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Glosario

Este glosario describe algunos términos bioldgicos relacionados con los alacranes

y utilizados a lo largo de esta tesis.

Aposematicas: Fendmeno que presentan algunos organismos y que consiste en
colores brillantes y contrastantes, son sefial de alguna defensa quimica en la

mayoria de los casos, destinados a alejar a sus depredadores.

Artropodo: Invertebrados con simetria bilateral, el cuerpo segmentado y recubierto
por un tegumento duro (exoesqueleto) y las patas articuladas.

Clubbing: Nombre que se le da a los golpes con el metasoma en todo el cuerpo

entre alacranes en el ritual de apareamiento, sin la intencion de picar.

Criptico: Palabra utilizada para dar a conocer un fenbmeno que no se conoce con

certeza.
Ecdisis: Es un proceso que se refiere a la muda del exoesqueleto.

Ecofisiologia: Rama de la ecologia que estudia los procesos fisiolégicos de los
seres vivos influenciados por factores ambientales.

Ecomorfotipo: Término que se refiere a la adaptacion morfolégica y fisioldgica

relacionada con algun habitat en particular.

Esclerotizacion: Endurecimiento y oscurecimiento de la quitina (sustancia formada
por glucidos nitrogenados, que constituye el material principal del que esta formado

el exoesqueleto del cuerpo de los artrépodos) del exoesqueleto.

Exoesqueleto: Esqueleto externo que recubre, soporta y protege el cuerpo de un

animal.

Filogenética: Disciplina que se encarga de la reconstruccion de los patrones

evolutivos de los seres vivos y que sienta las bases para clasificarlos.




Juddering: Durante el apareamiento de los alacranes, es el nombre que se le da a
los movimientos que consisten en una serie de sacudidas rapidas del cuerpo del

macho de adelante hacia atras y consta de mdultiples pulsos cortos.

Ocelos: Organo visual rudimentario, formado por un grupo de células fotosensibles,

mediante el cual pueden percibir luz pero no imagenes.
Opistosoma: Tagma que comprende el abdomen en animales del filo Arthropoda.

Pectenes: Estructura en forma de peine usada como 6rgano sensorial para el

reconocimiento de pareja o identificacion de presas, Unico en el orden Scorpiones.

Pelofilas: Ecomorfotipo de alacranes que viven en suelos compactos o bajo
piedras, rara vez salen de sus galeras, y para alimentarse solo esperan en la

entrada de su madriguera.

Preoral: La cavidad preoral se encuentra en la region ventral del prosoma y esta
formada por extensiones de las coxas de los pedipalpos y de los dos primeros pares
de patas, al fondo de ella se encuentra la boca.

Prosoma: Tagma anterior del cuerpo de los aracnidos que comprende los 0jos,

queliceros, pedipalpos, finalizados en pinzas, y cuatro pares de patas.

Psamofila: Ecomorfotipo de alacranes que viven en sustratos arenosos, y que por

las noches abandonan sus galeras en busca de alimento o cortejo.

Tagmas: En artropodos las tagmas son las diferentes partes del cuerpo que estan
compuestas por la fusion de segmentos similares entre si, diferenciadas morfoldgica

y funcionalmente del resto.

Taxones: Grupos en los que se clasifican a los seres vivos, se estructuran en una
jerarquia de inclusién, en la que un grupo incluye a otros menores y este, a su vez,
es subordinado a uno mayor. A los grupos se les asigna un rango o categoria
taxonomicos que acompafa al nombre propio del grupo. Los taxones principales,
ordenados de menos a mas inclusivos, son: especie, género, familia, orden, clase,

filo o division, reino y dominio.




Troglomorficos: Término que se da a una especie que evoluciona con
adaptaciones morfoldgicas necesarias para vivir en la constante oscuridad de las
cuevas, estas adaptaciones se caracterizan por la pérdida de pigmento, disminucién

de la vista o ceguera y atenuacion de los apéndices (se adelgazan o elongan).




Resumen

Los alacranes son aracnidos que se pueden encontrar casi en cualquier habitat del
mundo. La mayoria de las especies de alacranes exhiben una caracteristica
intrigante: bajo iluminacion UV su exoesqueleto emite fluorescencia azul-verdosa.
Se han realizado diversos estudios con la finalidad de identificar la funcion biolégica
de dicha fluorescencia, sin que hasta la fecha exista alguna conclusién. En este
trabajo se caracterizan las propiedades de fluorescencia de 24 especies de
alacranes recolectados en diferentes partes de la republica mexicana. Este estudio
se realiz6 mediante procesamiento digital de imagenes bajo iluminacion UV y
mediante técnicas espectroscopicas. Los resultados muestran que existe una
heterogeneidad en la emision de fluorescencia, siendo los segmentos del
exoesqgueleto, asociados a comportamientos de predacion y defensa los que
muestran mayor intensidad emitida. También se encontrd que existe una intensidad
de fluorescencia diferenciada entre especies que hipotéticamente pudiera estar
correlacionada con procesos de esclerotizacion y tonalidad del exoesqueleto. La
tonalidad del exoesqueleto esta a su vez influenciado por el nivel de actividad y el
sustrato en el que se desplazan. Por otra parte, y a diferencia de lo que han
reportado otros autores, aqui se encontré que no existe una diferencia espectral de
la fluorescencia entre especies, lo cual significa que en todas ellas los fluoréforos

presentes en el exoesqueleto son los mismos.

También se implementaron estudios polarimétricos de la luz reflejada como
de la fluorescencia emitida. Mediante el formalismo de Matrices de Mueller se
determind que los exoesqueletos de los alacranes se comportan como retardadores
Opticos y materiales parcialmente despolarizantes. De estos estudios destaca el
hecho de que los elementos de Matriz de Mueller para especies con exoesqueleto

oscuro se diferencian notoriamente del resto de especies.

Toda esta informacién no solo es una caracterizacion exhaustiva, sino que ha

permitido generar una serie de hipotesis para trabajos futuros.




Capitulo 1

Introduccion General

En la naturaleza existen muchos casos de animales terrestres y marinos
cuyos cuerpos exhiben efectos Opticos tales como biofluorescencia,
bioluminiscencia, iridiscencia y efectos de polarizaciéon de la luz. Por mencionar
algunos ejemplos, la biofluorescencia se observa en alacranes, escarabajos,
algunos gusanos, corales y arafias (Figura 1.1); la bioluminiscencia en las
luciérnagas, medusas, anémonas y calamares (Figura 1.2); la iridiscencia y efectos
de polarizacion de luz en de aves, peces, insectos, escarabajos (Figura 1.3), etc.
En varios casos se ha identificado la funcion biologica de estos efectos, asociada a
la reproduccién, defensa/depredacion, y comunicacién entre congéneres; no
obstante, en la mayoria de los casos aun se desconoce su funcién biolégica en caso
de que exista alguna, o no se sabe si se trata simplemente de un subproducto

evolutivo en estas especies.
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Fig. 1.1 Ejemplos de animales que exhiben biofluorescencia: a) arafia cazadora (Araneomorphae:
Sparassidae); b) Arafia tejedora (Araneomorphae: Araneidae), c) escarabajo de cuernos largos
(Coleoptera: Cerambycidae), d) milpiés (de Singapur), e) lombriz de tierra (de Taiwan), Imagenes
tomadas de [1] f) coral (Imagen disponible bajo Creative Commons CCO 1.0 Dedicacién de dominio
publico universal)




Fig. 1.2 Ejemplos de animales que exhiben bioluminiscencia: a) luciérnagas macho y hembra (P.
pyralis) imagen tomada de [2] b) Imagen de un ctenoforo lobulado, donde el color azul en el centro
del cuerpo se debe a la bioluminiscencia, imagen tomada de [3], ¢c) anémona de Japon
(Cribrinopsis japénica) imagen tomada de [4].

Fig. 1.3 Ejemplos de animales que exhiben iridiscencia a) Tucusito rubi (Chrysolampis mosquitus)
Foto: iStock, imagen tomada de [5], b) Ejemplo de un pez tropical (neos tetra) mostrando
iridiscencia, imagen tomada de [6], ¢) Ejemplo de un escarabajo C. smaragdina mostrando efectos
de polarizacion [7].

En este trabajo de tesis se estudia la fluorescencia del exoesqueleto de varias
especies de alacranes de la Republica Mexicana. Desde que el fenbmeno de
fluorescencia en los alacranes fue reportado por primera vez en 1954 [8], multiples
estudios se han realizado para identificar su posible funcion biolégica, sin que hasta
la fecha exista una conclusion al respecto y por tanto existe un debate en la literatura
al respecto [9, 10, 11, 12]. En este contexto, y con la finalidad de aportar mas
informacion desde la perspectiva de la ciencia optica que pudiera resolver esta
interrogante, en este trabajo se estudiaron las propiedades de emision en
exoesqueletos de alacran mediante procesamiento digital de imagenes obtenidas a
partir de fotografias tomadas a especimenes vivos bajo iluminacion ultravioleta. Con

el objetivo de identificar una posible correlacién entre las caracteristicas de

e
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fluorescencia y la biologia de los alacranes, el estudio fue realizado en una muestra
taxondmica amplia conteniendo especimenes provenientes de diferentes habitats:

en total se estudiaron 4 familias, 9 géneros y 24 especies.

Las técnicas de procesamiento de imagenes también fueron implementadas
para fotografias de alacranes iluminados con luz blanca, ello permitié cuantificar la
reflectividad caracteristica para cada especie de alacrdn bajo estudio, lo cual es
importante dado que la muestra usada contenia desde alacranes muy oscuros hasta
alacranes muy palidos. A priori se puede establecer que la reflectividad y color del
exoesqgueleto en un alacran deben estar relacionadas con su habitat; se puede
especular también que el ecomorfotipo determina otras caracteristicas morfolégicas
del exoesqueleto que pueden dar lugar a propiedades O6pticas particulares.
Recuérdese, por ejemplo, que en muchos insectos la luz se refleja polarizadamente
o es reflejada preferencialmente a ciertos colores debido a la existencia de
microestructuras en el exoesqueleto. Por ello en esta tesis el exoesqueleto de los
alacranes fue estudiado por medio de polarimetria aplicada tanto a la luz reflejada
como a la fluorescencia emitida. Ademas de los estudios de procesamiento de
imagenes y de polarimetria, la fluorescencia y la reflectividad fueron analizadas

espectroscopicamente.

Se obtuvieron varios resultados que pueden resultar significativos en el
estudio de la biologia de los alacranes. Por ejemplo, que la fluorescencia no es
homogénea en el exoesqueleto de los alacranes; los resultados muestran que los
pedipalpos y los segmentos metasomales, partes del cuerpo en los alacranes
asociados con actividades de depredaciéon y defensa, exhiben una fluorescencia
mas intensa que otras partes del exoesqueleto. A su vez, la intensidad de
fluorescencia emitida por cada especie varia segun su color caracteristico (asociado
a la reflectancia 6ptica del exoesqueleto). Dado que la coloracion del exoesqueleto
esta determinada por los pigmentos de melanina, concluimos sugiriendo que la
capacidad de fluorescencia puede correlacionarse directamente con el ecomorfotipo
de los alacranes. En este sentido, y de manera aun muy genérica, parece existir

una tendencia en la que los alacranes que tienen menos actividad superficial en los
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sustratos en el que viven tienen una coloracibn mas oscura y exhiben menos
fluorescencia. Por otra parte, y a diferencia de reportes anteriores [9, 10, 11, 12], el
espectro de fluorescencia obtenido para las 24 especies en estudio es casi idéntico,
independientemente de los taxones, el género o el tamafio, lo que sugiere que los
mismos fluoréforos estan presentes en la misma proporcidén en los exoesqueletos
de los alacranes. En relacidon con los estudios de polarimetria, las matrices de
Mueller obtenidas (apéndice 2) muestran que los exoesqueletos funcionan como
retardadores y que despolarizan parcialmente la luz, pero que algunos
especimenes, en especial los muy oscuros, muestran una clara diferenciacién

respecto a otras en cuanto a sus propiedades polarizantes.

La metodologia aqui implementada es sin duda mucho mas robusta desde el
punto de vista 6ptico que muchas de las reportadas previamente en la literatura
sobre la fluorescencia en alacranes [9, 10, 11, 12], esto se explica en parte porque
la mayoria de los reportes previos han tenido un enfoque mas bioloégico. Con la
finalidad de que los resultados aqui presentados puedan conducir a conclusiones
de orientacién biolégica, a lo largo del trabajo se contd con la valiosa colaboraciéon
de un bidlogo especialista en alacranes, el Dr. Edmundo Gonzéalez Santillan, quien
ayudé a correlacionar las caracteristicas 6pticas de los alacranes con caracteristicas
de su habitat, comportamiento, fisonomia, etc., esto es, de su ecomorfotipo. De
esta forma, todos estos resultados sobre las caracteristicas puramente 6pticas del
exoesqueleto de los alacranes han permitido no solo delinear las varias
conclusiones sobre su biofluorescencia, sino que abre otras muchas interrogantes

para futuros trabajos.

La tesis esta estructurada de la siguiente manera. En el capitulo 2 se hace
una revision de los antecedentes mas relevantes en cuanto a investigaciones
cientificas sobre la biofluorescencia en alacranes y las hipotesis que han surgido en
cuanto a su posible funcion bioldgica. En ese capitulo se describe con detalle la
muestra taxondémica de alacranes utilizada para la realizacion de la investigacion,
asi como la metodologia implementada para la toma de imagenes y su

procesamiento digital, y los métodos espectroscopicos empleados. El capitulo 3
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presenta los resultados obtenidos para la fluorescencia y color tanto por las técnicas
de procesamiento de imagenes como por evaluaciones espectroscopicas; en este
capitulo se plantean varias hipotesis sobre la correlacion entre fluorescencia y la
ecofisiologia de las especies bajo estudio. En el capitulo 4 se dan algunos
antecedentes sobre propiedades polarimétricas en los exoesqueletos de algunos
insectos, a la vez que se describen los fundamentos basicos de la teoria
polarimétrica y algunas métricas utiles para el estudio de polarizacion en alacranes;
se presentan también la metodologia usada para el estudio del exoesqueleto en
reflexion y emision de fluorescencia, para finalmente en el capitulo 5 describir los

resultados y sus conclusiones.
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Capitulo 2

Fluorescencia en alacranes

2.1 Antecedentes

Los alacranes pertenecen al orden Scorpiones y son parte del filo Arthropoda,
en la actualidad existen 23 familias, 210 géneros 2590 especies y 356 subespecies
[13].

Debido a que en este trabajo se presenta la caracterizacion de las
propiedades oOptico-luminiscentes, reflectivas y de polarizacion de diferentes partes
del cuerpo de un alacrén, es necesario describir como esta constituido dicho cuerpo.
De acuerdo con la Figura 2.1, el cuerpo de los alacranes se divide en dos tagmas:
el prosoma (PRO) y el opistosoma (OPS). El prosoma esta representado por un
caparazon, que lleva un par de ocelos medianos y de nueve a cero ocelos laterales,
es la region corporal anterior y se divide en seis tergitos donde se pueden encontrar
los pedipalpos (Ped), el fémur (Fem), la patela (Pat) y las quelas (Che) que se
utilizan en la mayoria de las actividades de los alacranes, desde la alimentacién, la
ofensa/defensa durante la depredacion, el apareamiento, etc. Los queliceros (che)
son piezas bucales, que ocupan una posicidn anatémica preoral por lo que no son

homélogos de las mandibulas y se usan para sujetar el alimento.

Por otra parte, el opistosoma esta compuesto por trece segmentos unidos
firmemente entre si y se divide en: mesosoma (MES) y metasoma (MET). El
mesosoma comprende siete placas que cubren y protegen la mayoria de los
organos dentro del cuerpo, comprende los 6rganos reproductores, el sistema
digestivo, y en él se articulan los pectenes, que son un par de Organos
especializados en mecano-recepcion [14, 15]. El metasoma es la fusion de cinco
segmentos, los cuales forman la cola del alacran, que se utiliza para dirigir el aguijon

en la depredacion o defensa. El telson es una estructura derivada del quinto
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segmento metasomal. El telson se puede dividir en la vesicula, la parte globosa de
la estructura, en la que esta contenida una glandula de veneno y el aculeo o aguijon,

la estructura en forma de aguja que inocula el veneno.

OPS

Fig. 2.1 Morfologia representativa de un alacran. Resaltamos que la morfologia de algunas
especies especificas de alacranes en estudio en este trabajo puede variar con respecto a esta
representacién genérica.

Los alacranes tienen una amplia gama de distribucion geografica y viven en
casi todos los héabitats, desde desiertos hasta bosques tropicales. Muchos de ellos
viven debajo de la superficie, algunos son excavadores superficiales y otros viven
debajo de piedras, corteza y hojarasca [13]. Cuando un alacran es expuesto a la
radiacion ultravioleta (UV) (315-400 nm) [16], su exoesqueleto emite fluorescencia
de un color azul-verdoso (420-650 nm) [9]. Este fenbmeno se reportd por primera
vez en 1954 [16], y es caracteristico de la mayoria de los alacranes con algunas
excepciones [17]. En la actualidad, se desconoce la funcion biolégica —si es que
existe alguna— de este intrigante fendbmeno. Los alacranes no son los unicos
organismos que emiten fluorescencia, otros invertebrados, plantas y algunos

vertebrados también presentan este fendmeno, sin embargo, se han reportado

e
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pocos casos en los que exista alguna razén biolégica o que se haya explicado su
origen evolutivo [18, 9]. En el caso de los alacranes, se han propuesto varias
hipotesis. Por ejemplo, se determin6 experimentalmente que los ocelos laterales de
los alacranes tienen una visibn dicromatica con picos de sensibilidad
correspondientes a la luz verde (~ 509 nm) y la luz UV (~ 371 nm), respectivamente,
mientras que los ocelos medios responden muy poco a la luz UV pero son sensibles
a la luz verde [10]. Los experimentos posteriores no solo corroboraron esta
sensibilidad de los ocelos laterales, sino que también concluyeron que son uno de
los fotorreceptores mas sensibles entre los Artropodos [19]. Los resultados de otros
experimentos muestran que la luz verde y UV puede afectar el comportamiento de
locomocion del alacran respecto a las longitudes de onda mas largas [20]. Estos
hallazgos sugieren que el exoesqueleto podria funcionar como un colector de
fotones, aparentemente utilizado como un mecanismo activo para detectar la
presencia de luz UV. Ademas, se sugiere que la fluorescencia puede ser til para
encontrar refugio, ya que el bloqueo de cualquier parte del exoesqueleto disminuye
la cantidad de fotones detectados, y por lo tanto, el alacran podria encontrar un
refugio adecuado al detectar la disminucién de la luz UV [20, 22]. Se han propuesto
hipétesis similares sobre la fluorescencia como mecanismo para la deteccion de la
luz UV comparando el nivel de actividad en los alacranes con la reduccion inducida
de la fluorescencia en sus exoesqueletos [23]. Otros autores propusieron que la luz
de la luna, que contiene un cierto porcentaje de radiacion UV, podria tener un efecto
indirecto en el comportamiento de caza de los alacranes. Segun los resultados de
ese informe, la intensidad de la luz y otros factores ambientales se utilizan como
sefales para determinar los niveles de riesgo de depredacion y la disponibilidad de
alimentos [24]. También se ha argumentado que la percepciéon de fluorescencia
emitida por los alacranes podria usarse para discernir entre hembras y machos o
incluso para diferenciar a los alacranes de otras especies [25, 26]. En resumen,
aunqgue hay algunas lineas de evidencia que sugieren una interaccion entre la vision
del alacran y la fluorescencia emitida por su cuticula, su papel parece ser mas
complejo de lo que inicialmente se pensO y por tanto merece un examen mas

exhaustivo.
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En la actualidad se ha identificado la B-carbolina [27] y la 4-metil-7-
hidroxicumarina [28] como los fluoréforos responsables de la fluorescencia en el
exoesqueleto del alacran. Mas recientemente se descubrio que existe otro fluoréforo
presente conocido como éster diftalato macrociclico, el cual fue aislado en la
exuviae del alacran liocheles australasiae [29]. Estas moléculas se concentran en
la epicuticula, la capa mas externa de la cuticula [30], y participan en el proceso de
esclerotizacion, que es el proceso de endurecimiento de la quitina en el
exoesqueleto del alacran [19]. Después de la ecdisis, los restos del exoesqueleto o
exuviae emiten fluorescencia muy brillante, pero el alacran que emerge de €l no
fluérese en absoluto y la nueva cuticula solo se vuelve completamente fluorescente
después de 48 horas [31].

En un estudio reciente, los cambios de fluorescencia del exoesqueleto de los
alacranes fueron monitoreados de acuerdo con las etapas de muda del
exoesqueleto [32]. El resultado principal de esa investigacion fue que la intensidad
de la emision de fluorescencia es una funcion del grosor de la cuticula, es decir,
cuanto mas gruesa es la cuticula, mayor es la intensidad de la emision de
fluorescencia. Respecto a esto, Hjelle [33] planted la hipotesis de que el material
fluorescente se lleva a la epicuticula, como parte del mecanismo que transporta
mucopolisacaridos, lipidos y otras sustancias que confieren impermeabilidad al
exoesqueleto de los alacranes. Por lo tanto, parece que el grosor, el endurecimiento
y quizas la impermeabilidad [34] de la epicuticula estan intimamente relacionados

con los niveles de intensidad de fluorescencia en los alacranes.

Las adaptaciones morfologicas y fisioldgicas a sustratos de diversas
caracteristicas (dureza, color, composicion, etc.) han moldeado diferentes
ecomorfotipos [35], impactando también en las interacciones conductuales y
biologicas de los alacranes [36]. Con esto, resulta razonable predecir que debe
existir una emision diferenciada en la intensidad de la fluorescencia emitida para
especies de alacranes adaptadas a diferentes sustratos. Otras propiedades Opticas
del exoesqueleto, como el color, han sido poco estudiadas. Al observar una amplia

gama en la distribucion de alacranes de sabana y bosque, se concluyo que el color
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y el patron de color en los alacranes tiene un significado criptico asociado a los
linajes filogenéticos [27]. Los mismos autores coinciden en que el color es una
adaptacion ecoldgica asociada con el entorno donde habitan los alacranes. Aunque
estos autores establecieron una conexion entre las areas boscosas (selva) y
abiertas (sabana) con el color palido y oscuro de los alacranes, respectivamente,
nunca postularon explicitamente que los alacranes tienden a imitar el color del
sustrato donde viven. Polis [11] reporté que el exoesqueleto de alacran Heteronebo
bermudezi [12] coincide estrechamente con el habitat de arena blanca [38, 39]
indicando que la mayoria de las especies cubanas son de color criptico. De manera
similar, Williams [40] informd que varias especies de Vaejovis y Hadrurus son mas
oscuras en suelos oscuros y mas claras en suelos mas claros. Otras coincidencias
en el color del exoesqueleto y el sustrato se producen en especies de alacranes de
América del Norte, como Centruroides [41], Thorellius [42] y miembros de la
subfamilia Smeringurinae [43]. Aunque no se ha aclarado por completo qué
moléculas confieren la tonalidad de color [11], varios compuestos pueden estar
involucrados en la creacién de un color o patron de color. Algunos pigmentos como
la melamina y otras proteinas como la esclerética [44] le dan el color caracteristico
al alacran, es decir, estas moléculas determinan la forma en que se absorbe la luz
incidente y definen las caracteristicas espectrales de la luz reflejada del

exoesqueleto.

