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Phytoplankton Seasonal and Interannual Variability in Barcelona Coast

Abstract — During the period from March 2003 until December 2015 two transects in
the NW Mediterranean consisting of 8 vertical stations were carried out once per month
in order to study the physical, chemical and optical conditions of the spots of interest.
One station of them is studied in order to determine the chlorophyll concentration
distribution through the vertical profile of the water column and throughout the year
during the period of the temporal series. Also other parameters as nutrients, salinity and
temperature were studied. The chlorophyll maximum through the year is given during
February and March both in depth and surface samples where nutrients concentration is
an important contributing factor. Chlorophyll data is obtained by means of two different
methods as Fluorimeter and fluorescence optical sensors which will be compared in

order to estimate the quality of the obtained data.

Resumen — Durante el periodo de Marzo de 2003 hasta Diciembre de 2015 dos
transeptos compuestos por 8 estaciones verticales fueron realizados mensualmente para
el estudio de condiciones fisicas, quimicas y 6pticas de los puntos de interés. Una
estacion concreta de entre las realizadas es estudiada para determinar la distribucion de
la concentracion de clorofila a través del perfil vertical de la columna de agua y a lo
largo del afio durante el periodo de la serie temporal. También otros parametros como
nutrientes, salinidad y temperatura fueron estudiados. Los maximos de clorofila anuales
se dan en Febrero y Marzo ambos en muestras de superficie y en profundidad en el que
la concentracion de nutrientes es un factor implicado importante. Los datos de clorofila
se obtienen mediante dos diferentes métodos, Fluérometro y sensores Opticos de
fluorescencia los cuales han sido comparados por tal de estimar la calidad de los datos

obtenidos.




Variabilidad Estacional e Interanual del Fitoplancton en la costa de Barcelona.

1 Introduccion

El fitoplancton estd formado por microorganismos autotrofos vegetales con capacidad
fotosintética al poseer un pigmento fotosintético llamado clorofila-A comuin a todos los
organismos autotrofos. Este pigmento de clorofila-A una vez cuantificado se puede
relacionar con la concentracion de fitoplancton. Entre sus diferentes especies mas
caracteristicas que se pueden encontrar en agua de mar estan las diatomeas,
dinoflagelados, cocolitoforidos, silicoflagelados entre otros. Los tamafios de estos
organismos estan comprendidos entre 2 -200 micras y pueden hallarse tanto en
superficie como a mayores profundidades, dentro de la zona fética en la que penetra la

radiacion activa fotosintéticamente (PAR) que les permite realizar la fotosintesis.

Este trabajo pretende como objetivo estudiar la variabilidad de la concentracién de
fitoplancton a través del tiempo a la vez que establecer los factores determinantes en la
evolucion del mismo al largo de los afios. Para ello se tendré que tener en cuenta como
es la variacion estacional anual (amplitud y periodicidad) e interanual (tendencias) de la
concentracion del fitoplancton en el punto de muestreo, mediante el calculo de la
concentracion de clorofila-A a partir de los datos de fluorescencia de un sensor in situ y
a través de una correlacion con los datos de la concentracion obtenida con el
fluorémetro en el laboratorio, por lo que la comparativa metodoldgica para la obtencién

de valores de concentracion de clorofila-A serd también objeto de estudio.

Se ha visto que las fluctuaciones en la produccion primaria de fitoplancton ofrecen
cierta regularidad con el retorno de valores maximos o minimos, por lo que el estudio
de estas fluctuaciones no solo tiene interés en si mismo sino que puede proporcionar
informacion de cuéles son los factores clave que gobiernan la produccion.

(De Margalef ,1968).

El interés de estudiar la produccion primaria de fitoplancton radica en su importancia en
la cadena trofica marina y sus servicios ecoldgicos en el medio marino a la vez que al
ser organismos autotrofos fijadores de carbono contribuyen a la fijacion del gas de

efecto invernadero anhidrido carbonico, participando en el ciclo del carbono.




1.1 El fitoplancton y la red tréfica marina

La concentracion total, estacional e interanual de la poblacion fitoplancténica tiene gran
importancia en la red tréfica marina al ser estas microalgas la base de la cadena
alimentaria , las especies del mar dependen en cierta medida del fitoplancton como
productores primarios que son, muchas larvas de zooplancton se alimentan de él a la vez
que el zooplancton es consumido por otros eslabones de la cadena alimentaria marina
hasta llegar a los niveles troficos mas altos, es decir si un eslabon se ve afectado
repercutird en el resto de la cadena. La interaccion alimentaria en un ecosistema puede
representarse a través de cadenas y redes troficas donde cada elemento de la cadena se

alimenta del anterior y sirve de alimento al siguiente.

Una red trofica es un conjunto de cadenas alimentarias interconectadas. En las cadenas
y redes troficas podemos distinguir varios niveles troficos. EI primer nivel tréfico lo
constituyen los productores (fitoplancton, algas y plantas marinas, entre otros
organismos), que son capaces de producir su propio alimento. El segundo nivel esta
ocupado por los consumidores primarios, que se alimentan de los productores. El
tercero lo ocupan los consumidores secundarios, que se alimentan de los consumidores
primarios. Mas alla se encuentran los consumidores terciarios. Los descomponedores se

encargan del reciclaje de la materia.

1.2 Dinamica del Fitoplancton en la zona de estudio

La zona donde se ha venido realizando el estudio es el Nord-Oeste del Mediterraneo, en
esta region oligotrofica se espera que durante los inviernos se dé mezcla vertical y
afloramientos costeros como mecanismo basico de enriquecimiento de nutrientes y que
el fosforo sea el nutriente limitante mas importante seguido del nitrogeno. El
Mediterraneo presenta una serie de estructuras de mesoescala que favorecen
significativamente la entrada de nutrientes en la zona fética, donde llega la luz, en la
zona Noroccidental estas estructuras de mesoescala incluyen los frentes y las zonas de
divergencia de los mares Liguro-Provenzal y el que se centra el presente estudio, el
Catalano-Balear. Este tipo de zonas han sido reconocidas durante las ultimas décadas
como influyentes en la produccion planctonica. En el mar catalan el frente plataforma-

talud y la divergencia central situada entre la peninsula y las Islas Baleares contribuyen




variablemente a la fertilizacion de la zona fética, el frente de plataforma-talud parece ser
mas importante en primavera y la divergencia al final del periodo de estratificacion. (De
Estrada,1996), es decir que el perfil de la columna de agua durante la mezcla vertical no
presenta estratificaciones indicando que las condiciones son homogéneas a lo largo de
la columna de agua y ocurre lo contrario cuando hay estratificacion, no se presenta

mezcla y los datos obtenidos del perfil de columna presentan mas heterogeneidad.

Se considera que en los meses de verano la curva del perfil vertical de la columna del
agua de mar estd menos mezclada, muestra un perfil clasico de temperatura, incluyendo
una capa superficial de temperatura similar en la capa de mezcla y una zona de
gradiente acusado, presentando termoclina estacional. Por lo que los pardmetros de
temperatura salinidad y el fitoplancton que hay en ese momento tenderan a estar mas
estratificados existiendo mas variabilidad a lo largo de la columna, mientras que en
invierno al existir mezcla en la columna de agua, el gradiente es menos acusado,
presentando termoclina permanente y los valores de los pardmetros seran mas

homogéneos a lo largo de la columna de agua. (De Varela, 2008).

Se ha visto que las poblaciones de fitoplancton son muy variables durante un afo, y
también entre los afios siguientes. El fitoplancton se somete a un fuerte ciclo estacional
en aguas abiertas donde los valores de la clorofila y la dindmica planctonica se pueden
predecir anualmente (De Romero, 2014) de la misma manera que las plantas hacen en
tierra. Florecen en primavera, mueren en el otofio, y luego al afio siguiente todo vuelve
a la vida de nuevo. El fitoplancton en el océano analogamente realiza las mismas
funciones que realizan las plantas terrestres, fijan carbono y precisan de nutrientes para
realizar la fotosintesis adecuadamente, por lo que ahi radica el interés en la comprension
de que es lo que controla, cudndo se genera y dénde ocurre la floracion de la

primavera.

Las zonas cercanas a la costa sometidas a la presion urbana y a las actividades
antropogénicas como es la zona de estudio suelen mostrar una leve estacionalidad y
varios factores que hacen dificil mostrar un comportamiento definido en sus maximos
de concentracion (De Romero, 2014) donde los fendmenos fisicos naturales se ven

afectados por alteraciones antropogenicas.




1.3 El fitoplancton y la evolucion del clima

Por otro lado la concentracion total, estacional e interanual de la poblacion
fitoplanctonica también tiene gran importancia en la evolucion del clima debido a su
capacidad de fijar carbono en la llamada ‘“bomba bioldgica oceanica”, por lo que su
estudio es relevante no sélo en aspectos del rol que desarrolla en la cadena alimentaria
marina sino también a efectos de cambio climatico ya que el CO;, que es uno de los
gases de efecto invernadero, es absorbido en gran parte por el fitoplancton permitiendo
asi una via de entrada en el llamado ciclo biogeoquimico del carbono.

