapa, se midid
constantemente el pH de la solucion y la adicion de NaOH se detuvo al alcanzar un pH

entre 10 y 11. Este procedimiento se llevo a cabo a temperatura ambiente, sin tiempo de
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residencia prolongado, esto debido a que la adicion se realizé inicamente hasta el ajuste
del pH.

III. Afiejamiento: Posteriormente, la mezcla se sometié a una etapa de afiejamiento. La
solucion se mantuvo bajo agitacion continua en el mismo agitador Thermolyne equipado
con calentador, estableciendo la temperatura a 80 °C. Se emple6 un flujo continuo de
gas argdén para mantener una atmoésfera inerte durante todo el proceso, evitando la
incorporacion de CO: atmosférico y favoreciendo la correcta formacioén y ordenamiento
de las laminas cristalinas. La etapa de afiejamiento se prolong6 durante 18 horas.

IV. Lavado: El so6lido recuperado se lavd con agua desionizada, en tres ciclos sucesivos,
hasta que el pH del filtrado alcanzé valores proximos a neutro (pH = 7). Este paso fue
esencial para eliminar residuos de NaOH y aniones nitrato no incorporados en la
estructura del HDL.

V. Filtracion: Finalizada la etapa de afiejamiento, la suspension se dejo en reposo durante
1.5 horas a temperatura ambiente, para permitir una sedimentaciéon parcial del
precipitado. El s6lido resultante se recuperé mediante filtracion, utilizando papel filtro
Whatman No. 1, de tamafio de poro aproximado 11 um, adecuado para retener los
agregados de particulas de HDL (que se encuentran tipicamente en el rango de 1-10
um).

VI.Secado: Finalmente, el solido lavado se secO en un horno con conveccién dual
ECOSHEL FA-45B, a una temperatura de 60 °C durante 12 horas. El material obtenido
fue un solido cristalino de color blanco, caracteristico de hidroxidos dobles laminares

con elevada cristalinidad y pureza.

3.4 Incorporacion de Bacillus thuringiensis (Bt) en los hidréxidos dobles laminares

(HDL).

La incorporacion controlada de Bacillus thuringiensis (Bt) en la matriz de hidroxidos
dobles laminares (HDL) constituye una etapa esencial en el desarrollo del bioplaguicida hibrido
disefiado en este trabajo. Este proceso busca proteger las toxinas insecticidas Cry y esporas
viables de Bt frente a condiciones ambientales adversas y promover una liberacion sostenida y

eficaz del principio activo.
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Para asegurar la adecuada intercalacion y bioactividad del Bt, se realizo previamente un
proceso de purificacion de la fraccion activa (cristales y esporas), a partir de un concentrado
técnico de Bacillus thuringiensis subsp. aizawai, con una actividad de 25,000 unidades
internacionales (UI) por miligramo y una concentracion de 3.80 % p/p. Este paso de purificacion
fue necesario debido a la presencia de excipientes, dispersantes y otros componentes inertes en

la formulacién original, los cuales podrian interferir con la interaccion entre el Bt y la matriz

HDL.

La arquitectura de los HDL y su capacidad de proteger biomoléculas ofrecen un entorno
ideal para estabilizar las toxinas Cry y prolongar su eficacia en condiciones de aplicacion
agricola (Miyata, 1983; Fan et al., 2014). El procedimiento seguido se esquematiza en la Figura

14 y se describe a continuacion.

Figura 14. Diagrama de flujo del proceso de obtencion del bioplaguicida hibrido Bt—-HDL.
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3.4.1 Descripcion detallada del procedimiento experimental.
3.4.1.1 Preparacion de la fraccion activa de Bacillus thuringiensis.

Se partié de un concentrado técnico de Bacillus thuringiensis subsp. aizawai, con una
actividad de 25,000 unidades internacionales por miligramo (Ul/mg) y una concentracion de
3.80 % en peso. Segun la literatura, los cristales de toxinas Cry y las esporas viables de esta
subespecie presentan un tamano micrométrico y son insolubles en agua, lo que favorece la

separacion de fases en suspension acuosa.

Con el objetivo de obtener una fraccion purificada adecuada para su intercalacion en la

matriz HDL, se implementd un proceso de purificacion en tres etapas:

1. Sedimentacion inicial y retiro de sobrenadante: se pesaron 9.000 g de Bt técnico,
que se dispersaron en 250 mL de agua destilada, utilizando este volumen para minimizar la
saturacion de dispersantes presentes en la formulacion original. La dispersion se agitod
suavemente durante 15 minutos a temperatura ambiente (25-30 °C), se dejé sedimentar por
gravedad durante 2 horas. Posteriormente, el sobrenadante que contenia dispersantes,
surfactantes y componentes solubles del medio de cultivo se retiré cuidadosamente mediante

pipeteo manual, sin perturbar la fraccion sedimentada.

2. Lavado en filtro por gravedad: la fraccion sedimentada se transfirié cuidadosamente
a un embudo con papel filtro (Whatman No. 1), se sometido a tres lavados consecutivos
directamente en el filtro. Cada lavado consistio en adicionar agua destilada sobre el precipitado,

permitiendo su paso por el filtro por gravedad.

3. Secado y cuantificacion: tras el tercer lavado, el material se dejo secar a temperatura
ambientes. Una vez seco, el Bt purificado se recuper6 y se cuantifico para ajustar con precision
las masas requeridas en las formulaciones de intercalacion. Cabe sefialar que el peso
considerado para la etapa de intercalacion corresponde exclusivamente al Bt purificado obtenido

tras este tratamiento.
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3.4.1.2 Preparacion de la suspension de Bt purificado.

Las concentraciones finales de Bt purificado se ajustaron de acuerdo con las condiciones
optimizadas mediante el modelo Random Forest. La preparacion de la suspension se realizd en

agua destilada, asegurando una adecuada dispersion para su posterior intercalacion.
3.4.1.3 Intercalacion de Bt en HDL.

Para definir la formulacion final del bioplaguicida, se tomaron en cuenta dos criterios
complementarios. Por un lado, el modelo Random Forest permiti6 identificar la concentracion
optima de Bacillus thuringiensis (Bt) con base en su eficacia estimada. Por otro, la cantidad de
hidroxidos dobles laminares (HDL) utilizada en la intercalacion se establecidé considerando
propiedades fisicoquimicas clave que garantizaran una interaccion eficiente y estable entre

ambos componentes.

En primer lugar, los HDL sintetizados por coprecipitacion presentan un area superficial
especifica que puede oscilar entre 100 y 300 m?/g, lo que les confiere una notable capacidad de
adsorcion para particulas de tamafio micro o nanométrico, como las esporas y cristales del Bt
(Fan et al., 2014). Se ha reportado que las esporas de Bt miden entre 0.5 y 0.8 um, que los
cristales Cry suelen tener dimensiones de entre 0.2 y 1.5 um, con morfologias variadas como
romboidales, bipiramidales o ctbicas (Bravo et al., 2007; Sanchis & Bourguet, 2008). Esta
compatibilidad dimensional favorece una interaccion adecuada con la superficie activa de los

HDL.

Ademads, se tomo en cuenta la afinidad electrostatica entre ambos componentes. Las
proteinas Cry, de naturaleza acida, tienden a presentar carga negativa en soluciones neutras,
mientras que los HDL conservan una carga superficial positiva en ese mismo intervalo de pH.
Esta diferencia de carga crea condiciones ideales para la adsorcion, especialmente en un medio
acuoso neutro como el proporcionado por agua destilada, que ademas evita interferencias

i6nicas y protege la viabilidad del Bt (Adang et al., 2014).

Bajo estas condiciones, se establecid que una proporcion de aproximadamente 0.4—0.6 g

de Bt por cada 100 mL de suspension era adecuada para cubrir una fraccion significativa de la

N
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superficie del HDL sin provocar sobresaturacion ni dispersion deficiente. Esta relacion técnica,
en conjunto con los resultados del modelo predictivo, sirvié como base para los tratamientos T1

a T4 empleados en los bioensayos.
3.4.1.4 Formulacion final.

Tras la etapa de intercalacion, la suspension resultante de Bt-HDL se envasé
directamente en frascos goteros ambar, con el objetivo de proteger el producto frente a la
exposicion luminica y conservar su estabilidad para los bioensayos posteriores. No se realizé
una etapa de filtracion ni secado adicional, dado que el formato en suspension liquida fue

considerado el mas adecuado para la dosificacion controlada en las pruebas biologicas.

Tabla 2. Resumen de las condiciones experimentales para la incorporacion de Bacillus
thuringiensis en HDL.

Pardametro Condicion
Tipo de Bt Bacillus thuringiensis subsp. aizawai, 25,000 Ul/mg, 3.80
% p/p

Cantidad inicial de Bt técnico | 9.000 g

Volumen de dispersion inicial | 250 mL de agua destilada

Sedimentacion inicial 2 h, temperatura ambiente.
Retiro del sobrenadante Pipeteo manual
Lavado 3 lavados en papel filtro (por gravedad)
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Secado Temperatura ambiente

Preparacion de suspension de | En agua destilada.

Bt purificado

Intercalacion Bt + HDL 300 rpm, 18 h, 25-30 °C (temperatura ambiente),
proporciones optimizadas por Random Forest.

Formulacion final Suspension en frascos goteros ambar

Destino Bioensayos y caracterizacion

3.4.2 Consideraciones finales

El protocolo desarrollado permitié6 obtener un bioplaguicida hibrido Bt—-HDL en
suspension liquida, con caracteristicas prometedoras en cuanto a estabilidad y eficacia frente a
Spodoptera frugiperda. El uso de proporciones optimizadas mediante un modelo de inteligencia
artificial (Random Forest), constituye un enfoque innovador y practico para el disefio de este
tipo de formulaciones. Los resultados de la caracterizacion y los bioensayos se presentan en los

capitulos siguientes.

3.5 Bioensayos de eficacia contra Spodoptera frugiperda.

Para evaluar la eficacia del bioplaguicida hibrido Bt-HDL desarrollado en este estudio,
se realizaron bioensayos controlados utilizando larvas vivas de Spodoptera frugiperda. Estos
ensayos permitieron generar datos experimentales que fueron posteriormente incorporados al
modelo de prediccion basado en Random Forest. Las condiciones experimentales de los

bioensayos se resumen en la tabla 3.
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Tabla 3.Condiciones experimentales de los bioensayos.

Parametro

Condicion

Especie evaluada

Fuente de larvas

Numero total de larvas

Distribucion en grupos

Formulaciones aplicadas

Condiciones de incubacion

Tiempos de observacion

Variables registradas

Spodoptera frugiperda

Instituto de Investigaciones Agropecuarias y

Forestales (IIAF), UMSNH

43

T1-T4 y un grupo de control (10 larvas en T1-T3 y

grupo de control, 8 larvas en T4)

T1: 0.3606 g HDL + 0.2003 g Bten 12.5 mL
T2:0.4602 g Bt +0.1349 g HDL en 25 mL
T3: derivada de soluciéon madre en 25 mL
T4: exceso de HDL 0.2505 gr Bt + 0.550 g de HDL en
12.5 mL.
Grupo de control (sin soporte) 0.2003 g Bt en 12.5 mL

Temperatura ambiente (25-28 °C), luz natural difusa

12 h, 42 h, 66 h, 90 h, 1 semana (168 h)

Letargo, mortalidad, avance de instar,

comportamiento
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Clasificacion por estadio Instares 1-3 y 4-5
larval
Reaplicacion en resistentes T1 ajustada (0.555 Bt/HDL), en instares 4—5
Datos utilizados para Concentracion de Bt y HDL, pH, temperatura,
modelado de 14 tiempo, eficacia (% observada)

Nota: Los resultados obtenidos de estos bioensayos se presentan y analizan en el

Capitulo 4 de esta tesis.
3.5.1 Consideraciones éticas.

El disefo y la ejecucion de los bioensayos se realizaron siguiendo los principios éticos
para el uso responsable de organismos vivos en investigacion cientifica. Aunque Spodoptera
frugiperda es una especie invertebrada, se a buenas practicas de manejo y bienestar animal,
respetando las normativas institucionales de la Universidad Michoacana de San Nicolads de
Hidalgo y las recomendaciones internacionales para la investigacion con insectos de interés

agricola.
3.6 Actualizacion del modelo de prediccion con base de datos experimental.

Con el objetivo de incrementar la precision y la capacidad de generalizacion del modelo
predictivo desarrollado en este estudio, se llevo a cabo un proceso de reentrenamiento del
algoritmo Random Forest, incorporando los datos obtenidos en los bioensayos experimentales

con Spodoptera frugiperda.