En funcién del contexto citado lineas mas arriba, un posible escenario es que
la fluorescencia de los alacranes pueda, en efecto, tener una funcion bioldgica lo
cual aun esta bajo debate en la literatura y ha conducido a las diferentes hip6tesis
mencionadas mas arriba; o bien que pueda deberse a una herencia evolutiva sin
gue necesariamente tenga una funcién biolégica. La busqueda de la respuesta a la
interrogante sobre la biofluorescencia en los alacranes ha sido la principal
motivacion de este trabajo. Asi por ejemplo, para correlacionar a la fluorescencia
con el ecomorfotipo de los alacranes se requieren estudios de investigacion que
proporcionen informacién mas amplia y detallada sobre las caracteristicas de dicha
fluorescencia. Por ejemplo, hasta ahora no existen estudios comparativos de la

intensidad de fluorescencia emitida por diferentes especies; el precisar si hay una
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diferenciacion en la intensidad de emisién en funcién de especies y su ecomorfotipo
permitiria saber si la fluorescencia tiene una funcion biolégica en cualquiera de los
aspectos de la vida del alacran: comunicacion entre congéneres, reproduccion,
defensa o predacién. Por otra parte muchos de los reportes cientificos son
inconsistentes en cuanto a si espectralmente la fluorescencia en los alacranes es
diferente en funcion de la especie, asi como tampoco existe informacion de si
algunos segmentos del exoesqueleto tienen mayor intensidad de emisidén que otras
y en caso de que asi sea porqué sucede esto. En funcion de todo ello, para este
trabajo de tesis se disefid una metodologia orientada a realizar una caracterizacion
de la fluorescencia en una muestra taxonomica amplia y estadisticamente
significativa de especies de alacranes vivos que se encuentran en la Republica
Mexicana. El siguiente capitulo detalla la metodologia seguida para el estudio de la
fluorescencia en el exoesqueleto de alacranes. Los estudios se extienden a las
propiedades Opticas del exoesqueleto mediante técnicas polarimétricas; en
particular, es de interés saber si existe alguna relacion entre las propiedades

reflectivas y de color de cada especie y el medio donde vive.

2.2 Metodologia para el estudio de la
fluorescencia en alacranes

Se obtuvieron fotografias digitales de alacranes vivos bajo iluminacion tanto
de luz blanca como de luz UV. Primero, las fotografias tomadas con iluminacién de
luz blanca (400 a 700nm) se procesaron digitalmente para obtener un parametro
cuantificable del color del exoesqueleto de todos los alacranes bajo estudio.
Después se tomaron fotografias bajo iluminacion de luz UV y se procesaron
digitalmente para obtener un mapa de la fluorescencia del exoesqueleto e identificar
diferencias en la intensidad de la fluorescencia emitida entre las especies.
Finalmente, la reflectancia y la fluorescencia del exoesqueleto se resolvieron

espectralmente mediante técnicas espectroscopicas estandar.
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2.2.1 Muestra taxondmica

Se estudiaron machos y hembras adultos pertenecientes a 4 familias, 9
géneros y 24 especies de alacranes (Tabla 1). En total la muestra consistié en 75
especimenes. Seleccionamos las familias de alacranes mas diversas Yy
numéricamente abundantes distribuidas en México para incluir la mayor variacion
de morfologia y ecomorfotipos. Todas las muestras se mantuvieron en recipientes
de plastico, a temperatura ambiente, se alimentaron con grillos Acheta domesticus
cada 15 dias y se les proporciondé agua semanalmente. Para cada una de las
especies estudiadas se contdé con diferente nimero de especimenes, de ambos
géneros, diversas edades y por ende tamafios. La Tabla 1 es un resumen del origen
geografico de cada uno de los especimenes bajo estudio asi como datos sobre su

sexo y dimensiones del exoesqueleto.

Tabla 1 Lista de familia, especie, sexo, tamafio y origen geogréafico de los individuos en estudio. El
asterisco indica una muestra subadulta.

Tamarno del espécimen (cm?)**

Familia Especie Ge?arg;?:frilco Tamario
Hembra Macho promedio
1. Centruroides infamatus Aguascalientes 4.4 41 - 4.7 4.8 4.4 4.5
Adultos (2 hembras, 3 machos)
2. Centruroides nigrimanus Chiapas 9.4 - - 8.5 - - 9.0
Buthidae Adultos (_1 hembra, 1 macho) _
3. Centruroides tecomanus Colima 4.6 - - - - - 4.6
Adultos (1 hembra)
4.  Centruroides vittatus Zacatecas 2.2 - - 2.1 - - 2.1
Adultos (1 hembra, 1 macho)
Caraboctonidae 5. Hoffmannihadrurus gertschi* Guerrero 8.8 - - - - - 8.8
Subadultos (1 hembra)
6. Kolotl poncei Michoacan 13.4 - - 115 - - 12.4
Adultos (1 hembra, 1 macho)
7. Diplocentrus duende Puebla 3.2 - - 3.6 - - 3.4
Adultos (1 hembra, 1 macho)
8. Diplocentrus spl Zacatecas 41 5.2 4.4 - - 4.6
Adultos (2 hembras, 1 macho)
Diplocentridae 9. Diplocentrus sp2 Oaxaca - - - 5.3 - - 5.3
Adultos (1 macho)
10. Diplocentrus tehuacanus Puebla 62 72 6.0 59 6.4 7.0 6.4
Adultos (3 hembras, 3 machos)
11. Diplocentrus whitei Coahuila 6.7 8.6 - 7.0 7.5 7.4 7.4
Adultos (2 hembras, 3 machos)
12. Chihuahuanus bilineatus Durango 2.5 - - - - - 2.5
Adultos (1 hembra)
13. Chihuahuanus coahuilae Durango 45 45 31 22 35 4.7 3.7
Vaejovidae Adultos (3 hembras, 3 machos)
14. Chihuahuanus globosus Coahuila 3.0 29 - 3.0 2.7 - 2.9
Adultos (2 hembras, 2 machos)
15. Chihuahuanus aff. Crassimanus Coahuila 3.0 29 - 3.1 3.7 - 3.1
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Adultos (2 hembras, 2 machos)

16. Mesomexovis subcristatus Puebla 4.9 - - - -
Adultos (1 hembra)

17. Mesomexovis aff. variegatus spl Michoacén 2.3 - - - -
Adultos (1 hembra)

18. Mesomexovis aff. variegatus sp2 Oaxaca 26 26 27 22 2.1
Adultos (3 hembras, 2 machos)

19. Mesomexovis aff. subcristatus sp3  Oaxaca 47 56 50 53 4.5 5.6
Adultos (3 hembras, 3 machos)

20. Paruroctonus gracilior Coahuila - - - 5.6 6.0 5.9
Adultos (3 machos)

21. Paruroctonus aff. Gracilior Guanajuato 36 40 41 44 3.5 3.8
Adultos (3 hembras, 3 machos)

22. Thorellius aff. Tecuani Guerrero 6.6 - - - -
Adultos (1 hembra)

23. Vaejovis intermedius Durango 44 42 29 32 4.7 3.8
Adultos (3 hembras, 3 machos)

24. Vaejovis pococki Guanajuato 3.4 - - - -

Adultos (1 hembra)

4.9

2.3

2.4

5.1

5.8

3.3

6.6

3.9

3.4

** E| tamafio de cada alacran fue calculado durante el procesamiento digital de imagenes

2.2.2 Camara de iluminacién y adquisicion de fotografias.

Para fotografiar los alacranes se emple6 una camara de iluminacion (Figura
2.2). La camara se fabrico con cinco laminas de acrilico negro con dimensiones de
83, 55 y 55 cm de largo, ancho y alto, respectivamente. Cada lado se pego
firmemente en cada margen para bloquear la luz externa y favorecer la iluminacion
homogénea interna. En el interior de la cAmara, la iluminacion fue proporcionada
por dos lamparas UV (tubos fluorescentes de luz negra con emisién maxima a 365
nm) y dos lamparas de luz blanca (lamparas hal6genas) ubicadas en la parte
superior. Se utilizé una camara digital, Nikon L320, montada en la parte superior de
la cAmara de iluminacién para capturar las fotografias. Se montaron dos filtros, un
filtro UV con longitud de onda de corte a 405 nm y un filtro de densidad neutra (ND)
frente alas lentes de la camara. El filtro UV permitio capturar la fluorescencia emitida
por el cuerpo de los alacranes mientras blogueaba la radiacién UV, en tanto que el
filtro ND evit6 la saturacion de las fotografias. Se prest6 especial atencién al disefio
de la camara de iluminacién para garantizar que las fotografias de todos los
especimenes tuvieran una iluminacién homogénea. La potencia Optica en el fondo
de la cAmara se midié barriendo un area total de 20 x 20 cm?; la variacion de la
potencia fue de solo un microwatt dentro de esta area, lo que garantizO una

iluminacion homogénea para la adquisicion de las fotografias.
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Cémara

Filtro DN
Filtro UV
Ldmparas UV
Ldmparas
blancas

Alacran bajo estudio

Fig. 2.2 a) Representacién esquematica de la cAmara de iluminacion. En esta camara, el alacran
se aisla de la luz exterior, se ilumina con luz ultravioleta o blanca y luego se fotografia. b) Imagen
del interior de la cAmara con un espécimen C. infamatus bajo iluminacion ultravioleta.

Una vez que se ajustd la camara, cada espécimen vivo se coloc6 en una
placa de Petri de 50 mm de radio y se introdujo en la camara de iluminacién,
colocando la placa exactamente en el mismo lugar cada vez que se tomaba una
fotografia. Se tomaron una serie de fotografias por cada muestra bajo iluminacién
blanca y UV. El nimero total de muestras estudiadas fue de 75. El experimento se
repitio cuatro veces para luz blanca e iluminaciéon UV obteniendo un total de 600

fotografias.
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2.2.3 Procesamiento digital de fotografias tomadas en
alacranes vivos

La coleccion de fotografias se proceso en el software Matlab® con una rutina
de segmentacion de imagenes, que convirtié la imagen digital a escala de grises,
eliminando el fondo y dejando solo los pixeles correspondientes al cuerpo del
alacran. Luego, para cada imagen se obtuvo un grafico 3D, donde los ejes x e y
denotaban las coordenadas del pixel, mientras que el eje z corresponde al valor de
cada pixel, registrado como la intensidad en la fotografia, en escala de grises. Este
procedimiento de procesamiento de imagenes nos permitié llevar a cabo la
deteccidn de bordes, facilitd el calculo del tamafio del alacran, la segmentacion de
imagenes y la cuantificacién de la luz reflejada del exoesqueleto bajo iluminacién de
luz blanca, y permitié discernir la intensidad de fluorescencia del exoesqueleto bajo
iluminacién UV. El limite para la escala de grises para el color blanco se establecio
en 255 como el valor maximo posible y 0 se asigno al valor minimo posible en escala
de grises para el color mas oscuro. Finalmente, el rango de escala de grises
detectado en la imagen del exoesqueleto se traz6 en colores falsos para una mejor
discriminacion de la intensidad de la fluorescencia. Como ejemplo, la Figura 2.3
muestra una imagen procesada para los especimenes: C. nigrimanus; D. withei; D.

tehuacanus; D. infamatus y D. sp2, para el caso de una iluminacién bajo luz blanca.

a)

b) 120

40

23



0 2 4
cm
e) 2 0
c:/ *
2 ;‘.,
AN
.1-'-‘"
0 2 4
cm
g) 2 h
‘\‘)\' ’ /
Ay L 5P,
0 2 4
cm

120

120

120

24



i) i) 120

4
80
£
q S 5
- 40
0
0 2 4 6
cm

Fig. 2.3 Fotografias originales obtenidas bajo iluminacién de luz blanca (a, c, e, g, i) y después del
procesamiento de imagenes (b, d, f, h, j) con colores falsos para la intensidad registrada de cada
pixel. Especimenes presentados: a) hembra, C. nigrimanus; c) macho, D. withei; e) hembra, D.
tehuacanus; g) hembra, C. infamatus y i) macho, D. sp2. La escala en cm representa la dimension
real de la muestra.

Para todos los especimenes adultos en estudio, el tamafio varié desde
aproximadamente 4 cm (Ch. coahuilae, C. vittatus, M. variegatus) hasta 12 cm (C.
nigrimanus, H. gertschi, K. poncei). Para normalizar la luz reflejada total obtenida
para cada muestra fotografiada bajo iluminacién de luz blanca o fluorescencia
emitida bajo iluminacion UV, se calculé la suma de los valores de la escala de grises
en la imagen procesada y se dividié por el area del cuerpo del alacran, obteniendo
la intensidad del reflejo luz blanca y la intensidad de fluorescencia por unidad de

area (cm?).

2.2.4 Espectros de emision y reflectancia de los
exoesqueletos

Los espectros de fluorescencia de los alacranes se midieron en un
fluorometro FS5 (Edinburgh Instruments) con excitacion a 405 nm. Los espectros
se obtuvieron del mesosoma de cada muestra porque en todos los casos
proporcion6 una superficie éptica plana lo suficientemente grande como para ser
analizada espectroscopicamente. Para inmovilizar a los alacranes y mantenerlos en
condiciones inofensivas durante las mediciones, se introdujeron en una bolsa

Ziploc®, que se coloco sobre una base rectangular de acrilico negro. La bolsa se
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prob6é para evaluar si el espectro de fluorescencia intrinseca del alacran era
alterado. La Figura 2.4 muestra que el uso de la bolsa Ziploc® no modificod el
espectro. Este enfoque también se implementd para medir los espectros de
reflectancia (espectrofotdmetro Cary 5000 UV-Vis-NIR con lamparas de deuterio y
yoduro de cuarzo como fuentes de luz UV y visible, respectivamente). Estos
espectros también se obtuvieron del mesosoma del exoesqueleto de los alacranes
inmovilizados en la bolsa Ziploc®. Teniendo en cuenta que la bolsa en si misma
también refleja una cierta cantidad de luz que podria afectar las mediciones, se
obtuvo el espectro de reflectancia de la bolsa (linea negra en la Figura 2.4) y se
sustrajo de los espectros de las muestras. Se observa que la bolsa solo desplazo el
nivel de reflectancia medido en el alacran en el rango de longitud de onda visible

(400 - 700 nm) pero no modifica la estructura del espectro.
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Fig. 2.4 Espectros de reflectancia y fluorescencia medidos a partir de un alacran inmovilizado (V.
intermedius) dentro de una bolsa Ziploc® (curva roja) y fuera de la bolsa (curva verde),
respectivamente. Como referencia, la linea negra es el espectro de reflectancia obtenido de una
bolsa Ziploc® sola, mientras que la linea discontinua es el espectro corregido del alacran una vez
que se resta el espectro de la bolsa Ziploc®.
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Capitulo 3

Resultados y discusion de fluorescencia
en alacranes

3.1 La fluorescencia del cuerpo del alacran es
heterogénea

El procesamiento de imagenes digitales no solo nos permitié cuantificar la
intensidad general de la fluorescencia, sino que también nos permitié identificar
regiones de diferentes intensidades de emision en el cuerpo del alacran. Por
ejemplo, la Figura 3.1 presenta imagenes procesadas digitalmente que fueron
obtenidas bajo iluminaciébn con luz UV para especimenes de las especies
Centruroides nigrimanus, Diplocentrus duende, Diplocentrus withei; Diplocentrus
tehuacanus; Centruroides infamatus y Diplocentrus sp2; en las que la intensidad de
la fluorescencia no es homogénea en el exoesqueleto del alacran. Estas imagenes
procesadas muestran los segmentos mesosomales con una fluorescencia
moderada, mientras que los pedipalpos, segmentos metasomales y patas muestran
un color mas rojizo que el segmento mesosomal, lo que indica una fluorescencia
mas alta. Encontramos este patron de fluorescencia en las 24 especies en estudio,

aunqgue con diferentes niveles de intensidad dependiendo de la especie.

27



28

80

60

40

20

80

60

40

20




80

0 60

k) ﬁ a ) 40

5, o )1 - 0
—a
0 2 4 6
cm

Fig. 3.1 Fotografias obtenidas bajo iluminacién con luz UV para los especimenes a) hembra, C.
nigrimanus, ¢) macho, D. duende; e) macho, D. withei; g) hembra, D. tehuacanus; i) hembra, C.
infamatus y k) macho, D. sp2; b), d), f), h), ) y I) fotografias después del procesamiento de
imagenes y el trazado con colores falsos de la intensidad registrada de cada pixel. La escala en
unidades de cm representa la dimension real de los especimenes.

Se calculé el promedio de la intensidad de fluorescencia por unidad de area
(cm?) en todas las muestras cuyos resultados condensados se pueden consultar en

la Tabla 2 y Figura 3.2.

Tabla 2 Intensidad de fluorescencia por unidad de area (cm?) para el exoesqueleto completo, las
quelas, el primero y segundo segmento metasomal, y el cuarto segmento mesosomal, obtenido de
las imagenes procesadas tomadas bajo luz UV, para alacranes vivos cada uno fotografiado con
cuatro réplicas, tomadas en diferentes dias. Los porcentajes entre paréntesis de las columnas de
quelas y metasoma indican los incrementos de intensidad con respecto a la intensidad en los
segmentos mesosomales.

Intensidad de fluorescencia por unidad de area
(cm?)

Promedio Promedio Promedio Promedio exoesqueleto

Especie Genero Mesosoma Quelas Metasoma completo
Por sexo global
Macho 526410 ©052%20 56.9£20 444,49

. . (20.2 %) (8.2 %)
1. Centruroides infamatus 603+40 57.9+20 69.2+5.0

Hembra 50.2+1.0 (20.2 %) (15.4 %) 69.1+5.0
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62.9+20

65.3+3.0

30

Macho 55.2+4.0 66.8 + 4.0
2. Centruroides nigrimanus (13.9 %) (18.3 %) 63.9+4.0
Hembra  522+40 04420 682230 4 4,34
e (23.4 %) (30.7 %) e
Macho - - - -
3. Centruroides tecomanus Hembra 408 +2.0 5(2;;;))0 Ezgéogi;.’()) 543+ 6.0 54.3+6.0
Macho  632+30 (23150 732:30 4,5,
. . (14.4 %) (15.8 %)
4. Centruroides vittatus 745+50 694 +3.0 65.0+4.0
Hembra 65.0+ 3.0 (14.6 %) (6.8 %) 62.4+4.0
. Macho - - - -
5. Hoffmannihadrurus
: 63.7+20 67.6+3.0 69.8 +4.0
gertschi Hembra 51.2+2.0 (24.4 %) (32.0 %) 69.8 £4.0
Macho  56.9+40 048240 638290 45,3,
. (13.8 %) (12.1 %)
6. Kolotl poncei 595+40 587+80 59.3+2.0
Hembra 53.7+4.0 (10.8 %) (9.3 %) 59.1+3.0
Macho  42.2+2.0 5(2';;;')0 5(3;&151-;)0 61.7 £ 4.0
7. Diplocentrus duende A 0 61.3+5.0
Hembra  39.8+20 °09%*30 60.1%10 45,q,54
e (28.1 %) (51.2 %) e
Macho  43.1£2.0 5(‘2;53)0 4(“1;;;')0 52.2+5.0
8. Diplocentrus spl o 0 51.2+4.0
Hembra 38420 °02*30 475210 554,45,
e (47.0 %) (23.5 %) e
55.1+3.0 53.3+2.0
9.  Diplocentrus sp2 Macho — 51.7£20 g 00" 509 86%30 456439
Hembra - - - -
Macho  46.2+3.0 6(3'88115')0 6(15371'05)0 57.8+5.0
10. Diplocentrus tehuacanus =D D 58.3+6.0
Hembra  426+30 007/*20 665220 gg0,,4
e (56.7 %) (56.2 %) o
Macho  436+30 Oro*30 541230 50,34
. o (18.0 %) (24.1 %)
11.  Diplocentrus whitei 51.9+3.0
526+3.0 51.7+3.0
Hembra 46.0+ 3.0 (14.3%) (12.4 %) 52.0+4.0
Macho - - - -
12.  Chihuahuanus bilineatus Hembra 451+ 2.0 5(:ng on(;)o 5(216?502)0 578+6.0 57.8+6.0
Macho  47.9+20 °207*10 655220 54, ,,
. . (18.4%) (36.7 %)
13.  Chihuahuanus coahuilae 59.2+5.0
Hembra 455+50 57.5+1.0 61.2 +3.0 60.6+6.0
e (26.4%) (34.7 %) T
Macho  543+30 046%30 623240 o5q,,,
. (19.0 %) (14.7 %)
14.  Chihuahuanus globosus 66.8 + 6.0
Hembra  48.1+3.0 6(22'3 ;—'Of")o E’é‘f ;—'3)0 68.1+5.0
. (1] . (1]
72.3+2.0 70.2+2.0
15.  Chihuahuanus aff. Macho — 67.9£3.0 g 5y Eaw) 1330
crassimanus Hembra 61.7 + 3.0 68.1+£2.0 729+2.0 73.9+50 T
e (10.3%) (18.1 %) D
16. Mesomexovis Macho ) ) ) )
subcristatus Hembra 50.8 +2.0 6(:;8;02/0)0 G(gggoi)o 53.5+3.0 53530
. Macho - - - -
17. Mesomexovis aff.
. 534+20 53.9+3.0 47.0+5.0
variegatus spl Hembra 39.4+4.0 (35.5%) (36.8 %) 47.0+£5.0
53.8+2.0 56.6+3.0
18.  Mesomexovis aff. Macho 471230 420 (020) 02*30 .
variegatus sp2 575+20 57.6+3.0 T
Hembra  43.3+3.0 (32.7 %) (32.9 %) 49.7 +3.0
68.7+20 72.6+3.0
19.  Mesomexovis aff. Macho — 624£30 15705  (163%) 034%40 657 £50
subcristatus sp3 73.0+£20 67.3+3.0 e
Hembra 65.8+3.0 (11.0 %) 2.3 %) 67.9+5.0
842+20 83.8+3.0
20.  Paruroctonus gracilior Macho 76410 (10.2%) (9.6 %) 82240 82.2+4.0
Hembra - - - -




76.9+10 71420

21. Paruroctonus aff. Macho 61.5+2.0 (25.0%) (16.1 %) 773+40
gracilior embra 665400 8710 70920 .o .o 70%50
D EL (13.9%) (6.7 %) ex0.
365+1.0 34.1+1.0
22, Thorellius aff. tecuani Macho — 26.1£20  “a9gyy  (308%) >°*10 355419
Hembra - - - -
Macho  422+20 ©oL°*10 583230 535,40
o . (220%)  (38.2%)
23.  Vaejovis intermedius 491+10 557 +3.0 49.2 £3.0
Hem:ra 38120 “oaron’ Usioy 46250
Macho - - -
24.  Vaejovis pococki 55.7+2.0 58.3+2.0 52.0+2.0
Hembré 50730 i (1500 52020
P;ZTES'SO 523+2.6 61.6+24 617+27 60.9+38
Promedio  493.57 604+23 606+28 59.4+45
hembras
Promedio

ambos 50.2 £2.6 60.3+2.2 60.5+2.7 59.3+4.2 59.3+4.2
Sexos

Hecho lo anterior, se realizaron andlisis estadisticos para determinar si hay
diferencias de intensidad de fluorescencia entre el sexo, entre segmentos del
exoesqueleto, o entre especies. El primer conjunto de analisis consisti6 en una
prueba t pareada (ver apéndice 1: definiciones estadisticas) entre los promedios de
fluorescencia en machos y hembras, considerando solo las 15 especies para las
cuales la muestra contenia los dos sexos (Tabla 1). Esta prueba t pareada se obtuvo
para la fluorescencia medida en todo el exoesqueleto, el metasoma, las quelas y los
segmentos mesosomales, por cada sexo. En la prueba t pareada se plantean dos
hipétesis, la primera de ellas conocida como la hipétesis nula donde la diferencia
estadistica de las medias es cero, y la hipotesis alternativa donde la diferencia
estadistica de las medias es diferente de cero. Para determinar cual de las dos
hipotesis es la correcta desde el punto de vista estadistico, se calcula el valor p, si
este valor es mayor que el nivel de significancia definido a priori entonces se acepta
la hipotesis nula, pero si es menor que el nivel de significancia se rechaza la
hipotesis nula y se acepta la hipétesis alternativa. Para nuestros resultados sobre la
intensidad de fluorescencia entre hembras y machos el valor de p en todos los casos
siempre fue mayor o igual al nivel de significancia (@ = 0.05), por lo que se opt6 por
la aceptacién de la hipétesis nula, estableciendo que las medias de las intensidades
de fluorescencia entre las hembras y los machos en todos los segmentos del
exoesqueleto bajo estudio no son significativamente diferentes, Tabla 3. Este hecho

se puede corroborar en la Figura 3.2 a-c, donde se puede observar que en general

e
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Intensidad de fluorescencia por unidad de drea u. a.

los valores de fluorescencia entre hembras y machos difieren aleatoriamente del

valor promedio, lo que sugiere que los valores medios son iguales.