Las algas microscopicas que constituyen el fitoplancton absorben el CO, que se ha
disuelto en el agua en contacto con la atmdsfera para, como cualquier planta verde
terrestre, sintetizar materia organica con la ayuda de la energia de la luz. Aunque la
mayor parte del carbono incorporado en la materia orgénica de estas células es devuelto
rapidamente (en unos pocos dias 0 semanas) a la atmosfera a través del proceso de
respiracion, una pequefia pero significativa parte del carbono es "exportado” hacia el
fondo simplemente por la tendencia de las células a sedimentar, tendencia que es mas
acusada cuanto mayor es su tamafio. Este proceso de sedimentacion es la via principal
mediante la cual el carbono viaja desde la atmdsfera hacia las aguas profundas una vez
incorporado en el interior de las células del fitoplancton donde a través de los
sedimentos podra ser almacenado en depdsitos entrando en la parte geoldgica del ciclo
del carbono. (De Rodriguez,2001)

1.4 El fitoplancton y los nutrientes

Ademas de energia luminosa, la actividad bioldgica del fitoplancton requiere, como
cualquier planta verde, el aporte de nutrientes inorganicos, compuestos fertilizantes de
nitrégeno, foésforo, amonio, silicato que son generados en las aguas profundas como
resultado de la actividad de las bacterias que descomponen la materia organica
sedimentada. La actividad de estas microalgas se encuentra asi comprometida por una
caracteristica del ecosistema oceanico (y de otros muchos ecosistemas acuéticos): donde
hay luz no hay nutrientes y donde hay nutrientes no hay luz. Se requiere, por tanto,
algin mecanismo que permita eliminar esta separacion fisica, mecanismo que en el

océano toma principalmente la forma de movimientos ascendentes de agua que




transportan los nutrientes desde las aguas profundas y oscuras hasta las aguas
superficiales e iluminadas, el mecanismo de Ekman. La tension del viento que sopla a lo
largo de la superficie del mar provoca el movimiento de la capa de agua inferior
inmediata, debido a la baja viscosidad del agua esta tension no es transmitida a toda la
columna de agua, sino que se va equilibrando con la fuerza de Coriolis en una
profundidad de 10 a 200 metros de espesor. (De Zufiiga, 2010). Estos movimientos
verticales tienen consecuencias especialmente notables en determinadas regiones del
océano (las llamadas "zonas de afloramiento™) donde el fuerte crecimiento vegetal, que
se traduce en poblaciones mas densas y abundancia de células de gran tamafio, sostiene
una elevada biomasa de animales consumidores (herbivoros, carnivoros), lo que
finalmente suele traducirse en la abundancia de recursos bioldgicos explotables por el
hombre (ejemplos tipicos son los enormes recursos pesqueros existentes en las regiones
de afloramiento del Sahara, de Chile-Per(, entre otros). Es inmediato predecir entonces
que en estas regiones de movimientos verticales ascendentes y de aumento puntual de
estos nutrientes esenciales para el fitoplancton de las profundidades oscuras a la
superficie iluminada favorece su proliferacion , es inmediato predecir entonces que en
estas regiones de movimientos verticales ascendentes y de aporte de nutrientes se
produce una mayor exportacion de carbono en forma particulada hacia las aguas
profundas (células grandes que sedimentan rapidamente, particulas fecales de animales,
etc), flujo que, en definitiva, representa el bombeo bioldgico de carbono iniciado con la
actividad primaria de la comunidad de fitoplancton, por eso juegan un papel muy

importante en la regulacion del clima.

Al estar disponibles mas cantidad de nutrientes esenciales, el fitoplancton puede
desarrollarse en mayores concentraciones por lo que implica a su vez una mayor tasa de
fijacion del carbono disuelto disponible en el océano, al aumentar su poblacion, se
produce también una mayor produccion primaria, es decir mas produccion de materia
organica gracias a sus procesos fotosintéticos como organismos autétrofos.

(De Rodriguez,2001)

El transporte de Ekman es frecuentemente usado para cuantificar de manera general la
intensidad del fenomeno de afloramiento costero, sin embargo puede también detectarse
experimentalmente con medidas de temperatura ya que eleva aguas frias cerca de la

costa, curvandose hacia arriba las isotermas en las proximidades de la misma, teniendo
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en cuenta que a mayor intensidad del viento mayor es la profundidad caracteristica de la
capa de Ekman, por lo que mayor sera la profundidad de las aguas que ascienden y

renuevas las capas superficiales. (De Varela, 2008).

1.5 Descripcion del punto de estudio (contexto geoldgico, caracteristicas fisico-bio-

quimicas)

El estudio se va a centrar en la interpretacion de los datos de los pardmetros ambientales
recogidos a lo largo del tiempo, tomados en un Unico punto de la zona costera de
Barcelona con coordenadas conocidas. Este punto de muestreo es el que se va a tener en
cuenta para el estudio de su columna de agua a lo largo de los afos, sin embargo para la
comparativa de métodos de determinacion de clorofila se afiadiran exclusivamente para
este objetivo otros puntos de la campafia que seran tenidos en cuenta para disponer de

mas datos y tener una comparativa entre metodologias mas solida.

A lo que se refiere al contexto geoldgico el area de estudio se encuentra delimitada por
la influencia de dos rios, EI Besds desembocando en el norte y el Llobregat
desembocando en el sud de la zona de estudio con sus respectivos aportes
sedimentarios, agua dulce y nutrientes. También se encuentra el puerto Olimpico en sus
inmediaciones y en el sud del punto de muestreo otra actividad portuaria, el Puerto de
Barcelona modificando las corrientes marinas naturales tanto para el transporte de
sedimento como por el desplazamiento de otra materia en suspension, como puede ser
en este caso el fitoplancton. El &rea de estudio esta sometida a una fuerte influencia
antropogénica, existen emisarios de aguas de escorrentia procedentes de la ciudad,
situados tanto al norte como al sur del punto de muestreo, aportando agua de escorrentia
cuando llueve rica en desechos, particulas y contaminantes que vienen siendo

arrastrados de la ciudad al mar.

El clima Mediterraneo de la zona de estudio se caracteriza por tener veranos secos e
inviernos himedos. La sequia estival esta asociada a la influencia de las altas presiones
de los sistemas anticiclonicos semipermanentes. La temperatura en verano varia entre

suave y calurosa y los inviernos son frios pero mas suaves cerca del mar.

En el mar catalano-balear se impone un ciclo estacional el cual presenta unas fuertes

diferencias interanuales, sufre cambios a corto plazo debido a los forzamientos
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meteoroldgicos y la heterogeneidad hidrografica interactia para producir inputs
intermitentes de nutrientes en los estratos mas elevados, a través de mecanismos tales
como la inestabilidad en los frentes o la ruptura de olas internas en la termoclina
(donde la temperatura cambia rapidamente con la profundidad) , estos eventos pueden
crear crecimiento repentino de fitoplancton lo cual influye en los otros niveles tréficos.
(De Estrada,1996)

En esta zona del mar Mediterrdneo se espera que el maximo de clorofila en profundidad
generalmente coincida mas con la el aporte de nitrogeno que no con las superficies de
igual densidad, isopicnas, lo que indica que la distribucion de la clorofila asociada con
la produccion primaria son influenciadas inicialmente por el aporte de nutrientes. (De
Lohrenz, 1987)

Puede producirse en esta zona del Mediterrdneo interaccion entre la ruptura de los
frentes de olas en la plataforma continental y la topografia del fondo, produciendo
remolinos y corrientes de subida las cuales pueden favorecer eventos de fertilizacion.
(De Font ,1986)

El muestreo original incluye 2 transeptos, el primero con cuatro puntos 1.1, 1.2, 1.3y
1.4 delante del Port Olimpic de Barcelona perpendicular a la costa y el segundo
transepto también perpendicular a la costa mas al norte cercano a la desembocadura del
Rio BesOs con otros cuatro puntos de muestreo 2.1, 2.2, 2.3 y 2.4. Las primeras 20
campanas fueron bautizadas con el nombre de Habes, luego pasaron a llamarse Pudem

dandole un numero correlativo a cada mes.
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Figural: Puntos de muestreo de la campafia mensual durante 2002 y 2015. (De Soto, 2015)

Para el presente estudio considerando el volumen de datos de todos los puntos se ha
hecho hincapié en un punto exclusivo del primer transepto, el 1.3 con las coordenadas
Latitud Norte 41 22.710 y Longitud Este 2 12. 504.

En la siguiente figura esta delimitado el punto de muestreo, con una columna de agua de
30 metros de profundidad situado a pocas millas del puerto Olimpico y de la costa
ubicado entre dos emisarios situados en los diques perpendiculares a la costa en forma

de diapason, uno al Norte y otro al Sur del punto de estudio.
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Figura2: Mapa de la costa de Barcelona con zoom de la zona del muestreo delimitada por dos

emisarios y dos desembocaduras.

2 Metodologia

La metodologia del estudio incluye la propia del muestreo in situ en la embarcacion
para las muestras de agua de mar, la captacion y procesado de los datos obtenidos con
sensores medioambientales y la parte de los ensayos de laboratorio con las muestras
recogidas. Por otro lado se han realizado unas representaciones gréficas para la
obtencion de los datos de la concentracion de clorofila-a a partir de la fluorescencia,
para luego proceder a la interpretacién de las mismas para poder desarrollar la

comparativa metodologica.