Este proceso permitié ajustar el modelo a las condiciones reales observadas en las
formulaciones de Bt-HDL desarrolladas, mejorando su capacidad para predecir la eficacia del

bioplaguicida bajo diferentes combinaciones de variables.
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3.6.1 Proceso de reentrenamiento.

Los datos experimentales de los bioensayos obtenidos fueron organizados en un dataset

estructurado que incluyo las siguientes variables:

Bt (g/mL)

HDL (g/mL)

Tiempo de exposicion (h)
. Eficacia (%) observada

Este dataset actualizado fue utilizado para reentrenar el modelo Random Forest
previamente desarrollado (seccion 3.2). El codigo completo utilizado para este proceso se
presenta en el Anexo II. El reentrenamiento se implementd en Python, utilizando la libreria

scikit-learn, con validacion cruzada tipo k-fold (k = 5) para asegurar la robustez del modelo.

El desempeio del modelo actualizado se reporta en el Capitulo 4, donde se presentan los
resultados obtenidos y la comparacion entre la eficacia observada y la eficacia predicha por el

modelo.

3.7 Caracterizacion

Para confirmar la correcta sintesis de los hidroxidos dobles laminares (HDL) y la
efectiva intercalacion de Bacillus thuringiensis (Bt) en la matriz, se realizaron las siguientes

técnicas analiticas complementarias:

I. Microscopia Electronica de Barrido (SEM):
Permitié observar la morfologia superficial del material hibrido y evaluar la distribucion del

Bt en la matriz laminar, asi como posibles cambios en la estructura tras la intercalacion.

I1. Espectroscopia de Dispersion de Rayos X (EDS):
El objetivo de esta técnica fue identificar y cuantificar de manera semicuantitativa los

elementos presentes en la matriz Bt—-HDL, permitiendo confirmar la presencia de los
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elementos caracteristicos de los HDL (tales como Mg, Al y O), asi como la incorporacién de
componentes asociados a Bacillus thuringiensis, incluyendo C y N derivados de su estructura
organica. Esta informacion complementa el analisis morfoldgico al aportar evidencia de la

composicion quimica del material hibrido.

I1I. Difraccion de Rayos X (XRD):
Se utiliz6 para identificar la estructura cristalina del material, evaluar posibles cambios en el
orden laminar tras la intercalacion del Bt y confirmar la formacion de las fases caracteristicas

de los hidroxidos dobles laminares.
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Capitulo 4. Resultados y discusion de resultados.

4.1 Concentraciones éptimas obtenidas con el primer modelo predictivo de IA (Random

Forest).

Como se menciond en el capitulo anterior, se utilizo el primer modelo con Random
Forest (ver Seccion 3.2.4) para predecir las combinaciones 6ptimas de concentracion de Bacillus
thuringiensis (Bt), pH, temperatura y tiempo de exposicion. Este modelo permitid seleccionar,
con base en las predicciones generadas, las formulaciones con mayor potencial de eficacia,
evitando un procedimiento experimental arbitrario y reduciendo el desperdicio de material,

ademads de mejorar la eficiencia en el tiempo de experimentacion.

Con base en los resultados obtenidos del modelo (ver Anexo I) con un coeficiente de
determinacién de R?=0.96, se determinaron los tratamientos experimentales que serian
posteriormente evaluados en los bioensayos larvales. Estos tratamientos se resumen en la tabla

siguiente:

Tabla 4. Concentraciones dptimas predichas por el modelo Random Forest utilizadas como
base para los tratamientos experimentales.

Tratamiento Bt (g/L) pH Temperatura Tiempo Eficacia
°O) (h) estimada (%)
T1 0.2003 7.0 25 42 80
172 0.4602 7.2 28 66 85
T3 0.5806 7.5 30 90 90
T4 0.2003 7.0 25 90 95

4.2 Resultados del proceso de sintesis HDL e incorporacion del biopesticida.

Con base en las formulaciones seleccionadas por el modelo predictivo, se llevé a cabo de forma
experimental el procedimiento completo para la obtencion del bioplaguicida hibrido Bt—-HDL.

Este proceso incluy6 dos etapas fundamentales: la sintesis del soporte inorganico mediante
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coprecipitacion de hidroxidos dobles laminares (HDL) y la incorporacion posterior de Bacillus

thuringiensis (Bt) en la matriz laminar.

Durante la primera etapa, se obtuvieron los HDL en forma de un sélido blanco de apariencia
fina, como se aprecia en la Figura 15. La sintesis se realiz6 bajo agitacion constante y atmdsfera
controlada, con monitoreo del pH para asegurar una formacion estructural adecuada. Tras la
coprecipitacion, el material fue filtrado, lavado y sometido a un secado controlado. El resultado
fue un soélido cristalino que posteriormente seria empleado como soporte para la incorporacion

del agente bioldgico.

Figura 15. Proceso de sintesis y obtencion del material HDL.

Izquierda: mezcla de reaccion bajo agitacion constante y atmosfera cerrada, durante la etapa
de coprecipitacion. Derecha: solido cristalino blanco resultante tras el proceso de filtrado,

lavado y secado controlado. El material obtenido presenta una textura fina y uniforme.

Una vez sintetizado el HDL, se procedio a la obtencion y purificacion del Bacillus thuringiensis
subsp. aizawai, a partir de un concentrado técnico. Este proceso incluy6 una etapa de separacion
del sobrenadante y recuperacion de cristales y esporas mediante pipeteo y filtracién controlada.

En la Figura 16 se presenta una secuencia visual del procedimiento experimental realizado,
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desde la manipulacion con pipeta hasta el filtrado usando un embudo de vidrio con papel filtro.
Posteriormente, el material recolectado fue secado a temperatura ambiente (25-30 °C), una
temperatura seleccionada para preservar la viabilidad bioldgica del Bt y evitar la desactivacion
de sus proteinas cristalinas. El resultado fue un polvo café, seco y homogéneo, que fue empleado
como fase activa en la intercalacion con HDL. Dicho aspecto final puede observarse en la misma

figura.

Figura 16. Proceso experimental de separacion, lavado y secado del Bt.

Secuencia visual del tratamiento previo del biocomponente bioldgico. Izquierda: preparacion
y manejo de la suspension de Bt con pipeta. Centro: filtracion mediante embudo de vidrio y
papel filtro. Derecha: aspecto del Bt seco tras el proceso de secado controlado a baja

temperatura.
4.3 Resultados de la intercalacion y formulacion del bioplaguicida Bt-HDL.

Con el Bt purificado y el HDL previamente sintetizado, se llevo a cabo la incorporacion del
agente bioldgico en la matriz inorganica, respetando las proporciones definidas segiin el modelo
predictivo y los criterios fisicoquimicos explicados en el Capitulo 3. La mezcla se mantuvo en

agitacion continua durante 18 horas.
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El producto obtenido fue una suspension liquida homogénea, de color beige claro y textura
opaca. Inicialmente, no se observaron fases separadas ni grumos, pero tras algunas horas en
reposo, se presentd una ligera sedimentacion, atribuida al caracter coloidal del sistema y a la
ausencia de estabilizantes. Esta sedimentacion fue completamente reversible con una agitacion

suave, sin comprometer la integridad ni la aplicabilidad del bioplaguicida.

En la Figura 17 se muestra la apariencia de la formulacion tras la intercalacion. Esta fue
envasada directamente en frascos goteros ambar, lo que permitid protegerla de la luz y facilitar

su dosificacion durante los bioensayos.

Figura 17. Aspecto de la experimentacion de la formulacion Bt-HDL tras la intercalacion.

La mezcla mostro una apariencia opaca y homogénea, adecuada para su posterior envasado
en frascos ambar, con el fin de protegerla de la luz y facilitar su dosificacion controlada durante

los bioensayos larvales.
4.4. Resultados de los Bioensayos Larvales.

Este apartado presenta los resultados experimentales obtenidos al evaluar la eficacia de
diferentes formulaciones del biopesticida hibrido Bacillus thuringiensis/Hidroxidos Dobles
Laminares (Bt—-HDL) sobre larvas de Spodoptera frugiperda. Se analizaron los tratamientos T1—

T4, considerando mortalidad acumulada, distribucion por instar, efecto fisioldgico, necesidad
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de reaplicacion y comparacion con un grupo control técnico de Bt puro experimental y datos de

literatura.

Para ello, se dividieron 40 larvas vivas en grupos experimentales conforme a los tratamientos

definidos previamente, se incluyd un grupo adicional de control técnico tratado inicamente con

Bt comercial sin HDL. En la Tabla 5 se muestra la organizacion general de los grupos utilizados

durante los bioensayos, asi como las condiciones de observacion y el numero de individuos

evaluados en cada caso.

Tabla 5. Resumen de tratamientos aplicados en los bioensayos.

Tratamiento Descripcion Bt (g) HDL  Volumen Larvas Tiempo
(2) (ml) evaluadas total de
observacion
Tl Solucién 0.2003 | 0.3606 | 12.5 10 168 hrs.
madre
optimizada
12 Formulacion | 0.4602 | 0.1349 | 25 10 168 hrs.
intermedia
T3 Formulacion | 0.3606 | 0.2003 | 25 10 168 hrs.
baja derivada
T4 Exceso de | 0.2003 | 0.9509 | 12.5 8 169 hrs.
HDL
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Reaplicacion | T1 ajustado | 0.2003 | 0.3606 | 12.5 Sobrevivientes | 48 hrs post-
(BtYHDL = reaplicacion
0.555)

Control Bt técnico sin | 0.2003 | 0 12.5 5 168 hrs.
HDL (2000
ppm aprox.)

Figura 18. Organizacion experimental inicial de los tratamientos y condicion de las larvas de
Spodoptera frugiperda.

4.4.1 Evolucion temporal de la mortalidad larval.

Los resultados obtenidos de la evolucion del efecto biologico del bioplaguicida Bt—-HDL
sobre larvas de Spodoptera frugiperda fueron monitoreados durante 168 horas. Este
seguimiento permitié observar el ritmo con el que las distintas formulaciones afectaron a los
organismos, asi como identificar los momentos clave en los que ocurrieron muertes, letargo o

la necesidad de una reaplicacion.

La tabla 6 muestra el nuimero acumulado de larvas muertas a lo largo del tiempo para

cada tratamiento. Los datos fueron obtenidos directamente durante los bioensayos.

pag. 63




Tesis: Diserio de biopesticida hibrido Bt-HDL optimizado con inteligencia artificial para el
control sostenible de plagas

Tabla 6. Mortalidad acumulada de larvas de Spodoptera frugiperda durante el bioensayo
experimental.

Tiempo Grupo de Larvas Totales Muertes de larva
(horas) tratamiento
o i A
42 Control 5 2
A i R
90 Control 5 4
12 T1 10 0
S S
66 T1 10 6
S R
168 T1 10 10
i S
42
A i e
90
12 T3 10 0
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42 T3 10 2
66 T3 10 3
90 T3 10 4
168 T3 10 8
12 T4 8 0
42 T4 8 2
66 T4 8 4
90 T4 8 4
168 T4 8 6

La Figura 19 muestra la evolucion de estos datos en una grafica de lineas, donde puede
observarse el ritmo y la intensidad del efecto insecticida en cada caso. Con el grafico pudimos
analizar la evolucion de la mortalidad acumulada en larvas de Spodoptera frugiperda durante
un periodo de 168 horas, comparando cinco grupos experimentales: cuatro tratamientos (T1 a
T4) con diferentes formulaciones y concentraciones del material hibrido de Bacillus

thuringiensis (Bt) con HDL y un grupo control con Bt puro.

Se observo una clara diferenciacion en la respuesta larval dependiendo del tratamiento recibido.
Asi como una diferenciacion clara en la respuesta larval segun la formulacion administrada. El
tratamiento T1 (correspondiente a la concentracion optima predicha por el modelo Random
Forest) mostrd una curva ascendente definida, alcanzando el 100 % de mortalidad antes de la
semana sin necesidad de reaplicacion. Este comportamiento confirma su eficacia y coincide con

la prediccion teorica.
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Figura 19. Mortalidad acumulada de Spodoptera frugiperda por grupo de tratamiento a lo largo

del tiempo.

T2, que utilizé una concentracion intermedia, presentd un comportamiento similar al inicio, pero
mostr6 una meseta entre las 66 y 90 horas. Este estancamiento fue observado durante los ensayos
y motivo una reaplicacion puntual, lo cual permiti6 alcanzar finalmente una mortalidad total al
término del experimento. La intervencion destaca la importancia de ajustar la estrategia segun

el comportamiento larval observado en campo.

En contraste, T3 y T4 manifestaron trayectorias mas lentas y menos efectivas. Aunque ambos
tratamientos causaron letargo inicial, sus curvas de mortalidad se estabilizaron sin alcanzar el
100 %. En el caso de T4 que corresponde a la formulacién con exceso de HDL, la mortalidad
acumulada no superd el 75 %, lo que sugiere que una sobresaturacion del soporte puede
interferir con la liberacion eficiente del Bt, reduciendo su accion especialmente en instares

avanzados.