Tabla 3 Prueba t pareada entre los promedios de fluorescencia en machos y hembras. A un nivel de
0.05, la diferencia de medias no es significativamente diferente por lo que se acepto la hipétesis nula.

Estadistica descriptiva de los promedios en machos y hembras

Intensidad de fluorescencia Genero Promedio Desviacion Error medio desviacién
por unidad de area: estandar estandar
Exoesqueleto completo I-':/(Ieériﬁgroa 2(2)3 g; gg
t =1.34, GL=14, p=0.20
Mesosoma Macho 52.4 8.6 2.2
Hembra 50.5 10.07 2.6
t = 2.20, GL =14, p=0.05
Quelas Macho 62.2 8.1 2.1
Hembra 61.9 8.4 2.2
t =0.38, GL =14, p=0.71
Metasoma Macho 62.7 7.6 2.0
Hembra 61.6 7.4 1.9
t=1.21, GL =14, p=0.25
o 904
ja) s |b)
80 £ 80
Mesosoma (4to segmento) * '$ ¥ |
* Promedio en machos s [N B
70 4 * Promedio en hembras ¥ 5 704 [ -
A— Promedio por especie % 54 = : ¥ .. EH
604 R S 604 /) w /S
J = 3 * g/ N/
* ”’? B3 : /,15' o
s Caaas oAk 5 50 ' ,
- X’-éj * g
L x A s / Quelas
40 a-A *-:-i = 409 * Promedio en machos
/ g . * Promedio en hembras
04 é 30 4 —n— Promedio por especie
* 3
20 T |N| LN LELPL IL R R PR B L B |*| T T T 1 = 2 ' |N|§|§|§\| I\‘f,l\.«,l Pl I\?I@I\?I&Iylﬁldlélyélﬁ
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P \é:’;‘d’ o A ‘*;In,\?" A & :f*‘ Fo 8 AT %_@ oo ;“j Tt Y 2

32



w
o
J

1 ©)
a
80
.'lII
® X K
70 4 . "--o":"g
. /[ x
* * . 7\ %\:{J"
! ,ﬂ:\ ;o ! "
60 - i * /AN e R
® | ¥
] - ; .
o /% *...’ p¥
50 N/

Metasoma (1er y 2do segmentos)
f #* Promedio en machos
.',l * Promedio en hembras

—e— Promedio por especie

.
o
1

w
o
1

Intensidad de fluorescencia por unidad de area u. a.

[y*]
o

4 & G & .

\i .“‘Q oo:gé;a‘ié;@‘;_&
A o+ o '&GA Q@

E &R <

Fig. 3.2 Se muestra el promedio de la intensidad de fluorescencia medida en diferentes segmentos del exoesqueleto
de machos y hembras: a) mesosoma, b) quelas, c) metasoma.

El segundo conjunto de andlisis estadistico consistié en un estudio ANOVA
de medidas repetidas de un factor (ver apéndice 1, para la definicion de esta
estadistica) para evaluar la posible diferencia significativa en el promedio de
fluorescencia obtenida para todas las especies en tres segmentos del exoesqueleto:
las quelas, y los segmentos metasomales y mesosomales (Tabla 4).
Estadisticamente (a un nivel de a=0.05), hay una diferencia significativa entre el
promedio de fluorescencia entre estas estructuras [F (2,69) = 7.9, p <0.05]. La
prueba post-hoc de t-student realizada en las tres estructuras pareadas (Tabla 5),
revel6 un patrén entre especies en el que la fluorescencia en quelas y metasoma
es de hecho mas alta en comparacion con el mesosoma (Figura 3.3), lo que
respalda nuestra observacién de que la fluorescencia es heterogénea a través del

exoesqueleto tal y como se habia discutido para los resultados de la Figura 3.1.
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Tabla 4 ANOVA global de todas las mediciones sobre la fluorescencia de las tres estructuras, los
segmentos metasomales, los segmentos mesosomales y las quelas. Como se mostré en el apéndice
1, la notacién usada es grados de libertad (GL), suma de cuadrados (SC) y cuadrados medios (CM),
de tal forma que si se toma la interseccién de una columna con un renglon tendremos el valor
correspondiente a las definiciones del apéndice 1, por ejemplo columna 3, renglén 1 corresponde a
SCF (suma de cuadrados del factor).

F(2, 69) = 7.9, p = 0.001

Fuente

Factor
Error

Total

GL sSC CM  Franio E,
2.0 1678.0 839.0 7.9 3.1

69.0 7330.0 106.2

71.0 9008.0

Tabla 5 Post-hoc de t-student entre estructuras pareadas (mesosoma, quelas, metasoma). A un nivel
de 0.05, las medias de fluorescencia son significativamente diferentes para los pares quelas-

mesosoma y metasoma-mesosoma.

Estadistica descriptiva de la fluorescencia

Condiciones

Error medio desviacién

Media Desviacién estandar .
pareadas estandar
Quelas 60.3 10.0 2.0
Metasoma 60.5 10.0 2.0
t=-0.09, GL =45, p=0.93
Quelas 60.3 10.0 2.0
Mesosoma 50.2 10.9 2.2
t =3.35, GL = 45, p = 0.00
Metasoma 60.5 10.0 2.0
Mesosoma 50.2 10.9 2.2
t =3.44, GL = 45, p = 0.00
5 90 -
(4]
s |d)
s y
= 80 —
o \ /a
© B /
3 70 a2 |
ko] [}
c R R A
= . A a/al 9 A A A
8 60+ e \ /
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Fig. 3.3 Se muestra la comparacién de las intensidades promedio en tres segmentos del
exoesqgueleto: mesosoma, pinza y metasoma.
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Los segmentos metasomales y pedipalpos juegan un papel principal en la
depredacion, defensa y apareamiento. Estas estructuras pueden tener una alta
esclerotizacion |27, 32, 33|, porque el alacran depende de las estructuras mas
resistentes de su cuerpo para disuadir a los posibles depredadores y matar a una
presa de manera mas eficiente, lo que determina su supervivencia. Por lo tanto, una
esclerotizacion mas alta en algunos de los segmentos del exoesqueleto podria
implicar una fluorescencia mas alta. Sin embargo, es probable que se puedan
considerar otras conexiones entre la funcion y la evolucion natural de estos
segmentos en el exoesqueleto con las nuevas observaciones de fluorescencia
heterogénea en alacranes obtenidas en la presente investigacion. Por ahora,
podriamos especular, por ejemplo, la posible utilidad de la fluorescencia durante el
apareamiento en etapas como el juddering y el clubbing como mecanismo de
sefalizacion visual. La sensibilidad aguda de los ocelos laterales [19] podria usarse
como una forma secundaria de reconocimiento entre especimenes (el
reconocimiento primario puede ser bioquimico a través de las hormonas [11]) o para
sondear la receptividad de la pareja a medida que se usan pedipalpos y metasomas
para atraer y estimular a la pareja potencial para que coopere en el comportamiento
de cortejo [11].

3.2 Relacion entre fluorescencia emitida y
tonalidad de color en el exoesqueleto

El color del exoesqueleto de las especies de alacranes estudiadas aqui
variaba de un color amarillo palido a negro oscuro. Para evaluar la tonalidad de color
del exoesqueleto, se calculd la luz reflejada por unidad de area (cm?) a partir de las
fotografias obtenidas bajo iluminacion de luz blanca (Tabla 6), resultando la mayor
reflectancia para los alacranes con el color mas claro y la menor reflectancia para

los alacranes mas oscuros.
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Tabla 6 Intensidad de luz reflejada por unidad de area (cm?) para el exoesqueleto completo, las
guelas, el primero y segundo segmento metasomal y el cuarto segmento mesosomal obtenido de las
imagenes procesadas tomadas bajo luz blanca para alacranes vivos cada uno con cuatro réplicas.
Los porcentajes entre paréntesis de las columnas de quelas y metasoma indican los incrementos de
intensidad con respecto a la intensidad en los segmentos mesosomales.

Intensidad de luz reflejada por unidad de area (cm?)

Promedio del exoesqueleto

. . . completo
Genero Promedio Promedio Promedio 2
Especie Mesosoma Quelas Metasoma Por sexo Global
84.3+3.0 56.6+1.0
+ +
Macho 433+2.0 (94.9 %) (30.8 %) 60.1+5.0
1. Centruroides infamatus 61.2+4.0
87.0+4.0 58.2+2.0
+ +
Hembra 41.3+2.0 (110.9 %) (41.2 %) 62.3+3.0
329+1.0 39.3+4.0
+ +
Macho 36.1+1.0 (-8.8 %) (8.9 %) 55.2+3.0
2. Centruroides nigrimanus 54.2+5.0
38.2+3.0 38.7+5.0
+ +
Hembra 37.3+1.0 (2.3 %) (3.6 %) 53.2+4.0
Macho
3. Centruroides tecomanus 743+2.0 50.0+2.0 57.6+4.0
Hembra 40.3+3.0 (84.1%) (24.0 %) 57.6+4.0
100.4+4.0 81.4+3.0
Macho 71.1+4.0 (41.2 %) (14.5 %) 75.1+3.0
4. Centruroides vittatus 76.1+3.0
93.3+1.0 83.2+4.0
Hembra 73.2+3.0 (27.4%) (13.7 %) 77.1+2.0
Macho
5. Hoffmannihadrurus gertschi 91.7+3.0 850+3.0 67.6+4.0
+ e R +
Hembra 36.1+4.0 (154.3 %) (135.6 %) 67.6+4.0
34.0+3.0 44.0+5.0(-
+ +
Macho 49.3+3.0 (-30.9 %) 10.6 %) 39.5+2.0
6. Kolotl poncei 44.0+£3.0
36.3+4.0 43.3+2.0(-
+ +
Hembra 51.9+2.0 (-30.1 %) 16.6 %) 48.5+3.0
72.3+3.0 78.81+2.0
+ +
Macho 416+1.0 (73.7 %) (89.4 %) 67.6£3.0
7. Diplocentrus duende 68.2+3.0
83.1+2.0 80.2 4.
+ +
Hembra 40.7£1.0 (104.5 %) (97.4 %) 68.8+4.0
51.3+2.0 47.2+3.0(-
Macho 47.4+3.0 (8.2 %) 0.4 %) 57.0+5.0
8. Diplocentrus spl 51.9+5.0
38.0+3.0 49.6+3.0(-
Hembra 49.9+3.0 (-23.7 %) 0.6 %) 46.8+4.0
+ +
Macho 37.8%5.0 46.2 ‘f‘o 413 ‘01'0 413130
9. Diplocentrus sp2 (22.2 %) (9.8 %) 41.3+3.0
Hembra
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73.9+20 69.9+4.0
Macho 42.2+4.0 (75.1 %) (65.7 %) 63.4+4.0
10. Diplocentrus tehuacanus 58.1£5.0
64.8+3.0 67.8+1.0
Hembra 41.6 4.0 (55.9 %) (63.2 %) 52.7+6.0
38.1+3.0 37120
Macho 37.0+2.0 (2.8 %) (0.1 %) 38.8+3.0
11.  Diplocentrus whitei 46.6 £4.0
41.2+1.0 389+1.0
Hembra 38.8+5.0 (6.3 %) (0.4%) 54.5+4.0
Macho
12.  Chihuahuanus bilineatus 83.2+40 61.0+5.0 69.0+4.0
Hembra 46.6 2.0 (78.4 %) (31.1 %) 69.0+4.0
85.0+1.0 61.6+4.0
Macho 543+1.0 (56.4 %) (13.3 %) 77.3+4.0
13.  Chihuahuanus coahuilae 71.0+4.0
79.5+5.0 64.2+4.0
+ +
Hembra 55.6+1.0 (43.1%) (15.6 %) 64.8+3.0
116.2+2.0 81.8+4.0
+ +
Macho 74.8+1.0 (55.3 %) (9.4 %) 95.6+4.0
14.  Chihuahuanus globosus 96.5+£4.0
62.4+3.0 79.6+3.0
Hembra 72.5+3.0 (-13.9%) (9.9 %) 97.4+5.0
+ +
Macho 70.1+3.0 1078£10 73.6£3.0 92.0+3.0
15 Chihuah f (53.9%) (5.1 %)
créssimarguia rans & 87.3£30
95.8+2.0 75.6+3.0
Hembra 74.1+4.0 (29.2 %) (1.9 %) 82.6+2.0
Macho
16. Mesomexovis subcristatus 79.1+1.0 79.0+4.0 74.8+£4.0
+ S D +
Hembra 55.6£3.0 (42.4%) (42.2 %) 74.8£4.0
Macho
17. Mesomexovis aff. variegatus
spl Hembra 592450 100120 720%2.0 75.0+4.0 750240
T (69.0 %) (21.6 %) o
+ +
Macho 45340 7(56';’ : i)o 5(52'f i i)o 58.445.0
. . . (] B 0
igz Mesomexovis aff. variegatus 58.8 +4.0
78.5+20 52.8+1.0
+ +
Hembra 47.8+1.0 (64.1%) (10.5 %) 59.2+4.0
+ +
Macho 51.4£5.0 9@5 I;')O 6(‘;'3 ; i)o 81.0+4.0
19. Mesomexovis aff. P e
subcristatus sp3 754£4.0
88.4+3.0 66.8+2.0
+ +
Hembra 49.3+2.0 (79.5 %) (35.6 %) 69.8+5.0
+ +
Macho 771¢30 1199 ‘01'0 92.6 ‘01'0 96.7+3.0
20.  Paruroctonus gracilior (54.9 %) (20.0 %) 96.7+3.0
Hembra
. 96.7+4.0 88.1+6.0
21.  Paruroctonus aff. gracilior Macho 46.6 £1.0 (107.7 %) (89.2 %) 78.2+5.0 76.2+4.0
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86.9+40 91.3+3.0

Hembra 49.9+1.0 (74.2 %) (83.0 %) 74.2+4.0
+ +
Macho 352420 129230 452230 431£3.0
22.  Thorellius aff. tecuani (22.1%) (28.6 %) 43.1+3.0
Hembra
72.0+3.0 55.5+2.0(-
+ +
Macho 75.5+4.0 (-4.7 %) 26.5 %) 719+4.0
23.  Vaejovis intermedius 72.4+5.0
67.2+3.0 54.0+4.0(-
+ +
Hembra 77.4+3.0 (-13.1 %) 30.1%) 73.0+5.0
Macho
24.  Vaejovis pococki 47.8+40 393+1.0(- 56.2+4.0
. 814, 311, .
Hembra 51.1+2.0 (-6.4 %) 23.0%) 56.2+4.0
Prggﬁg'so 520£29  748+30 61.9%3.0 66.5+3.9
';'eog‘begso 519£27  722£32 63.4%29 66.6+4.1
Promedio
ambos 51.4+28 73.9+3.1 62.7+2.9 66.4+3.9 66.4+4.2
sexos

Se realiz6 un ANOVA de medidas repetidas de un factor para el promedio de

la luz reflejada entre las especies [F (2, 69) = 8.65, p = 0.001] y la prueba Post-hoc

correspondiente, mostrando que a un nivel de 0.05 las medias de la reflexion de la

luz en los segmentos metasomales y quelas es mayor que en los segmentos

mesosomales (Tabla 7 y Tabla 8). Esto muestra que el nivel de reflectividad no es

homogéneo en todo el exoesqueleto de los alacranes, como tampoco lo fue en el

caso de la fluorescencia.

Tabla 7 ANOVA global sobre la reflectancia en tres estructuras: segmentos metasomales,

segmentos mesosomales y quelas.

F(2, 69) = 8.7, p = 0.001

Fuente GL SC CM Fratio F,
Factor 2.0 6116.0 3057.8 8.7 3.1
Error 69.0 24429.0 354.0
Total 71.0 30545.0
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Tabla 8 Post-hoc t-student entre estructuras pareadas (mesosoma, quelas, metasoma). A un nivel
de 0.05, las medias son significativamente diferentes para los pares quelas-mesosoma y metasoma-
mesosoma.

Estadistica descriptiva de la luz reflejada

Condiciones . L . Error medio
Media Desviacion estandar Y .
pareadas desviacion estandar
Quelas 73.9 23.9 4.9
Metasoma 62.7 17.5 3.6
t=1.86, GL =42, p = 0.07
Quelas 73.9 23.9 4.9
Mesosoma 51.4 13.7 2.8
t=4.02, GL =36, p = 0.00
Metasoma 62.7 17.5 3.6
Mesosoma 51.4 13.7 2.8

t=2.51,GL=43,p=0.02

Por otra parte, se desea explorar si existe alguna relacién entre el nivel de
fluorescencia que exhibe una especie con respecto al color caracteristico de su
exoesqueleto. La Figura 3.4 muestra la intensidad promedio de fluorescencia por
unidad de area versus la intensidad promedio de la luz reflejada por unidad de area
en todo el exoesqueleto de las diferentes especies bajo estudio. Aunque los puntos
de datos en esta figura muestran una dispersion significativa, se observa una
tendencia entre la fluorescencia y la luz reflejada: cuanto mas palido es el
exoesqueleto, mas intensa es la fluorescencia. Para probar esa afirmacion, se
obtuvo una regresion lineal a partir de los valores promedio obtenidos para cada
una de las 24 especies de alacranes. La regresion aunque resulta relativamente
pobre (R? = 0.39), a un nivel de 0.05, revela que la pendiente es significativamente
diferente de cero (p = 0.00056) lo que implica que a pesar de que el ajuste al modelo
lineal esta lejos de ser Optimo, la probabilidad de tener un modelo lineal con la
pendiente cero (sin variacion de fluorescencia con respecto a la tonalidad de color)
es poco probable.

La tendencia descrita arriba implicaria que en general los alacranes oscuros
emiten menos fluorescencia. Obsérvese que en este caso no significa que
necesariamente por procesos de reabsorcion en el exoesqueleto los alacranes
oscuros emitan menos fluorescencia. Por el contrario, lo que este hallazgo pudiese
sugerir es que los alacranes oscuros son intrinsecamente menos fluorescentes que

los alacranes claros, o dicho de otra manera, que los alacranes mas claros son
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intrinsecamente mas fluorescentes que los oscuros. Esto es algo que tendria que
corroborarse con futuros estudios, no obstante se puede mencionar algunos
reportes en la literatura que pareciesen estar en linea con nuestras observaciones
[36, 46].

Ch. aff.

P. aff. gracilior crassimanus

100 C. infamatus Q:i ? .3

P. gracilior

Ch. globosus

80 -

Intesidad de fluotescencia u. a.

T. tecuani D.tehuacanus V. intermedius M. aff. subcristatus

20 40 60 80 100
Intensidad de luz blanca reflejada u. a.

Fig. 3.4 Gréfico de dispersion de la fluorescencia emitida por unidad de area bajo iluminacion UV y
la luz reflejada por unidad de &area bajo iluminacién blanca. La linea continua es una regresion lineal
de todos los datos (24 especies) que coincide con la tendencia lineal de la agrupacién obtenida
mediante el algoritmo K-means. Los centroides calculados de cada cimulo se indican como estrellas
negras y la asignacion estadistica de cada dato a un grupo se denota con los colores verde, azul y
rojo. Estadisticas de la regresion lineal de 24 puntos de datos: pendiente = 0.45 £ (0.11); intercepcion
= 29.39 + 7.62; R-cuadrado = 0. 397; DF = 22; F = 16,19; p = 0,00056.

