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I. RESUMEN

Palabras Clave: Fluorescencia multiespectral, Clorofila a total, Phyto-PAM

Se realiz6 un disefio experimental que incluyé el ensayo 14 especies de fitoplancton
cultivadas en laboratorio que se identificaron en seis grupos fitoplancténicos (Bacilariofitas,
Clorofitas, Dinofitas, Crisofitas, Cryptofitas y Prymnesiofitas) y la obtencion de muestras
provenientes de campo (in situ). El cual, tuvo como objetivo estimar la concentracién de
clorofila a total (ChlaT) del fitoplancton marino con base en los parametros basicos de
fluorescencia mediante el método de fluorescencia multiespectral del Phyto-PAM (4 canales
de medicion: 470, 520, 645 y 665nm). De los cultivos se realizé una serie de diluciones, con
la finalidad de propiciar escenarios de concentraciones de Chla bajas, medias y altas. De
estas diluciones, se efectuaron mediciones de manera simultdnea de los parametros de
fluorescencia basicos (Fo, Fm, Fv ¥ Ppsy)) ¥ de concentracion de ChlaT, con ayuda de un
Phyto-PAM y un espectrofotometro, respectivamente. Todo lo anterior con el objetivo de
determinar el parametro con la mejor asociacion a la ChlaT y modelar la respuesta de esta
relacion; dicha determinacion, se basd en una regresion lineal multiple por pasos con la
técnica de eliminacién hacia atras, donde se probaron los cuatro estadistico siguientes: la
significancia estadistica de los coeficientes ligados a las variables (canales), la significancia
estadistica de la constante (punto de interseccion), la significancia estadistica global (F de
Fisher) y finalmente el valor del coeficiente de determinacion lineal (R?). El anélisis por grupos
mostré que 4 de los seis grupos (Dinofitas, Crisofitas, Cryptofitas y las Prymnesiofitas)
encontré una mejor asociacién con el parametro de ®pg,. El andlisis del conjunto de los
grupos, mostré que el Ppg, se asocié mejor con la ChlaT, el cual obtuvo todos los canales y la
constante significativos estadisticamente, el R* mas alto (80.5%), asi como, la prueba de
significancia global mostro que esta relacion fue significativa estadisticamente.
Posteriormente, se procedié a modelar la relacion entre el ®pg, vs ChlaT. Esta aproximacion
determino cuatro modelaciones finales con acotaciones particulares cada una: la modelacién
1, se compone de una ecuacion que estima la ChlaT para los tres escenarios de ChlaT
propuestos. En las 3 modelaciones restantes se construy6 un indice que ayudo a determinar
los limites de los escenarios de ChlaT, el cual se llamé respuesta media de la fluorescencia
multiespectral (RMgy). La modelacién 2, se compone de dos ecuaciones complementarias, y
sus criterios de selecciéon se definieron de manera siguiente: para ChlaT medias-bajas un
RMgw < 0.4 y un RMgy >0.4 para ChlaT altas, las modelaciones 3 y 4, se componen de tres
ecuaciones, pero con diferentes criterios de seleccion, la modelacion 3 se acoto bajo los
criterios siguientes: para condiciones de RMgy < 0.36, se utilizara la ec. De ChlaT bajas, para
un RMgy entre 0.36 a 0.45 se utilizara la ChlaT medias y para ChlaT altas un RMgy > 0.45. La
modelacion 4, resultd en los criterios siguientes: para condiciones con una RMgy < a 0.1 se
usara la ec. de ChlaT bajas; con un RMgy entre 0.101 a 0.4 se usara la ec. de ChlaT medias y
la ec. de ChlaT altas se usara con un RMgy > 0.4. La validaciéon de las cuatro modelaciones
se bas6 en un analisis Match-up con 232 datos de campo de 3 cruceros y una estacion en
BSQ. Los resultados mostraron que la modelacion 3 fue la que mejor estimo la concentracién
de ChlaT y esto se reflejo en los valores de los estadisticos de prueba un ryearson de 0.93, un
RMSE de 0.39 y un sesgo de 0.17, después la modelacion 4 presentaron valores aceptables
de rpearson de 0.91 y RMSE de 0.59, pero con sesgo alto de 0.87, seguido por la modelacion 1
que obtuvo un rpearson 0.82 un RMSE de 0.74 y un sesgo del 0.36, la modelacion 2 fue la que
peor estimo la ChlaT y esto se reflejo en el ryearson de 0.66 en el RMSE de 0.93 y en el sesgo
muy alto de 1.16. Particularmente se probo la estimacién de ChlaT en condiciones de marea
roja, este estudio probd que el Phyto-PAM presenta una alternativa para estimar de manera
rapida la concentracion de ChlaT en dichas condiciones y que la modelacion 3 es la opcién
mas factible.
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V. LISTA DE TABLAS

Definicion de los parametros de fluorescencia derivados
del Phyto-PAM, las celdas en color verde corresponden a
los pardmetros basicos, obtenidos en base a el primer
pulso de luz (MF32) y las celdas blancas corresponden a
los pardmetros que se derivan de una curva luz (Fig. 2).
Modificado de Cosgrove (2007).

Sintesis de los datos usados para la validacion de las
modelaciones obtenidas.