El grupo control evolucion6 de forma mas gradual, alcanzando el 100 % de mortalidad solo al

final del periodo experimental. Esta progresion confirma que la accion larvicida en los
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tratamientos experimentales se debi6 al efecto del Bt soportado y no a condiciones ambientales

o factores externos.

La inclusion de una linea punteada vertical en la figura, ubicada a las 90 horas, indica el
momento de reaplicacion en T2 y T3. Esta referencia visual resulta clave para comprender el
cambio en la pendiente de las curvas y resalta como el tiempo de accion y la etapa larval influyen

directamente en la eficacia de cada formulacion.

En conjunto, esta figura valida empiricamente las predicciones del modelo de inteligencia
artificial, al demostrar que la concentracion 6ptima sugerida (T1) logro el efecto bioldgico mas
favorable en condiciones reales. Ademas, evidencia la importancia de considerar tanto la
composiciéon como la oportunidad de aplicacion, consolidando el valor del enfoque integrado

propuesto en el presente trabajo.
4.4.2 Registro de analisis de comportamiento fisiologico Larval.

Ademas de los registros de muerte, se llevo un seguimiento puntual de los signos fisioldgicos.
En la Tabla 7, se documentan los eventos de letargo, nimero de muertes de acuerdo con su
instar correspondiente a cada tratamiento, lo que permite entender con mayor precision el

comportamiento progresivo del bioplaguicida.

Tabla 7. Registro de comportamiento fisiologico y progresion de la mortalidad larval en
Spodoptera frugiperda.

Tiempo de T1 (Solucion T2 (Intermedia) T3 (Baja) T4 (Exceso de
Observacion OPTIMA) HDL)
12 hrs Letargo muy | Letargo moderado Letargo leve Letargo leve
marcado
42 hrs 3 muertes 3 muertes (instares | 2 muertes 2 muertes
(instares 1-3) | 1-3) (instares 1-3)
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66 hrs +3 muertes +2 muertes (instares | +1 muerte +2 muertes
(instares 1-3) | 1-3) (instares 1-3)

90 hrs +2 muertes; +2 muertes (2 +1 muerte 2 sobrevivientes
(4-5) sobrevivientes de (Instares 4-5) | (Instares 4-5)

instares 4-5)

1 semana (168 | Mortalidad 10/10 muertes 8/10 muertes 6/8 muertes
hrs) total (10/10)

Reaplicacion No necesaria | Aplicacion con T1: | Aplicacion con | No se reaplico
100% eficacia T1: 100%

eficacia

Con los datos de la tabla anterior se realizé la Figura 20 que representa un mapa de calor
cualitativo donde se muestra en cada celda su la intensidad del efecto en forma de color: desde
el letargo leve hasta la mortalidad total, permitiendo asi un analisis visual de la progresion larval
frente a las distintas formulaciones del bioplaguicida. Desde las primeras horas, es evidente que
el tratamiento T1 produjo un letargo muy marcado, incluso antes de las primeras 42 horas. Este
efecto precoz fue exclusivo de T1, ya que el resto de los tratamientos mostraron solo signos
leves 0 moderados de alteracion conductual inicial. Para T2, el letargo fue perceptible pero
menos intenso, mientras que en T3 y T4 fue claramente mas débil, lo que sugiere una menor
velocidad de liberacion del principio activo. A partir de las 42 horas, comienzan a registrarse
muertes en todos los tratamientos, especialmente en instares 1 a 3. El hecho de que las muertes
ocurran inicialmente en estos estadios concuerda con la mayor susceptibilidad biologica de los
primeros instares al Bt, como se ha reportado en estudios previos. Entre las 66 y 90 horas, la
progresion de la mortalidad se vuelve mas diferenciada: T1 contintia con eficacia creciente sin

interrupciones, mientras que T2 y T3 muestran una estabilizacion. Esta pausa coincide con el
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cambio de instares (de 3 a 4-5), reflejando una resistencia parcial propia del desarrollo larval

avanzado.

Figura 20. Mapa de calor del efecto larvicida y evolucion fisioldgica en funcion del tratamiento
y tiempo.

Este mapa de calor también permite identificar de forma intuitiva cémo el avance en el estadio
larval (de instares 1-3 a 4-5) representa una barrera para la accion rapida del bioplaguicida,
especialmente en dosis suboptimas. La progresion de colores en los tratamientos T2 y T3 ilustra

claramente esa resistencia parcial y como puede ser compensada con intervenciones estratégicas

como la reaplicacion.
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4.4.2.1 Analisis bioensayos tiempo vs instar vs mortalidad.

Después de analizar el avance temporal y los efectos visibles del bioplaguicida en los
ensayos, esta seccion presenta una visualizacion tridimensional que integra tres dimensiones
clave: el tiempo de exposicion, el estadio larval y la mortalidad acumulada. Esta representacion
permite comprender de manera mas profunda como evoluciona la respuesta bioldgica en funcion

del tratamiento aplicado.

En la Figura 21 se muestra esta grafica 3D construida con los datos experimentales
reales. Los tratamientos T1 y T2 destacan por mostrar trayectorias ascendentes bien definidas,
reflejando una respuesta temprana y progresiva, especialmente en los primeros instares larvales
(1-3). T1 alcanz6 el 100 % de mortalidad antes de las 168 horas sin necesidad de reaplicacion,
lo que reafirma su eficacia. En cambio, T2 presentd una meseta entre las 66 y 90 horas, justo
cuando las larvas avanzaban a los instares 4 y 5, tipicamente mas resistentes. Posterior a la
reaplicacion, la curva volvid a incrementarse, evidenciando el efecto positivo de dicha

intervencion.

En contraste, los tratamientos T3 y T4 evidenciaron una mortalidad més contenida,
especialmente a medida que las larvas alcanzaron estadios avanzados. En T4, la eficacia fue
particularmente baja al cierre del experimento, lo cual respalda la hipotesis de que un exceso de
soporte HDL podria interferir en la liberacion adecuada del Bt, reduciendo su accion en

momentos criticos del desarrollo larval.

Como era previsible, la curva del grupo control mostr6 una progresion lenta y estable, sin saltos
abruptos. Este comportamiento valida que los efectos observados en los tratamientos si pueden

atribuirse directamente al bioplaguicida y no a factores externos.

La gréafica 3D permite visualizar con claridad la distancia entre los instares tempranos y tardios,
ademads de como varia la eficacia segun el momento biologico. El eje continuo de instar larval

pone en evidencia que, conforme las larvas maduran, se requiere no solo mayor concentracion
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activa, sino también una formulacién adecuada y un momento de aplicacion estratégico para

lograr efectos eficaces.

Figura 21. Comparacion tridimensional de mortalidad acumulada segln el tiempo y el estadio
larval.

Las trayectorias de los tratamientos no siguen un patréon uniforme. Cada linea refleja una
dinamica propia, determinada tanto por la composicion de la formulacion como por la etapa
fisiologica de la plaga. Esta visualizacion confirma la importancia de disefar estrategias de
control especificas, que consideren el estado biologico del objetivo y no tinicamente el producto

aplicado.

En conclusién, la mortalidad acumulada no depende exclusivamente de la dosis, sino de la
interaccion entre formulacidn, desarrollo larval y tiempo de exposicion. Esta figura aporta
evidencia visual clara de la complejidad bioldgica del control de plagas y resalta la necesidad

de enfoques integrales en el disefio de bioformulaciones.
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4.4.3 Distribucion de Mortalidad por Instar.

La distribucién de la mortalidad acumulada segin el estadio de desarrollo larval permitié

identificar diferencias claras en la susceptibilidad frente al bioplaguicida. Tal como se resume

en la tabla 8, los tres tratamientos principales (T1, T2 y T3) provocaron una muerte acelerada y

practicamente total en los instares 1 a 3, donde se observé un colapso fisioldgico entre las 42 y

66 horas post-aplicacion.

Tabla 8. Mortalidad acumulada por instar y tratamiento.

Instar T1-Solucion T2 — Intermedia T3 - Baja
Madre
Instares | 100 % (42—66 h) 100 % (42-66 h) 100 % (42-66 h)
1-3
Instares | 2 sobrevivientes 5 sobrevivientes (sin 4 sobrevivientes (90 hrs.)
4-5 (90 hrs.) reaplicacion) (66 hrs.)
Instares | 0 sobrevivientes 0 sobrevivientes, pero con | 2 sobrevivientes, pero con
4-5 (168 hrs.) reaplicacion (168 hrs.) reaplicacion (168 hrs.)

Estos resultados sugieren una fuerte accion del bioplaguicida en los estadios tempranos, lo cual

se relaciona con caracteristicas fisiologicas propias de los primeros instares: cuticula mas

delgada, menor masa corporal, alta permeabilidad intestinal y menores reservas metabolicas.
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En la Figura 22 se observa evidencia visual de larvas fallecidas en instares 1 a 3. Estas
presentaban una coloracidén oscura, cuerpo rigido, ligera curvatura y pérdida de masa, lo que

concuerda con los signos clasicos de intoxicacion larval por Bt.

Figura 22. Evidencia visual de los efectos fisiologicos del bioplaguicida Bt-HDL seglin estadio

larval.

En la fotografia se observan larvas de Spodoptera frugiperda en distintos estadios larvales. En
rojo se destacan individuos en instares 1-2 con mortalidad temprana; en verde, larvas en instar
3 con signos de letargo marcado; y en azul, larvas en instares 4—5 aun vivas, pero con movilidad
reducida. La imagen fue editada para resaltar visualmente los efectos diferenciados segiin el

desarrollo larval.
4.4.3.1 Anadlisis relacion de la mortalidad debido al Instar.

Las diferencias observadas en la eficacia del bioplaguicida segun el estadio larval pueden
explicarse a partir de caracteristicas fisiologicas propias del desarrollo de Spodoptera
frugiperda. Las larvas en instares 1 a 3 presentaron una mortalidad rapida, atribuible a su menor
masa corporal, cuticula mas delgada y mayor permeabilidad intestinal. Esta condicion favorece
la accion directa de las toxinas del Bacillus thuringiensis, que actuan principalmente en el

sistema digestivo.
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En cambio, las larvas en instares 4 y 5 demostraron mayor resistencia inicial, probablemente

asociada a un sistema inmune mas desarrollado y una barrera cuticular mas eficaz.

En la Figura 23 se muestra una larva con contenido intestinal exudado, secrecion amarillenta y
coloracion anormal, acompafiado de secreciones externas. Estos signos son indicativos de una

degradacion digestiva asociada a la accion del bioplaguicida.

Figura 24. Evidencia visual de dafio digestivo en larva de Spodoptera frugiperda tras exposicion

al bioplaguicida Bt-HDL.

Figura 23. Comparacion visual entre larvas de instares 3 y 4-5 tras exposicion al bioplaguicida

Bt-HDL.

En la figura 24 se observo el contraste fisioldgico entre larvas afectadas en distintos estadios. A
la derecha, individuos en instar 3 con signos evidentes de degradacion intestinal, incluyendo

curvatura, rigidez y pérdida de integridad tisular. A la izquierda, larvas en instares 45 con
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tamafio mas robusto y aparente resistencia al dafio, aunque con signos leves de letargo. Esta
comparacion visual refuerza el efecto diferenciado del bioplaguicida segun la etapa de

desarrollo larval.
4.4.4 Analisis preliminar cuantitativo de la eficiencia relativa de los tratamientos.

Con el fin de evaluar comparativa y cualitativamente la eficiencia de los tratamientos hibridos
Bt-HDL aplicados durante los bioensayos larvales, se disei® una métrica preliminar de
eficiencia compuesta, construida con base en criterios experimentales y orientada a integrar

multiples factores que influyen de manera decisiva en la respuesta del insecto plaga.

Esta formula fue desarrollada considerando que la mortalidad por si sola no es un indicador
suficiente de eficacia en condiciones reales. Por ello, se incorporaron otros elementos clave
como el uso total de ingredientes activos, el tiempo requerido para alcanzar el efecto larvicida
y la necesidad de reaplicacion. Con estos criterios, se busco identificar formulaciones que no

solo fueran efectivas, sino también rapidas, autosuficientes y sostenibles.
La eficiencia relativa se defini6 conforme a la siguiente expresion:

Eficiencia Relativa

(Larvas muertas) Unminima Tminimo 1
E3 * *
Larvas totales g 9 (Tiem 0 ) (1 + R)
Bt (L) + HDL (L) POnoras

Donde:

Larvas muertas/Larvas totales: proporcion de mortalidad observada.

e Bt (g/L): concentracion del ingrediente activo.

e HDL (g/L): concentracion del soporte.

e Uninimo: Uso minimo total de ingredientes activos observado entre los tratamientos. (g/L)

o Thinimo: tiempo minimo de accion registrados entre los tratamientos evaluados (horas).
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o Tiempo (horas) : tiempo total de evaluacion del tratamiento.
e R:indicador de reaplicacion (0 = no hubo, 1 = si hubo).