Con el fin de identificar posibles caracteristicas de agrupacion en los datos,
se llevdé a cabo un andlisis de agrupacion de K-means [45]. El algoritmo de
agrupamiento de K-means asigna iterativamente cada punto de datos en la Figura
3.4 a uno de los K agrupamientos en base a las caracteristicas de los alacranes
contenidos en el mismo. Cada grupo esta definido por un centroide. El andlisis de
agrupamiento de K-means se implementé con K = 3, 4, 5, el algoritmo tuvo un
comportamiento convergente para K = 3 grupos (Tabla 9) cuyos centroides se
representan como simbolos de estrella en la Figura 3.4. El primer centroide

corresponde a un grupo con 10 especies de color oscuro y baja emisién de
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fluorescencia; el segundo centroide comprende un grupo con 10 especies de color
intermedio y una emision de fluorescencia media; el tercer grupo comprende 4

especies de alacranes de color claro y con la mayor emision de fluorescencia.

Tabla 9 Relacion de especimenes agrupados mediante el andlisis K-means. Cada grupo
esté relacionado con el aumento de fluorescencia y la tonalidad del color.

Grupo 1 Baja emisién/color oscuro  Grupo 2 emision media/color oscuro Grupo 3 emisién alta/color claro

Centruroides nigrimanus Centruroides infamatus Chihuahuanus globosus
Centruroides tecomanus Centruroides vittatus Chihuahuanus aff.
Diplocentrus spl Hoffmannihadrurus gertschi Crassimanus
Diplocentrus sp2 Diplocentrus duende Paruroctonus gracilior
Diplocentrus tehuacanus Chihuahuanus bilineatus Paruroctonus aff. gracilior
Diplocentrus whitei Chihuahuanus coahuilae

Kolotl poncei Mesomexovis subcristatus

Mesomexovis aff. variegatus sp2 Mesomexovis aff. variegatus spl

Thorellius tecuani Mesomexovis aff. subcristatus sp3

Vaejovis pococki Vaejovis intermedius

Se ha reportado, por ejemplo, que en algunas especies de la familia
Chaerilidae, la biofluorescencia esta casi ausente, notablemente, estas especies
tienden a tener una tonalidad oscura y patrones de color de areas pigmentadas en
las superficies dorsales y ventrales [17]. Ademas, estas especies débilmente
fluorescentes no tienen ojos o tienen ocelos medianos y laterales vestigiales y una
percepcion nula de la luz UV [17]. Los querilidos son alacranes humicolas, es decir,
alacranes especializados en vivir en la hojarasca densa tienden a ser de color

oscuro, igualando el color oscuro de la hojarasca.

3.3 Analisis espectroscopico de la reflectancia y
fluorescencia

La reflectancia y la fluorescencia del exoesqueleto de los alacranes vivos se
obtuvieron directamente por métodos espectroscopicos. Para realizar estas
mediciones, se seleccionaron dos especies representativas de color claro, dos de
color medio y dos de color oscuro. Usando el agrupamiento proporcionado por el
estudio de K-means, se seleccionaron dos especimenes de cada grupo (Tabla 9),

de esta forma se obtuvieron los espectros de: alacranes de color claro P. gracilior y
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P. aff. gracilior (grupo 3, Tabla 9); alacranes de color medio M. aff. subcristatus sp3
y C. infamatus (grupo 2, Tabla 9); y alacranes de color oscuro D. tehuacanus y D.
whitei (grupo 2, Tabla 9). Los espectros de reflectancia y fluorescencia (Figura 3.5)

resultaron de promediar el espectro de al menos 4 individuos por especie.

La Figura 3.5 muestra la reflectancia promedio para cada una de las seis
especies bajo prueba. Los espectros de reflectancia se caracterizan por un pico bien
definido aproximadamente a 390 nm. Coincidentemente, este maximo relativo de
reflectividad en el UV es cercano al valor de longitud de onda del pico de sensibilidad
(~ 371 nm) de los ocelos laterales en alacranes [24]. Por otra parte, los espectros
de reflectancia tienen un minimo relativo en el rango de 429-465 nm dependiendo
de la especie. Esto concuerda con la reflectancia minima a 453 nm reportada
recientemente para Centruroides limpidus [46]. A partir del minimo de reflectancia,
todos los espectros muestran un aumento monotonico en funcion de la longitud de
onda. Para obtener un valor representativo de la reflectancia por especie, cada
curva de la Figura 3.5 se promedié en el rango 400-700 nm correspondiente al
espectro visible, el que también se registrd para el procesamiento de imagenes
digitales discutidas en las secciones 3.1 y 3.2. La reflectancia representativa asi
obtenida varié de 9.45% en la especie D. whitei hasta 18.05% para P. gracilior.
Obsérvese que estos resultados de reflectancia en la Figura 3.5 son consistentes
con los resultados obtenidos con los métodos de imagenes procesadas digitalmente

en la Fig. 3.4.
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Fig. 3.5 Espectros de reflectancia obtenidos del mesosoma de cada alacran. La linea punteada
representa el desplazamiento del minimo de reflectancia.

Aungue los experimentos aqui realizados aportan informacion limitada sobre
las relaciones del color de los alacranes y su ecomorfotipo, y por tanto resultaria
complicado establecer hipétesis robustas sobre la correlacion entre el color de los
alacranesyy el color del sustrato donde viven, se establecen algunas ideas generales
gue pudieran ser de utilidad para futuros trabajos. Resulta l6gico suponer entonces
qgue el color del exoesqueleto de los alacranes aqui estudiados resulta de una
adaptacién al habitat donde viven. Por ejemplo, P. gracilior, caracterizado por la
reflectancia méas alta (ver Figure 3.5) y por un exoesqueleto de color amarillento
palido, es una especie psamofila que vive exclusivamente en dunas de arena de
color claro. Al igual que muchas otras especies de psamoéfilos en todo el mundo [11],
las galerias de construccion de P. gracilior se utilizan como refugio durante el dia,
pero durante la noche cazan activamente. Por su parte, P. aff. gracilior puede
clasificarse como un pseudosamoéfilo, de acuerdo con los ecomorfotipos definidos

por [34], ya que puede ocupar habitats intermedios desde suelos arenosos hasta
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suelos compuestos por gravilla. Este habitat intermedio de P. aff. gracilior se
correlaciona con su color mas oscuro en comparacion con el color de P. gracilior
(Figura 3.5). En contraste, las especies D. whitei y D. tehuacanus se caracterizan
por la reflectancia mas baja y el color mas oscuro. Estas especies son peldfilas,
construyen galerias en suelos compactos y arcillosos. A diferencia de las especies
psamdfilas, las especies peldfilas rara vez salen de sus galerias y usan sus robustos
pedipalpos para cazar con una estrategia de sentarse y esperar [36, 37]. Estas
especies tienen un corto periodo de actividad en la superficie, dedicado
exclusivamente a la reproduccién. Los machos, raramente deambulan por la
superficie, y solo lo hacen para encontrar una pareja potencial durante la temporada
reproductiva. Las otras especies, C. infamatus y M. aff. subcristatus, viven en
hébitats mas diversos, que van desde suelos arenosos a rocosos o incluso en el
caso de C. infamatus bajo la corteza de los arboles. A diferencia de los alacranes
de color y reflectancia extrema, estas dos especies estan moderadamente
adaptadas morfo-fisiolégicamente al sustrato donde habitan, pero son mas activas
en la superficie que las especies de menor reflectancia. Estos casos ejemplifican el
papel potencial del sustrato como un factor de seleccion natural que produce
coincidencia de tonalidad de color con el exoesqueleto; como se discutio
anteriormente, esa adaptacion involucra el nivel de actividad superficial ya que los
alacranes han desarrollado una coloracion criptica [36] para evitar a los
depredadores. Sin embargo, se necesitan mas experimentos para fortalecer y

generalizar estas correlaciones hipotéticas en la Orden Scorpiones.
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Fig. 3.6 Espectros de fluorescencia obtenidos del mesosoma bajo una excitaciéon de 405 nm. Las
inserciones muestran la intensidad de emisién y las longitudes de onda de emisién en funcién de la
reflectancia promedio calculada de 400 a 800 nm.

Los espectros de fluorescencia promediados obtenidos para estas seis
especies se muestran en la Figura 3.6. Esta figura demuestra que los resultados
espectroscopicos concuerdan con los obtenidos por el procesamiento de imagenes
en el que la intensidad de fluorescencia tiende a correlacionarse linealmente con el
color del exoesqueleto (ver recuadro en la Figura 3.6). Esta figura también muestra
las longitudes de onda del pico de emisién que resulté del promedio de los picos
medidos para estas especies. Se observan pequefias diferencias en los valores de
longitud de onda de estos picos. Dado que estas diferencias en la longitud de onda
ocurren mas bien en un rango muy estrecho, se puede considerar que en nuestros
experimentos el pico de emision caracteristico es de alrededor de 483 nm (ver Tabla
10).
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Tabla 10 Longitudes de onda de emision maxima medidas en seis especies con exoesqueletos
caracteristicos que varian de color claro a color oscuro.

Especie Caracteristica de color I_:’i_c’o de
en el exoesqueleto emision (nm)
P. gracilior Tonalidad clara 4845+ 0.5
P. aff. gracilior Tonalidad clara 483.8 £ 3.8
M. aff. subcristatus sp3 Tonalidad media 482.9+4.1
C. infamatus Tonalidad media 4816 +4.4
D. tehuacanus Tonalidad oscura 480.4+1.4
D. whitei Tonalidad oscura 482.4 +0.6

Nuestros resultados se pueden comparar con otros reportes en la literatura
(Tabla 11). Por ejemplo, nuestras lecturas difieren significativamente de las
reportadas para la especie C. limpidus con un pico de emision a 518 nm dada una
fuente de excitacion UV de 266 nm [46] pero son mas similares a las de C. vittatus
a 490 nm con excitacion a 360 nm [27]. Kloock [26] registro el pico de fluorescencia
en el rango de 497-500 nm con excitacibn a 395 nm, notando diferencias
estadisticamente significativas de uno o dos nanOmetros para las especies
Paravaejovis confusus y Paruroctonus shulovi. Con una excitacion similar (390 nm),
el pico de emision para la especie Paruroctonus becki resultdé ser a 501 nm [47].
Observe que para la especie M. martensii [48] el pico de emision es de 490 nm,
siempre que la excitacion sea de 400 nm; este ultimo es similar al utilizado en el
presente trabajo (405 nm), pero los picos de emisién tienen un corrimiento al rojo

de 7 nm en comparacion con nuestros resultados.

La discrepancia entre nuestros resultados y la literatura (Tabla 11) podria
atribuirse a la existencia de una dependencia de excitacion de la emision. Sin
embargo, en la siguiente seccidon, mostramos que si bien la emision de los
fluoréforos contenidos en el exoesqueleto exhibieron una dependencia significativa
de las longitudes de onda de excitacion cuando se prueban en solucion, en la fase
condensada (la del exoesqueleto) la dependencia es insignificante. En tal caso, el
rango de longitudes de onda de emision pico reportadas en la literatura podria ser
el resultado del uso de diferentes condiciones experimentales, dispositivos de

deteccion e incertidumbres experimentales. En cualquier caso, si la longitud de onda
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maxima es casi la misma para todas las especies de alacranes cuando estan
expuestas a los rayos UV en las mismas condiciones, tendriamos que concluir que
dicho parametro 6ptico dificilmente puede funcionar como un rasgo caracteristico
para la identificacion de especies como fue sugerido previamente en la literatura
[26].

Tabla 11 Picos de emisién reportados en la literatura para diferentes especies de alacranes.

. Longitud de

_ Longltud_de _qnda ongda de Ref.

Especie de excitacién s

emision

(nm) (nm)
C. limpidus 266 518 [37]
C. vittatus 360 490 [9]
V. confusus 395 500 [8]
P. shulovi 395 498 [8]
P. becki 390 501 [10]
M. martensii 400 490 [11]

Medido en seis especies
con exoesqueletos
caracteristicos que van 405 ~ 483
desde el color claro al
0Sscuro.

Este
trabajo

3.4 Dependencia de la fluorescencia como
funcion de la excitacion

Los estudios de dependencia de excitacion se realizaron en soluciones de
fluoréforos extraidos del exoesqueleto, siguiendo el método descrito por Wankhede
[49]. La Figura 3.7 muestra los espectros de absorcion, excitacion y emision de
soluciones de fluoroforos extraidos para el caso de V. intermedius. La
caracterizacion presentada aqui es solo para un espécimen de tonalidad de color
medio e intensidad de fluorescencia media, como una evaluacion global de la
dependencia de la fluorescencia con la excitacion. Los resultados muestran un pico
de absorcion a 275 nm y un pico de excitaciéon a 332 nm. Como podemos ver en la
Figura 3.7, el pico de fluorescencia depende de la longitud de onda de excitacion;
el maximo de intensidad de emision es de aproximadamente 424 nm para la
excitacion de 270-320 nm, pero para longitudes de onda mas largas de excitacién
(330—-400 nm) el pico de la fluorescencia se desplaza continuamente hacia el rojo

hasta aproximadamente 478 nm. Los picos de excitacion y emision obtenidos en
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nuestras soluciones son similares a los valores encontrados para soluciones de [3-
carbolina (375 y 445 nm, respectivamente) y 4-metil-7-hidroxicumarina (330 y 450
nm, respectivamente) que son los fluoréforos que se ha identificado que estan

presentes en el exoesqueleto de todos los alacranes [26-28, 48].
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Fig. 3.7 Comparacién de los espectros de excitacion (lineas de puntos) y emision (lineas de color)
de la muestra V. intermedius medida a partir de la solucién de moléculas extraidas. Los espectros
de excitacién se obtuvieron con deteccion en longitudes de onda de emision maxima y etapas de
excitacion de 10 nm. Para este caso, el pico de emisién aumenta para la excitacion en el rango de
270-320 nm y disminuye en el rango de 330 a 400 nm.

A diferencia de las soluciones, la longitud de onda de emision maxima de los
fluoroforos contenidos en el exoesqueleto no muestra una dependencia significativa
de la excitacion. La Figura 3.8 presenta los espectros de excitacion medidos
directamente en el exoesqueleto de la muestra, mostrando un pico a 400 nm; en
este caso, la longitud de onda de emision maxima exhibe variaciones minimas para
el rango de excitacion 300-440 nm; tales variaciones no siguen una tendencia
especifica y por tanto se interpretan como errores experimentales intrinsecos. Sin

embargo, hay una diferencia notable en los picos de emisién obtenidos de las
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soluciones de extraccion molecular y los del exoesqueleto. Es bien sabido que la
emision de cualquier fluoréforo puede variar sustancialmente de solucion a la fase
condensada (solida). Por ejemplo, los cambios en el pico de emision son el
resultado de una combinacién de diferentes procesos fotofisicos, como los efectos
del filtro interno, las interacciones intermoleculares, la transferencia de energia
resonante, la formacion de agregados y otros [50]. El efecto de filtro interno, que es
la reabsorcion de fotones emitidos por otro fluoréforo cercano, parece estar excluido
en los datos de la Figura 3.7, debido a la concentracion muy diluida de la solucién
molecular preparada. Sin embargo, en el exoesqueleto del alacran (fase
condensada), no se puede despreciar la proximidad entre los fluoréforos y por tanto
el efecto de filtro interno; véanse, por ejemplo, los resultados de un estudio previo
de efectos internos en B-carbolina [51]. En este caso, el efecto interno conduciria a
la autoabsorcion del borde azul de emision y, a su vez, producira un desplazamiento
hacia el rojo en el espectro de emision. La alta concentracién de los fluoréforos en
la fase condensada también puede producir interaccién intermolecular, es decir,
mientras que en soluciones diluidas cada fluor6foro emite luz de forma
independiente, en la fase condensada la proximidad permite interacciones
intermoleculares que conducen a niveles excitados de energia mas bajas (cambio
de color rojo) [52]. Aunque estas son causas plausibles de las diferencias de
espectros que se muestran en la Figura 3.8, la fotofisica detallada de fluoroforos en
el exoesqueleto del alacran para las diferentes especies requiere mas investigacion.

Aunque los espectros de emisién de los fluoréforos (3-carbolina y 4-metil-7-
hidroxicumarina) contenidos en el exoesqueleto podrian ser independientes de la
especie de alacran y la longitud de onda de excitacion, no esta claro si la menor
intensidad de fluorescencia de los alacranes oscuros se debe a una menor
concentracion de fluoréforos (la concentracién de fluor6foros en el exoesqueleto
podria generar una capacidad diferenciada de las especies para emitir
fluorescencia) o se debe a una mayor absorbancia (menor reflectancia) en el
exoesqueleto proporcionada por la concentracion de pigmentos de melanina u otras
moléculas no identificadas . Una mayor absorcion de melanina u otros pigmentos

puede disminuir la fluorescencia de dos maneras: la primera, al reducir la cantidad
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de luz que puede excitar los fluoréforos y la segundo, por el efecto interno. Cabe
destacar que la concentracion de pigmentos que proporcionan color al exoesqueleto
parece estar relacionada con el ecomorfotipo, como ya se sefialé6 mas arriba. Como
un caso particular, debe resaltarse el hecho de que los alacranes troglomoérfismos
extremos, como los incluidos en la familia Typhlochactidae, se despigmentan y no
tienen pigmentos de manera significativa, curiosamente, mantienen la fluorescencia

de su cuticula [83].
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Fig. 3.8 Comparacién de los espectros de excitacion (lineas de puntos) y emision (lineas de color)
de la muestra V. intermedius medida a partir del exoesqueleto. Los espectros de excitacion se
obtuvieron con deteccién en longitudes de onda de emision maximay pasos de excitacion de 10 nm.
Para el caso del exoesqueleto el pico de emision aumenta para la excitacién en el rango de 300 a
400 nm y disminuye monoténicamente en el rango de 410-440 nm.
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3.5 Conclusiones sobre fluorescencia en
alacranes

Mediante el procesamiento de imagenes y las técnicas espectroscopicas de
UV-Vis, se realizé un estudio comparativo de las propiedades de fluorescencia de
24 especies de alacranes. Este enfoque reveld fluorescencia heterogénea en el
exoesqueleto con regiones de fluorescencia maxima en pedipalpos y segmentos
metasomales. La intensidad de la fluorescencia se correlaciona lineal y
positivamente con el color de los alacranes, cuanto mas oscuro es el color, menor
es la tasa de fluorescencia. No se detectaron diferencias significativas espectrales
en la emisién de al menos seis especies caracterizadas de baja a alta intensidad de
fluorescencia emitida y exoesqueletos que varian de color amarillo palido a negro;
esto nos lleva a suponer que los fluoréforos contenidos en el exoesqueleto son los
mismos para todas las especies, independientemente del grupo taxonémico al que
pertenecen, mientras que la intensidad emitida podria depender de otros pigmentos
como la melanina u otras moléculas no identificadas y la concentracion de
fluoréforos en la cuticula. Nuestros resultados pueden usarse como punto de partida
para establecer hipotéticamente que la heterogeneidad de la fluorescencia en el
exoesqueleto de los alacranes puede ser el resultado de un proceso de
esclerotizacion diferenciado, y la correlacion entre la tonalidad del color y la
intensidad de la fluorescencia puede implicar adaptaciones morfo-fisiol6gicas
locales al sustrato en el que habitan los alacranes. En ultima instancia, todos estos
parametros asociados con la capacidad de emitir fluorescencia merecen una
inspeccién mas detallada y una mayor experimentacion para afirmar escenarios

evolutivos que crearon tales patrones.
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Capitulo 4

Polarimetria en el exoesqueleto de
alacranes

4.1 Antecedentes de estudios de polarimetria en
Insectos

En la naturaleza existen mariposas, aves o insectos que exhiben colores muy
brillantes como resultado de algun fendmeno Optico producido por micro o
nanoestructuras que pueden encontrarse en las superficies de sus alas o
exoesqueletos [54, 7]. Las microestructuras dan como resultado reflexion selectiva
y efectos de polarizacién [85]. En una gran variedad de casos esta coloracién tiene
una funcién sexual, como por ejemplo, en el caso de las coloridas plumas de las
especies de aves del paraiso [56], o de seleccion natural donde los colores
estructurales proporcionan formas de camuflaje en insectos [S7, 58] o sefales
aposematicas como es el caso del escarabajo tigre (Cicindelinae) [59]. Se han
hecho diferentes estudios polarimétricos en algunos insectos, con la finalidad de
conocer la funcion biolégica de polarizar la luz o generar reflexion selectiva de la luz
gue incide en sus cuerpos. Es conocido que gracias a la reflexion de Bragg algunos
escarabajos pueden exhibir diferentes tonalidades, como sucede con el Plusiotis
boucardi con una doble coloracion verde-amarillo [60] (Figura 4.1), el Chalcothea
smaragdina con un tono verde metélico [61], tonos en verde, rojo y azul en el
escarabajo Cetonia aurata [62, 63]. La reflexion selectiva se debe a la presencia de
microestructuras quirales con regiones helicoidales (Figura 4.2), de lo cual se
desprende que algunos especimenes tengan diferentes tonos de reflexion en
funcion del paso (o frecuencia) del helicoide [60-63], esta estructura helicoidal
también es la responsable de polarizar la luz en forma circular izquierda [60-68]. En

algunos escarabajos, por ejemplo, la exocuticula la conforman estructuras
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pentagonales con radios entre 10um y 15 pum [69, 70] (Figura 4.3) acomodados en
capas helicoidales capaces de generar despolarizacion y diatenuacion parcial de la
luz [69]. Se ha demostrado que en algunos escarabajos a un angulo de incidencia

de 20° el grado de polarizacion en funcién de la longitud de onda es idéntico al

espectro de reflexion [68].

10 pm

Fig. 4.1 (a) Imagen de un espécimen P. boucardi, donde se puede observar una coloracién entre
verde y amarillo. (b) imagen tomada con un microscopio confocal con iluminacion a 543 nm del
exoesqueleto del P. boucardi. Las imagenes fueron tomadas de [60].

{,ﬂ'v

Fig. 4.2 (a) Seccioén transversal de la cuticula dorsal de C. smaragdina tomada mediante TEM (la
barra de escala mostrada corresponde a 3 um), (b) Seccion transversal de la cuticula dorsal de C.
smaragdina tomada mediante TEM con aumento (la barra de escala mostrada corresponde a 2 nm),
(©) Eﬂuema de la morfologia helicoidal dentro del exocuticulo de C. smaragdina. Imagenes tomadas
de
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Fig. 4.3 Micrografia 6ptica de C. mutabilis donde se pueden observar estructuras pentagonales en
forma de mosaico. Imagen tomada de [65].