Para la realizacion del muestreo de la serie temporal 3 técnicos y el patron de la
embarcacion realizan salidas mensuales. Las caracteristicas de la embarcacion son las
siguientes modelo ASTINOR 740 fabricada con Fibra de vidrio con una Eslora de 7,40
m y Manga 2,80 m, alcanza una velocidad mé&xima de 11 nudos con capacidad para 8
personas dotada con una polea que soporta 200 Kg de la que se suspende el CTD para la
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toma de datos de la columna de agua, que junto con un cuenta metros se puede
comprobar la profundidad alcanzada desde a bordo a lo largo de su bajada por la
columna de agua. También se dispone de una sonda a bordo que marca la profundidad

real que se tiene en un punto dado al desplazarse con la embarcacion.(De Guillén,2016).

Las salidas son desde el Puerto Olimpico, enclave muy cercano al punto de muestreo
cuyas coordenadas son conocidas. Una vez alli se procede a tomar nota de las
coordenadas del punto y con unos cubos se coge agua superficial para la toma de
muestra de los nutrientes y el fitoplancton. Mientras tanto se introduce el CTD con los
sensores en el agua y se espera dos minutos para su estabilizacion después de la puesta
en marcha de la bomba de agua. Una vez estabilizado el CTD se va bajando con la
polea mecénica lentamente mientras los sensores van grabando los datos que seran

descargados y procesados con el software pertinente tras la campafia.

Se han ido tomando datos del perfil de columna de agua con el CTD desde 2002 hasta la
actualidad con los pardmetros de temperatura, salinidad, fluorescencia, turbidez desde
marzo de 2002 hasta diciembre de 2015. Se va a hacer un andlisis estadistico de la serie
temporal disponible para estos pardmetros para determinar su influencia sobre el
fitoplancton. El andlisis estadistico constara del calculo de las medias mensuales a
través de los afos para cada parametro para asi poder estimar las tendencias interanuales
asi como la representacion grafica de dichos pardmetros para evaluar su

comportamiento.

También los resultados de este periodo de tiempo de la concentracion de clorofila-A
mediante los ensayos con fluorometro de laboratorio y los valores de la concentracion
de nutrientes de las muestras de agua tomadas en superficie y fondo durante las

campafas han sido tenidos en cuenta y evaluados con representacion grafica.
2.1 Descripcion de la metodologia para la obtencidn de datos y muestras.

Para la toma de muestras del estudio in situ de agua tanto de superficie como de fondo
se ha usado por un lado la recogida de datos de la columna de agua con el CTD y por el
otro lado se han recogido muestras de agua tanto en superficie como en profundidad
para analizar en el laboratorio, la toma de muestras en la embarcacion permite realizar
estudios tanto in situ, mediante el uso de sensores de fluorescencia que detectan el

pigmento fotosintético, o ex situ como son los analisis de las muestras de agua
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recogidas para la determinacién de la concentracion mediante analisis de clorofila con el
fluorémetro y la concentracion de nutrientes en el laboratorio. Para la toma de muestras
de agua en profundidad se utiliza una botella Niskin, montada en serie con el CTD en

el cable de acero que pende de la grua de la embarcacion.

Figura3: Jaula del CTD con los sensores medioambientales y botella Niskin

montados en la grda para el muestreo del perfil de la columna de agua

Cuando la botella alcanza la profundidad deseada un peso
metalico ("mensajero™) se deja caer deslizandose por el cable
para asi accionar el mecanismo de cierre de la botella Niskin que
consta de valvulas o tapas superior e inferior que son mantenidas
abiertas por cordones (usualmente de nylon) y cerradas por una
venda elastica que corre por dentro de la botella, al liberar la
tension que las mantiene abiertas atrapa el agua al impactar el
peso enviado a través del cable de acero que la sostiene estable
en la profundidad de interés. El cilindro de la botella se fabrica

de plastico lo cual elimina las reacciones quimicas entre la

botella y la muestra que podria interferir con la mediciéon de
substancias trazas. Puesto que la botella Niskin es fija en el cable en dos puntos hace

mas facil aumentar su volumen de muestra asi como su estabilidad para muestrear.

El CTD es introducido en el agua y se mantiene durante dos
minutos en superficie para la estabilizacion de los sensores por
tal de obtener datos fiables antes de empezar el descenso por la
columna de agua. Los datos de superficie de salinidad
temperatura y fluorescencia son grabados mientras
simultaneamente se recogen muestras de agua en superficie que
serviran para realizar las correlaciones en el caso de la

fluorescencia y la clorofila o comparar datos obtenidos entre los

sensores ambientales y las metodologias del laboratorio.

Figura4: CTD grabando datos en superficie de la columna de agua con botella Niskin abierta para

captar agua de la profundidad deseada.
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Figura5: Toma de muestra de agua de profundidad con botella Niskin.

Para la toma de muestras de agua la botella Niskin dispone de un
grifo que facilita el muestreo, para el fitoplancton se utilizan botes de
plastico que se enjuagan con el agua de mar de la muestra tanto de
fondo como de superficie y se guardan en nevera sin luz directa y con
placas de hielo. Para la toma de muestra de los nutrientes se utilizan
dos probetas de muestra duplicada tanto para superficie como para
fondo que se enjuagan 3 veces y se conservan con hielo picado en la

nevera al resguardo de la luz directa para ser analizados

posteriormente en el laboratorio.

2.2 CTDy Sensores Ambientales incorporados.

En la actualidad, el instrumento estandar que se utiliza para medir la temperatura,
salinidad y a menudo también el contenido en oxigeno disuelto es el CTD (Por sus
siglas en inglés: Conductivity Temperature and Depth (conductividad, temperatura y
profundidad). Cada uno de los sensores del CTD emplea el principio de la medida
eléctrica. Un termometro de platino cambia su resistencia eléctrica con la temperatura.
Si se incorpora un oscilador eléctrico, un cambio en su resistencia produce un cambio
de la frecuencia del oscilador, que puede ser medido. La conductividad del agua de mar
se puede medir de una manera similar como el cambio de la frecuencia de un segundo
oscilador, y un cambio en la presion produce un cambio de la frecuencia en un tercer
oscilador. Esto produce lecturas continuas de temperatura y conductividad en funcion

de la profundidad a una razén de hasta 30 lecturas por segundo.

ElI CTD graba datos de bajada y subida al desplazarse por la columna de agua por lo que
considerando que la columna de agua esta menos perturbada al bajar, los datos con los
que se realizara el estudio son los de bajada por la columna de agua. Los datos brutos
son adquiridos con el software del instrumento que proporciona el fabricante. Estos
datos se filtran para eliminar distintos tipos de errores (ruidos, datos fuera de los rangos
climatoldgicos...) en el proceso del control de calidad. Incluso procediendo de una

manera muy rigurosa en la estrategia de la planificacion de adquisicion, pueden quedar
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errores asociados a la misma técnica de medicion, pudiendo modificar los parametros

que se quieren medir. (De Soto, 2015)
2.2.1 Sensores Opticos de Fluorescencia. Determinacion de clorofila (In Situ)

Para determinar la concentracion de clorofila in situ se han usado sensores Opticos de
fluorescencia. Segun el modelo usado se pueden obtener valores de fluorescencia o

valores de concentracion de clorofila directamente ya calculados por el modelo.

Este método Optico se basa en el hecho de que la clorofila, al ser excitada por la
radiacion solar, tiene la capacidad de re-emitir fotones aproximadamente en 685 y 740
nm (De Espinosa, 2011). Después de fluorescer, la clorofila regresa a su estado estable.
La relacion entre la fluorescencia y la cantidad de clorofila activa es directamente

proporcional (De Damm ,2010)

Los modelos que detectan la fluoresceina como el Seapoint Fluorescein Fluorometer
(SFF) es un sensor analdgico que excita la fluoresceina mediante una lampara LED
verde y un filtro de excitacion. La luz emitida por la fluoresceina pasa a través de un
filtro de emision de color naranja y es detectada por un fotodiodo de silicio. La sefal
recibida se procesa y se genera un voltaje de salida proporcional a la concentracion de
fluoresceina. Mediante una correlacion interna calibrada en el sensor se pueden pasar

los datos de fluorescencia a valores de clorofila.

Se han usado 4 sensores de fluorescencia a lo largo de la serie temporal, el Sea Tech
Fluorometer 228 y 2205, el Seapoint 2774 Chlorophyll Fluorometer y el actualmente
en uso Wetstar a lo largo de diferentes campafas durante la serie temporal de 13 afios
de duracion hasta la actualidad, montados en varios CTD (ICM/UTM) segln se indica

en la tabla 1 mas abajo.