Esta expresion penaliza formulaciones que requieran mas tiempo, reaplicacion o altas

concentraciones, priorizando aquellas que resultan eficaces, rapidas y autosuficientes.
Los resultados de eficiencia relativa obtenidos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 9. Calculo de eficiencia relativa compuesta para los tratamientos evaluados.

Tratamiento Larvas Larvas Bt HDL  Tiempo Reaplicacion Eficiencia
muertas totales (g/L) (g/L) (h) compuesta
T1 10 10 16.02 | 28.85 | 90 No (0) 0.298805491
12 10 10 18.40 | 5.39 168 Si (1) 0.150875003
73 8 10 8.01 | 14.424 | 168 Si(1) 0.128059496
14 5 8 20.04 1 44.07 | 169 No (0) 0.069608215

El grafico generado (ver Figura 25) evidencia que el tratamiento T1 alcanzé la mayor eficiencia
compuesta, gracias a su alta mortalidad, menor tiempo de accidon y ausencia de reaplicacion.
Este resultado resalta la importancia de formular de manera equilibrada, evitando excesos en la

concentracion de componentes sin sacrificar eficacia.

En contraste, el tratamiento T4 mostro la menor eficiencia, a pesar de contener una mayor
cantidad de Bt. Esto podria indicar que una dosis elevada no garantiza mejores resultados,
especialmente si la proporcidn con el soporte no es adecuada. De hecho, es posible que el exceso

de HDL haya dificultado la liberacion oportuna del ingrediente activo.

Este andlisis permite entender que la eficiencia de un bioplaguicida no depende unicamente de

cuanto mortalidad alcanza, sino de coémo, cudndo y con qué equilibrio lo hace. Reflexionar sobre
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ello resulta esencial, ya que, en condiciones reales, una formulacion eficaz debe actuar con

rapidez, sin depender de reaplicaciones y con un uso racional de recursos.

Estos hallazgos fundamentan el desarrollo posterior de un modelo predictivo orientado a

identificar combinaciones mas efectivas, sostenibles y aplicables en campo.

Eficiencia Relativa

0.298805491

03
0.150875003
0.128059496 025
02
0.15
0.069608215
0.1

T1 0.05
T2

13 mTI
T4 T

T3

ET4

Figura 25. Grafica comparativa de eficiencias relativas del material hibrido.

4.5 Resultados del modelo de inteligencia artificial entrenado con base de datos

experimentales.

Con base en los resultados obtenidos en los bioensayos larvales previamente descritos en el
apartado 4.4, se construy6d una base de datos experimental que sirvid como insumo para el
entrenamiento de un modelo de prediccion. Esta base incluyd exclusivamente tratamientos
formulados con Bacillus thuringiensis (Bt) soportado en hidroxidos doble laminares (HDL),
excluyendo al grupo Control, debido a que sus resultados no correspondian a una formulacion

hibrida optimizada y presentan un comportamiento distinto que puede provocar sesgos al

modelo.

pag. 77




Tesis: Diserio de biopesticida hibrido Bt-HDL optimizado con inteligencia artificial para el

control sostenible de plagas

Se consideraron como variables de entrada los factores que influyen directamente en la

eficiencia observada del bioplaguicida:

o Concentracion de Bt (g/L)

e Concentracion de HDL (g/L)

e Tiempo de accidn total (horas)

e Indicador binario de reaplicacion (0 = no hubo; 1 = si hubo)

e Proporcion de mortalidad larval.

Estas variables fueron organizadas en una matriz que sintetiza los tratamientos mas relevantes

aplicados en los ensayos. La eficiencia relativa calculada anteriormente fue utilizada como

variable de salida. A continuacidn, se presenta la tabla con los datos empleados para entrenar el

modelo:

Tabla 10. Matriz de base de datos del modelo

Tratamien Bt g HDL g Tiempo_ Reaplicaci Larvas_muert Larvas_total
to L L h on as es

Tl 16.024 28.848 168 010 10

T1 90hr 16.024 28.848 90 08 10

12 18.408 5.396 168 1|10 10

73 8.012 14.424 168 18 10

T4 20.04 44.072 169 06 8

T1 66h 16.024 28.848 66 0|6 10

T1 42h 16.024 28.848 42 03 10
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T3 90hr 8.012 14.424 90 14 10
T3 66hr 8.012 14.424 66 03 10
13 42hr 8.012 14.424 42 02 10
12 90hr 18.408 5.396 90 18 10
12 66h 18.408 5.396 66 0[5 10
12 42h 18.408 5.396 42 0 3 10
T4 90h 20.04 44.072 90 0 4 8
T4 66h 20.04 44.072 66 0|4 8
T4 42h 20.04 44.072 42 02 8

4.5.1 Reentrenamiento del modelo con Random Forest

Una vez estructurada y validada la matriz de datos experimentales, se procedio al
reentrenamiento del modelo predictivo empleando el algoritmo Random Forest con 100 arboles
de decision. Las variables de entrada consideradas fueron las concentraciones de Bt y HDL, el
tiempo de accion (en horas) y la necesidad o no de reaplicacion. El modelo fue entrenado para
predecir la eficiencia compuesta como variable objetivo, previamente definida a partir de
parametros agronomicamente relevantes. El desempefio alcanzado fue sobresaliente: se obtuvo
un coeficiente de determinacion de R? = 0.9403, lo que indica que el modelo explica
aproximadamente el 94.03% de la variabilidad total en los datos. En términos absolutos, el error
cuadratico medio (MSE) de 0.000096, reflejando un nivel de error muy bajo en la escala de
eficiencia compuesta. Este alto grado de ajuste respalda la capacidad del modelo para aprender

de manera precisa los patrones presentes en los datos sin incurrir en sobreajuste.

En la Tabla 11 se comparan los valores observados y predichos por el modelo. Las diferencias

son minimas y en muchos casos, apenas perceptibles, lo cual evidencia que el modelo logra
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replicar fielmente el comportamiento de los tratamientos evaluados. Este nivel de precision

resulta especialmente valioso en contextos donde pequefas variaciones en la formulacion

pueden representar diferencias significativas en el desempeno agronémico y econémico del

producto.

Tabla 11. Comparacion entre eficiencia observada y eficiencia predicha por el modelo

reentrenado.
Tratamiento Eficiencia_Compuesta Eficiencia_Predicha Diferencia
12 66h 0.179221 0.166772 0.012449
12 42h 0.168980 0.162805 0.006175
13 42hr 0.119522 0.112721 0.006801
T1 66h 0.114089 0.106797 0.007293
T3 66hr 0.114089 0.113817 0.000272
12 90hr 0.111554 0.095920 0.015634
12 90hr 0.105143 0.108450 0.003307
T1 42h 0.089642 0.096653 0.007011
T1 0.074701 0.077934 0.003233
12 0.070408 0.083434 0.013025
T4 66h 0.066543 0.076444 0.009902
T3 0.059761 0.061603 0.001842
T3 90hr 0.055777 0.072943 0.017166
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T4 42h 0.052284 0.069454 0.017171
T4 90h 0.048798 0.054411 0.005613
T4 0.038981 0.045551 0.006571

Nota: El grupo Control no fue incluido en el entrenamiento del modelo por tratarse de una

formulacion no soportada con HDL.

La Figura 26 complementa visualmente este analisis, mostrando la correlacion entre eficiencia
observada y eficiencia predicha. Los puntos se alinean muy cerca de la diagonal de identidad,
lo que confirma que el modelo no solo generaliza bien, sino que también reproduce fielmente
los valores experimentales. Esta grafica es una prueba clara de que el modelo ha capturado

adecuadamente la relacion entre los componentes de la formulacion y su eficacia.

Figura 26. Correlacion entre la eficiencia observada y la eficiencia predicha por el modelo
Random Forest.
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Ademas del ajuste global, se evalu6 la calidad interna del modelo mediante el analisis de

residuos.

La Figura 27 muestra la distribucion de los errores residuales, los cuales se agrupan de forma

simétrica en torno a cero y sin colas prolongadas. Este comportamiento es deseable, ya que

indica que los errores son pequefios, distribuidos aleatoriamente y no sistematicos.

Figura 27. Diagrama de dispersion de los residuos respecto a las eficiencias predichas.

Figura 28, Distribucion de residuos del modelo Random Forest.
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La Figura 28 presenta la dispersion de los residuos en funcion de las eficiencias predichas. Los
puntos se distribuyen de manera balanceada por encima y por debajo del eje horizontal, sin
patrones visibles ni agrupamientos anomalos. Esto sugiere que el modelo mantiene un
desempefio coherente a lo largo de todo el rango de eficiencia evaluado. Ambos graficos fueron
generados automaticamente desde el script en Python (ver Anexo II), estos constituyen

evidencia estadistica y visual del buen desempefio del modelo.
4.5.2 Evaluacion de combinaciones 0ptimas mediante prediccion inversa.

Con base en el modelo Random Forest previamente entrenado y validado con datos
experimentales reales, el cual alcanzd una precision del 94.03 % (R? = 0.9403), se llevo a cabo
una prediccion inversa fundamentada en los datos predictivos confiables del modelo. Esta
estrategia consisti6 en generar 5,000 combinaciones tedricas de concentracion de Bt,
concentracion de HDL, tiempo de accidén y condicidon de reaplicacion, dentro de los rangos
experimentales previamente establecidos. El objetivo fue identificar nuevas formulaciones con

potencial de alta eficiencia compuesta, proyectadas bajo los patrones aprendidos por el modelo.

Figura 29. Distribucion de eficiencias predichas mediante analisis inverso con Random Forest.
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Esta prediccion no fue aleatoria, sino orientada por las tendencias que el modelo reconocié como
mas favorables a partir de la base de datos experimental. Gracias a ello, se lograron estimaciones
confiables que priorizan formulaciones rapidas, eficaces y sin reaplicacion, con dosis

optimizadas.

En la Figura 29 se presenta la distribucion de eficiencias predichas para el conjunto de

combinaciones generadas.

El grafico revel6 una distribucion heterogénea, donde solo una fraccion menor de
combinaciones alcanza los valores mas altos de eficiencia. Para facilitar su interpretacion, se
marco visualmente la zona 6ptima, comprendida entre 0.16 y 0.18 de eficiencia compuesta, la
cual representa el umbral de mayor desempefio predicho. Esta banda resalta el rango con mayor
potencial biolégico y permite identificar facilmente las formulaciones mas prometedoras. Su
escasa frecuencia dentro del conjunto simulado refuerza la especificidad del modelo al
discriminar con claridad qué perfiles de formulacion podrian ser mas exitosos y reafirma su

coherencia con los rangos eficientes identificados en los bioensayos reales.

Figura 30. Combinaciones optimas predichas por el modelo en funcion de la concentracion de

Bty HDL.
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La Figura 30 muestra las combinaciones Optimas proyectadas por el modelo, codificadas por el
tiempo de accion. Se observa que los puntos de mayor eficiencia tienden a agruparse en regiones

intermedias de concentracion de Bt y HDL, con tiempos predominantes entre 66 y 78 horas.

En la Figura 31, se presenta una comparacion visual entre todas las combinaciones generadas
aleatoriamente (en gris) y las formulaciones Optimas identificadas por el modelo (en rojo),
aquellas cuya eficiencia predicha fue igual o superior al percentil 95. Esta imagen permitid
observar de manera clara que los puntos rojos no estan distribuidos al azar: tienden a

concentrarse en zonas especificas del plano Bt—-HDL.

Figura 31. Prediccion inversa del modelo Random Forest: Resaltando combinaciones Bt—-HDL
Optimas destacadas.

Lo mas destacable es que las formulaciones 6ptimas no se ubican en los extremos del espacio
de concentracidn, sino que se agrupan en un rango intermedio de Bt (entre ~12.5y 17.5 g/L) y
en un nivel bajo a moderado de HDL (entre aproximadamente 5 y 12 g/L). Esta concentracion
de puntos sugiere que el modelo no responde a un incremento lineal de los componentes, sino
que aprendio6 una relacion de equilibrio, donde no necesariamente “mas es mejor”. Ademas, la
nitidez con la que se forma esta zona Optima reafirma que el modelo es capaz de identificar

regiones especificas de sinergia entre Bt y HDL, lo cual tiene gran valor préactico. Esta
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visualizaciéon no solo valida la capacidad del modelo para generalizar con precision, sino que
también proporciona una guia clara para reducir la experimentacion empirica en laboratorio,

enfocando futuros ensayos en la region mas prometedora del espacio de formulacion.