La reflexion selectiva en los insectos es un fendmeno que se ha estudiado de
manera relativamente abundante, no solo desde la perspectiva de ciencia basica,
sino también porque tiene aplicaciones practicas desde la perspectiva del
biomimetismo; por ello es importante poder caracterizarla en base al formalismo
matematico de la polarimetria. Por ejemplo, los exoesqueletos de los escarabajos
C. aurata y P. cuprea [64] en el rango infrarrojo cercano se comportan como un
espejo de tal suerte que los valores de la diagonal de la Matriz de Mueller asociada
a dichos exoesqueletos son igual a [1,1, -1, -1]. En secciones posteriores se hara
una descripcion de los aspectos basicos del formalismo de las matrices de Mueller
y varias métricas utiles en el estudio de las propiedades de reflexion selectiva y
polarimétricas en insectos. Finalmente, debe sefialarse también que existe todo un
campo del conocimiento relacionado con la vision de luz polarizada en el reino
animal que es un mecanismo de orientacion. La sensibilidad a la luz polarizada es
bien conocida en insectos, en peces, aves, anfibios y reptiles [67]. En el contexto de
los ejemplos aqui citados sobre reflexién polarizada y la sensibilidad de algunos
animales a detectarla es que surgi6 la motivacion para que en este trabajo de tesis

se estudiara las propiedades polarimetrias del exoesqueleto de los alacranes.

En la actualidad no existen trabajos de investigacion relacionados con la
polarizacion de la luz en el exoesqueleto de los alacranes. Aunque en primera
instancia no se aprecia que el exoesqueleto de los alacranes este constituido por

microestructuras regulares que le confieran apariencia de color especificas o
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reflexion selectiva como en el caso de algunos insectos, si sabemos que en funcién
del habitat los alacranes pueden mostrar una capacidad diferenciada de
biofluorescencia, asi como un color caracteristico, como se discutid previamente.
Lo anterior dio pauta a realizar este trabajo de investigacion, en el cual se aborda el
estudio de la respuesta polarimétrica por reflexion en el visible (635 nm) y la
respuesta polarimétrica de la emision de fluorescencia en el exoesqueleto. Para ello
se seleccionaron 4 especies de alacranes con diferente color de su exoesqueleto.
Desde la perspectiva de la polarimetria, el estudio se realizé mediante el analisis de
la matriz de Mueller, la cual se obtuvo mediante el procesamiento digital de
imagenes. En las siguientes secciones se presenta un breve bosquejo del
formalismo utilizado en polarimetria para diferentes métricas que permiten conocer
el efecto de polarizacion, en este caso por parte del exoesqueleto de los alacranes
y los resultados obtenidos con la metodologia respectiva para este tipo de estudios.

4.2 Tipos de Luz Polarizada

Todo el tratamiento mateméatico presentado en esta seccidén se baso en el
libro “Polarized light, Dennis H. Goldstein” [69]. La luz polarizada es una
propiedad de las ondas electromagnéticas, que se define como la descripcion de
alguna direccion particular de la vibracion del campo eléctrico; existen diferentes
tipos de polarizacion dependiendo de la direccion de propagacion, por ejemplo la
polarizacion lineal es la vibracion del campo eléctrico en una sola direccion del
espacio, como se muestra en la Figura 4.4a. La polarizacion lineal es el caso
extremo de un continuo de posibles polarizaciones, llamadas estados, donde la
polarizacion circular, ilustrada en la Figura 4.4b, es el otro extremo. En este caso, la
grafica de la punta del vector de campo eléctrico, durante un ciclo, da como
resultado una hélice. La polarizacion eliptica es un término general que se puede

usar para describir cualquier estado en el continuo, desde lineal hasta circular.
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a) y b)

/

Fig. 4.4 Propagacion del campo eléctrico mediante una a) polarizacion lineal, b) polarizacion
circular.

4.3 Derivacion de los parametros de Stokes

Para describir los estados de polarizacion de la luz es necesario establecer
algunos parametros. Si consideramos un par de ondas electromagnéticas planas
ortogonales entre si, en un punto del espacio z = 0, entonces sus campos pueden

ser expresados como:

Ey(t) = Eox(t) cos[wt + 8,(t)] 4.1a
E,(t) = Eyy (t) cos[wt + 8, ()] 4.1b

Donde dx y 8y son fases relativas de cada campo. Combinando ambas
ecuaciones tenemos que para el caso de radiacibn monocromatica las amplitudes
y las fases son constantes en cualquier instante, entonces para un instante “t”

tenemos

E;(t)  E;(t) 2E ()E,(t)

— cos 8§ = sin?6 4.2
ng Egy EOxEOy

Donde 6(t) = 6, (t) — 6,(y). A fin de representar esta ecuacion en términos

de observables del campo 6ptico, tomamos el promedio en el tiempo de
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observacion. Debido a que este es un periodo muy largo con respecto a una
oscilacion del campo, podemos tomarlo como infinito. Pero en vista de la
periodicidad de E,(t)y E,(t), solo necesitamos el promedio en un periodo T,

entonces podemos reescribir la ecuacion como

(EZ (1) N (Ey(0)  2(Ex(DE, (D))
ng Egy EOxEOy ‘

0s 8 = sin*8 4.3
Donde
1 T
(E(OE®) = Jim 7 [ BB @ de 4.4

Utilizando la definicién anterior podemos calcular cada uno de los términos

de la ecuacion 4.4, obteniendo

1
(E2(0) = 5 B3, 4.5
2()) = ~ B2 4.6
(B2(0) = 5 Ed, .
1
(Ex(DE, (8)) = 5 EoxEoy o5 6 4.7

Multiplicando la ecuacién 4.3 por el término 4E§, Eg,,, obtenemos

4EZ (EZ (D)) + 4ES (EZ (1)) — 8EoyEoy(Ex(t)Ey (1)) cos

4.8
= (2EqxEoy sin 6)°
Sustituyendo las ecuaciones 4.5 — 4.7 en la ecuacion 4.8, tenemos
2EZEZ, + 2E2.EZ, — (2EqxEqy c0s8)” = (2EgyEqy sin )’ 4.9
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Completando los trinomios cuadrados perfectos y reescribiendo

(B2, + E3,)" — (E&, — E2,)" — (2EoxEoy c0s8)” = (2EgyEq, sin 8)"

Redefiniendo cada uno de los términos de la ecuacion 4.10

So = Eg, + E§,
S1= ng - Egy
Sy = 2EoxEqy cosé
S3 = 2EgxE(, siné

Donde

S§ =S¢ + 55 + 5%

Las ecuaciones obtenidas 4.11 (a - d) son conocidas como los parametros
de polarizacion de Stokes para una onda plana, de tal forma que la ecuacion 4.12
se cumple solo para luz monocromatica y totalmente polarizada. Los parametros de
Stokes son cantidades reales y que, a su vez, son los observables de la elipse de
polarizacion y, con esto, del campo de polarizacién. El primer parametro de Stokes
Sy, €s la intensidad total del haz de luz. El parametro S;, describe la cantidad de luz
polarizada linealmente en direccidon horizontal (si es positivo) o vertical (si es
negativo), el parametro S, describe la cantidad de luz polarizada linealmente a +45
o0 -45, medidos respecto al plano horizontal, y el parAmetro S; describe la cantidad

de luz circularmente polarizada a la derecha (si es positivo) o izquierda (si es

negativo) contenida en el haz.

4.10

4.11a

4.11b

4.11c

4.11d

4.12
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4.4 Vector de Stokes

Reescribiendo los pardmetros de Stokes en forma de vector columna

tenemos

SO ( ng-i_Egy

s—|S1]=| Eox—Eoy 4.13
Sa 2ExEqy cos &
S3 \ZonEoy siné

La ecuacion 4.13 es conocida como el vector de Stokes para una onda plana.
A partir de esta ecuacidn se pueden encontrar los vectores de Stokes, que

representan los estados de polarizacion de la luz.

4.4.1 Luz lineal polarizada horizontalmente

Para el caso en el que Ey, =0

s=1, 4.14

S O K

Donde I, = EZ, representa la intensidad total. La ecuacion 4.14 es definida

como el vector de Stokes para la luz lineal polarizada horizontalmente.

4.4.2 Luz lineal polarizada verticalmente

Para el caso enel que Ey, =0

s=1,| 71 4.15




Donde I, = Egy representa la intensidad total. La ecuacion 4.15 es definida

como el vector de Stokes para la luz lineal polarizada verticalmente.

4.4.3 Luz lineal polarizada a +45°

Para el caso en el que Eg, = Epy = Eqy 8 =0
1
s=1, (1) 4,16
0

Donde I, = 2EZ. La ecuacion 4.16 es definida como el vector de Stokes para

la luz lineal polarizada a 45°.

4.4.4 Luz lineal polarizada a -45°

Para el caso en el que Ey, = E, = E, y § = 180°

Donde I, = 2EZ2. La ecuacion 4.17 es definida como el vector de Stokes para

la luz lineal polarizada a -45°.

4.4.5 Luz polarizada circularmente a la derecha

Para el caso en el que Ey, = Ey, = Eqy § = 90°
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1
S =1, 8 4.18
1

Donde I, = 2E2. La ecuacion 4.18 es definida como el vector de Stokes para

la luz polarizada circularmente a la derecha.

4.4.6 Luz polarizada circularmente a la izquierda

Para el caso en el que Ey, = Ey, = Eqy § = —90°

S= IO 4.19

1
0
0
-1
Donde I, = 2EZ2. La ecuacion 4.19 es definida como el vector de Stokes para

la luz polarizada circularmente a la izquierda.

4.5 Matriz de Mueller (interaccion luz-materia)

Si consideramos un elemento Optico capaz de cambiar el estado de
polarizacion de un haz incidente, es deseable encontrar la representacién matricial
de los parametros de Stokes, los cuales son una herramienta matematica muy
poderosa para tratar esta interaccién. En la Figura 4.5, se muestra un haz incidente,
el cual interactia con un elemento polarizador obteniendo un haz emergente por

reflexion.
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Fig. 4.5 Diagrama esquematico donde se muestra la incidencia de un haz de luz sobre un medio
polarizador, obteniendo un haz emergente por reflexion.

El haz incidente se caracteriza por sus parametros de Stokes S;, donde i =
0,1, 2, 3. El haz polarizado incidente interactia con el medio de polarizacion, y el haz
emergente se caracteriza por un nuevo conjunto de parametros de Stokes S;. Ahora
suponemos que S; puede expresarse como una combinacioén lineal de los cuatro

parametros de Stokes del haz incidente, de esta forma obtenemos las relaciones

So = MoSo + Mo1S1 + Mp2S2 + Mo3S3 4.20a
S1 =MyoSo + M1 S + MypSy + My3Ss 4.20b
S5 = MyeSo + M31S1 + MypS; + My3Ss 4.20c
S3 = M30So + M31S1 + M32S; + M33S3 4.20d

Escribiendo las ecuaciones anteriores en forma matricial

§'=MS 4.21a
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!
So Moy Moy Moz Moz\ /So

1A
Sl — Mmig My Mz M3 Sl 4 21b
S5 Myo My My Myz || S, )
S3 Mm3og M3zqy Mgy M3z Ss3

Donde S y S’ son los vectores de Stokes y M es una matriz 4 x 4 conocida
como matriz de Mueller, de elementos reales. La matriz de Mueller es de gran
importancia, ya que mediante sus 16 términos se puede describir la respuesta

polarimétrica de cualquier material éptico a un haz de luz polarizado.

En la interaccion de un haz de luz con un medio material, el estado de
polarizacion del haz incidente casi siempre cambia, este cambio del estado de
polarizacion incidente se puede manifestar en diferentes formas, por ejemplo: El
estado de polarizacion puede ser modificado cambiando las amplitudes de los
componentes de la luz; cambiando la fase relativa entre los componentes
ortogonales; cambiando la direccion de los componentes del campo ortogonal o
transfiriendo energia de estados polarizados al estado no polarizado. Un elemento
Optico que cambia las amplitudes ortogonales de manera desigual se llama
diatenuador si absorbe la luz. Cabe sefialar que la diatenuacién, el retardo y la
despolarizacién son las tres propiedades fundamentales de un elemento de
polarizacion que estan codificadas dentro de la matriz de Mueller. La rotacion puede
ocurrir a través de una rotacion fisica o un cambio de fase, pero esencialmente
resulta en una transformacién de coordenadas. La rotacion no es una propiedad
que se pueda extraer de una matriz experimental de Mueller Unica, como lo puede

ser la diatenuacion, el retardo y la despolarizacion.

4.5.1 Matriz de Mueller para un polarizador lineal

Un polarizador lineal es considerado como un diatenuador, ya que absorbe
las componentes del campo eléctrico en una direccién (eje de absorcion), mientras
gue permite el paso de la luz en la direccion perpendicular a la primera (eje de

transmision). Si las componentes ortogonales del haz incidente se atentan por

e
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igual, entonces el polarizador es tratado como un filtro de densidad neutra. En la
Figura 4.6, se muestra un haz polarizado incidente sobre un polarizador junto con
el haz emergente; las componentes del haz incidente estan representadas por E, y
E,. Despues de que el haz emerge del polarizador, los componentes son E; y Ej,,
estas componentes de campo estan relacionadas con las componentes originales

mediante factores de atenuacion p, y p,, :

E. = p,E, 0<p, =<1 4.22a

E,=pE, 0<p,<1 4.22b

Px ™~

Haz
Emergente

Medio
polarizador

Haz
incidente / /7Ex

v

Fig. 4.6 Diagrama esquematico donde se muestra la incidencia de un haz de luz sobre un medio
polarizador que atenta en un factor p, y p, las componentes ortogonales del haz incidente,
obteniendo un haz emergente atenuado por reflexion.

Entonces los parametros de Stokes para un haz incidente son:

So = ExE; + E,E} 4.23a
S, = E,E; — E,E} 4.23b
S, = ExE} + E, E} 4.23c

e
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Ss = i(ExE; — EyE}) 4.23d

Y para el haz emergente:

So = ExEy + EyE}; 4.24a
Sy = ExEy' — EyEy 4.24b
Sy = ExEy' + EyEY 4.24c
Sy = i(EyEy — EjEY) 4.24d

Sustituyendo las ecuaciones 4.22a y 4.22b en las ecuaciones 4.23 (a-d) y

usando las ecuaciones 4.24 (a — d), se obtiene

S6 /p§+P§ pi =Dy 0 0 \ So
Si\_L{pi-pj pi+p} 0 0 S 4.25
ss 1721 o 0 2pxpy O 52
s 0 0 0 2p,py) \S3
Donde
P +ps Pi—D; 0 0

1| p2 — 2 2 2

M=z Px — Py Dx tDy 0 0 0< Dry < 1 4.26
2 0 0 2pxpy 0

0 0 0 2pyp,

La ecuacién 4.26 es conocida como la matriz de Mueller para un polarizador
lineal con indices de atenuacion p, y p,, donde las cantidades p2y p§, son
cantidades medibles interpretadas como intensidad. Realizando un analisis
trigonométrico y tomando p? = pZ + pf, como la intensidad total de la luz, entonces
se pueden escribir las componentes de p en coordenadas polares como: p, =
pcosy Yy p, = psiny, de esta forma se puede rescribir la ecuacion 4.26 de una

manera mas general como:
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1 cos 2y 0 0
p? | cos 2y 1 0 0
21 o0 0 sin2y 0

0 0 0 sin2y

M =

Donde 0 <y < 90°. Para un polarizador lineal horizontal y = 0, y para un

polarizador lineal vertical y = 90°.

4.5.2 Matriz de Mueller para un retardador

Un retardador es un elemento 6ptico polarizador que cambia la fase del haz
incidente (Figura 4.7). Los retardadores introducen un cambio de fase de ¢ entre
las componentes ortogonales del campo eléctrico incidente. Por conveniencia
matematica, este cambio de fase ¢ se divide equitativamente entre las direcciones
ortogonales, por lo tanto, para un desplazamiento de fase a lo largo del eje x, se
considera un desfasamiento de ¢/2, y para un desplazamiento a lo largo del eje y
se considera un desfasamiento de — ¢ /2, estos ejes en el retardador se denominan

ejes rapido y lento, respectivamente.
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Fig. 4.7 Diagrama esquematico donde se muestra la incidencia de un haz de luz sobre un medio
retardador o desfasador, obteniendo un haz emergente por reflexién con un desfasamiento de

“y " w9

¢@/2 en el eje “X” y con un desfasamiento de — ¢ /2 en el gje “y”.

Retomando las componentes del haz emergente en un retardador tenemos:

E.(z,t) = eT%/2E (z,t) 4.28a
Ej(z,t) = e""/2E,(z,¢) 4.28b

Tomando las ecuaciones 4.23 (a - d) y 4.24 (a - d) y sustituyendo las

ecuaciones 4.28ay 4.28b, se obtienen los pardmetros de Stokes para un retardador

Si =5, 4.29a

SI =5, 4.29b

S; =S,cosp + S3sing 4.29c
S3=—S,sing + S3cos ¢ 4.29d

Reescribiendo este resultado en forma matricial se obtiene la matriz de

Mueller para un retardador

e
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0 0

0 0
cos@ sing
—sing cos¢

4.30

oS O O
[ Ry @]

A partir de la ecuacién 4.30 se pueden considerar dos casos, que son los
mas utilizados en polarizacion, el primero de ellos se obtiene cuando ¢ = 90°,
conocido como un retardador o desfasador de cuarto de onda, el cual genera un
retraso de un cuarto de onda en las componentes ortogonales del campo eléctrico,
mientras que el segundo caso corresponde a un polarizador de media onda, para
¢ = 180°, donde ahora se genera un retraso de media onda respecto a las

componentes ortogonales.

4.5.3 Matriz de Mueller para un rotador

Otra forma de obtener un cambio del estado de polarizacion es cuando al
rotar un haz de luz por un elemento Optico, éste tiene la propiedad de rotar las
componentes ortogonales del campo eléctrico, un determinado angulo 8, como se

muestra en la Figura 4.8.

Ey

v

Fig. 4.8 Diagrama de la rotacién de las componentes del campo eléctrico.




De la figura anterior se pueden escribir las componentes ortogonales del

campo eléctrico incidente (E, y E,) y el campo eléctrico emergente (Ey y Ey), en

términos del &ngulo incidente (B) y el angulo rotado (8), obteniendo las siguientes

ecuaciones
E,=Ecosf 4.31a
E, =Esinf 4.31b
E, = Ecos(B —6) 4.32a
E, = Esin(f —0) 4.32b

Reescribiendo las ecuaciones 4.32 (a y b) y sustituyendo en las ecuaciones

4.24 (a - b) y 4.25 (a - d), se obtiene la matriz de Mueller para un elemento rotador

0 0 0

cos280 sin20 O
—sin20 cos20 0

0 0 1

4.33

S OO

4.6 Métricas de despolarizacion de la luz

Hasta esta seccion se ha considerado la forma en como interacciona la luz
polarizada con la materia, y la representacion matematica de dichas interacciones,
de tal forma que se obtiene la matriz de Mueller y se define la informacion del medio
gue se puede extraer a partir de ella. La informacién que se puede obtener mediante
los términos de la matriz de Mueller se hace mediante parametros conocidos como
métricas, en este sentido una métrica es una cantidad escalar, que nos proporciona
la maxima informacion posible acerca de la naturaleza interna de un sistema
despolarizante bajo estudio. Las métricas que se presentan son la Diatenuacion,

Polarizacion, el Grado de Polarizacion, el indice de Despolarizacion y la métrica
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Q(M), siendo ésta ultima la mas importante, ya que se ha demostrado que es la que

aporta mas informacion [70].

4.6.1 Parametros de diatenuacion D(M)

Considerando la relacion de los parametros de Stokes que nos proporcionan
informacion sobre la intensidad total del haz de luz emergente en funcion del haz de

luz incidente, tenemos la ecuacioén

S’y = MgoSo + Mo1S1 + MpS; + M3S3 4.20a

De esta forma se puede observar que la intensidad total del haz de luz
emergente depende solo de los elementos del primer renglén de la matriz de

Mueller, de esta forma se define la diatenuacion como [71]:

2 2 2
\/m01 + My, + Mg

D(M) = 4,343

Myg

Donde
o<pDM) <1 4.34b

Una vez definida la métrica de diatenuacion, se interpreta el significado fisico
de los valores posibles que puede tomar dicho parametro. Cuando D(M) = 0, el
medio es no diatenuante, esto significa que solo la intensidad total del haz incidente
va a contribuir en una cantidad m, a la intensidad total del haz emergente, por otro
lado cuando D(M) =1, implica un medio diatenuante, esto significa que la
intensidad total del haz emergente tiene una contribucion de los términos

degenerados del haz incidente.
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4.6.2 Parametros de polarizacion P(M)

Retomando las ecuaciones 4.20 (a - d), podemos observar que los términos
m;, determinan qué cantidad de la intensidad total del haz incidente, va a contribuir
a cada uno de los estados de polarizacion S, del haz emergente, de tal forma que

la métrica polarizacion o polarizancia se define como [72]:

2 2 2
\/m10 + mj, + m3,

P(M) = 4.35a

Myg

Donde

0<PM) <1 4.35b

Ahora definiendo el significado fisico de los valores extremos de la
polarizacion, podemos establecer que en el caso donde P(M) = 0, se tiene un
medio que no polariza la luz, en tal caso solo el término m,, contribuye a la
intensidad total del haz emergente, en el caso en que P(M) = 1, se tiene un medio
que polariza la luz en un estado de polarizacién en particular, donde los términos de
la primer columna de la matriz de Mueller (a excepcién del término m,) son los que

contribuyen a la intensidad total del haz emergente.

4.6.3 Grado de polarizacion DoP

Retomemos nuevamente la ecuacion

S'=MS 4.21a

Donde S es un haz de luz que interacciona con un elemento Optico M y
S' es el haz emergente después de la interaccion con el elemento 6ptico, los
elementos de S’ son mediciones experimentales de la intensidad, el significado fisico

de los pardmetros de Stokes para el haz emergente es el siguiente: el término S
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representa la intensidad total del haz emergente, mientras que S;, S; y S3
representan las intensidades del haz emergente polarizado de forma lineal vertical
o horizontal, lineal a + 45° y circular derecha o izquierda, respectivamente. De esta

forma si tomamos la siguiente ecuacion

Si? = 817 + 85% 4 857 4.36

Podemos decir que si la desigualdad se cumple el haz emergente estaria
parcialmente polarizado, de otra forma si se cumple la igualdad entones el haz
estaria completamente polarizado, a partir de esta deduccion podemos definir el

grado de polarizacion DoP como

, 12, 12, 12
DOP _ ﬁ _ 51 +52 +53 4.37a

I
Itot So

Donde I,, es la suma de las intensidades de las componentes de

polarizacion e I,,; es la intensidad total del haz emergente. En este caso también

se debe cumplir que

0<DoP<1 4.37b

La definicién anterior es valida para cualquier vector de Stokes, en este caso
particular trabajamos con matrices de Mueller, mas no con parametros de Stokes,
por lo que ahora definiremos el DoP, pero en funcién de los elementos de la matriz

de Mueller, quedando de la siguiente forma [72]:

1
[Z?=1(mj050 +mj S+ mypS; + mjsss)z] ’ 4.38

DoP =
MooSo + Mo1S1 + Mp2S2 + Mp3Ss3
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Fisicamente cuando DoP = 0, se tiene un haz totalmente despolarizado, y
cuando DoP =1, se tienen un haz totalmente polarizado, en cualquier otro caso

donde 0 < DoP < 1, se tiene un haz parcialmente polarizado.