Los valores obtenidos del 228, 2774 y 2205 son de fluorescencia mientras que para el
Wetstar se obtiene el dato directo de concentracion de clorofila calculado previamente
por el sensor (ug/L) , por lo que se deben hacer correlaciones para los tres primeros 228
2774 y 2205 entre la fluorescencia obtenida con el sensor y el valor de clorofila
obtenido en el laboratorio para la misma muestra y mediante la ecuacion de la recta

obtenida, realizar el célculo para obtener el valor de la concentracion de clorofila
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(ug/L), ya que la fluorescencia de la clorofila no es una medida directa para cuantificar
su concentracion pero indirectamente indica su cantidad. Al hacer la fotosintensis parte
de la energia absorbida es transferida como energia de excitacion y atrapada por el
centro de reaccion, en donde es utilizada para hacer trabajo quimicamente util, y la otra
parte disipada principalmente como calor y en menor grado es la fluorescencia
reemitida como energia luminosa de menor energia (De Gonzélez,2008)

CTD Obtencién  Necesaria Campanfas
CONFIGURACI del dato Correlacion realizadas

ON Obtencion Chl

( flaores vs chl-
lab )
SEATECH 228 25729004.con Fluorescencia Si Habes 1-20
(UTM) Pudem1-7
SEATECH 228 0104B.con Fluorescencia Si Pudem 25-27/
(ICM) Pudem 37-78
SEATECH 2205 25097.con Fluorescencia Si Pudem 12-17
(UTM)
SEAPOINT 2774 25097bis.con Fluorescencia Si Pudem 18-24/
(UTM) 28-36
WETSTAR 104 _10w.con Chl No Pudem  79-
(ICM) 135

Tablal. Diferentes sensores de fluorescencia usados en diferentes CTD durante la serie temporal y a

tener en cuenta para la interpretacion de los datos obtenidos en cada campafia.

2.3 Andlisis de Laboratorio Fluorémetro, principio de fluorimetria y método del

analisis de clorofila-a. (Ex situ).

Para la determinacion de la concentracion de clorofila ex situ con las muestras de agua

recogidas de superficie y de fondo se ha usado un fluorémetro Turner-Designs.

A nivel fotoquimico la fluorescencia se da cuando una molécula de clorofila vuelve a su

estado fundamental después de haber sido excitada electronicamente.

El fluorémetro es un aparato que usa el principio de la fluorometria el cual parte de que
las moléculas tienen diferentes estados llamados niveles de energia. La espectrometria
de fluorescencia se refiere principalmente a estados vibracionales y electronicos. En

general, las especies objeto de examen tendran un estado electronico basal (un estado de
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baja energia) de interés, y un estado electronico excitado de mayor energia. Dentro de
cada uno de estos estados electronicos hay diferentes estados vibracionales.

En la espectroscopia de fluorescencia, primero se excita la muestra mediante la
absorcion de un foton de luz, desde su estado electrénico basal a uno de los distintos
estados vibracionales del estado electronico excitado. Las colisiones con otras
moléculas causan que la molécula excitada pierda energia vibracional hasta que alcanza

el estado vibracional mas bajo del estado electronico  excitado.

La molécula desciende luego a uno de los distintos niveles de vibracién del estado
electronico basal, emitiendo un foton en el proceso. Como las moléculas pueden caer a
cualquiera de los diferentes niveles de vibracion en el estado basal, los fotones emitidos
tendran diferentes energias y, por lo tanto, frecuencias. Asi pues, mediante el analisis de
las diferentes frecuencias de luz emitida por espectrometria de fluorescencia, junto con
sus intensidades relativas, se puede determinar la estructura de los diferentes niveles de
vibracion.

En un experimento tipico, se miden las diferentes frecuencias de luz fluorescente
emitida por una muestra, manteniendo la luz de excitacién a una longitud de onda
constante. A esto se le Ilama espectro de emision. Un espectro de excitacion se mide
mediante el registro de una serie de espectros de emision utilizando luz de diferentes

longitudes de onda.

El andlisis de clorofila —a total mediante fluordmetro se basa en extraer la clorofila con
acetona al 90%. Primeramente se filtran 100ml de agua de mar de cada muestra con una
bomba de vacio y un filtro de microfibra de vidrio Whatman, estos filtros son insolubles
en acetona por lo que evitan problemas de precipitados como los que se dan con otros
tipos de filtros. (De Yentsch, 1963). Una vez filtrados cada filtro es introducido en un
tubo con 6.5 ml de acetona con el dosificador (medidos exactamente con la probeta
graduada por si hay error) y se conserva durante 24 horas a temperatura de 8 grados
para la adecuada extraccion de la clorofila-a que sera transferida a la fase liquida y
podra ser leida con el fluorometro para determinar su concentracion. Antes de la lectura
de la muestra se realiza un blanco de acetona con las 4 escalas de rango de lectura que

presenta el fluorometro (100x1, 100x3°16, 100x10, 100x31°6) para comprobar que los
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valores obtenidos estan dentro del rango normal y la acetona usada es apta para el

anélisis.

La escala a usar para la lectura de la muestra se escoge en funcion de la sefial recibida,
para una correcta lectura se debe trabajar con la escala que nos dé un valor por debajo
de 5 en la graduacion del fluorémetro que llega hasta 10 unidades relativas. El calculo
de concentracion de clorofila una vez realizada la lectura con el fluorémetro viene dado

por la formula:

Valor lectura - Valor blanco ) x factor de calibraci 6n ml Acetona
[chi]={ ) (1.1)

Escala de lectura litros filtrados

El método con el fluorémetro es considerado de referencia ya que los datos obtenidos
con el fluorémetro ex situ son considerados mas consistentes y mas estables respecto a
los obtenidos con los sensores in situ debido a la fotoinhibicion que presenta la clorofila
cuando es préxima a la superficie al ser alterada por la excesiva radiaciéon solar, un
exceso de exposicion a la luz lleva a una disminucion de la tasa de luz saturando la
fotosintesis, las células atrapadas en la termoclina diurna debido a la luz solar plena en

su valoracion de fotosintesis tienden a mostrar fotoinhibicion (De Long,1994).

Por otro lado, para la fiabilidad de los valores de clorofila obtenidos con el fluorémetro,
ya que es el método de referencia y para la posterior comparativa de métodos con los
sensores Opticos, se realizan periédicamente rectas de calibracion mediante
espectrofotometria para determinar el factor de correccién (1.1) a aplicar en la ecuacién

del célculo de la concentracion final de clorofila.

Estas rectas de calibracion se realizan con una concentracién conocida de clorofila y se

realizan varias lecturas por espectrofotometria con un espectrofotomtero.
2.4 Comparativa de métodos

Se pretende estudiar como se relacionan las medidas obtenidas con ambos métodos para
comparar como difieren y para determinar si los sensores Opticos usados se desvian

mucho o no de los datos del método de referencia establecido.

Esta comparativa se ha realizado teniendo en cuenta todos los puntos del primer

transepto 1.1-1.2-1.3-1.4 (Figura 1) por tal de tener un mayor nimero de datos.
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Se han usado varios sensores de fluorescencia a lo largo de la serie temporal (Tabla 1)
por lo que con esta comparativa se podra determinar no solo la desviacion entre

métodos sino ademas qué sensor de los usados tiene menos desviacion.
2.4.1 Metodologia para la comparativa e intercalibracion.

Para obtener la concentracion de clorofila de los sensores de fluorescencia que no la
calculan internamente, hay que realizar una regresion lineal con los datos obtenidos con
ambos meétodos pero con variables dependientes, esto es los valores de una variable
varian sistematicamente con las de la otra variable, y una vez obtenida la recta con los
datos establecidos, y = a + bx, se podra calcular mediante su ecuacion para cada valor
de fluorescencia la concentracion de clorofila donde a y b son valores de la recta
resultante de los datos de las dos variables en un eje (x,y). En la formula, x es el valor
de fluorescencia al estar sus datos en el eje x y la concentracion de clorofila, que es el
valor buscado, es la variable y que podré ser calculada en funcién de x para cada caso.

Una vez obtenidos via regresion lineal los datos de la concentracion de clorofila
calculada a partir de los valores de fluorescencia de algunos de los sensores Opticos
(Tabla 1) ya serd posible compararlos con los valores de las mismas muestras del
fluordmetro y realizar entonces una intercalibracion entre los dos métodos para ver

como difieren el uno de otro.

Para la intercalibracion se han restado los datos de la concentracion de clorofila del
fluorémetro de los datos de concentracion de los sensores, con previa transformacion
de los valores de fluorescencia a concentracion de clorofila mediante las ecuaciones de
las rectas de las regresiones lineales para posteriormente con el valor de estas
diferencias discriminadas entre datos de superficie y de fondo, realizar una media total
para finalmente representar graficamente su resultado, siendo el cero de la gréfica el
indicativo del acercamiento del valor del dato entre ambos métodos , es decir la
coincidencia entre los dos valores conseguidos con ambos métodos. Por encima de cero
indica que los valores del método de referencia son mayores mientras que si la grafica

es negativa indica que los valores del sensor en cuestion son superiores.
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2.4.2 Correlaciones y consideraciones previas a la intercalibracion

En el Anexo 1 se adjuntan las regresiones lineales para cada sensor y su configuracion
del CTD asociado empleada durante las tomas de datos, ya que esta tambiéen afecta al
valor proporcionado final de fluorescencia, por ello es necesario realizar las regresiones
lineales por separado y especificas a cada configuracion (Tabla 1). Para ello se han
seleccionado exclusivamente los valores de fondo de todos los puntos del muestreo
inicial (Figural) por tal de obtener més cantidad de valores para obtener mejores
regresiones lineales. Los valores de fondo son considerados mas estables ya que los
valores de superficie conseguidos con los sensores suelen tener mala calidad debida a la
mala captacion que se da por la fotoinhibicion (De Long, 1994). Una vez calculada la
ecuacion de la recta de la regresion lineal  (y = a+bx) con el programa Sigma Plot ya
se puede obtener la [Chla] a partir de cada valor leido de fluorescencia, cuyo valor ya
podra ser comparado metodologicamente con el fluorometro del laboratorio, de lo
contrario no seria significativo realizar una comparativa metodoldgica ya que

estariamos comparando dos variables distintas que no se podrian correlacionar.