La Figura 32 muestra la importancia relativa de cada variable dentro del modelo Random Forest.
En este analisis se observo que la concentracion de HDL fue el factor que mas peso tuvo en la
prediccion de la eficiencia compuesta, seguido por el tiempo de accidn, la concentracion de Bt
y finalmente la reaplicacion. La prominencia de HDL sugiere que el modelo identificé su papel
como un componente determinante en la eficacia de la formulacion, probablemente por su
capacidad de controlar la liberacion del Bt en el tiempo. Esto refuerza lo observado
experimentalmente: una dosis excesiva de HDL puede dificultar la liberaciéon oportuna del
principio activo, mientras que una cantidad optima mejora la persistencia del efecto biologico

sin generar saturacion.

Figura 32. Importancia relativa de las variables en el modelo predictivo Random Forest.

El tiempo de accion aparece como la segunda variable mas relevante, lo cual también es 16gico,

ya que una respuesta mas rapida es deseable tanto desde el punto de vista bioldgico como
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agronoémico. Por su parte, la concentracion de Bt mostrdé una importancia intermedia. Aunque
sigue siendo un ingrediente activo clave, el modelo sugiere que aumentar su cantidad no
garantiza por si solo una mayor eficiencia ya que entre més cantidad mas costos por materia

prima habra de acuerdo con el modelo empleado.

De manera complementaria, la Figura 33 muestra un mapa de correlacion entre las variables
incluidas en el modelo. Entre los hallazgos mas relevantes, destaca la correlacion negativa fuerte
entre la concentracion de HDL y la eficiencia compuesta (r = —0.62), lo cual indica que, al
incrementar la cantidad de soporte, la eficiencia tiende a disminuir de manera significativa. Este
resultado respalda la hipdtesis de que un exceso de HDL podria generar un retardo en la
liberacion del Bt o una interferencia en su disponibilidad biologica. Esta observacion es
coherente con lo reportado en los tratamientos T3 y T4, donde la eficacia fue menor a pesar de

las concentraciones elevadas de soporte.

Figura 33. Mapa de calor de correlacion entre variables del modelo predictivo.

Asimismo, se identifico una correlacion negativa moderada entre el tiempo de accion y la

eficiencia (r = —0.50), lo cual sugiere que las formulaciones mas eficientes tienden a actuar mas
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rapido, tal como se habia observado en los tratamientos con menor tiempo de respuesta y mayor
mortalidad larval. Por ultimo, aunque la variable de reaplicacion mostrd una correlacion
negativa mas débil (r = —0.27), su direccion es consistente: las formulaciones que requieren ser
reaplicadas suelen tener una eficiencia compuesta mas baja, lo cual valida la inclusion de esta

variable en la métrica de eficiencia.

Figura 34. Comparacion de superficies interpoladas de eficiencia observada y predicha.

La Figura 34 present6 una comparacion visual valiosa entre las tendencias experimentales y las
predicciones del modelo, mediante dos superficies tridimensionales interpoladas de eficiencia.
En el grafico A, se mostrd la superficie obtenida directamente de los datos experimentales,
donde la eficiencia compuesta se represent6 en funcion de las concentraciones de Bt y HDL. Se
observo claramente que la region de maxima eficiencia no se ubic6 en los extremos, sino en un
punto de equilibrio: alrededor de 15 g/L. de Bt y entre 20 y 30 g/L. de HDL. Esta zona elevada
de la superficie sugirid que, en condiciones reales, no fue la concentracion absoluta lo que
determino la eficacia, sino la combinacion adecuada entre ambos componentes. Un exceso de
HDL, incluso con suficiente Bt, tendio a aplanar la superficie, lo que confirmé que podria haber

un efecto de saturacion o inhibicion por sobrecarga de soporte.

pag. 88




Tesis: Diserio de biopesticida hibrido Bt-HDL optimizado con inteligencia artificial para el
control sostenible de plagas

En el grafico B, se presento la superficie generada por el modelo predictivo Random Forest,
donde se grafico la eficiencia predicha en funcién de la relacion Bt/HDL y el tiempo de accion.
Esta visualizacion permiti6 interpretar de forma mas compleja como la eficiencia no dependid
unicamente de las cantidades, sino del balance entre ingredientes y del momento en que
actuaron. Las zonas mas altas se localizaron cuando la proporcion Bt/HDL se mantuvo entre 0.5
y 0.7, el tiempo fue menor a 70 horas. Este hallazgo no solo coincidiéo con lo observado
experimentalmente, sino que ademas sugirid que existié una sinergia temporal: el modelo
aprendio6 que la combinacion eficiente no fue solo quimica, sino también cronologica. De hecho,
estas condiciones proyectadas por el modelo resultaron coherentes con el Tratamiento T1, el
cual mostr6 la mayor eficacia en los bioensayos sin necesidad de reaplicacion. Esta
concordancia refuerza la confianza en los resultados del modelo, al demostrar que las
formulaciones optimas predichas no se alejan de la evidencia experimental, sino que la

confirman y amplifican su aplicabilidad practica.

Figura 35. Grafico de barras de comparacion por variable entre tratamientos reales y

combinaciones Optimas propuestas por el modelo.

La Figura 35 present6 un grafico de barras comparativo que permitid observar las diferencias
proporcionales entre los tratamientos experimentales reales y la combinacion 6ptima sugerida

por el modelo. Para esta comparacion, se empled una normalizacion por variable, donde todos
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los valores fueron escalados respecto al mayor valor registrado, permitiendo asi comparar
tendencias relativas en lugar de cantidades absolutas. Este enfoque result6 1til para visualizar el

comportamiento global de cada formulacion en una escala compartida.

A partir de esta visualizacion, se evidenci6 que la formulacion Optima propuesta por el modelo
no fue simplemente una réplica de los tratamientos reales, sino una propuesta mas estratégica.
Mantuvo la concentracion de Bt en un nivel elevado, pero sin exagerar su dosis; redujo la
cantidad de HDL y el tiempo de accion de manera significativa; y logr6 eliminar la necesidad
de reaplicacion, mientras aumento notablemente la eficiencia compuesta. Es decir, el modelo
propuso una formulacion que no solo fue mas eficaz, sino también con menos desperdicio de

material, mas rapida y practica.

Un aspecto clave de esta metodologia fue que las combinaciones propuestas por el modelo no
fueron aleatorias, sino que fueron generadas con base en los patrones aprendidos a partir de los
datos experimentales reales. Esta diferencia es fundamental frente a otras metodologias de
optimizacion tradicional. El modelo no explor6 el espacio de formulacion “aleatoriamente con
restricciones”, sino que aprendié de la base de datos experimental y proyectd nuevas
condiciones que respetan la 16gica biologica del sistema. Este rasgo le otorga un valor afiadido
como herramienta de disefio racional, permitiendo reducir el nimero de ensayos necesarios y

acelerar los procesos de validacion en campo.

En conjunto, esta ultima grafica no solo cerr6 el anélisis comparativo, sino que reafirmé que el
modelo logr6 una optimizacion integral, donde cada variable fue ajustada en funcion de su peso
relativo en la eficiencia y no de forma aislada. Esta capacidad para integrar multiples factores y
generar soluciones viables, aplicables y sostenibles, abre la posibilidad de ampliar esta linea de

investigacion a una escala ain mayor.

A futuro, se prevé continuar con esta propuesta bajo un enfoque doctoral, incorporando nuevas
variables predictoras como condiciones climaticas, tipo de cultivo, pH del suelo, o interacciones
bidticas. Esta expansion del modelo no solo incrementaria su precision, sino que permitiria

adaptarlo a escenarios reales mas dinamicos y diversos. De esta forma, se espera consolidar
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modelos inteligentes capaces de disefiar materiales hibridos altamente eficientes,

ecoldgicamente seguros y adecuados para una implementacion agricola a gran escala.

4.6 Resultados de caracterizacion.

Durante esta etapa del trabajo, se llevaron a cabo diversas técnicas de caracterizacion para
observar los cambios estructurales generados por la incorporacion del bioplaguicida Bacillus
thuringiensis (Bt) en el soporte laminar. Particularmente, se utiliz6 microscopia electronica de
barrido (SEM) y Espectroscopia de Rayos X de Dispersion de Energia (EDS) para explorar la
morfologia superficial tanto del HDL puro como del material hibrido Bt/HDL.

Las micrografias fueron obtenidas con el microscopio electronico del Instituto de Investigacion
en Metalurgia y Materiales de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, asi como
también en andlisis EDS, utilizando condiciones de observacion optimizadas para evitar
artefactos por acumulacion de carga. En los siguientes apartados, se describen de forma
comparativa las observaciones obtenidas antes y después del proceso de incorporacion del

bioplaguicida.
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4.6.1 Resultados del analisis morfologico por Microscopia Electronica de Barrido (SEM).
4.6.1.1 Micrografias de HDL puro.

En las micrografias correspondientes al HDL sin carga biologica de las Figuras 36 y 37, se
observaron estructuras agregadas con disposicion laminar, organizadas en formaciones tipo
coliflor. Este patron es caracteristico de los hidroxidos dobles laminares (HDL) sintetizados por

coprecipitacion, estos han sido ampliamente documentados en la literatura (Miyata, 1983; Choy

Figura 36. Micrografia SEM del HDL puro a 40,000 aumentos.
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Figura 37. Micrografia SEM del HDL puro a 8,000 aumentos.

Las laminas presentaron longitudes de entre 2 y 4 um, con anchos cercanos a los 200—-500 nm,
distribuyéndose en capas parcialmente superpuestas. En algunas zonas, se aprecié6 un mayor
grado de compactacion, mientras que otras mostraron porosidad superficial, lo cual sugiere un
crecimiento laminar no completamente homogéneo. Como era de esperarse, no se identificaron
cuerpos bioldgicos ni residuos externos, lo que confirmé que el soporte se conservaba en su

forma original, sin evidencia de incorporacion previa de Bt.
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4.6.1.2 Micrografias del material hibrido (Bt/HDL).

Posterior a la incorporacion del bioplaguicida, se obtuvieron micrografias del material hibrido
(Figuras 38 y 39), en las cuales se distinguieron varios cambios morfologicos importantes. Se
identificaron cuerpos alargados con forma de aguja, de aproximadamente 180 nm de longitud,
correspondientes a los cristales proteicos Cry del Bacillus thuringiensis. Estas estructuras
resultaron visualmente compatibles con las d-endotoxinas descritas por Bravo et al. (2007),

tipicamente  producidas  durante la  fase  esporulante de la  bacteria.

Figura 38. Micrografias SEM del material hibrido Bt/HDL a 40,000 (izquierda) y 20,000

aumentos (derecha).

Se distinguen cristales proteicos Cry (en rojo) y esporas de Bt (en verde) adheridas a las laminas

de HDL. Escalas de 100 nm y 1 pm, respectivamente.

Adicionalmente, se observaron particulas redondeadas, con didmetros entre 0.5 y 1.2 um, que
fueron atribuidas a esporas de B. thuringiensis. Algunas de ellas aparecieron dispersas sobre la
superficie del HDL, mientras que otras parecian parcialmente encapsuladas entre las ldminas
del soporte. Esta distribucion sugiere un acoplamiento favorable, probablemente asistido por

interacciones electrostaticas y por la  propia  porosidad del HDL.
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Figura 39. Micrografia SEM del material hibrido Bt/HDL a 10,000 aumentos.

Se observa un cristal Cry de gran tamafo parcialmente recubierto por HDL. Escala de 1 um.

Una de las imagenes mas representativas (Figura 40) mostro un cristal proteico de mayor tamaio
(aproximadamente 2—3 um) cubierto por capas de HDL. Esta evidencia respalda la hipotesis de
que el HDL no solo actua como soporte fisico, sino también como matriz protectora y controlada
para la liberacion gradual del bioplaguicida. La conservacion de la estructura laminar, incluso
tras la incorporacion del Bt, sugiere que el proceso fue exitoso sin comprometer la integridad

del sistema.

4.6.2 Resultados de analisis elemental por Espectroscopia de Rayos X de Dispersion de

Energia (EDS).

La caracterizacion elemental de las muestras se realizd mediante espectroscopia de dispersion
de energia (EDS) acoplada al microscopio electronico de barrido (SEM), en el Instituto de
Investigacion en Metalurgia y Materiales de la Universidad Michoacana de San Nicolds de
Hidalgo. Esta técnica permitio identificar los elementos presentes en las superficies analizadas
del material precursor (HDL puro) y del material hibrido resultante tras la adsorcion de Bacillus

thuringiensis (Bt).
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4.6.2.1 Espectro EDS del HDL puro.