4.6.4 indice de despolarizacién, DI(M)

La métrica de despolarizacion proporciona informacion sobre la pérdida en el
DoP, después de que un rayo de luz haya emergido de un medio éptico, con matriz
de Mueller M. El indice de despolarizacion es definido como una consecuencia de

la respuesta lineal de un medio optico, como [72, 73]

1
DI(M) = [£ k0 i — mo] * 4.39a
V3my,
Donde
0<DIM)<1 4.39b

Nuevamente en este caso tomando los valores extremos y su significado
fisico tenemos que cuando DI(M) =0, se considera un medio totalmente
despolarizante, y cuando DI(M) = 1, se considera un medio no despolarizante, en
cualquier otro caso 0< DI(M)<1 , se considera un medio parcialmente

despolarizante.

4.6.5 Métrica Q(M)

La métrica Q(M) es un valor escalar que proporciona informacién sobre el
medio fisico con el cual interactuara un haz de luz polarizado, y su relacién funcional
con el indice de despolarizacion, los parametros de diatenuacion y polarizancia, asi

como sus limites fisicos, definidos por [74]
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=1k=0™Mfi _ 3[DI(M)]* — [D(M))]?

00 === 2 === T

4.40

_ {Z?,k:lmjzk}/m(z)o + [P(M)]?
- 1+ [D(M)]? =

Donde para un valor de Q(M) = 0 se tiene un sistema Optico totalmente
despolarizante; 0<Q(M) <1 se tiene un sistema O&ptico parcialmente
despolarizante; si 1<Q(M)<3 y 0<DI(M) <1 el sistema es parcialmente
despolarizante también, pero si 1 <Q(M) <3 y DI(M)=1 el sistema es no
despolarizante y totalmente diatenuante; por ultimo si Q(M) = 3 se tiene un sistema

Optico no despolarizante y no diatenuante [74].

4.6.6 Teorema de Gil-Bernabeu TC

Las matrices de Jones describen medios que no despolarizan y no absorben
luz, toda matriz de Jones es describible mediante una matriz de Mueller, pero lo
iNnverso no necesariamente es cierto, a menos que se trate de una matriz de Mueller-
Jones. El teorema de Gil-Bernabeu establece que una condicion necesaria y
suficiente para que una matriz de Mueller sea derivable de una matriz de Jones, es

gue se cumpla la relacién

Tr(MTM) = 4m3, 4.41

Si se cumple la igualdad, entonces seria una condicion necesaria y suficiente

para que una matriz de Mueller se considere una matriz de Mueller-Jones.
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4.6.7 Resumen esquematizado de las métricas

polarimétricas.

Para tener una comparativa entre los diferentes valores que pueden tomar

las métricas, en la Tabla 12 se muestra un resumen de los rangos que pueden
adquirir las métricas (D(M),P(M),DI(M) y Q(M)) y el significado fisico que

representan dichos valores.

Tabla 12 Resumen de las métricas utilizadas en este trabajo de investigacién, considerando sus
rangos numericos y su interpretacion.

Métrica Rango fisico Interpretacién
DM)=0 Medio no diatenuante
Diatenuacion: D(M)
DM) =1 Medio diatenuante
P(M)=0 Medio no polarizante
Polarizancia P(M)
P(M) =1 Medio polarizante
. Di(M) =0 Medio totalmente despolarizante
Indice de 0 < DICM) < 1
< < i i i
despolarizacién: DI(M) Medio parcialmente despolarizante
DI(M) =1 Medio no despolarizante
o< <1 Sistema parcialmente despolarizante

Métrica: Q(M)

1<QM)<3y0<DI(M)<1

1< QM) <3yDI(M) =1

QM) =3

Sistema es parcialmente despolarizante

Sistema no despolarizante y totalmente
diatenuante
Sistema no despolarizante 'y no
diatenuante

Teorema de Gil-

Bernabeu

Tr(M™™
¢ IrM”M)

2
4mg,

La matriz de Mueller se deriva en una
matriz de Jones, las cuales no
despolarizan la luz.

75




4.7 Ejemplos de matrices de Mueller

Para dar a conocer un ejemplo del tipo de matrices de Mueller que se
obtienen al analizar polarimétricamente el exoesqueleto de un insecto, se presenta

el caso del escarabajo C. mutabilis [65]

1.000 —-0.553 —-0.120 -0.755

M =|—0457 0.138 0.359  0.282
0.398 0.144 0302 —0.242

—-0.654 0394 0.058 0.190

Fig. 4.9 Ejemplo de una matriz de Mueller obtenida para el exoesqueleto del escarabajo C.
mutabilis, donde mediante el calculo de las métricas se concluye que este espécimen es
parcialmente despolarizante y parcialmente diatenuante.

Estos resultados fueron obtenidos mediante elipsometria a un angulo de 5°
respecto a la normal. Aplicando las métricas escalares (Tabla 12) para la traza de
la matriz de Mueller y usando el teorema de Gil-Bernabeu se obtiene un valor de
3.278, lo que indica que el sistema es parcialmente despolarizante, y que es
consistente con la informacion proporcionada por el indice de despolarizacién
(DI(M) = 0.871) y la métrica Q(M) = 0.734; a su vez la cuticula muestra ser
parcialmente diatenuante (D(M) = 0.944) y parcialmente polarizante (P(M) =
0.892).

En otro estudio que no involucra tejido bioldgico, se calculd la matriz de
Mueller en acero de superficie rugosa [#5]. En la Figura 4.10 se puede observar la
matriz obtenida, en donde aparte de los términos de la diagonal existen mas
términos diferentes de cero, al calcular las métricas se puede deducir que se trata
de un material parcialmente despolarizante Q(M) = 0.74 y DI(M) = 0.52 (con un
indice de polarizacion P(M) = 0.01), y parcialmente diatenuante D(M) = 0.18.

1.000 0.1631 -—0.0322 -0.0802

0.0083 0.4038  0.2555 -—0.2158
—0.0026 0.4297 -0.1376 0.2016

0.0116 0.0597 -0.3175 -0.3690

M =
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Fig. 4.10 Ejemplo de la matriz de Mueller obtenida para acero con una superficie rugosa. Mediante
el célculo de las métricas se concluye que este material es parcialmente despolarizante y
parcialmente diatenuante.

En otro estudio polarimétrico en tejido bioldgico (hoja de arbol) [76], la matriz

de Mueller obtenida es de la forma:

1.000 0.0269 -0.0021 -0.0018

M = 00101 03236 —0.0087 —0.0023
0.0008 -0.0024 -0.3276 0.0009

0.0026  0.0023 -0.0029 -0.2754

Fig. 4.11 Ejemplo de una matriz de Mueller obtenida para tejido biol6gico (hoja de un arbol).
Mediante el calculo de las métricas se concluye que este material es parcialmente despolarizante.

Se puede observar que en la matriz de la Figura 4.11 solo los elementos de
la diagonal (m,, m,1, My, m33) SON significativos en tanto que el resto pueden ser
considerados como ceros; también se puede observar que el término m; es positivo
mientras que los términos m,, y ms3; son negativos. Los resultados del calculo de
las métricas polarimétricas en la matriz de la Figura 4.11, muestran que la hoja de
arbol presenta propiedades de un material parcialmente despolarizante Q(M) =
0.29 y DI(M) = 0.31 (con un indice de polarizacién P(M) = 0.01), y no diatenuante
D(M) = 0.03.

4.8 Metodologia para el estudio de polarimetria
en alacranes

Para calcular experimentalmente cada uno de los 16 términos de la matriz de
Mueller para el exoesqueleto de un alacran, se considero el siguiente arreglo optico

propuesto por Bickel & Bailey [Z7] para la medicién de matrices de esparcimiento.
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Fig. 4.12 Imagen del arreglo experimental utilizado para calcular la matriz de dispersién de un
medio éptico, este arreglo estad compuesto por una fuente de luz despolarizada, un polarizador
([r] = circular a la derecha, [+] = 45°, [h] = horizontal) y un medio no polarizador [0], un

soporte para colocar la muestra y un detector. (Tomado de [£7]).

INTENSITY

90 130
SCATTERING ANGLE

o

Este arreglo (Figura 4.12) tiene una fuente de luz laser despolarizado, que se
hace incidir sobre un elemento 6ptico polarizador (en el cual se pueden tener los
seis estados de polarizacion y con incidencia directa [h] = horizontal, [v] =
vertical, [+] = 45°, [—] = —45°, [r] = circular a la derecha, [{] =
circular a la izquierda y [0] = elemento no polarizador, esta notacion es la que
originalmente se usa en el articulo citado; sin embargo, en la presente investigacion
la notacién usada de aqui en adelante serd p = horizontal, s = vertical, x = 45°,
y =—45° r =circular aladerecha y | =circularalaizquierda y 0=
elemento no polarizador) para asi incidir después en la muestra con una
polarizacion en particular. Continuando con la idea del funcionamiento del arreglo
Optico mostrado en la Figura 4.12, parte del haz polarizado es transmitido por la
muestra y otra parte es esparcido; el haz trasmitido nuevamente se hace incidir
sobre un elemento 6ptico polarizador y después llega a un detector que registra la
intensidad del haz emergente. Para calcular los elementos de la matriz de Mueller
se realizan combinaciones de las polarizaciones del haz incidente y el haz

emergente. Analizando la configuraciéon experimental de forma mateméatica se
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obtiene la relacién que guarda cada una de las combinaciones de los seis estados
de polarizacion (p,s,x,y,r y 1) con los 16 términos de la matriz de Mueller. Los
calculos se realizan de la siguiente forma: consideremos que se hace incidir un
estado de polarizaciobn x sobre la muestra, esto lo podemos representar de la

siguiente forma matricial:

Soo  So1 Soz Soz\ /1 Soo + So2

S0 S11 Sz Sz |[0) _ [ S0t Si2 4.41
Sa0 S21 S22 Sz [\ 1 S20 + 522 '
S30 S31 Sz S33/ N0 S30 + 532

Ahora al haz emergente de la muestra se le hace pasar por un analizador de

polarizacion especifico, por ejemplo: r, lo cual podemos escribir de la siguiente

forma
1 0 0 1\ /Soo+ So2 (Soo + Soz) + (S30 + S32)
0 0 0 O\[Siw0o+512)_ 0
0 0 0 O So0+ Sy, | 0 4.42
1 0 0 1/ \S3,+ 53, (Soo + Soz) + (S30 + S32)

Este vector de Stokes resultante representa el haz emergente de todo el
sistema Optico que llega al detector, el detector solo registra intensidades, por lo

tanto solo se considera el primer término del vector de Stokes emergente, esto es

Ly = Soo + Soz2 + S30 + 532 4.43

En la expresion anterior se sobreentiende que I, denota la intensidad que
registra el detector a partir de que en la muestra incidié un estado de polarizacion
lineal a +45° (x) y como analizador después de la muestra se usa un elemento que
polariza como circular derecho (r). De esta forma si realizamos el andlisis de las 36
combinaciones posibles entre los 6 estados de polarizacion incidentes y analizados
tendriamos las siguientes intensidades en funcion de los términos de la matriz de

Mueller.
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Fig. 4.13 Relaciones obtenidas para el calculo de la matriz de Mueller (Tomado de [Z7]). Los
encabezados de las columnas de esta figura estan relacionados con los términos de la matriz de
Mueller y que tipo de polarizacion esté relacionada con cada término de la matriz, asi por ejemplo,
S1; esta relacionado con un haz incidente-reflejado despolarizado, S,, esta relacionado con un
haz incidente-reflejado polarizado solo de forma horizontal y vertical y asi sucesivamente. En
cuanto a los renglones esta tabla nos indica la combinacion de los estados de polarizacion
involucrados en el célculo de cada término de la matriz de Mueller.

Ahora tomando, por ejemplo, las intensidades de las combinaciones

Ly, Lsp, Ips ¥ Igs, teN€mMos
Ipp = S11 + S12 + 521 + 522 4.443
Ips = S11 + 812 — 521 — S22 4.44b
Iy = 811 — S12 + 821 — S22 4.44c
[y = S11 — S12 — S21 + 522 4.44d

De los cuales resulta un sistema de cuatro ecuaciones con cuatro incognitas,
que se puede resolver para determinar los términos de la matriz de Mueller en
funcién de las intensidades obtenidas con el detector, generando las siguientes

ecuaciones
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S11= Ipp + Ips + Isp + I 4,453

S12 = Ipp + Ips - Isp — I 4.45b
Sy1 = Ipp - Ips + Isp — I 4.45c
Sy = Ipp - Ips - Isp + I 4.45d

Si este procedimiento lo realizamos con las 36 combinaciones posibles entre
los 6 estados de polarizacion podemos encontrar los 16 términos de la Matriz de
Mueller en términos solo de la intensidad detectada experimentalmente.

4.8.1 Preparacion de muestras del exoesqueleto para
estudios de polarimetria

Para el estudio polarimétrico del exoesqueleto de los alacranes usando las
métricas anteriormente expuestas, se defini6 una muestra representativa de
alacranes de diferente tonalidad. Se seleccion0 a la especie D. withei, que tiene una
tonalidad oscura, a la especie C. aff. crassimanus que tiene una tonalidad clara y
las especies M. aff. subcristatus y M. aff. variegatus sp2 que tienen una tonalidad
intermedia, como se discutio en la Tabla 9. Las muestras se obtuvieron de 4
alacranes (uno de cada especie antes mencionada), los cuales perecieron por
causas naturales. Las zonas bajo estudio se obtuvieron de la diseccion de la pinza,
telson y segmentos mesosomales 4y 7. Estos segmentos fueron seleccionadas ya
gue, como se discutié en capitulos anteriores, son los que mostraron una mayor
(pinza y telson) y menor (mesosomales 4 y 7) intensidad de fluorescencia, y porque
son zonas del cuerpo del alacran casi planas, lo que facilita su estudio. La Tabla 13

presenta fotografias de los segmentos bajo estudio.
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Tabla 13 Imagenes de las partes del cuerpo del exoesqueleto del alacran que se usaron para el
estudio de polarizacion. Estas imagenes son representativas de los segmentos estudiados, el area
analizada para cada segmento estuvo controlada por el tamafio del haz incidente, que fue el mismo
para todos.

D. withei C. aff. crassimanus

‘ Pinza

. Telson ‘
‘ Mesosomal 7 .

Mesosomal 4

M. aff. subcristatus M. aff. variegatus sp2

Pinza

Telson

‘ Mesosomal 7 .

Mesosomal 4

4.8.2 Obtencion de la matriz de Mueller mediante imagenes

A continuacién se presenta como se calcularon los elementos de matriz de
Mueller para el exoesqueleto de alacranes. Cada elemento de la matriz de Mueller
se calcula a partir de las intensidades de las imagenes generadas de las

combinaciones de polarizacion posibles, como se discutié6 de manera genérica en
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secciones anteriores, usando como guia el esquema experimental de la Figura 4.12.
Esto es, se considera que cada término de intensidad detectada de las 36 posibles
combinaciones de polarizacién entrada/salida, es el promedio de las intensidades
de los pixeles que conforman la imagen. Para poder obtener la matriz de Mueller
mediante imagenes, se realiz0 el arreglo experimental mostrado en la Figura 4.14,

gue esta inspirado en el arreglo de la Figura 4.12 previamente discutido.

Can
(O SRR —.

Intercambiable)

Lente Filtro
_@_ $ [H!Iu colimador espacial Fuente
Muestra -@- —%—u —$— U
Polarizador Placa % Polarizador p

circular

PSG

Fig. 4.14 Diagrama del montaje experimental para obtener la matriz de Mueller por reflexion del
cuerpo del alacran, el cual consta de una fuente de luz laser, un filtro espacial, un sistema
generador de estados de polarizacién (PSG), un porta-muestras, un sistema analizador de
estados de polarizacion (PSA) y una camara.

El arreglo experimental esquematizado en la Figura 4.14 cuenta con una
fuente de luz (ya sea un diodo laser con emision a 405 nm para el estudio
polarimétrico de la biofluorescencia o un diodo laser con emision a 630 nm para el
estudio polarimétrico de la luz esparcida por el exoesqueleto), un filtro espacial, una
lente colimadora biconvexa de 15 cm de distancia focal, un polarizador horizontal p,

un sistema PSG (generador de estados de polarizacion) que esta compuesto por

una placa ’1/2 (la cual permite la generacioén de los estados lineales de polarizacién),
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y un polarizador intercambiable que permite generar los estados de polarizacion
circulares. En el arreglo se coloca un porta-muestras que sostiene las partes del
alacran bajo estudio y por ultimo se encuentra el PSA (analizador de estados de
polarizacion) que esta compuesto por un polarizador intercambiable donde se
pueden analizar los diferentes estados de interés (denotados como p, s, x,y,r y [ de
acuerdo con la Tabla 14). Por ultimo se encuentra una camara CMOS (Thorlabs,
DCC3240C, 1280 x 1024 pixeles), con la cual se obtienen las imagenes generadas
con la luz emitida (fluorescencia) o esparcida por reflexion por el espécimen bajo
estudio.

Tabla 14 Abreviaturas de los estados de
polarizacién.

Abreviatura Estado de polarizacion

p Lineal horizontal
S Lineal vertical
X Lineal a +45°
y Lineal a -45°
T Circular derecho

o~

Circular izquierdo

Con las imagenes obtenidas fue posible calcular las intensidades reflejadas
(o emitidas para el caso de fluorescencia) por el exoesqueleto del alacran. El
procedimiento se describe a continuacion, primero se coloca un polarizador en el
PSG, por ejemplo un polarizador horizontal p, el haz polarizado incide sobre la
muestra y para analizar la luz emitida (esparcida) en el PSA se coloca otro
polarizador, por ejemplo p, para después registrar una imagen a la cual se le da el
nombre I,,, donde el primer subindice esta relacionado con el estado de
polarizacion en el PSG y el segundo subindice esta relacionado con el estado de
polarizacion en el PSA. A continuacion se mantiene el polarizador p en el PSG y se
cambia el polarizador del PSA, por los otros 5 polarizadores faltantes (s, x,y,r y [),
por cada uno se obtiene una nueva imagen, después se cambia el polarizador en

PSG y nuevamente se alternan los 6 estados de polarizacion en el PSA, obteniendo
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6 nuevas imagenes, este proceso es iterativo hasta obtener las 36 imagenes
correspondientes a las combinaciones posibles de los 6 estados de polarizacién en

PSG con los 6 estados de polarizacion en PSA.

Una vez que se obtienen las 36 imagenes se procesan con una rutina de
Matlab® que segmenta cada una de las imagenes eliminando el fondo y
convirtiéndolas a escala de grises; después realiza las operaciones para el célculo

de cada término de la matriz de Mueller de acuerdo con las siguientes formulas:

Moo = Ipp + Isp + Ips + Iss 4.46a
Moy = Ipp + Ips — Isp — Iss 4.46b
Moy = Ly + Les = Lyp — Iys 4.46¢
Moz = Ly + Lrs — Iy — Iis 4.46d
Mo = lIpp — Ips + Isp — Iss 4.46e
myy = lpp — Ips = Isp + Iss 4.46f
Mg = Iy — Irs — Iip + Ijs 4.46¢g
Mz = Iy — Ls — Iy + 15 4.46h
Moo = Iy — Ipy + Iy — Isy 4.46i
Moy = Ipx — Ly — Isx + 15y 4.46j
My = Ly — Ly — Ly + 1y, 4.46k
Myz =Ly — Ly — Iix + 1y, 4.46l
Mgo = Ly — Iy — I + s 4.46m
M3y = Dy — Ipy — Iy + I 4.46n
Mzy = Ly — Ly — Lyr + 1y 4.460
Mzz = Ly — Ly — Iy + Iy 4.46p

Nétese que en nuestro arreglo experimental se registran imagenes para cada
combinacion de polarizacion de PSG y PSA. Una vez registrada la imagen, se
realiza el promedio espacial del valor de los pixeles de cada imagen que da lugar a
los valores I que aparecen en las ecuaciones 4.46 (a-p). Finalmente, cada entrada
de la matriz de Mueller es normalizado al valor del término m,,, el cual representa

el total de luz reflejada

Los segmentos del exoesqueleto de los alacranes de los 4 especimenes

estudiados se fotografiaron un total de seis veces, en diferentes dias y diferentes
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posiciones. Esto permitié generar una estadistica robusta sobre los resultados de

cada uno de los elementos de la matriz de Mueller.
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Capitulo 5
Resultados polarimétricos

5.1 Resultados de caracterizacion polarimétrica
en alacranes

5.1.1 Matriz de Mueller por reflexion a 635 nm

El primer analisis polarimétrico consistié en analizar la luz esparcida a una
longitud de onda de 635 nm por los segmentos de exoesqueleto bajo prueba. Como
se establecio en la Tabla 13 se analizaron 4 partes del exoesqueleto (pinza, telson,
segmentos mesosomal 4y 7) de cuatro especies de alacranes diferentes (D. withei,
M. Aff. subcristatus, M. aff. variegatus sp2, C. aff. crassimanus).

En la Figura 5.1 se muestra un ejemplo de la matriz obtenida para el caso del
espécimen D. withei en la zona de la pinza. Cada una de las entradas de esta Matriz
es un promedio de las 6 mediciones realizadas sobre esta zona bajo estudio y cada
uno de estos términos es normalizado con respecto al valor del término m,, el cual
representa el total de luz reflejada. Para cada entrada de la matriz se especifica su
incertidumbre asociada. Como puede observarse, solo los términos de la diagonal
resultaron significativamente diferentes de cero. Se tiene también que para los
términos (m,,, m,, y ms3) las incertidumbres son en general el 30% del valor
promedio obtenido, mientras que para los elementos fuera de la diagonal las
incertidumbres son notoriamente mayores que los valores promedio (que tienden a
ser cero). Debido a estos resultados se podria considerar que solo los elementos

de la diagonal (m,,, m,, Yy ms3) resultan tener un valor significativo.
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1.000 0.001+0.018 0.004 +0.023  0.001 £+ 0.036
—0.013 £ 0.019 0.148 £ 0.055 0.049 £ 0.025 0.008 £+ 0.030
—0.004 £ 0.031 0.083 +0.030 —0.154 +0.043 -0.002 £ 0.030
—0.012 £ 0.036 0.015+0.031 0.004 £0.023 —0.130 £ 0.042

Fig. 5.1 Ejemplo de los resultados de la matriz de Mueller, para el segmento de la pinza del
espécimen D. withei, bajo radiacién laser a 635 mn.