Para los sensores que obtienen valores calculados directamente de [Chla] como el
Wetstar se han realizado correlaciones directas con ambas metodologias tanto de fondo

como de superficie, incluidas también en el Anexo |I.

2.4.3 Intercalibracion entre fluorémetro y sensores de fluorescencia

Se realiza la comparativa de los datos de clorofila medidos con el fluorémetro y los
medidos con los diferentes sensores de fluorescencia in situ de toda la serie para

determinar el comportamiento en superficie y en fondo.

Menos con el sensor Wetstar que ya realiza el calculo directo de [Chla] y una vez
obtenidos los valores calculados mediante la ecuacion de las respectivas regresiones
lineales de los otros sensores que no realizan el calculo directo, se ha pasado a estudiar

qué desviacion sufren los datos obtenidos con ambos meétodos.

Para esta comparativa se han realizado las diferencias entre los valores obtenidos para la

misma fraccion de agua entre ambos métodos, se ha restado el valor del sensor previa
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transformacion del dato de fluorescencia a [Chla] al valor obtenido con fluorometro de
todos los puntos del primer transepto 1.1-1.2-1.3-1.4 de cada toma de muestras durante
la serie temporal, no centrandose sélo en los valores del punto del estudio, para asi tener
mas datos a comparar al ser una comparativa metodoldgica y obtener una resultado mas

solido.

Una vez obtenido el valor de la resta del resultado de ambos métodos para cada punto se
ha determinado su valor medio para cada sensor de interés para ver la desviacion entre

los dos métodos.

Por un lado los datos de superficie y por el otro lado los datos de fondo, de esta forma

se podré estimar en qué situacién la desviacion entre los métodos es méas acusada.

Posteriormente se ha representado graficamente la intercalibracion en funcion del tipo
de sensor usado y de su situacion de los datos en superficie o en profundidad
estableciéndose los valores mas cercanos a cero como los valores méas parecidos entre
ambos métodos. Encima de cero los valores del fluorébmetro son mayores mientras que
por debajo de cero los valores de los sensores son mayores. Se ha usado el programa
Excel para la representacion gréfica al haber usado esta hoja de calculo para aplicar las
formulas de la regresion lineal para transformar el dato de fluorescencia a [Chla]
(Anexo I).

Esta separacion se realiza con animo de confirmar la fotoinhibicion que sufre el
fitoplancton en las capas superficiales, ya que la clorofila es un pigmento fuertemente
afectado por la luz y la incidencia no es la misma para ambas profundidades
produciéndose mas fotoinhibicion en superficie (De Long, 1994) alterando el valor
normal de la concentracion de clorofila leida con sensores in situ. La serie total

comparada abarca desde marzo de 2002 a diciembre de 2015.

Sin embargo hay que tener en cuenta que para los sensores con necesidad de regresion
lineal se han usado valores de fondo considerados mas estables para el calculo de dicha
regresion, por lo que posteriormente los valores de fluorescencia de superficie se han
transformado a valores de [Chla] mediante la ecuacién de la recta de calibracién

originada con valores de fondo més estables.
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2.5 Determinacion de Nutrientes

Para la determinacién de los nutrientes Amonio , Nitrito, Nitrato, Silicato y Fosfato se
obtienen las muestras del agua de superficie y de profundidad en tubos roscados que son
refrigerados al instante in situ para prevenir su degradacién y que la cuantificacion de su
concentracion sea la adecuada. Los ensayos posteriores son realizados en el laboratorio
del Instituto de Ciencias del Mar certificados por el fabricante SEAL ANALYTICAL
con el Equipo: AA3 (Bran+Luebbe) antes llamado Technicon.

2.6 Representaciones graficas

Por un lado los valores obtenidos con el método ex situ y por el otro los valores de los
pardmetros in situ serdn representados graficamente con el programa Sigma Plot
siguiendo unos criterios concretos que se detallan seguidamente para cada

representacion especifica.
2.6.1 Representacion grafica de [Chla] del método ex situ.

Se ha optado por representar graficamente los datos obtenidos de [Chla] con el
fluorobmetro como método de referencia del laboratorio tanto en superficie como en
fondo para determinar la variabilidad del fitoplancton ya que con la otra metodologia
debido al uso de varios sensores de fluorescencia y por ser un método in situ
dependiente de errores de lectura del CTD vy la fotoinhibicion en superficie es preferible
usar un mismo método unificado para toda la serie sin necesidad de regresiones lineales
para la obtencion del dato final expresado en microgramos por litro de concentracion de
clorofila.

En una misma grafica anual se confrontan los valores de superficie y de profundidad a

30 metros de clorofila por cada mes desde el afio 2002 al 2015 (Figura 1 Resultados)
2.6.2 Representacion gréfica del perfil vertical del CTD

Los datos obtenidos con el CTD previo control de calidad son procesados obteniendo un
promedio del valor de interés cada medio metro de profundidad. EI CTD usado realiza 8
scans por segundo por lo que es un promedio muy preciso. Los valores obtenidos con el
CTD son la Temperatura, la Salinidad, la Profundidad y la Fluorescencia. Mediante el
programa Sigma Plot se ha realizado una grafica con los 3 parametros de Temperatura,

Salinidad y Fluorescencia confrontados con la Profundidad a 30 metros del punto de
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estudio, ajustando cada escala para cada parametro concreto se puede evaluar el
comportamiento de los mismos a lo largo de la columna de agua. (Figura 2 Resultados)

2.6.3 Representacion gréfica de la concentracion de nutrientes

Debido a la cantidad de nutrientes a tener en cuenta relacionados con la concentracion
de fitoplancton, se ha optado por representar graficamente por un lado valores en
superficie (Figura 3 Resultados) y por el otro lado valores en profundidad (Figura4
Resultados) para determinar la variabilidad de su concentracion a lo largo del afio
expresada en micromoles por litro de concentracion de cada nutriente. Se ha tenido en
cuenta 5 nutrientes esenciales donde el Fosfato siempre aparece en relacion a los demas
en muy bajas concentraciones, por lo que para poder ver las relaciones que se dan entre
los 5 de manera grafica se ha optado por establecer una escala graduada especialmente
para el fosfato mas estrecha que para los demas nutrientes en el eje derecho, de otro
modo la concentracion de fosfato respecto a los demés nutrientes es tan baja que no
seria posible observar las relaciones con los demas nutrientes pues estaria siempre muy

cercano a cero.
2.6.4 Representacion grafica de la Temperatura y la Salinidad

Se ha representado graficamente los datos obtenidos con el CTD previo control de
calidad y procesados obteniendo un promedio del valor de interés cada medio metro de
profundidad. Las gréficas incluyen valores tanto en superficie como en fondo para
determinar la variabilidad de la Temperatura y la Salinidad expresado en grados
centigrados °C y PSU (Unidades Préacticas de Salinidad, relacion de conductividad de
una muestra de agua de mar con una solucion estandar de KCI) respectivamente. En una
misma grafica anual se confrontan los valores de superficie y de profundidad a 30
metros de los dos parametros conjuntamente cada mes desde el afio 2002 al 2015
(Figura 5 Resultados)

2.6.5 Representacion grafica de las tendencias interanuales

Para determinar las tendencias de los valores de Temperatura, Salinidad y [Chla] tanto
en superficie como en profundidad para cada parametro y para toda la serie temporal se
realiz6 una media anual del valor de cada mes desde 2002 hasta 2015, calculando su

desviacion estandar indicativa de la separacion de los valores de dicha media.

26



3 Resultados

3.1 Resultados de la comparativa de métodos:

Para poder determinar y evaluar el valor de [Chla] se han tenido que transformar
primero los valores de fluorescencia mediante regresiones lineales, para posteriormente
realizar la comparativa de los valores obtenidos con las dos metodologias con las

correlaciones e intercalibraciones de los diferentes sensores de fluorescencia usados.
3.1.1 Regresiones lineales

En el Anexo I se incluyen las figuras de las regresiones lineales realizadas para los
diferentes sensores usados. En la Figura 1 del Anexo I, la ecuacién de la recta dada por
la regresion lineal tiene una pendiente de 3.5873 que multiplicada al valor de la variable
dependiente x (fluorescencia) y sumado al valor de la ordenada al origen de 0.2181 se

obtiene el valor de la variable y ( concentracion de clorofila del sensor).

En esta regresiéon los puntos de arriba de la recta trazada son errores positivos y los
puntos por debajo de la recta trazada son errores negativos, para tener una regresion
buena la suma de ambos errores deberia dar cero, por eso la recta estd desplazada en
medio de la nube de puntos a modo de mejor ajuste promedio para obtener el minimo

error en la obtencidn del calculo de la variable y.

El criterio de ajuste se toma como aquél en el que la desviacion cuadratica media sea
minima, es decir, debe de ser minima la siguiente suma donde X; , y; son errores

positivos y negativos.

En la Figura 2 del Anexo I, la ecuacion de la recta dada por la regresion lineal tiene una
pendiente de 2.2144 que multiplicada al valor de la variable dependiente X
(fluorescencia) y sumado al valor de la ordenada al origen de 0.1723 se obtiene el valor
de la variable y (concentracion de clorofila del sensor).
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En la Figura 3 Anexo I, la ecuacién de la recta dada por la regresion lineal tiene una
pendiente de 5.302 que multiplicada al valor de la variable dependiente x
(fluorescencia) y restado al valor de la ordenada al origen de 0.1855 se obtiene el valor

de la variable y (concentracion de clorofila del sensor).