La Figura 40 muestra el espectro EDS correspondiente al material precursor, donde se
identificaron sefales caracteristicas de carbono (C), oxigeno (O), magnesio (Mg) y aluminio
(Al). Estos elementos son consistentes con la féormula general de los hidréxidos dobles laminares
tipo hidrotalcita, los cuales presentan una estructura de capas octaédricas compuestas por
cationes divalentes y trivalentes (Mg* y AI*") y aniones compensadores, tipicamente
intercalados con OH™ y H20O. Se observan sefales representativas de C, O, Mgy Al, consistentes

con la estructura laminar esperada.

Figura 40. Espectro EDS del material HDL puro obtenido por SEM.

Se observan sefiales representativas de C, O, Mg y Al

Resultados obtenidos en el Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales, UMSNH.

La presencia de carbono puede atribuirse parcialmente a contaminantes organicos residuales del
proceso de sintesis o a la cinta de montaje de carbono utilizada durante el analisis, lo cual es
comun en este tipo de caracterizacion. Sin embargo, su intensidad fue moderada y no sugiere

presencia organica significativa dentro del material HDL puro.
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Tabla 12.Composicion elemental del material HDL puro.

Elemento Porcentaje en masa (%)
C 8.28

0 42.16

Mg 18.60

Al 30.97

4.6.2.2 Espectro EDS del material hibrido Bt-HDL.

En el caso del material hibrido, mostrado en la Figura 41, se observaron las mismas sefiales base
que en el HDL puro, pero ademas se identificaron nuevos elementos relevantes como fosforo
(P) y cloro (CI). También se detectd una mayor intensidad relativa del pico de carbono (C), lo
cual se corresponde con la incorporacion de biomoléculas provenientes de los cristales proteicos

Cry y de las esporas del Bt.

Este incremento en carbono fue corroborado por la cuantificacién en masa obtenida del analisis
EDS, que mostré un porcentaje significativamente mayor de C en el Bt-HDL en comparacion

con el HDL puro. Esto resulta coherente con el hecho de que el biocomponente adsorbido esta
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constituido principalmente por compuestos organicos ricos en carbono, como proteinas y

componentes esporales.

Figura 41. Espectro EDS del bioplaguicida Bt-HDL.

Se observa un incremento relativo del pico de C, asi como la presencia de P y Cl, elementos
ausentes en el HDL puro, lo cual indica la incorporacion exitosa de biomaterial en la matriz
laminar.

Resultados obtenidos en el Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales, UMSNH.

Ademas, la presencia de fosforo puede estar relacionada con residuos fosfolipidicos y
componentes de membranas celulares bacterianas, mientras que el cloro podria corresponder a

sales residuales del medio de cultivo.

Tabla 13. Composicion elemental del bioplaguicida Bt-HDL.

Elemento Porcentaje en masa (%)
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C 20.03
0 39.95
Mg 17.11
Al 21.63
P 0.68
Cl 0.60

4.6.3 Analisis estructural por difraccion de rayos X (DRX)

Posteriormente del analisis morfolégico (SEM) y elemental (EDS) se llevé a cabo el andlisis
estructural el cual fue complementado mediante difraccion de rayos X (DRX), con el objetivo
de verificar las fases cristalinas tanto del material precursor (HDL) y los posibles cambios
inducidos tras la incorporacion de los cristales proteicos del Bacillus thuringiensis (Bt). Este
estudio se llevo a cabo utilizando el difractometro de rayos X del Instituto de Materiales de la
Universidad Autonoma de México Morelia, bajo la configuracion estandar para materiales

laminares: radiacion Cu Ka (A = 1.5406 A), con un barrido de [20 inicial—final].
4.6.3.1 Patron difractométrico del HDL puro.

En la Figura 40 se presenta el patron difractométrico correspondiente al HDL puro, se
observaron picos definidos en 20 = 11.6°, 23.4°, 34.7°, 38.4°, 46.2°, 60.8°, 62.2° y 68.6°, los
cuales concuerdan con planos tipicos de la hidrotalcita tipo MgsAl2(OH)1sCO3-4H20, asociados
a los planos (003), (006), (009), (015), (018), (110), (113) y (116), de acuerdo con la ficha del
Comité Conjunto sobre Estandares de Difraccion de Polvo (JCPDS 14-0191). La presencia

definida de estos planos confirmo la correcta formacion del HDL con alta cristalinidad.
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Figura 42. Difractograma de rayos X del material HDL puro (Mg—Al).

Para evaluar mas detalladamente la estructura, se calcularon pardmetros cristalograficos a partir

de estas reflexiones.
Usando la ecuacion de Bragg:
nAd = 2d *sen 6
donde:
e nes el orden de difraccion, considerado como 1,

e Aes lalongitud de onda de la radiacién Cu Ka (1.5406 A),

pag. 100




Tesis: Diserio de biopesticida hibrido Bt-HDL optimizado con inteligencia artificial para el
control sostenible de plagas

e 0 es el angulo de difraccion, calculado como la mitad del valor de 20 observado en el

patron.

Para el primer pico prominente (aproximadamente 20 = 11.5°), que corresponde al plano mas
basal, el calculo fue:

6 = 11.5°/2 = 5.75°
d = 1/(2-senf) ~ 15406/ (2 -sen(5.75°)) ~ 7.103 A

Este valor concuerda con el espaciamiento interlaminar tipico de materiales con aniones COs*~
intercalados, esperable en HDL preparados en medio acuoso a partir de sales nitrato y expuestos

a CO:z atmosférico

Otro célculo relevante se realizd sobre la reflexion en 20 = 60.7° para el plano (110), cuya

reflexion aparece en 20 = 60.7°:
6 = 60.7°/2 = 30.35°
d = 21/(2 senf) ~ 15406/ (2-sen(30.35°)) ~ 1.726 A

Este valor corresponde a planos internos en la estructura laminar, relacionados con la
organizacion de los cationes metalicos dentro de las capas octaédricas. La consistencia de estos
resultados con valores reportados en la literatura refuerza la calidad estructural del material
sintetizado. Ambos resultados estdn en coherencia con valores reportados en la literatura para
HDL de buena cristalinidad. Cabe destacar que no se detectaron picos atribuibles a 6xidos

metalicos u otras fases contaminantes, lo que refuerza la pureza del material obtenido.
4.6.3.2 Patron difractométrico del bioplaguicida Bt-HDL

La Figura 43 se presenta el patron de DRX del material hibrido Bt-HDL. En este se conservan
las reflexiones mas representativas del HDL, lo cual sugiere que la incorporacion de los cristales
proteicos Cry, ademas que no se alter6 de manera significativa la arquitectura laminar del
soporte. No obstante, se observdo una disminuciéon moderada en la intensidad y un leve

ensanchamiento de los picos principales en comparacion con el HDL puro. Esta modificacion

pag. 101




Tesis: Diserio de biopesticida hibrido Bt-HDL optimizado con inteligencia artificial para el
control sostenible de plagas

estructural se interpreta como evidencia de interaccion entre el Bt y la matriz del HDL,

posiblemente mediante adsorcion superficial e incorporacion parcial en sus espacios laminares.

Figura 43. Difractograma de rayos X del material hibrido HDL(Mg-Al)-Bt.

También se observo picos nuevos de baja intensidad en posiciones como 20 = 14.5°, 28.4° y
45.1°, los cuales han sido reportados en la literatura como posibles indicadores de estructuras
cristalinas tipo Cry de las proteinas del Bacillus thuringiensis, como las mencionadas por Bravo
et al. (2007) y Ge et al. (2011). Estos hallazgos confirman lo analizado en el estudio EDS, en el
cual existio un aumento elemental correspondiente a el componente biologico, el cual podemos
confirmar estuvo presente en forma de estructuras parcialmente cristalinas. Aunque no se
observo un patron completo atribuible exclusivamente al Bt esto debido a que lo intercalado
fueron directamente cristales y esporas en suspension, la aparicion de estas sefiales, junto con el

halo amorfo caracteristico en el fondo del difractograma, sugiere una incorporaciéon ordenada
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pero no unicamente entre sus laminas del biocomponente en la matriz HDL, reafirmando asi la

evidencia de una interaccidon efectiva entre ambos materiales.

Cabe destacar que se detectaron algunos picos menores no relacionados directamente con el
HDL o el Bt. Estos pueden atribuirse a la afinidad natural de los HDL hacia aniones como
carbonato (COs*") y nitrato (NOs"), los cuales tienden a intercalarse durante el proceso de
sintesis. Aunque se utilizé atmoésfera inerte durante el afiejamiento, es factible que durante las
etapas de lavado o secado haya ocurrido una ligera adsorcion de CO2, fendmeno ampliamente
reportado para materiales de este tipo. Esta intercalacion anidnica no representa un defecto, sino

una propiedad esperada y aprovechada de los HDL.

Si bien de manera general, el andlisis de DRX corroboré que el HDL fue obtenido con alta
cristalinidad y que la incorporacion de Bt fue exitosa, sin pérdida de su estructura esencial. Estas
observaciones son congruentes con los hallazgos de SEM y EDS, en los que se evidencié una
distribucion homogénea del Bt y una composicion compatible. A su vez, la conservacion de la
estructura cristalina del soporte respalda los resultados positivos obtenidos en los ensayos

larvales, donde se demostro la eficacia prolongada del material hibrido.

Estos resultados reafirman que el HDL no solo mantiene su funcionalidad como soporte
inorganico estable, sino que ademas facilita la proteccion y liberacién controlada del agente
biologico, confirmando su viabilidad como soporte viable para aplicaciones de control

ambiental sostenible.
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Conclusiones.

Esta investigacion logrd integrar dos pilares clave en el disefio de tecnologias ambientales
inteligentes: por un lado, la formulacion experimental de un bioplaguicida hibrido a base de
Bacillus thuringiensis (Bt) y hidroxidos dobles laminares (HDL); por otro, la implementacién
de un modelo predictivo basado en inteligencia artificial (Random Forest), construido sobre una
base de datos real cuidadosamente estructurada. Esta sinergia permitio desarrollar una
herramienta robusta, capaz de optimizar formulaciones con alta precisién sin recurrir

exclusivamente a metodologias empiricas tradicionales.

Los resultados superaron las expectativas iniciales. El modelo reentrenado alcanz6 un
coeficiente de determinacion (R?) de 0.9403, validando su capacidad para identificar patrones
complejos y no lineales que relacionan la mortalidad larval con las concentraciones de Bt y
HDL, el tiempo de accion y la necesidad de reaplicacion. A partir de este aprendizaje, se
generaron combinaciones tedricas mediante prediccion inversa, no aleatorias, sino
fundamentadas en tendencias aprendidas desde la base experimental. Esto marco una diferencia
clave con respecto a estrategias clasicas de optimizacion, demostrando que el uso de inteligencia
artificial no es solo complementario, sino metodolégicamente disruptivo en el campo de la

ingenieria de formulaciones.

Uno de los hallazgos mas relevantes fue la validacion del HDL como soporte funcional de
liberacion controlada. Se comprob6 que concentraciones moderadas de HDL no solo reducen la
necesidad de reaplicacion, sino que permiten mantener o incluso aumentar la eficacia del Bt,
disminuyendo su concentracion sin comprometer la mortalidad larval. El tratamiento T2, por
ejemplo, logré mas del 90 % de mortalidad con menor dosis de Bt y sin pérdida de eficiencia,

destacandose como formulacion Optima en los ensayos reales y también por el modelo.

La caracterizacion material respaldo estos hallazgos. Las micrografias SEM, el anélisis EDS y
los patrones DRX confirmaron que la estructura laminar del HDL se mantuvo estable,
funcionando efectivamente como matriz de anclaje y soporte sin alterar la viabilidad del Bt. Esta
integracion entre datos de laboratorio y resultados predictivos representa un avance

metodoldgico con multiples implicaciones practicas.
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A nivel practico, la metodologia desarrollada permiti6 reducir significativamente el nimero de
ensayos necesarios, el consumo de insumos y el tiempo experimental. Més atn, estableci6 las
bases para disefiar bioformulaciones con mayor eficiencia, menores costos y mejor impacto

ambiental, sin depender exclusivamente del ensayo y error.