M =

La primera observacion para estos resultados es que las matrices obtenidas
son similares a la matriz de un retardador en el sentido de que solo los términos
myy, Mq1, My Y Mg3 SON diferentes de cero y en donde m,, y m33; Son negativos.
De acuerdo con lo que se expuso en la seccion 4.5.2, una matriz como la de la
Figura 5.1 parece reproducir las propiedades de un retardador de media onda a la
vez que tiende a ser un medio despolarizante. Un retardador de media onda tiene
la propiedad de cambiar las fases relativas al sistema de referencia de cualquier
onda de luz con la que interacciona en 180°, generando un cambio de 90° en la
direccién de polarizacion incidente, esto es, si incide sobre un retardador de media
onda luz polarizada horizontalmente, sera transmitida como luz polarizada
verticalmente; por su parte, un medio despolarizante perfecto es aquel que elimina
cualquier estado de polarizacion incidente. Para ilustrar como el comportamiento
Optico del segmento de la pinza del especien D. withei esta entre un retardador de
media onda y un medio despolarizador, en la Figura 5.2 se hace una comparacion
de las respectivas matrices de Mueller. Para la matriz de un retardador de media
onda el segundo término de la diagonal tiene un valor de uno (m;; = 1), mientras
gue los siguientes dos elementos de la diagonal tienen un valor de -1 (m,, = -1y
my3 = —1), fuera de los elementos de la diagonal todos los valores son igual a cero,
cabe recalcar que para el caso ideal los valores de la diagonal corresponden a unos
ya que se ha supuesto que la reflexion es ideal y no existen pérdidas por absorcion.
Para el despolarizador todas las entradas de su matriz de Mueller son cero, excepto
myo. EN el caso de la matriz de Mueller para el espécimen D. withei (Fig. 5.2), se
menciono en el parrafo anterior que solo los valores de la diagonal son significativos,
considerando esto y el hecho de que el exoesqueleto de los alacranes es un material
Opticamente absorbente (razén por la cual los elementos de la diagonal son

menores a 1), podemos suponer que los segmentos del alacran estudiados tienen
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la propiedad de un retardador, desfasando las componentes del campo eléctrico,
generando un cambio en la direccidn de polarizacion incidente en un angulo en
particular, a la vez que tienden a despolarizar la luz. Mas adelante se retomara esta
idea con un analisis mas detallado de las componentes de las intensidades

registradas usando las métricas descritas en el capitulo anterior.

10 0 0 10 0 0
o1 o o 1o 0o o o
M=10 0 -1 o0 M=10 0 o o
00 0 -1 00 0 0

1.00 0.00 0.00 0.00

M =001 0.15 0.05 0.01
—-0.00 0.08 -0.15 -0.00

-0.01 0.01 0.00 -0.13

Fig. 5.2 Lado izquierdo: matriz de Mueller para un retardador de media onda; lado derecho: matriz
de Mueller de un medio despolarizador perfecto; abajo matriz de Mueller del espécimen D. withei
con cada elemento aproximado a dos cifras significativas.

Al igual que en el D. withei, para el resto de los especimenes solo las
diagonales de la matriz de Mueller resultaron con valores significativos
independientemente del segmento del exoesqueleto estudiado (ver apéndice 2). A
continuacion en la Figura 5.3 se presentaran todos los resultados obtenidos para
los elementos de matriz m,;, m,, y ms; (evidentemente para todos los casos se
tiene my, = 1) de los 4 especimenes y los 4 segmentos bajo estudio y a partir de
ellos se realizan célculos de las diferentes métricas con la finalidad de establecer
las caracteristicas polarimétricas de los exoesqueletos comunes a todos las

especies asi como aquellas que los diferencian.
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Fig. 5.3 Graficas de los valores calculados para los términos m;, m,, y ms3, de la matriz de
Mueller para los 4 segmentos de los 4 especimenes estudiados. Nota: obsérvese que los valores
de m,,, son todos positivos y los de m,, y ms; Son negativos. Para propdsitos comparativos las

escalas positivas y negativas se grafican apuntado verticalmente hacia arriba.

Retomando el hecho de que las matrices estan normalizadas con respecto al
valor maximo (my,), la reflexion diferenciada que se habia mostrado en la Figura
3.4 no es un parametro comparativo entre las matrices de Mueller obtenidas para
cada espécimen; por el contrario, estas matrices son propias de la respuesta

polarimétrica de cada espécimen uUnicamente. En la Figura 5.3 se muestran las

gréficas para los resultados de los elementos my;, m,, Yy ms3; de la matriz de

Mueller. Como se aprecia en esta figura, de manera consistente se tiene que los
valores en valor absoluto de la matriz de Mueller mas pequefios corresponden al

espécimen D. withei para cualquiera de los segmentos de su exoesqueleto. Debe
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observarse que D. withei es precisamente la especie cuyo exoesqueleto es el mas
oscuro de entre los cuatro estudiados. La coloracion oscura de esta especie la
podemos apreciar a simple vista en las imagenes de la Tabla 12; y cuantitativamente
se puede apreciar en la Tabla 6 presentada en el capitulo 3, cuando se discutio
sobre la cuantificacion de la reflectividad del exoesqueleto mediante el
procesamiento digital de imagenes. Por otra parte, y a diferencia de D. withei, se
observa que los elementos de matriz para las otras tres especies (M. aff.
subcristatus, M. aff. variegatus, C. aff. crassimanus) parecen no seguir alguna

tendencia en particular, por lo menos a primera inspeccion.

Sin embargo, es evidente que en todos los casos el término m;; > 0 mientras
que los términos m,,, ms3 < 0 (Figura 5.3). Por otra parte si los tres términos (m,,
m,, Y mg3) son analizados en valor absoluto (Figura 5.4), pareciera existir una
tendencia en donde se cumple m,,,m,, > ms3, este resultado podria ser un
indicativo de que existe una mayor respuesta a polarizaciones incidentes lineales
que a polarizaciones incidentes circulares, esto debido a que los términos m,; y m,,
esta en funcién unicamente de las intensidades de polarizacion vertical-horizontal y
a 45°-(-45°), respectivamente, mientras que el término ms; depende Unicamente de

las polarizaciones circulares (Ecuaciones 4.46 a-p).
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Fig. 5.4 Graficas de los valores absolutos para los términos m,,, m,, Y ms3, de la matriz de
Mueller para los 4 segmentos de los 4 especimenes estudiados.

Con la finalidad de obtener una idea mas intuitiva de las propiedades
polarimétricas del exoesqueleto entrada/salida, se realizé6 un analisis gréafico
considerando solo seis intensidades de polarizacion de entrada/salida, las cuales
corresponden a Iy, Ly, L, I, Iy Y I, (paralelo-paralelo, paralelo-vertical,
paralelo-(+45°), circular derecho-circular derecho, circular derecho-circular
izquierdo y -45°-(+45°), respectivamente). Para este analisis solo se consideraron
dos especimenes, uno de ellos con tonalidad clara (C. aff. crassimanus) y el otro
con una tonalidad oscura (D. withei). Se tomaron las imagenes para cada una de
las 6 combinaciones antes citadas, cada imagen fue convertida a escala de grises
y segmentada en Matlab®, después se calcul6 el promedio de los pixeles para cada
imagen. Este proceso se repitid seis veces obteniéndose asi 6 imagenes
analizadas. Para mayor claridad debe mencionarse que el promedio de estas seis
mediciones realizadas sobre las imagenes individuales se usé para el célculo de los
elementos de matriz de Mueller conforme a las ecuaciones 4.46 (a-p). No obstante,
en esta seccidn deseamos analizar las tendencias que se observan cuando se
grafican las mediciones individuales. El proceso se repitié para las 4 zonas (pinza,
telson, segmentos mesosomales 4 y 7) de los dos especimenes mencionados para

este analisis.
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Fig. 5.5 En estas graficas se muestran los resultados para cada una de las seis mediciones Ipp,
Ly, Ly, Ixy, por cada zona del exoesqueleto bajo estudio para el espécimen D. withei,

Ips, Tpx,
para las combinaciones de polarizacion seleccionadas. Para el caso del mesosoma 4 en la
combinacion I,; solo se muestran cuatro valores, los otros dos no se graficaron ya que mostraban

valores atipicos hecho que se atribuye a errores fuera de control en las mediciones.

En la figura 5.5 se muestran los resultados de cada medicién individual de
Lyx, Lv, Iy € Iy, para el espécimen D.

las intensidades de polarizacion I, I,
withei en los 4 segmentos bajo estudio. Comparando los resultados para las

primeras dos intensidades de polarizacion I, e L,s, se puede observar claramente
son

que en las 4 zonas del exoesqueleto las intensidades para I
este resultado puede

significativamente mayores que las intensidades para I,

interpretarse como la respuesta del cuerpo del alacran funcionando como un
retardador (resultado que ya se habia discutido mediante los valores obtenidos para

B ———————————————
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su matriz de Mueller, Figura 5.2), esto es, cuando la polarizacion lineal incidente es
de forma horizontal, al ser reflejada por el cuerpo del alacran sufre un desfasamiento
gue al ser analizada de forma horizontal tiende a tener una valor menor que cuando
es analizada de forma vertical, precisamente por el cambio de direccién inducido
por el desfasamiento del estado de polarizacion incidente, donde este cambio de
direccion es preferente por la direccion vertical. Esto sucede para todos los

segmentos del exoesqueleto analizados: la pinza, telson, mesosomales 4y 7.

Para describir esquematicamente el comportamiento polarimétrico del
exoesqueleto del D. withei hagamos referencia a la figura 5.6a, en esta figura se
muestra una onda que viaja con polarizacion horizontal (incidencia p), pero una vez
gue es reflejada por la pinza (o cualquier otra parte del exoesqueleto) y es analizada
por un filtro o analizador p, a la salida lo que se obtiene es una intensidad baja, esto
significa que una vez que la onda fue reflejada el desfasamiento inducido por las
propiedades polarimétricas del exoesqueleto cambian parcialmente el estado de
polarizacion en una direccién @ desconocida, este cambio proporciona una mayor
contribucion de su intensidad a su componente vertical, por lo que la intensidad de
salida analizada de forma horizontal es baja. Por lo contrario (Figura 5.6b) cuando
se hace incidir una polarizacién p (horizontal), y a la salida se analiza una
polarizacion s (vertical), la intensidad es mayor debido precisamente a la mayor
contribucion en intensidad de su componente vertical del haz polarizado desfasado
después de la reflexion. De manera notoria, el resultado tiende a reproducirse para
las polarizaciones circulares, en este caso, se obtiene una intensidad mucho mayor

para la combinacion cruzada I, que para la combinacion paralela I,,.
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Fig. 5.6 En esta figura se muestra esquematicamente la forma en cédmo se obtiene la intensidad:
a) I, y b) L5, al analizarlas se obtiene que I, < I,;. este es un indicativo de que el cambio de
direccion generada por el desfasamiento podria ser mayor a 45 °.

Un resultado muy interesante sobre el andlisis del D. withei se obtiene al
analizar la Intensidad I,,,, que es similar a las intensidades obtenidas para I, y I,
lo cual podria ser un indicio de que el cambio en la direccion de polarizacién que
genera el cuerpo de alacran podria ser en efecto mayor a 45°, ya que cuando la luz
reflejada por el alacran es analizada en combinaciones cruzadas (I,s y I;) la
intensidad es mayor que cuando es analizada en combinaciones paralelas (I, y I)

o condiciones a cruzadas a 45° como en el caso de I,,.

I

Por otra parte en las combinaciones I, I, Ipx,

s’ Ly, Iy Y Iy, para el caso del

espécimen C. aff. crassimanus (Figura 5.7) se observan algunas diferencias y
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similitudes con respecto a D. withei. En este caso no hay diferencias notorias entre
las intensidades de I, y L, pero si existe una notable diferencia entre las

intensidades I, y I,;, siendo que de manera consistente se tiene que I,; > I.,..
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Fig. 5.7 En estas graficas se muestran los resultados para cada una de las seis mediciones
por cada zona del exoesqueleto bajo estudio para el espécimen C. aff.

I Irr: Irl! Ixy!

px?
En la figura 5.8 se muestra la razon de las intensidades I,s/1l,,, L/Ly,

Ips,
crassimanus, para las combinaciones de polarizacion seleccionadas.

L,s/1, paralos especimenes D. withei y C. aff. crassimanus en las

Ipp/lpx’ Ips/I

14 14
el espécimen C. aff. crassimanus, esto indica que en el primer caso el
D
96

px Y Ip
4 zonas de estudio. Si nos centramos en la gréafica correspondiente a la pinza, se
puede observar que larazon I,,;/1,, es mayor para el espécimen D. withei que para




Razén de intensidad u. a.

comportamiento como retardador de media onda es mas efectivo. Este hecho se
puede observar nuevamente para la razén I,,/1,,, siendo esta razon mayor para D.
withei. Por otra parte se tiene que la razon para I, /I,,, €s mayor para el espéecimen
C. aff. crassimanus resultado que se invierte cuando se analiza la razon I,,;/1,, ya
gue ahora es mayor para D. withei, este resultado comprueba el hecho de que el
cambio en la direccion del estado de polarizacion incidente es mayor en D. withei,
mas aun, podria reforzar la suposicion de que el cambio de direccién es mayor a
45° como se coment6é mas arriba. Por Gltimo, si se observa la razon entre L,s/1,,,
(Figura 5.8), para los dos especimenes es aproximadamente 1 (I,s/ly, ~1),
resultado que es razonable ya que esta razén proviene de combinaciones de

polarizacion cruzadas y lineales.

Los resultados discutidos en el parrafo anterior también se observan en los
otros tres segmentos estudiados (Telson y segmento mesosomal 4 y 7), en otras
proporciones pero con las mismas caracteristicas, sin embargo, el unico resultado
que no esta de acorde con los demas, es para el espécimen C. aff. crassimanus en

el segmento mesosomal 4 para la razon I,:/I,, que da como resultado

aproximadamente 0.5 siendo para el resto aproximadamente 1.
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4.0 Telson _ Pinza

3.5 I D. withei 35 I D. withei

3.0—‘
2.5-‘
2.0-
1.5-‘

1.0

Razon de intensidad u. a

0.5+

0.0 .
ps/pp rlfrr pp/px  ps/px  ps/xy ps/pp rrr pp/px  psipx  ps/xy

97

I C. aff. crassimanus : | I C. aff. crassimanus



40 Mesosoma 4 4.0 Mesosoma 7 g p. withei
3.5- 3.5- Il C. aff. crassimanus
" I D. withei o
5 3.0- I C. aff. crassimanus 5 3.0-
°
2 ©
S 2.5 T 25-
2 c
QD
‘..E 2.0 E 2.0
Q
3 1.5- T 154
5 S
N 1.0+ E 1.0-
o
0.5- 0.5-
0.0 - 0.0 4

ps/pp rlfrr pp/px  psipx  psixy ps/pp rlfrr pp/px  ps/px  ps/xy

Fig. 5.8 En esta grafica se muestra la razén del promedio las mediciones Iys/ Iy, Iri/ Iy Ipp/Ipxs Ips/ Ipx

y IpS/Ixy, para los especimenes D. withe (color negro) y C aff. crassimanus (color rojo), para los 4 segmento
en estudio.

5.1.2 Calculo de métricas

Se calcularon las 5 métricas escalares definidas en la seccion 4.6, la Tabla
15 es un ejemplo de los valores obtenidos para el espécimen D.withei, estos
resultados son el promedio de las seis mediciones realizadas en el segmento de la
pinza de este espécimen. Como se puede observar los valores obtenidos para las
métricas D(M) y P(M) son muy pequefos, cercanos a cero. De acuerdo con la Tabla
12, estos resultados indican que la pinza de D. withei se puede considerar como un
medio no diatenuante (D(M) = 0) y no polarizante (P(M) = 0), este resultado fue
similar para los 4 especimenes en los 4 segmentos estudiados. Sin embrago para
las métricas DI(M), y Q(M) y TC los valores obtenidos son significativamente
diferentes de cero y estan caracterizados por una incertidumbre de solo 14% de su
valor calculado. Estas tres métricas se grafican para los diferentes segmentos del
exoesqueleto y para cada especie (ver Figura 5.9).

Tabla 15 Ejemplo de los valores de las métricas calculadas para el espécimen D. withei en el
segmento de la pinza.

D(M) P(M) DI(M) oM) 7C
0.021 0.029 0.163 0.083 | 0.268
+0.009 | +£0.018 | +0.037 | +0.037 | +0.012
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Fig. 5.9 Resultados de las métricas (DI(M), Q(M) y TC) para los cuatro especimenes por cada

segmento bajo estudio.

Las métricas (Figura 5.9a y b) indican que en general los 4 especimenes en
las 4 zonas estudiadas muestran propiedades de medios que despolarizan
parcialmente la luz (0 < DI(M) <1y 0<Q(M) <1, ver Tabla 12), de estas dos
métricas los valores mas bajos son para el espécimen D. withei en las 4 zonas, esto
indica que D. withei tiende a ser el espécimen mas despolarizante de los 4
estudiados, hecho que es consistente con lo que se describio con anterioridad en la
seccion 5.1.1. En el apéndice 2 se muestran las matrices de Mueller obtenidas para
los 4 especimenes en los cuatro segmentos estudiados, verificAndose para todos
gue solo los valores de la diagonal son significativamente diferentes de cero, siendo

el tercer (m,,) y cuarto término (ms3) de la diagonal negativos, por lo que las

matrices obtenidas denotan que las caracteristicas de los exoesqueletos son

R
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similares a las de un retardador de media onda (ver en la Figura 5.2 la matriz de
Mueller para un retardador de media onda). Por otra parte, resalta el hecho de que,
los valores de la diagonal para el caso de D. withei son notoriamente menores a las
del M. aff. Subcristatus, M. aff. variegatus sp2 y C. aff. crassimanus y mas cercanos
a cero, entonces las matrices de Mueller obtenidas para D. withei denotan mas el
caracter de un material despolarizante (ver en la Figura 5.2 la matriz de Mueller para
un despolarizador perfecto). Debido a estos resultados podemos concluir que los
exoesqueletos de los alacranes en estudio funcionan como materiales retardadores
y a su vez como materiales despolarizantes, siendo el espécimen D. withei el méas

despolarizante de todos.

Por ultimo los resultados para el teorema de Gil. Bernabeu (Métrica TC, figura
5.9-C) muestra que las matrices de Mueller obtenidas no se pueden considerar
como matrices de Mueller-Jones, reforzando los resultados obtenidos para DI(M) y
Q(M), estableciendo que las matrices obtenidas estan asociadas a sistemas

parcialmente despolarizantes.

Por otra parte se ha reportado que la matriz de Mueller caracteristica para

una superficie rugosa parcialmente despolarizante [69] es de la forma:

10 0 0 10 0 0
loa o o o a 0o o
M=1o 0 —a o ©M=|o 0 =p o0

0 0 0 —-a 0 0 0 —c

Fig. 5.10 Estructura general de una matriz de Mueller para una superficie rugosa parcialmente
despolarizante.

De la Figura 5.10, se observa que solo los elementos de la diagonal son
diferentes de cero (mgo, my1, Myy, M35 # 0) con el término m; positivo y los términos
m,, Y my3 Negativos. Esta matriz caracteristica para una superficie rugosa es muy
similar a las matrices obtenidas para los 4 especimenes y las 4 zonas estudiadas
en este trabajo (ver Figura 5.1, Apéndice 2), lo cual es otro indicativo de que los
exoesqueletos de los alacranes estudiados en los cuatro segmentos (pinza, telson,

mesosomas 4 y 7) se pueden considerar como sistemas parcialmente
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despolarizantes debido a que su superficie es rugosa. Evidentemente la rugosidad
genera reflexion difusa, pero una diferenciacion en la rugosidad del exoesqueleto
podria dar lugar a diferentes caracteristicas polarimétricas, como se ha observado

para el caso del D. withei con respecto al resto de las especies bajo estudio.

5.2 Matriz de Mueller de emision de fluorescencia

Para el caso del célculo de la matriz de Mueller de la emision de fluorescencia
se utilizaron las mismas muestras (Tabla 12), como ejemplo, la Figura 5.11 presenta
el caso del espécimen D. withei, donde los valores mostrados corresponden al
promedio de las seis mediciones tomadas en el segmento del telson.

1.000 —0.004 +£ 0.001 —0.001+0.001 —-0.007 £+ 0.007
—0.004 + 0.002 0.099 + 0.011 0.017 £ 0.001 —0.002 + 0.001

—0.005 £+ 0.003 0.011 £ 0.002 —0.093 +£0.005  0.001 £+ 0.001
0.001 £ 0.001 -0.001+0.001 -0.000+ 0.002  0.005 % 0.002

Fig. 5.11 Ejemplo de los resultados de la matriz de Mueller, para el segmento del telson del
espécimen D. withei, correspondiente a la emisién de fluorescencia.

M =

A diferencia de la matriz de Mueller por reflexién donde los términos de la
diagonal fueron diferentes de cero, la matriz de Mueller para el analisis de la emisién
de fluorescencia solo contempla tres términos de la diagonal diferentes de cero, los
cuales corresponden a mgy,, m;; Yy m,, (Figura 5.11). Notese por ejemplo que el
resto de los valores estan caracterizador por una incertidumbre que es de la misma
magnitud que el valor promedio, mas aun, los términos m,; y m,, son en general
dos 6rdenes de magnitud mayor que los términos fuera de la diagonal. Otra
semejanza con respecto a la matriz obtenida por reflexiéon es que el término m,; >
0y m,, <0 .Las matrices para los deméas segmentos y los otros tres especimenes

presentan la misma estructura de la matriz mostrada en la Figura 5.11.
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Para realizar una comparacion entre los términos de la matriz de Mueller para
los diferentes segmentos en los 4 especimenes, se graficaron los términos

my, Yy M,,, l0s resultados se muestran en la Figura 5.12.

TerminoM22 =

TerminoM11__—

- g
S =
~n

K=
& &
Intensidad ua

o

Fig. 5.12 Graficas de los valores calculados para los términos m,; y m,,, de la matriz de Mueller
para los 4 segmentos de los 4 especimenes estudiados. Nota: obsérvese que los valores de m,,,
son todos positivos y los de m,, son negativos. Para propdsitos comparativos las escalas positivas

y negativas apuntan verticalmente hacia arriba.