Para la Figura 4 Anexo |, la ecuacion de la recta dada por la regresion lineal tiene una
pendiente de 1.8478 que multiplicada al valor de la variable dependiente x
(fluorescencia) obtiene el valor de la variable y (concentracion de clorofila del sensor).

En la Figura 5 del Anexo I, para el sensor Wetstar se ha realizado una correlacion
directa con los datos proporcionados de [Chla] en superficie del sensor con los datos del
fluorémetro al tratarse de las mismas unidades (pg/L de clorofila) obteniendo un
coeficiente de Correlacion de Pearson ( R) del 0.7904. Cuanto més cercano a 1 es el

coeficiente mas se acercan las variables por lo que més precisos serian sus datos.

En la Figura 6 del Anexo I, para el sensor Wetstar se ha realizado otra correlacion
directa con los datos proporcionados de [Chla] en profundidad del sensor con los datos

del fluorémetro obteniendo un coeficiente de Correlacion de Pearson ( R) del 0.9785.
3.1.2 Intercalibraciones en superficie

Recordamos al lector que se han restado los datos de la concentracion de clorofila del
fluorémetro de los datos de concentracion de los sensores, con previa transformacion
de los valores de fluorescencia a concentracion de clorofila mediante las ecuaciones de
las rectas de las regresiones lineales para posteriormente con el valor de estas
diferencias discriminadas entre datos de superficie y de fondo, realizar una media total
para finalmente representar graficamente su resultado, siendo el cero de la grafica el

indicativo del acercamiento del valor del dato entre ambos métodos.

En el Anexo Il se incluyen todas las intercalibraciones realizadas para cada sensor usado

para determinar su comportamiento tanto en superficie como en fondo

El comportamiento en superficie el del Seatech 228 ( Figural- Anexo Il ) durante las
70 campaiias realizadas con él a parte del pico presente por sobre de 2.5 en los positivos
se observa que la tendencia es estar por debajo de 1 punto manteniéndose muchas veces

cercano al cero indicativo de la buena calidad de los datos entre ambos métodos y
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sobrepasando el cero en los negativos, a parte del pico en -1, no suele pasar el punto de
-0.5 en toda la serie que se ha usado dicho sensor.

El sensor Seatech 2205 en superficie (Figura2-Anexo 1) demuestra cierto acercamiento
a los valores del fluorometro, presenta un intervalo de coincidencia de datos entre

ambos métodos entre 0.3 y -0.20.

Para el sensor Seapoint 2774 (Figura3-Anexo Il) durante las 20 campafas realizadas
con él se observa que se mantiene mas alejado del cero. Aunque pocas veces supera el

valor del punto y medio, llega a puntos por debajo de cero.

Para el sensor Wetstar (Figurad4-Anexo Il) actualmente en uso y durante sus 56
muestreos tenidos en cuenta, en superficie llega a superar el punto 2,5 en méas de una
ocasion, sin embargo durante las Gltimas campafas realizadas con datos de este sensor

muestran un acercamiento pero con comportamiento oscilatorio y aleatorio al cero.
3.1.3 Intercalibraciones de Fondo

A pesar de los cuatro picos en positivo méas alejados la tendencia predominante de los
datos de fondo para este sensor Seatech 228 (Figura5-Anexo Il) es encontrarse por
debajo de cero en negativo, sin embargo raramente se aleja de -0.5 y va oscilando
acercandose a cero.

El sensor Seatech 2205 en fondo (Figura6-Anexo Il) también demuestra cierto
acercamiento a los valores del fluorometro, en el periodo comparado de 6 muestreos

presenta un intervalo de coincidencia de datos entre ambos métodos entre 0.2 y -0.05.

Para este sensor Seapoint 2774 (Figura7-Anexo Il) sin embrago el maximo del limite
de separacion entre datos de ambos métodos se ha identificado mas alla del 1.5

sobrepasando los valores negativos hasta -1 pero a modo de un pico aislado.

Las variaciones de la calidad del dato entre el sensor Wetstar y el fluorébmetro ( Figura
8- Anexo 11 ) estan alejadas del cero sin sobrepasar mas de 1.8 y de manera esporadica,

donde su comportamiento general es oscilar entre 1-0.1 siempre en positivo.
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3.2 Resultados para la variacion estacional anual (amplitud y periodicidad) e

interanual (tendencias) de la concentracién del fitoplancton.

Se han representado graficamente los resultados anuales del fluorometro de superficie y

de fondo en una misma grafica para cada afio de la serie temporal.

El valor méximo de toda la serie temporal de [Chla] en superficie fue de 4,89 ug/L de
clorofila registrado en marzo del afio 2004 mientras que el valor mas bajo registrado en

toda la serie fue de 0,09 pg/L de clorofila registrado en agosto de 2008.

El valor maximo de toda la serie temporal de [Chla] en profundidad de 30 metros fue de
5,98 ng/L de clorofila registrado en marzo del afio 2007 mientras que el valor mas bajo

registrado en toda la serie fue de 0,17 pg/L de clorofila registrado en enero de 2007.

En las diferentes graficas representadas (Figural Resultados) en alguna se aprecian los
dos picos anuales del fitoplancton como en la grafica del 2007 uno durante los meses de
primavera entre Febrero-Abril y otro menos elevado a finales de afio durante los meses

de otofio Octubre-Noviembre.

3.3 Resultados de la concentracion de nutrientes

De la determinacion en el laboratorio de los valores en umol .L™* se ha realizado una
representacion grafica anual de los valores obtenidos para cada nutriente en superficie y

en fondo en dos figuras separadas, una para superficie y otra para profundidad, cuyos

maximos y minimos se detallan a continuacion:

Max sup. 1,24 16,52 1,86 8,23 5

Min sup. 0,01 0 0 0 0,04
Max Fondo 0,60 19,27 1,55 7,05 4,37
Min Fondo 0,00 0 0,01 0 0,007

Tabla2. M&ximos y minimos de concentracion de nutrientes en superficie y en fondo.
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3.4 Resultados para Salinidad y Temperatura

Se han representado graficamente los resultados anuales obtenidos con el CTD para la
Temperatura y la Salinidad de superficie y de fondo en una misma grafica para cada

afio de la serie temporal.

El valor maximo de toda la serie temporal de Salinidad en superficie fue de 38.87 PSU
registrado en mayo del afio 2009 mientras que el valor mas bajo registrado en toda la
serie fue de 36.93 PSU registrado en marzo de 2003.

El valor maximo de toda la serie temporal de Salinidad en la profundidad de 30 metros
fue de 38.68 PSU registrado en agosto del afio 2003 mientras que el valor mas bajo
registrado en toda la serie fue de 37.39 PSU registrado en diciembre de 2002.

El valor méximo de toda la serie temporal de Temperatura en superficie fue de 26.8°C
registrado en julio del afio 2006 mientras que el valor mas bajo registrado en toda la

serie fue de 11.77°C registrado en marzo de 2003.

El valor méaximo de toda la serie temporal de Temperatura en la profundidad de 30
metros fue de 22,42°C registrado en julio del afio 2007 mientras que el valor méas bajo

registrado en toda la serie fue de 11,88°C registrado en marzo de 2003.

3.5 Resultados para tipos de perfil Vertical del CTD

Se han obtenido perfiles diferenciados entre los meses de invierno mostrando la no
estratificacion y homogeneidad de los parametros y otro perfil para los meses de verano
mostrando estratificacion y diferenciacion de los pardmetros a lo largo de los 30 metros
de la columna de agua del estudio. Para ello se ha usado en programa Sigma Plot
invirtiendo la escala del cero mostrando los 30 metros de profundidad en la base del eje
a modo de profundidad. Se ha representado una escala para cada variable confrontada
con la profundidad, en el eje superior la Salinidad y la temperatura mientras que en el

eje inferior se ha representado la fluorescencia. (Figura 2)
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4 Discusion

La influencia de fendmenos meteoroldgicos puntuales, época de lluvias o aportes de
agua dulce y nutrientes de las influencias costeras ya sea por las descargas puntuales de
escorrentia de aguas superficiales provenientes de los rios y los emisarios cercanos a la
zona de estudio o por lluvias naturales, se pueden observar meses en los que la salinidad
superficial disminuye claro indicativo de aportes de agua dulce 0 mezcla de corrientes y
se observa que en los mismos puntos hay un incremento en la concentracion de
nutrientes. Durante el abril mayo y junio del 2006 hay un incremento en la
concentracion de nutrientes a la vez que la salinidad durante esos meses se ve
disminuida, mas alld de ser un echo aislado graficamente se observa la tendencia al
aumento en la concentracion de nutrientes al disminuir la salinidad supuestamente
durante la época de lluvias, por lo que podria resultar interesante establecer

comparaciones con ambos parametros para ver si estan relacionados.

Los eventos marcados como usuales de la proliferacion de fitoplancton que se explican
en la bibliografia (Estrada,1996) muestran que se dan 2 méximos anuales, uno en
primavera mas alto y otro en otofio mas bajo, siendo el tiempo de verano la méas baja

produccién de fitoplancton como efectivamente se observa en los afios 2007 y 2009.