En términos de proyeccion, este enfoque puede escalarse hacia nuevas lineas de investigacion a
nivel doctoral, integrando mas variables ambientales (como humedad, pH del suelo, temperatura
o tipo de cultivo), o explorando nuevos materiales con aplicaciones en liberacion controlada,
ingenieria catalitica o remediaciéon ambiental. También se podrian emplear algoritmos mas
complejos, como redes neuronales o gradient boosting, ampliando la capacidad de prediccion y
su aplicabilidad en escenarios agronomicos reales. Asi, esta tesis no solo cumplié con su
objetivo de disefiar y optimizar una formulacion eficiente de bioplaguicida, sino que abrié una
ruta innovadora de trabajo interdisciplinario, uniendo la ingenieria quimica, la ciencia de
materiales y la inteligencia artificial. El enfoque aqui planteado aporta una alternativa viable
para una agricultura mas eficiente, basada en datos, con menor impacto ambiental y con gran

potencial de escalabilidad tecnologica.
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Glosario

Bacillus thuringiensis (Bt): Bacteria entomopatogena utilizada como biopesticida debido a su
capacidad de producir proteinas cristalinas toxicas para ciertos insectos plaga, sin afectar a
organismos no objetivo.

Difraccion de Rayos X (DRX): Técnica utilizada para identificar la estructura cristalina de
materiales. En esta tesis permitié confirmar la organizacion laminar de las hidrotalcitas.
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS): Método acoplado al SEM que permite
identificar los elementos quimicos presentes en una muestra, Util para confirmar la composicion
elemental de los materiales analizados.

FAO (Food and Agriculture Organization): Organismo de las Naciones Unidas especializado
en temas de alimentacion y agricultura, citado como referente internacional sobre el uso seguro
del Bt.

Hidrotalcitas (HDL): Compuestos laminares que actian como soportes inorganicos. En este
trabajo se utilizaron para controlar la liberacion del biopesticida, mejorando su estabilidad y
eficacia.

IA (Inteligencia Artificial): Conjunto de técnicas computacionales que permiten a los sistemas
aprender y tomar decisiones basadas en datos. En esta tesis se aplicd para optimizar las
condiciones experimentales del biopesticida.

Instar larvario: Etapa del desarrollo de los insectos entre dos mudas sucesivas. Su
identificacion es clave para evaluar la eficacia del tratamiento en funcion del grado de madurez
de la larva.

JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards): Organismo que proporciona
patrones de difraccion estandarizados. Sirve como referencia para la interpretacion de analisis
DRX.

Liberacion controlada: Mecanismo que permite liberar una sustancia activa de forma gradual
y sostenida. En este estudio, se empled para dosificar el Bt mediante HDL.

Machine Learning: Rama de la inteligencia artificial que permite a los algoritmos aprender a
partir de datos. Se aplicé para modelar y predecir la eficacia del biopesticida.

Mean Squared Error (MSE): Indicador estadistico que mide el error promedio al comparar

valores reales y predichos por un modelo. Se utiliz6 para evaluar el desempeio del algoritmo.
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Microscopia Electronica de Barrido (SEM): Técnica de caracterizacion que permite observar
la morfologia superficial de los materiales con alta resolucion.

Mortalidad acumulada: Porcentaje total de organismos que han muerto durante un periodo de
evaluacion. En esta tesis se utilizo como indicador principal de eficacia del biopesticida.

ODS (Objetivos de Desarrollo Sostenible): Metas propuestas por la ONU para promover el
bienestar humano y ambiental. Este proyecto se vincula especialmente con los ODS
relacionados con salud, medio ambiente y produccion responsable.

Random Forest: Algoritmo de aprendizaje automatico basado en multiples arboles de decision.
Se empled para predecir la combinacion mas efectiva de variables experimentales.
Reaplicacion: Segunda administracion de un tratamiento durante un bioensayo. En este estudio
se evalu6 su impacto en la eficacia del biopesticida.

UV (Ultravioleta): Tipo de radiacion electromagnética que puede afectar la estabilidad de los
bioplaguicidas. Se menciona al analizar factores ambientales que influyen en la eficacia del Bt.
XRD (X-ray Diffraction): Acréonimo equivalente a DRX. En esta tesis, ambos términos se
refieren al andlisis de difraccion de rayos X.

EPA (Environmental Protection Agency): Agencia ambiental de los Estados Unidos, citada
como fuente normativa sobre el uso y seguridad de pesticidas.

EFSA (European Food Safety Authority): Autoridad europea encargada de la evaluacion de

riesgos en alimentos y plaguicidas. Apoya con evidencia sobre la inocuidad del Bt.
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Anexo L. de codigo 1

# Modelo Random Forest para predecir la eficacia del biopesticida
Bt-HDL
# Trabajo de tesis de Maestria - Aldara Natalya Moreno Torres

# Importaciodn de librerias

import pandas as pd # type: ignore

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt

import seaborn as sns

from sklearn.model selection import train_test_split
from sklearn.ensemble import RandomForestRegressor

from sklearn.metrics import mean_squared_error, r2_score

# Definiciodn de la matriz experimental simulada
# Variables: concentracién de Bt, pH, temperatura, tiempo de exposiciodn
# Variable respuesta: eficacia (conteo de colonias viables)

data_experiment = {
'Bt_concentracion g L': [0.1, 0.2, 0.3, 0.12, 0.25, 0.35, 0.15,
0.22, 0.32, 0.18, 0.28, 0.34, 0.2, 0.3, 0.1],
‘pH': [6.5, 7.0, 7.5, 6.8, 7.2, 7.6, 7.0, 7.4, 7.5, 6.9, 7.1, 7.7,
6.7, 7.3, 6.6],
"temperatura C': [25, 30, 35, 28, 32, 36, 29, 33, 36, 27, 31, 38,
26, 34, 25],
"tiempo_exposicion h': [12, 24, 36, 18, 34, 39, 20, 38, 40, 16,
26, 42, 14, 32, 12],
‘eficacia_colony_count': [50, 60, 70, 55, 68, 73, 58, 67, 75, 53,
63, 77, 52, 69, 51]
}
df_experiment = pd.DataFrame(data_experiment)
print("Primeros registros de la matriz experimental:")
print(df_experiment.head())
# Separacidén de variables predictoras (X) y variable respuesta (y)
X_exp = df_experiment[['Bt_concentracion g L', 'pH', 'temperatura C’,
"tiempo_exposicion h']]
y_exp = df_experiment['eficacia_colony_count']

# Division de los datos: 80 % entrenamiento, 20 % prueba
X_train_exp, X_test_exp, y_train_exp, y_test_exp =
train_test split(X exp, y _exp, test size=0.2, random state=42)

# Configuracion y entrenamiento del modelo Random Forest
modelo_rf = RandomForestRegressor(

n_estimators=100,

criterion="'squared_error',
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max_depth=None,
random_state=42

)

modelo_rf.fit(X_train_exp, y_train_exp)

# Prediccion sobre el conjunto de prueba
y_pred_exp = modelo_rf.predict(X_test_exp)

# Calculo de métricas de desempeio
mse_exp = mean_squared_error(y_test_exp, y_pred_exp)
r2_exp = r2_score(y_test_exp, y_pred_exp)

print(f"\nResultados del modelo:")
print(f"Error cuadratico medio (MSE): {mse exp:.2f}")
print(f"Coeficiente de determinacion (R2): {r2_exp:.2f}")

# Analisis de la importancia de las variables
importancia_variables = modelo_rf.feature_importances_
variables = X _exp.columns

plt.figure(figsize=(8, 5))

plt.barh(variables, importancia_variables, color='cornflowerblue')

plt.xlabel('Importancia de la variable')

plt.title('Importancia de variables en la prediccién de la eficacia
del biopesticida')

plt.grid(True)

plt.tight layout()

plt.show()

# Comparacion de valores reales vs. predicciones

plt.figure(figsize=(6, 6))

plt.scatter(y_test_exp, y_pred_exp, color="mediumpurple’,
edgecolor="black")

plt.xlabel('Valores reales de eficacia')

plt.ylabel('Predicciones del modelo')

plt.title('Comparacién: Valores reales vs. Predicciones')

plt.grid(True)

plt.tight_layout()

plt.show()

# Distribucion de residuales
residuales = y test exp - y pred _exp

plt.figure(figsize=(8, 5))

sns.histplot(residuales, kde=True, color="mediumseagreen')
plt.xlabel('Residuales’)

plt.title('Distribucidén de residuales del modelo')
plt.grid(True)

plt.tight_layout()
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plt.show()
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Anexo II Codigo 11

# Modelo de prediccién con Random Forest

# Proyecto de tesis: Evaluaciodn de la eficiencia de un bioplaguicida Bt-HDL
# Importaciodn de librerias

import pandas as pd

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt

import seaborn as sns

from sklearn.ensemble import RandomForestRegressor

from sklearn.metrics import r2_score, mean_squared_error
from mpl_toolkits.mplot3d import Axes3D

from scipy.interpolate import griddata

# Configuracion de estilo
plt.rcParams.update({'font.family': 'Times New Roman', 'font.size': 12})
sns.set_style("whitegrid")

# Carga de datos
df -
pd.read_csv("C:/Users/natto/Downloads/Base_de_datos_de_eficiencia.csv")

# Calculo de eficiencia compuesta (solo para formulaciones Bt-HDL)

uso_min = df['Bt_g L'].min() + df['HDL_g L'].min()

tiempo_min = df['Tiempo_h'].min()

#Estas restricciones se utilizaron para que el modelo aprenda que el objetivo
de la eficiencia de acuerdo a nuestra base de datos es el uso minimo de
concentraciones en menos

#Y a mayor mortalidad mejor eficiencia

df['Eficiencia_Compuesta'] = ( (df['Larvas_muertas'] / df['Larvas_totales'])
*

(uso min / (df['Bt_g L'] + df['HDL_g L'])) *

(tiempo_min / df['Tiempo _h']) *

(1 / (1 + df['Reaplicacion’'])) )

# Entrenamiento del modelo

X = df[['Bt_g L', 'HDL_g L', 'Tiempo_h', 'Reaplicacion']]

y = df['Eficiencia Compuesta']

modelo = RandomForestRegressor(n_estimators=100, random_state=42)
modelo.fit(X, y)

# Predicciones y comparaciodn

df[ 'Eficiencia_Predicha'] = modelo.predict(X)

df[ 'Diferencia'] = abs(df[ 'Eficiencia_Compuesta'] -
df['Eficiencia_Predicha'])
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# Evaluacion del modelo

r2 = r2_score(y, df['Eficiencia_Predicha'])

mse = mean_squared_error(y, df['Eficiencia_Predicha'])
precision = r2 * 100

print("\n>> Evaluacidén del modelo Random Forest:")
print(f"Coeficiente de determinacién R2: {r2:.4f}")
print(f"Error cuadratico medio (MSE): {mse:.6f}")

print(f"Precisidén general estimada: {r2*100:.2f}%")

# Vista de comparacion de datos
print("\n>> Comparacién entre valores observados y predichos:")
print(df[['Tratamiento', 'Eficiencia_Compuesta', "Eficiencia Predicha’,
‘Diferencia']]

.sort_values(by="Eficiencia_Compuesta’,
ascending=False).to_string(index=False))

# Prediccidn inversa

np.random.seed(123)

n = 5000

pred_inv = pd.DataFrame({
'Bt_g L': np.random.uniform(10, 20, n),
'HDL_g L': np.random.uniform(5, 35, n),
'Tiempo_h': np.random.uniform(60, 150, n),
'Reaplicacion’': np.random.choice([0, 1], n)

})

pred_inv['Eficiencia_Predicha'] = modelo.predict(pred_inv)

#filtro de eficiencia ideal
# Calcular percentil dinamico para seleccionar las mejores eficiencias
percentil_superior = np.percentile(pred_inv['Eficiencia_Predicha'], 95)

# Filtrar combinaciones con eficiencia 6ptima basada en percentil superior
optimas_inv = pred_inv[pred_inv['Eficiencia_Predicha'] >=
percentil_superior].copy()

#proteccion para asegurar que no se interrumpa la ejecucidn
# Mostrar las mejores 10 combinaciones
print("\n>> Combinaciones con eficiencia ideal para aplicacién futura:")
if not optimas_inv.empty:
print(optimas_inv.sort_values(by="Eficiencia_Predicha’,
ascending=False).head(10).to_string(index=False))
else:
print(">> No se encontré ninguna combinacién éptima con el nuevo umbral.")