El espécimen C. aff. crassimanus ha sido caracterizado por tener valores mas

altos en los términos de la diagonal de la matriz de Mueller por reflexién a
comparacioén del espécimen D. withei (seccion 5.1), y una alta intensidad de emision
de fluorescencia (seccion 3.2), sin embargo, en cuestion a la matriz de Mueller de
la emision de fluorescencia esta caracterizada por los valores mas bajos. Como se
mencionod en la seccion 5.1, las matrices que se calculan estan normalizadas al
valor mas alto de la matriz (término m,,), esto permite desechar el hecho de que los
especimenes estudiados poseen una diferencia notable en la intensidad de
fluorescencia (seccién 3.2) y permite considerar Unicamente la respuesta al haz de
luz polarizado pero en la emision de fluorescencia; por lo tanto, no es de extrafiarse
gue a pesar de que C. aff. crassimanus es un espécimen claro con emisién alta de
fluorescencia obtenga los valores mas bajos en la diagonal de Mueller. De la misma
forma se tiene que el espécimen D. withei esta caracterizado por los valores de
matriz mas altos a pesar de ser un espécimen de tonalidad oscura y con una

intensidad de fluorescencia baja (seccion 3.2). Por ultimo los especimenes M. aff.
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subcristatus y M. aff. variegatus sp2 con una tonalidad media y una intensidad de
fluorescencia media obtuvieron también valores mas altos que C. aff. crassimanus,
estos valores son similares a los de D. withei. En cuestion a los valores numéricos
entre los términos m,; y m,, existe una tendencia en donde |m,,| > |m,,| (Figura
5.13) en todos los casos, esta tendencia también se observé en los resultados por

reflexion (secciéon 5.1) donde |mq,| > [m,,| > |ms3].
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Fig. 5.13 Gréficas de los valores absolutos para los términos m,, y m,,, de la matriz de Mueller
para la fluorescencia de los 4 segmentos en los 4 especimenes estudiados.

Las métricas definidas en la seccion 4.6 también fueron calculadas para la
matriz de Mueller de la fluorescencia, en la Tabla 16 se muestra un ejemplo de los

resultados obtenidos con su respectiva incertidumbre para el espécimen D. withei,
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los valores mostrados en esta tabla corresponden al promedio de las seis
mediciones hechas en el segmento de la pinza de este espécimen.

Tabla 16 Ejemplo de los valores de las métricas calculadas para el espécimen D. withei, en el

DI(M) Q(M) TC
0.02 0.274

+ 0.02 +0.03

segmento de la pinza.
D(M) P(M)

0.007 0.084

0.008
+0.003 | +0.002 + 0.07

La Tabla 16 muestra que los valores obtenidos solo son significativos para la
métrica TC, ya que para las otras 4 métricas los valores se pueden considerar como
ceros. Los resultados fueron similares para los 4 especimenes en los 4 segmentos
estudiados. En la Figura 5.14 se muestran los resultados obtenidos de la métrica

TC para los 4 especimenes en los 4 segmentos bajo estudio.

Valores para TC

o
—
o
Intensigag u.a

Fig. 5.14 Resultados de los valores para las métricas TC para los cuatro especimenes por cada

segmento bajo estudio.

Se observa que todos los valores de la Figura 5.14 (correspondientes a la
métrica TC) son similares para los 4 especimenes, en los cuatro segmentos bajo
estudio. Por lo tanto, con los resultados obtenidos para las métricas segun la Tabla
12, podemos establecer que los 4 segmentos estudiados (para los 4 especimenes)
tienen propiedades de medios parcialmente diatenuantes (0 < D(M)<1) y

parcialmente polarizantes (0 < P(M) < 1), resultados consistentes con las restantes
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métricas (0 < DIM(M) <1,0< Q(M) <1y TC < 1). Estos resultados son de gran
relevancia ya que muestran que al menos los 4 especimenes estudiados (en los 4
segmentos) tienden a emitir fluorescencia con el mismo nivel de despolarizacion
(cuando el haz incidente de excitacion es polarizado), este fenomeno podria ser
utilizado como un artilugio de camuflaje, ya que se ha confirmado que varios
insectos pueden detectar la luz polarizada [67] y a su vez evitan la fluorescencia del
alacran [78], estos dos fendmenos juntos podrian ser un medio mas eficaz para

evitar a los insectos que se sirven del alacran como alimento.

5.3 Conclusiones sobre polarizacion en alacranes

Mediante el analisis por reflexion a 635 nm, de los 16 términos de la matriz
de Mueller, solo los términos de la diagonal m,,, m,, y ms5 resultaron significativos,
de los cuales el término m,,; resultd positivo y los términos m,, y ms; resultaron
negativos, este hecho da indicios de que las zonas estudiadas en los 4 especimenes
presentan propiedades de un retardador y un medio parcialmente despolarizante.
El espécimen D. withei muestra los valores mas bajos en los tres términos de la
diagonal (en los cuatro segmentos estudiados) en comparacion con los otros tres
especimenes, para dar una explicacion de este hecho se analizaron 6
combinaciones de polarizaciones por separado, los resultados mostraron que para
el caso del espécimen D. withei las zonas estudiadas tienden a desfasar las
componentes del haz incidente, generando un cambio de direccibn en la
polarizacion del haz reflejado con una mayor contribucién de la intensidad a la
componente vertical, ya que las intensidades de las combinaciones cruzadas (I, y

I;) es mayor que las intensidades de las combinaciones paralelas (I,, y I,,),

mientras que para el espécimen C. aff. crassimanus sucedié lo contrario, el
desfasamiento generado por las zonas estudiadas proporcion6é una contribucion
mayor de la intensidad a la componente horizontal del haz polarizado reflejado. Este
hecho indica que el espécimen D. withei genera un cambio mayor en la direccién de
polarizacion del haz incidente en comparacion con C. aff. crassimanus. Mas aun las

intensidades para la combinacion I,,, son muy similares a las intensidades de las
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combinaciones paralelas (I,, y ), lo cual indica que el cambio de direccion de la

polarizacion incidente es mayor a 45 °.

Este mismo analisis de las seis combinaciones, mostré que el espécimen D.
withei tiene una estructura que implica una mayor despolarizacién de la luz incidente
en comparacion con el espécimen C. aff. crassimanus, debido a que el cambio en
la direccion de la polarizacion incidente es mayor en el espécimen D. withei. Se
obtuvieron valores para las métricas DIM y QM, los cuales en todos los casos
tuvieron valores entre 0 y 1, indicando que los sistemas en estudio se consideran
parcialmente despolarizantes, siendo el espécimen D. withei quien tiene los valores
mas bajos, indicando que este espécimen es mas despolarizante, resultado que
esta acorde con lo que se habia encontrado en el analisis de las seis combinaciones

de polarizacion.

En cuestion al andlisis de la polarizacion de la emision de fluorescencia, de
la matriz de Mueller, para los 4 especimenes (en los 4 segmentos) solo dos términos
de la diagonal m;; y m,, resultaron significativos, siendo m,; positivo y m,,
negativo, esta matriz tiene la forma generalizada de una matriz para un medio
despolarizante. En los cuatro segmentos (pinza, telson y segmento mesosomal 4 y
7) el espécimen C. aff crassimanus obtuvo los valores mas bajos para ambos
términos (m,; y m,,) en comparacion con los otros tres especimenes, siendo este
espécimen de tonalidad clara y con una emision de fluorescencia mas alta. En
cuestidon a las métricas solo una de ellas resulté tener valores significativos, esos
resultados indican que los 4 especimenes bajo estudio funcionan como sistemas

parcialmente despolarizantes, al menos en los cuatro segmentos estudiados.

Por otra parte los resultados obtenidos son independientes del hecho que los
especimenes estudiados tengan una intensidad de fluorescencia y reflectancia
diferenciada, gracias a que todas las matrices son normalizadas al valor mas alto
(my,) obtenido para cada matriz, por lo tanto las respuestas obtenidas (Matriz de
Mueller) son integramente fendmenos asociados con las estructuras del
exoesqueleto de los alacranes (andlisis por reflexién) y respuestas a una haz

polarizado de excitacion (analisis de la emision de fluorescencia). El hecho de que
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en ambos casos las matrices tengan la forma de materiales parcialmente
despolarizantes puede estar relacionado con una forma de camuflaje o un medio
para conseguir alimento, en cualquier caso hace falta mas trabajo de investigacion

para poder generar una hipétesis al respecto.

Con respecto al espécimen D. withei, los valores de la diagonal de sus
matrices de Mueller por reflexién y de fluorescencia son muy similares (alrededor
de 0.1), esto pudiera estar relacionado con el hecho de que esta especie es
peldfilas, a comparacion de C. aff. crassimanus donde los valores de la diagonal de
su matriz por reflexion decayeron en mas de un 100 % en los valores que conforman
su matriz de emision de fluorescencia, C. aff. crassimanus pertenece a una especie
psamofila la cual pasa gran parte de su tiempo fuera de su madriguera para
conseguir alimento o pareja. En todos los casos el hecho de que los especimenes
estudiados (en los 4 segmentos) reflejen o emitan (en el caso de fluorescencia) luz
despolarizada pudiera estar estrechamente relacionado con su ecomorfotipo. En
ambos casos se necesita plantear mas experimentos y posibles investigaciones

para generar hipotesis mas robustas.
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Apéndice 1

El estudio ANOVA (andlisis de la varianza) tiene por objetivo probar que dos
0 mas medias poblacionales son iguales. Ayudandose de lo que se conoce como
hipotesis nula (H,) o hipétesis alternativa (H,), donde, H, indica que las medias
poblacionales son iguales p; = u, = -+ = u; y H; indica que al menos un par de las

medias poblacionales son diferentes.

Este estudio se basa en la comparacion de la varianza de las medias de dos
0 MAs grupos, bajo la hipotesis nula de que las medias son iguales. Para realizar el

estudio se deben calcular tres factores:

Suma de cuadrados total (SCT): Este pardmetro mide la variabilidad total de
los datos, se define como la suma de los cuadrados de las diferencias de cada

observacion respecto a la media general de todas las observaciones.

Suma de cuadrados del factor (SCF): Este parametro mide la variabilidad de
los datos asociados al efecto del factor sobre la media. Se obtiene como la suma de
los cuadrados de las desviaciones de la media de cada observador respecto de la
media general, ponderando cada diferencia al cuadrado por el numero de
observaciones de cada grupo.

Suma de cuadrados del error (SCE): Este pardmetro mide la variabilidad que
no es debida a una variable cualitativa o factor. Se calcula como la suma de los
cuadrados de las desviaciones de cada observacién respecto a la media del nivel al

que pertenece.

Una vez calculadas las sumas, se tienen que calcular los cuadrados medios
para cada suma, los cuales se definen como la suma de los cuadrados entre los

grados de libertad, y estan dados por las siguientes formulas:

Cuadrados medios totales (CMT): %

Cuadrados medios del factor (CMF): %
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Cuadrados medios del error (CME): %

Donde N (grados de libertad totales) es el numero total de observaciones, k
(grados de libertad del error) es el nimero de tratamientos (variables) y N-k son los
grados de libertad del factor. Por ultimo se calcula el estadistico F,,;;, que se define

como:

Fratio = %

CME
El siguiente paso es buscar el estadistico F, que corresponde al valor de la
distribucién de Fisher con un intervalo de confianza del 5%, este valor se encuentra
en tablas y depende de los grados de libertad obtenidos en los datos analizados,
por ejemplo para la Tabla 4 se obtuvieron 2 grados de libertad para el factor y 69
grados de libertad del error, por lo tanto en las tablas de Fisher (a« = 5%) se busca

el valor correspondiente a la columna 2, fila 69 como se muestra en la Figura Al1.1:

Grados de libertad del Numerador
g.d.l 1 2 <} 4 = 6 7 8 9 10

31 4,160 3,305 2,911 2,679 2,523 2,409 2,323 2,255 2,199 2,153
32 4,149 3,295 2,901 2,668 2,512 2,399 2,313 2,244 2,189 2,142
33 4,139 3,285 2,892 2,659 2,503 2,389 2,303 2,235 2,179 2,133
34 4,130 3,276 2,883 2,650 2,494 2,380 2,294 2,225 2,170 2,123

35 4,121 3,267 2,874 2,641 2,485 2,372 2,285 2,217 2,161 2,114
40 4,085 232 2,839 2,606 2,449 2,336 2,249 2,180 2,124 2,077
60 4,001 2,758 2,525 2,368 2,254 2,167 2,097 2,040 1,993
80 3,960 : 2,719 2,486 2,329 2,214 2,126 2,056 1,999 1,951
90 3,947 3,098 2,706 2,473 2,316 2,201 2,113 2,043 1,986 1,938

100 3,936 3,087 2,696 2,463 2,305 2,191 2,103 2,032 1,975 1,927

120 3,920 3,072 2,680 2,447 2,290 2,175 2,087 2,016 1,959 1,910
inf. 3,841 2,996 2,605 2,372 2,214 2,099 2,010 1,938 1,880 1,831

Fig. A1.1 Ejemplo de la ubicacion de un valor en la tabla de la distribucion de Fisher, basado en
los grados de libertad.

Asi para nuestros datos de la tabla 4 tenemos F,(2,69) = 3.1. por ultimo se
compara el valor que deberian tener nuestros datos en la distribucion de Fisher (F,)
con el valor real obtenido (F,4;i,), de esta forma si F,..+;, > F, se rechaza la hipotesis
nula (Hy), lo que indica que entre las medias poblacionales existe una diferencia
significativa, esto es, se acepta la hipotesis alternativa. Generalmente suele

reportarse el valor del estadistico “p”, el cual nos indica la probabilidad de obtener,

por azar, una diferencia mayor de la observada, cumpliéndose que no haya
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diferencia real en la poblacién de la que proceden las muestras, asi que el hecho
de que p < 5%, indica que es improbable que los resultados se deban al azar,
rechazando H, y justificando que la diferencia es real. Los resultados de este estudio

de ANOVA suelen reportarse de la siguiente forma: F(N — k, k) = Fy4ti0, P-

Ahora si mediante un estudio ANOVA se acepta la hipotesis alternativa (al
menos dos de las medias son significativamente diferentes) se realiza un analisis t-
test, para identificar cuales de las medias son diferentes, este estudio es conocido

como un analisis post-hoc. Para el andlisis de nuestros datos se uso el Tukey’s test.

Por otro lado existe lo que se conoce como una prueba t, esta prueba es
usada para analizar las diferencias entre dos conjuntos de datos a los cuales se les
mide la misma variable, esta basada en la aceptacién o rechazo de la hipotesis nula,
en funcion del valor p, donde si p > a (a es el valor de significancia) se acepta la

hipétesis nula, por lo contrario si p < a se rechaza la hipotesis nula.
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Apéndice 2

En este apartado se muestran las matrices de Mueller obtenidas para los 4

especimenes en los 4 segmentos estudiados, cada matriz mostrada proviene del

promedio de las 6 mediciones realizadas en cada segmento y cada término contiene

Su error experimental.

Tabla A2.1 Matrices obtenidas para el espécimen D. withei, en los 4 segmentos estudiados. Cada matriz
mostrada es el promedio de las 6 mediciones realizadas y cada término contiene su error experimental.

Segmento D. withei

1.000 —0.009 +0.011  0.000 + 0.026 —0.006 + 0.019
Telson o — |~0011£0014 015140045  0.050 £0.020 —0.005 +0.026
0.009 + 0.010  0.056 + 0.030 —0.115+ 0.040  0.004 + 0.015
—0.011+0.019  0.007 + 0.018  0.014 + 0.022 —0.064 + 0.019

1.000 0.001+0.018  0.004 +0.023  0.001 + 0.036

Pinza b — |~0.013£0019 0148+0.055 0.049%0.025  0.008 +0.030

= -0.004 + 0.031 0.083+0.030 —0.154 + 0.043 —0.002 + 0.030

|—0.012 4+ 0.036 0.015+ 0.031  0.004 +0.023 —0.130 + 0.042,

1.000 0.000 + 0.012 —0.003 4+ 0.022  0.009 + 0.026

_ |-0.004 + 0016 0.024+0.014 0.018+0.015 —0.004 + 0.010

Mesosoma4 | M =1_,1151 0037 002140018 —00624+0.018 0.014 + 0.028
|—0.023 +0.034 0.012 + 0.020 —0.020 + 0.024 —0.025 + 0.014

1.000 —0.012+0.012  0.008 + 0.025 —0.006 + 0.016]

_10.005+0.018  0.082+0.029  0.035+ 0.015  0.001 + 0.012

Mesosoma 7 | M =10007%0026 0.050 + 0.020 —0.073 + 0.022 —0.003 + 0.018
0.006+0.016  0.012+0.011  0.002 +0.013 —0.061 + 0.020

Tabla A2.2 Matrices obtenidas para el espécimen M. aff. subcristatus, en los 4 segmentos estudiados. Cada
matriz mostrada es el promedio de las 6 mediciones realizadas y cada término contiene su error experimental.

Segmento M. aff. subcristatus
1.000 —0.002 £ 0.018 —0.001 £+ 0.033 —0.005 % 0.026
Telson M= —0.045 £ 0.018 0.572 £ 0.035 0.086 + 0.015 0.013 £+ 0.020
| 0.034+0.012 0.095 + 0.020 —-0.552+0.070 —-0.029 + 0.015
—0.051 £ 0.016 0.051 + 0.022 0.034 £ 0.033 —0.499 £ 0.072
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Pinza

Mesosoma 4

Mesosoma 7

1.000
—0.020 £ 0.029
0.022 + 0.033
| —0.038 £+ 0.026

1.000
—0.023 £+ 0.029
0.012 +£ 0.021
[—0.032 £ 0.019

1.000
—0.013 £ 0.032
—0.003 £ 0.041

[—0.037 £ 0.028

—0.010 £ 0.028
0.539 £ 0.035
0.054 £+ 0.028
0.024 + 0.019

—0.027 £ 0.017
0.375 £ 0.050
0.023 £ 0.029
0.029 £+ 0.028

—0.021 £ 0.022
0.294 £+ 0.025
0.078 + 0.032
0.052 £ 0.021

—0.001 £ 0.032

0.065 £ 0.052
—0.501 £ 0.031
—0.095 £+ 0.033

0.005 £ 0.018
0.029 £ 0.034
—0.370 £ 0.040
—0.047 £ 0.024

0.042 £+ 0.025
0.011 £ 0.032
—0.260 £+ 0.015
—0.040 £ 0.031

—0.017 £ 0.032]

0.002 £+ 0.028
—0.062 £ 0.026
—0.446 £+ 0.042]

—0.002 £ 0.016]
0.002 + 0.025
0.021 £+ 0.027

—0.304 £ 0.048]

0.002 + 0.028]
—0.014 £+ 0.025
0.020 + 0.041
—0.187 £ 0.040]

Tabla A2.3 Matrices obtenidas para el espécimen M. aff. variegatus sp2, en los 4 segmentos estudiados. Cada
matriz mostrada es el promedio de las 6 mediciones realizadas y cada término contiene su error experimental.

Segmento M. aff. variegatus sp2
1.000 —0.023 + 0.027 0.021 £ 0.021 —0.009 £+ 0.027]
Telson M= —0.028 £ 0.029  0.632+0.050 0.022+0.032  0.002 £+ 0.017
—0.010 £ 0.026  0.038 +£0.034 —0.584+0.033 —0.015 % 0.020
|—0.039 £ 0.032  0.037 £ 0.028 —0.015+ 0.042 —0.586 + 0.019]
1.000 —0.002 + 0.017 0.001 £0.019 -0.018 + 0.033]
Pinza M= —0.001 £ 0.026 0.290 + 0.025 0.082 + 0.032 0.001 £+ 0.028
| 0.010+0.011 0.051 +£0.032 —0.265 + 0.035 0.010 + 0.029
|—0.017 + 0.018 0.017 £0.021 -0.046 + 0.032 —0.228 £+ 0.029]
1.000 —0.010 £ 0.017 —-0.004 +0.019 -0.008 £ 0.016]
Mesosoma 4 | M = —0.023 £0.022  0.540 £ 0.055  0.083 £ 0.020 —0.001 + 0.026
| 0.020 £0.032 0.035 +£0.029 —-0.617 + 0.045 0.015 £ 0.027
[—0.038 + 0.021 0.040 + 0.033 0.028 +0.032 —-0.573 £+ 0.039]
1.000 —0.038 £ 0.023 0.004 £ 0.027 —0.004 £+ 0.026]
Mesosoma 7 | M = —0.048 + 0.013 0.592 £ 0.039 0.080 + 0.032 —0.007 £ 0.027
~ |-0.006 + 0.022 0.095 £ 0.035 —-0.529 + 0.032 0.005 £ 0.032
[—0.026 + 0.021 0.027 £ 0.021 -0.020 £ 0.033 —0.449 £ 0.040]
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Tabla A2.4 Matrices obtenidas para el espécimen C. aff. crassimanus, en los 4 segmentos estudiados. Cada
matriz mostrada es el promedio de las 6 mediciones realizadas y cada término contiene su error experimental.

Segmento C. aff. crassimanus

1.000 —0.015+0.017  0.019 + 0.033  0.005 + 0.018]
Telson V- |-00074£0025  0492%0075 0048+0052 0019 +0.019
—0.003+0.023  0.039+0032 —0454+0.071 0.011 + 0.027
|—0.015 4 0.029  0.009 + 0.022 —0.012 + 0.021 —0.400 + 0.019]
1.000 —0.005+0.016  0.006 + 0.033 —0.007 + 0.018]

Bina - |~002240017  0317%0039  0089%0035 0006+ 0.015
0.001+0.032 0077+ 0.026 —0.298+ 0.045  0.020 + 0.024
|0.012 £ 0.041  0.042 + 0.035 —0.035 + 0.013 —0.204 + 0.040]
1.000 —0.052 +0.021 —0.013+0.021  0.017 + 0.026]
_1-0.021+0017 0368+0.052  0.042 +0.052 —0.015 + 0.029

Mesosomad | M=1_, 006+ 0023 0058 +0.028 —0.343 % 0.054  0.030 + 0.036
|0.011 £ 0.029  0.020 + 0.033 —0.058 + 0.041 —0.237 + 0.051]

1.000 0.014 +0.028 —0.020 + 0.028 —0.011 + 0.028

_|-0.005+0.015 0372+0.022 0041 +0.029 0.004 + 0.026

Mesosoma 7 | M =1 500210028 0.084% 0030 —0.383+0.042 0.000 + 0.029

—0.011+0.026 0.026 + 0.027 —0.012 + 0.035 —0.284 + 0.037
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