Sin embargo en los datos recogidos en los afios 2008,2010 entre otros, se puede ver un
aumento inusual en verano de la concentracion de fitoplancton, echo que podria
demostrar que la influencia humana con aporte de nutrientes ya sea por descarga de rios
0 emisarios tras la lluvias como vertidos accidentales podrian favorecer el aumento
puntual fuera de la estacionalidad del fitoplancton en zonas costeras al tener un aporte

de nutrientes extra que proceden de las areas antropogénicas cercanas a la costa.

A parir de los perfiles del CTD obtenidos de cuando hay mezcla en columna y cuando
no la hay relacionados con la concentracion de nutrientes, se podrian entrever los
fendmenos de afloramiento que se dan en las masas de agua y que permiten la
disponibilidad de nutrientes a capas mas altas, con ello se podria observar si se dan y

qué tipo de afloramientos existen en la zona de estudio.
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4.1 Correlaciones e Intercalibraciones

Se observa que las comparativas realizadas con los datos de superficie resultan méas
dispersas y menos precisas respecto a las mismas comparativas realizadas con datos de
fondo, esto se ve perfectamente en la correlacion realizada entre datos de superficie
(Figura 5 Anexo 1) con los valores de concentracion de clorofila-a, comparando con los
datos de fondo (Figura 6 Anexo 1) lo que confirmaria que el maximo de luz incidente
en las capas superficiales estdn sometidos al error aleatorio de la fotohinibicion
alterando la calidad de la obtencion de los datos en esas capas de agua superficial. El
echo de que la correlacion lineal entre los datos de superficie recogidos con el mismo
sensor (Wetstar) y los mismos métodos tenga un indice de correlacion de Pearson de
0.79 y la R de los datos de fondo sea de 0.98 confirma que en profundidad los valores

Son mas consistentes.

Para las intercalibraciones realizadas con el sensor actualmente en uso Wetstar se
observa que las diferencias siempre estan por encima de cero tanto en superficie como
en fondo indicando que los valores determinados con el flurébmetro son maés altos
respecto a la [Chla] determinada con el sensor, sin embargo se ve claramente que en
fondo el intervalo de los datos conseguidos es mas estrecho, indicando menos
separacion entre los datos obtenidos con ambos métodos, por lo que se podria decir que
respecto a los valores de superficie efectivamente la calidad de los datos entre el valor
dado por este sensor en fondo y las mismas muestras para el fluorometro son mas
cercanos, ya que en superficie ha sobrepasado el 2.5 en mas de una ocasién (Figura 4

Anexo I1) y en fondo a parte de un pico, normalmente se encuentra debajo de 1.2.

Intervalos Superficie

Intercalibracion

SEATECH 228  (1,-1) (1,-0’5)
SEATECH 2205  (0°3,-0°15) (0°2,-0°05)
SEAPOINT 2774 (1°5,-2) (1’5,-1°8)
WETSTAR (2°5,0°1) (1°2,0°1)

Tabla3. Maximos y minimos de las intercalibraciones
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El Seatech 228 al estar en profundidad por debajo de cero en negativo indica que los
valores obtenidos de [Chla] con su regresidn correspondiente son superiores a los del
fluorémetro, sin embargo posteriormente se acerca a cero lo que indicaria una buena
calidad del dato conseguida con ambos métodos con tendencia a ser superior el

determinado con el presente sensor.

El Seatech 2205 a pesar de que se ha usado en pocas ocasiones y hay pocos datos para
seguir el estudio del comportamiento concreto, el periodo comparado de 6 muestreos
con él presento el intervalo més estrecho de coincidencia de datos entre métodos siendo
aun mas estrecho el de profundidad, remarcando la fotohinibicion.

La tendencia del Seapoint 2774 es tener valores siempre mas altos para el fluorémetro,

pudiéndose considerar una desviacion puntual los valores que llegan por debajo de cero.

A nivel general se observa que para todos los sensores en mayor o menor medida el
intervalo de la calidad de los datos entre ambos métodos es mas estrecha en fondo, por
lo tanto méas cercano el resultado entre ambos métodos cuando se tratan datos de
profundidad. Los picos que se dan fuera de la tendencia mas estable podrian contemplar

algun error puntual del método y deberian ser eliminados.
4.2 Concentracion de clorofila-a en superficie y fondo

Durante la serie temporal se observa que los picos de alta concentracion de clorofila se
dan en dos etapas anuales coincidiendo con los minimos de temperatura registrados,
durante los primeros meses de invierno anuales antes y durante la primavera y a los
ultimos meses frios del afio, se observa claramente en la Figura 1 de resultados, en la
grafica del afio 2003, 2007, 2009, 2014. En los otros afios sin embargo no se intuye
tanto esta diferenciacion de los maximos de concentracion de clorofila donde la
variaciobn que se aprecia podria darse por los inputs cercanos de nutrientes
antropogenicos de la ciudad durante todo el afio, provocando un aumento del
fitoplancton fuera de su estacionalidad como se muestra en la grafica del afio 2010

durante los meses de junio y julio.

Se observa que los valores de superficie no siempre son lo méas elevados siendo los del

fondo los que superan en [Chla] a los de superficie en mas de un afio durante la serie.
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Estos puntos podrian ser estudiados con eventos registrados de aportes de nutrientes
puntuales tales como riadas o aguas de escorrentia procedentes de los emisarios
cercanos al punto de estudio asi como el estudio de los fendbmenos de afloramiento

costero.

Identificar la estratificacion o la no estratificacion de la columna de agua mediante los
datos obtenidos con el CTD sirve para hacerse una buena idea de si los valores
obtenidos a lo largo del perfil vertical seran homogéneos o diversos por lo que obtener
estos perfiles es una buena manera de saber como se distribuye el fitoplancton a lo largo
de la columna de agua dependiendo de la época del afio asi como sus parametros

asociados tales como temperatura y salinidad.

Réapidamente en el ejemplo de la Figura 2 Resultados se puede observar que durante los
meses calidos de estratificacion la linea de fluorescencia tiende a moverse hacia la
izquierda, mostrando una disminucién de la concentracion al desplazarse en vertical por
la columna de agua, mientras que para los meses de invierno su homogeneidad en
diciembre muestra una concentracion que se mantiene estable a lo largo del perfil
vertical pero en febrero a las puertas de la primavera la concentracién de fluorescencia

aumenta en profundidad desplazandose su linea esta vez hacia la derecha.

Para determinar si durante los meses de no estratificacién las concentraciones del
fitoplancton y los nutrientes son estables entre el fondo y la superficie se podrian coger
muestras de agua y CTD durante esos periodos de tiempo para ver si las
concentraciones de nutrientes y fitoplancton son efectivamente estables a lo largo de la

fraccion de columna de agua.

A partir de estos datos también se podria intentar determinar si los periodos de baja
salinidad, indicativo de aporte de agua dulce de los rios y emisarios influyentes en la
zona, van relacionados o no con aporte de nutrientes costeros extra ayudando a la
proliferacion no estacional del fitoplancton y asi explicar junto con eventos de riadas o
aportes de emisarios conocidos el aumento en la produccion de fitoplancton fuera de su

estacionalidad normal.
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4.3 Relacion entre concentracion de nutrientes y concentracion de clorofila-a

Segun la representacion grafica de toda la serie y los maximos y minimos listados en la
Tabla 2, el amonio y el nitrato son los nutrientes que presentan una concentracion mas

alta en superficie tanto a lo largo como a través de los afos.

En profundidad parece que sigue siendo el amonio uno de los nutrientes con mas

concentracion seguido del silicato y el nitrato.

Observando la representacion grafica de los nutrientes se puede observar que al haber
un incremento en su concentracion también lo hace la concentracion de clorofila-a, por
ejemplo en el afio 2007 en fondo se registrd la concentracion méxima de nutrientes
(Figura 4 Resultados) y a la vez fue la méaxima concentracion de clorofila-a también en
ese nivel de fondo. Por otro lado si se observa el mismo afio en superficie (Figura3
Resultados) se ve que no supera los 8 pmol .L™ de amonio por lo que al mismo tiempo,
a nivel de superficie y para el mismo periodo de tiempo, la concentracion de clorofila-a
en superficie tampoco ascendio tanto, estableciendo una relacion causa efecto entre la

concentracion de nutrientes y la consecuente concentracion de fitoplancton.

En contraposicién si se observa la grafica de [Chla] del afio 2004 (Figura 1) y se
compara con el maximo de concentracion de nutrientes del 2004 en superficie (Figura3)
se puede observar que ambos presentan un maximo de concentracién pero no coinciden
en el espacio temporal, mientras el pico de [Chla] se da durante los meses de Febrero
Marzo Abril, el méximo de concentracion de nutrientes se da durante los meses Abril
Mayo Junio, por lo que en esta ocasion no se cumpliria la interdependencia, aunque

podrian ser errores metodoldgicos .