# Frecuencia de o6ptimos

frecuencia_optima = len(optimas_inv) / len(pred_inv) * 100
print(f"\nFrecuencia de combinaciones con eficiencia Optima:
{frecuencia_optima:.2f}%")
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# HISTOGRAMA DE EFICIENCIA PREDICHA
import matplotlib as mpl
mpl.rcParams['font.family'] = 'Times New Roman'

# Definir nueva zona 6ptima como franja cercana al percentil superior (por
ejemplo 5%)

zona_optima_inf
zona_optima_sup

percentil superior * 0.95
percentil_superior * 1.02

plt.figure(figsize=(9, 5))
sns.histplot(pred_inv['Eficiencia_Predicha'], bins=40, kde=True,
color="teal")

# Nueva zona Optima basada en rango ajustado
plt.axvspan(zona_optima_inf, zona_optima_sup, color='orange', alpha=0.3,
label=f'Zona 6ptima (~95%-102%)")

# Linea exacta del percentil 95
plt.axvline(x=percentil_superior, color='red', linestyle='--', linewidth=2,
label=f'Percentil 95 = {percentil superior:.4f}")

plt.xlabel("Eficiencia predicha", fontsize=12)

plt.ylabel("Frecuencia", fontsize=12)

plt.title("Distribucidén de eficiencias predichas\n(Random Forest, prediccidn
inversa)", fontsize=14)

plt.legend()

plt.grid(True, linestyle='--', alpha=0.4)

plt.tight_layout()

plt.show()

#GRAFICO DE DISPERSION OPTIMA Y EN GENERAL CON RESPECTO A LA RELACION HDL/BT
import matplotlib as mpl
mpl.rcParams[ 'font.family'] = 'Times New Roman'

plt.figure(figsize=(9, 6))

# Fondo gris: todas las combinaciones generadas por prediccidn inversa
plt.scatter(pred_inv['Bt g L'], pred inv['HDL g L'],c="lightgray', s=18,
label="Combinaciones generadas', alpha=0.3)

# Combinaciones 6ptimas resaltadas en rojo brillante
plt.scatter(optimas_inv['Bt_g L'], optimas_inv['HDL_g L'], c='red', s=60,
label="'Optimas (2 Percentil 95)', edgecolors='black', linewidths=0.6)

plt.xlabel("Bt (g/L)", fontsize=12)

plt.ylabel("HDL (g/L)", fontsize=12)

plt.title("Distribucién de combinaciones Bt-HDL\n(Prediccién inversa con
Random Forest)", fontsize=14)
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plt.legend(loc="upper right')
plt.grid(True, linestyle='--', alpha=0.4)
plt.tight layout()

plt.show()

# Comparacion 3D: Superficies interpoladas
from scipy.interpolate import griddata
from mpl_toolkits.mplot3d import Axes3D
import matplotlib.pyplot as plt

from matplotlib import rcParams

import numpy as np

# Tipografia elegante

rcParams[ 'font.family'] = 'serif’
rcParams['font.serif'] = ['Times New Roman']
plt.rcParams|['axes.labelsize'] = 11
plt.rcParams[ 'axes.titlesize'] = 12

# Calcular relacién Bt/HDL una sola vez
df['Rel Bt HDL'] = df['Bt_g L'] / df['HDL_g L']

# Superficie A: Eficiencia compuesta (experimental observada)

bt _vals = np.linspace(df['Bt_g L'].min(), df['Bt_g L'].max(), 50)
hdl_vals = np.linspace(df['HDL_g L'].min(), df['HDL_g L'].max(), 50)
BT, HDL = np.meshgrid(bt_vals, hdl_vals)

points obs = df[['Bt_g L', 'HDL_g L']].values

values_obs = df['Eficiencia_Compuesta'].values

Z_obs = griddata(points_obs, values_obs, (BT, HDL), method='cubic')

# Superficie B: Eficiencia predicha (relacién Bt/HDL vs tiempo)

rel_vals = np.linspace(df['Rel_Bt_HDL'].min(), df['Rel_Bt_HDL'].max(), 50)
time_vals = np.linspace(df['Tiempo_h'].min(), df['Tiempo_h'].max(), 50)
REL, TIME = np.meshgrid(rel_vals, time_vals)

points_pred = df[['Rel_Bt_HDL', 'Tiempo_h']].values

values _pred = df['Eficiencia_Predicha'].values

Z pred = griddata(points_pred, values_pred, (REL, TIME), method='cubic")

# Grafica conjunta
fig = plt.figure(figsize=(16, 7))

# Subplot 1: Eficiencia compuesta

axl = fig.add_subplot(1, 2, 1, projection='3d")
surfl = axl.plot_surface(BT, HDL, Z obs, cmap='plasma', edgecolor='none’,
alpha=0.9)

axl.set_title("A. Eficiencia compuesta\n(Bt vs. HDL)", pad=12)
axl.set_xlabel("Bt (g/L)")

axl.set ylabel("HDL (g/L)")

axl.set_zlabel("Eficiencia compuesta")
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fig.colorbar(surfl, ax=axl, shrink=0.6, pad=0.1, label="Eficiencia")

# Subplot 2: Eficiencia predicha

ax2 = fig.add_subplot(1, 2, 2, projection='3d")

surf2 = ax2.plot_surface(REL, TIME, Z_pred, cmap="'viridis',
edgecolor="none', alpha=0.9)

ax2.set_title("B. Eficiencia predicha\n(Relacién Bt/HDL vs. Tiempo)",
pad=12)

ax2.set_xlabel("Relacién Bt/HDL")

ax2.set_ylabel("Tiempo (h)")

ax2.set_zlabel("Eficiencia predicha")

fig.colorbar(surf2, ax=ax2, shrink=0.6, pad=0.1, label="Eficiencia")

# Agregar texto explicativo al grafico derecho
ax2.text2D(0.05, ©.95, "Relacién Bt/HDL = Bt (g/L) + HDL (g/L)",
transform=ax2.transAxes,
fontsize=11,
fontname='Times New Roman',
bbox=dict(boxstyle="round,pad=0.3", edgecolor="gray",
facecolor="1lightyellow"))

plt.suptitle("Comparacién de superficies interpoladas de eficiencia\n(Real
vs. Modelo)", fontsize=14, fontweight='bold")

plt.tight layout()

plt.show()

# BLOQUE 1 - Mapa de calor: Correlacidn entre variables del modelo
import matplotlib as mpl
mpl.rcParams[ 'font.family'] = 'Times New Roman'’

plt.figure(figsize=(8, 6))

sns.heatmap(df[['Bt_g_ L', 'HDL_g L', 'Tiempo_h", ‘Reaplicacion’,
"Eficiencia_Compuesta']].corr(),

annot=True,

cmap="'coolwarm’,

fmt=".2f",

linewidths=0.5,

linecolor="white"',

square=True,

cbar_kws={"shrink": 0.8})

plt.title('Mapa de calor: Correlacién entre variables del modelo’,
fontsize=14)

plt.tight layout()

plt.grid(False)

plt.show()

# Importancia de variables del modelo Random Forest
importances = modelo.feature_importances_
features = X.columns
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indices = np.argsort(importances)

plt.figure(figsize=(8, 6))

bars = plt.barh(range(len(importances)), importances[indices],
align="center', color=sns.color_palette("Greens", len(importances)))
plt.yticks(range(len(importances)), [features[i] for i in indices],
fontname='Times New Roman', fontsize=12)

plt.xlabel('Importancia’, fontname='Times New Roman', fontsize=12)
plt.title('Importancia de variables en el modelo', fontname='Times New
Roman', fontsize=14)

# Anadir etiquetas numéricas a cada barra
for i, v in enumerate(importances[indices]):

plt.text(v + ©0.002, i, f"{v:.4f}", color='black', va='center',
fontname='Times New Roman', fontsize=11)

plt.grid(axis="'x"', linestyle='--', alpha=0.4)
plt.tight layout()
plt.show()

# 5. Combinaciones o6ptimas predichas (Prediccidén inversa)
from matplotlib import rcParams

rcParams[ 'font.family'] = 'serif’

rcParams[ 'font.serif'] = ['Times New Roman']

plt.figure(figsize=(8, 6))

sC = plt.scatter(optimas_inv['Bt_g L'], optimas_inv['HDL g L'],
c=optimas_inv['Tiempo_h'],cmap="Y1lGnBu', edgecolor='black', s=890)
plt.xlabel("Bt (g/L)")

plt.ylabel("HDL (g/L)")

plt.title("Combinaciones éptimas predichas por el modelo")

cbar = plt.colorbar(sc)

cbar.set_label("Tiempo (h)")

plt.tight_ layout()

plt.show()

#regresion bloque

import matplotlib.pyplot as plt

import seaborn as sns

import matplotlib.font_manager as fm

from sklearn.linear_model import LinearRegression

# Ruta a la fuente Times New Roman en tu sistema
ruta_tnr = "C:/Windows/Fonts/times.ttf"
prop = fm.FontProperties(fname=ruta_tnr)

sns.set_style("whitegrid") # Estilo de fondo limpio

# --- Datos para regresion ---
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X_reg
y_reg

df['Eficiencia_Predicha'].values.reshape(-1, 1)
df[ 'Eficiencia_Compuesta'].values

modelo_lineal = LinearRegression()
modelo_lineal.fit(X_reg, y_reg)
y_pred_lineal = modelo_lineal.predict(X_reg)

# Usa R2? del modelo Random Forest entrenado
r2_rf = r2

# --- Grafico de dispersioén ---

plt.figure(figsize=(8, 6))

plt.scatter(y_reg, df[ 'Eficiencia_Predicha'], =80, color="#1f77b4",
edgecolors="black', label='Datos del modelo')

min_val = min(y_reg.min(), df['Eficiencia_Predicha'].min())

max_val = max(y_reg.max(), df['Eficiencia_Predicha'].max())
plt.plot([min_val, max_val], [min_val, max_val], '--', color="'darkred',
linewidth=1.5, label='Linea ideal')

plt.text(min_val + ©.05*(max_val - min_val), max _val - ©.15*(max_val -
min_val),
f"$R"2$ = {r2_rf:.4f}", fontsize=13, fontproperties=prop)

plt.title("Correlacidon entre eficiencia observada y predicha", fontsize=14,
fontproperties=prop)

plt.xlabel("Eficiencia Observada", fontproperties=prop)
plt.ylabel("Eficiencia Predicha", fontproperties=prop)
plt.legend(loc="lower right", frameon=False, prop=prop)

plt.tight_layout()

plt.show()

# --- Andlisis de residuos ---
residuos = y reg - df['Eficiencia_Predicha']

# Dispersion de residuos

plt.figure(figsize=(8, 6))

sns.scatterplot(x=df['Eficiencia_Predicha'], y=residuos, s=100,
color="#336699', edgecolor="'black')

plt.axhline(@, linestyle='--', color='gray')

plt.xlabel("Eficiencia Predicha", fontproperties=prop)
plt.ylabel("Residuo”, fontproperties=prop)

plt.title("Andlisis de Residuos", fontproperties=prop)

plt.tight layout()

plt.show()

# Histograma de residuos

plt.figure(figsize=(8, 6))

sns.histplot(residuos, bins=10, kde=True, color="#6699CC",
edgecolor="black")
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plt.xlabel("Residuo", fontproperties=prop)

plt.ylabel("Frecuencia"”, fontproperties=prop)

plt.title("Distribucidén de Residuos del Modelo", fontproperties=prop)
plt.tight_layout()

plt.show()

# BLOQUE SUTITUTO DE MAPA DE CALOR ANTERIOR - Grafico de barras: Comparaciodn
por variable (modelo vs. tratamientos reales)

import numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt
import matplotlib as mpl

# Estilo general
mpl.rcParams[ 'font.family'] = 'Times New Roman'

# Datos reales (promedio experimental) y éptimos (modelo)

reales_mean = np.array([17.041, 25.293, 107.545, 0.364, 0.118]) # promedio
de tratamientos reales

optimos_mean = np.array([14.875, 10.144, 68.367, ©.278, ©0.272]) # mejor
combinacidén predicha

# Nombres de las variables
variables nombres = ['Bt (g/L)', 'HDL (g/L)', 'Tiempo (h)', 'Reaplicacién’,
"Eficiencia’]

# Normalizacién (escala proporcional por variable)
valores_maximos = np.maximum(reales_mean, optimos_mean)
reales_norm = reales_mean / valores_maximos
optimos_norm = optimos_mean / valores_maximos

# Configuracion del grafico
X = np.arange(len(variables_nombres))
bar_width = 0.35

plt.figure(figsize=(10, 6))

# Barras experimentales

plt.bar(x - bar_width/2, reales norm, width=bar_width, label='Datos
experimentales (promedios normalizados)', color="#2e66a7",
edgecolor="black")

# Barras del modelo
plt.bar(x + bar_width/2, optimos_norm, width=bar_width, label="Modelo
(combinacidén 6ptima escalada)', color="#640e8b", edgecolor="black')

# Etiquetas y estilo

plt.xticks(x, variables nombres, fontsize=11)
plt.ylabel('Escala proporcional (normalizada)', fontsize=12)
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plt.title('Comparacién proporcional: Experimentos reales vs. combinacidn
Optima\nValores expresados como proporciones relativas al mayor valor por
variable', fontsize=13)

plt.legend()

plt.grid(True, linestyle='--', alpha=0.3)

plt.tight layout()

plt.show()
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Anexo III Declaracion originalidad
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