Se observa que el grupo de nutrientes en ocasiones cuando experimentan un maximo lo
hacen cada uno en su proporcion de concentracion pero todos al mismo tiempo como
ocurre en superficie los afios 2007,2012,2013,2009 entre otros. Sin embargo este
comportamiento en profundidad ya se ve mas alterado posiblemente a causa de la no
estratificacion de la columna de agua o las diferentes corrientes que pueden haber a la

hora del muestreo.
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4.4 Tendencias Interanuales

Las tendencias interanuales de Temperatura, en fondo y superficie descritas muestran
muy bien el echo de que en superficie el agua es méas caliente que en profundidad y la
curva anual del aumento de temperatura en verano respecto al invierno se ve
perfectamente, en fondo se aprecia que siempre es mas fria el agua habiendo mas
desviacion de la media durante los meses de verano confirmando la heterogeneidad de
la masa de agua, sin embargo en los meses de invierno la desviacion de los datos
medios de temperatura es menos pronunciada confirmando la homogeneidad de la masa

de agua que muestran los perfiles de CTD durante el periodo invernal.

La diferencia entre los dos meses de invierno (Figura2 Resultados) Diciembre y
Febrero mientras los parametros de temperatura y salinidad se mantienen estables en
ambos meses a lo largo de la columna de agua, el pardmetro de fluorescencia muestra
mas oscilacién en su concentracion ya que es un mes previo a la primavera empezando

ya la proliferacion fitoplancténica.

Las tendencias interanuales de [Chla] muestran en superficie los dos picos anuales de
primavera y otofio no pasando como valor medio de los 2 pg/L de clorofila con més o

menos desviacion.

En profundidad los picos anuales de [Chla] no se ven tan marcados, pudiéndose deber a
los desplazamientos de la comunidad fitoplancténica a lo largo de la columna
dependiendo de factores radiativos o bidticos y de las estratificaciones o no de la

columna de agua.

La tendencia interanual para la Salinidad tanto en superficie como en fondo muestra una
variacion de intervalo muy corto sin embargo durante los meses de primavera para
ambas situaciones de marzo a mayo muestran una disminucion leve en salinidad que
podria coincidir con el periodo de lluvias con aporte de agua dulce con procedencia de

los rios y emisarios cercanos al punto de muestreo.
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S Conclusiones

Las intercalibraciones realizadas en este estudio han permitido realizar una estimacion
de cudl sensor de fluorescencia usado durante la serie temporal ha sido el que se ha

acercado mas a los valores de [Chla] proporcionados por el fluorometro de laboratorio.

Esto no habia sido analizado previamente y se ha podido determinar, una vez
evaluados los intervalos entre los sensores usados de la serie temporal, que el que ha
obtenido un rango més estrecho indicando mas cercania entre los datos registrados por
los dos métodos ha sido el Seatech 2205, sin embargo se deberia disponer de més
numero de muestra (n) para poder seguir realizando una comparativa real con los

demas sensores que si disponen de mas numero de muestra (n) y afirmar lo observado.
5.1 Variabilidad estacional e interanual de Fitoplancton

Esta serie de datos en mayor o menor medida ha sido ya analizada previamente en
alguno de sus puntos de muestreo de los dos transeptos, sin embargo para el punto 1.3
usado no habia antecedentes de un estudio a nivel fitoplanctdnico a esas coordenadas
observandose que cuando la columna de agua esta estratificada (meses de verano) se ve
perfectamente la diferenciacion de la distribucion entre la superficie y el fondo para la
fluorescencia como para la temperatura y salinidad, sin embargo cuando no hay
estratificacion de la columna de agua y la masa de agua esta bien mezclada se dan
condiciones de estabilidad de los anteriores parametros durante el perfil vertical. Por
esta razon los valores de [Chla] en superficie y fondo tienden a ser cercanos durante la
estratificacion y mas diferenciados entre los valores de superficie y fondo cuando hay
estratificacion. Esto corrobora la existencia de la termoclina estacional y la termoclina

permanente en este lugar del mediterraneo.

Se ve una relacién entre los maximos de nutrientes y los maximos de [Chla] que
habitualmente se dan durante los dos picos de clorofila anuales establecidos a principio
y final de afio, por lo que los aumentos fuera de estos periodos podrian relacionarse con
el aumento puntual de concentracion de nutrientes por el aporte de aguas ricas en estos
procedentes de los emisarios cercanos o de descargas puntuales de los rios cercanos a la

costa y del punto de muestreo.
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La comparativa de concentracion de [Chla] a través de los afios muestra cierta
variabilidad haciendo dificil establecer un comportamiento repetitivo en sus maximos a
estas latitudes costeras, por lo que lo observado en este estudio corrobora la dificultad
para mostrar un comportamiento definido de la estacionalidad del fitoplancton cercano a

la costa urbana.

Los nutrientes generalmente influyen directamente en la concentracion de fitoplancton.
El comportamiento general visto del aumento anual del fitoplancton en relacion a la
[Chla] que se ha observado durante algunos afios de la serie temporal afirma la leve
estacionalidad habitual en primavera , sin embargo también ha mostrado aumentos fuera
de este periodo como en el ejemplo del 2010,2011 o 2015 ( Figural Resultados) . Esto
podria deberse a la variabilidad del aporte de nutrientes de la zona costera fuera de la
estacionalidad conocida del fitoplancton que puede favorecer incrementos en su

concentracion fuera de su periodicidad habitual.

Por ejemplo, el afio 2005 muestra una distribucién anual de aporte de nutrientes en
superficie ( Figura 3) coincidente con los dos picos anuales de [Chla] en cambio
durante 2006 los picos de nutrientes fuera de la distribucion anual normal de [Chla]
también contribuyen a que se de un aumento de [Chla] fuera de la distribucién anual
normal, por lo que se podria decir que la [Chla] depende fuertemente de la
concentracion de nutrientes independientemente de su estacionalidad habitual lo que

Ileva a tener una gran variabilidad a lo largo del afio.
5.2 Comparativa metodoldgica

Con el sensor Wetstar actualmente en uso siempre se obtienen valores de [Chla]
inferiores a los obtenidos por el fluorémetro, por lo que este sensor deberia ser calibrado
de dos posibles maneras, una posterior a este estudio con patrones de concentracion
conocida de clorofila-a para determinar su precision en las medidas y aplicarle, si
hiciera falta, un factor de calibracion para corregir el valor de su lectura proporcionada
y la otra, ya realizada en este estudio, mediante las correlaciones con el método de
referencia (el fluorémetro del laboratorio) pudiéndose aplicar un factor de correccion a

los datos obtenidos con dicho sensor.

Si comparamos las desviaciones obtenidas por cada sensor para el Seatech 228 y el

Wetstar se ve claramente que presentan unas desviaciones mas bajas trabajando con
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datos de fondo lo que indica y confirma que a estos niveles de la columna de agua , la
aproximacion de los datos conseguidos con ambos métodos es mayor, por lo que

confirmaria el fenomeno de la fotoinhibicion que se da en superficie.
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7. Anexo | — Regresiones Lineales con [Chla] fluorometro y fluorescencia de varios

sensores. Correlaciones sensor Wetstar (Tablal)

® fluores sensor vs [chla] lab
—— [Chla] = 3.5873*fluores + 0.2181
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Figura 1: Sensor 228 Configuracion UTM

@ fluores sensor vs [chla] lab
—— [Chla] = 2.2144*fluores + 0.1723
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Figura 2: Sensor 228 Configuracion ICM
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Fluorometro

[Chla]

Fluorometro

[Chla]

® fluores sensor vs [chla] lab
[Chla] = 5.302*fluores - 0.1855
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Figura3: Sensor Seatech 2205 Configuracién UTM
® fluores sensor vs [chia] lab
—— [Chla] = 1.8478 * fluores
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Figura 4: Sensor 2774 Configuraciéon UTM
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[Chla] Fluoréometro

[Chla] Fluorémetro
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[Chla] Superficie estimada con el sensor Wetstar

Figura5: Correlacion Wetsar superficie contra Fluorémetro laboratorio.
R=0.7904;  [Chla riyorsmetro] = 0.1237+0.0426[Chlasensor]
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Figura6: Correlacion Wetstar fondo contra Fluorémetro laboratorio

R=0.9785 ; [Chla fiuorsmetro] = 0.1107+0.27[Chlasensor]
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8. Anexo Il — Graficas Intercalibracion Metodolégica
a) Comportamiento en Superficie
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Figura 1: Seatech 228 superficie vs fluorometro
Figura 2: Seatech 2205 superficie vs fluorometro
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Figura 4: Wetstar superficie vs fluorometro
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b) Comportamiento en Fondo

\W

\

\

2,5
2
1,5
1
0,5
0
-0,5
-1
-1,5

8/ wapnd
9/ wapnd
¥/ wapnd
¢/L wapnd
0/ wapnd
89 wapnd
99 wepnd
¥9 wapnd
9 Wapnd
09 wapnd
8G wapnd
9§ wspnd
¥S wspnd
¢S wspnd
0G wapnd
817 wapnd
9t wapnd
v wapnd
i wapnd
O wapnd
8¢ wapnd
LT Wapnd
[ wapnd

§ wspnd

€ wspnd

T wspnd

6T soqeH
LT s9qeH
ST seqeH
€T s9qeH
11 seqeH
6 S9qeH

L S9qeH

§ soqeH

€ S9qeH

T SoqeH

/ N\

54

Figura 5: Seatech 228 fondo vs fluorometro
Figura 6: Seatech 2205 fondo vs fluorometro
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Figura 7: Seapoint 2274 fondo vs fluorometro
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Figura 8: Wetstar fondo vs fluorometro
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