Resumen del andlisis para determinar el parametro con
la mejor asociacibn con la ChlaT por cada grupo
fitoplanctonico. La primer columna corresponde al
parametro que resulto con la mejor asociaciéon con la
ChlaT, la columna 2 (Constante) corresponde a la prueba
de significancia del punto de interseccion o constate; la
columna 3 (Variables) corresponde a los valores
obtenidos de los coeficientes ligados a cada canal; la
columna 4 (Estadisticos) corresponden a los valores de
teriica; 1@ columna 5 (CD) corresponde a los valores del
coeficiente de determinacion; y las columnas 6 (Modelo)y
7 (Estadistico) corresponde a los valores obtenidos en el
analisis del modelo global y la dltima columna
corresponde al nimero de datos. Los valores en rojo
hacen referencia a los valores que no fueron
significativos en cada uno de los andlisis estadisticos.

Asociacion de los parametros de fluorescencia con su
valor correspondiente de ChlaT. Por un analisis de
regresiéon multiple su coeficiente de determinacién (R?).
Significancia de los pardmetros del modelo probada con t
005 591 criica = 1.96, significancia global del modelo
probada con F (gs: 4, 595 critica = 2.38. N=595. Todos los
andlisis fueron probados con un nivel de confianza del
95%. Los valores resaltados en color rojo refieren a los
valores que no fueron significativos en cada uno de los
analisis.

Modelacion del rendimiento cuantico éptimo (Pps;) como
predictor de la concentracion de la ChlaT, para la
modelacion 2. Por un analisis de regresion lineal multiple,
con base en su coeficiente de determinacion (R?).

PAGINA
25

32

39

42

46



Significancia de las variables del modelo probada con t
criica 0.05; 191 = 1.97 para el bloqueo > 0.4 y t critica 0.05; 312 =
1.96 para blogueo < 0.4, significancia global del modelo
probada con Fcyitica 0.0s; 4, 104 = 2.47 para el bloqueo < 0.4
Y F 005 4315 ciiica = 2.40 para bloqueo >0.4.Todos los
analisis fueron probados con un nivel de confianza del
95%. Los valores resaltados en color rojo refieren a los
valores que no fueron significativos en cada uno de los
andlisis.

Modelacién del rendimiento cuantico éptimo (®ps;) como
predictor de la concentracion de la ChlaT, para la
modelacion 3. Por un analisis de regresion lineal mdltiple,
con base en su coeficiente de determinacién (R?).
Significancia de las variables y la constante del modelo
probada con t qiica @ = 0.05; n-p. Significancia global del
modelo probada con Fgiica 0= 0.05; p,n-1. Todos los
analisis fueron probados con un nivel de confianza del
95%. Los valores resaltados en color rojo refieren a los
valores que no fueron significativos en cada uno de los
andlisis.

Modelacion del rendimiento cuantico éptimo (Pps;) cOMo
predictor de la concentracion de ChlaT, para la
Modelacion 4. Por un analisis de regresion lineal multiple,
con base en su coeficiente de determinacién (R?).
Significancia de las variables y la constante del modelo
probada con t o = oos;np crica, Significancia global del
modelo probada con F a = gos; pn1 citca. 10dOS los
analisis fueron probados con un nivel de confianza del
95%. Los valores resaltados en color rojo refieren a los
valores que no fueron significativos en cada uno de los
andlisis.

Sinopsis de los criterios de seleccibn para cada
modelacion, el nUmero de ecuaciones complementarias y
los resultados de los descriptores estadisticos utilizados
en el analisis Match-up de ChlaTopservada (HPLC) 'y
ChlaTcacuiada (Ppsi). Para las cuatro modelaciones
propuestas. Valor critico de ryearson 0.0, 232 = 0.117.

Resumen del andlisis de significancia de los coeficientes
de los canales y del coeficiente de determinacion por
ecuacion para las cuatro modelaciones propuestos para
calcular la ChlaT. Donde: el [ representa los
coeficientes que resultaron con signo positivo, el

representa los coeficientes que resultaron con signo
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negativo, el [_] representa los canalgs que no fueron
significativos en la ecuacion y el representa los
coeficientes de mayor peso en cada ecuacion.

Andlisis de regresion lineal para los canales ®pgj645 Y
®pgi-665, COMO  predictores de la concentracion de
ChlaT, con base en los valores obtenidos de
coeficiente de determinacién (R?). Significancia de la
variable y la constante del modelo probada con tgitica o
= 0.05; n-p, la significancia global del modelo probada
con Fgritica o = 0.05; p,n-1. Todos los andlisis fueron
probados con un nivel de confianza del 95%.

69

XII



FIGURA
1

VI.LISTA DE FIGURAS

Espectro de absorcién de la Chla (linea azul) y espectro
de fluorescencia de la Chla (linea roja). Tomado de
Maxwell y Johnson (2000).

Estructura y funcionamiento del PSII (Pego).

Cinética de induccién de fluorescencia, el primer grafico
(lado izquierdo) ilustra la respuesta de fluorescencia de
una muestra adaptada a oscuridad cuando es sometida
a un pulso de luz saturacion de tiempo corto (~10uS), y
se define la nomenclatura béasica asociada a esta
medicion (referencias en el texto). Las flechas oscuras
hacia arriba indican induccién por pulso de luz, se
ilustran los parametro de fluorescencia minima (FO),
fluorescencia méaxima (Fm), el parametro derivado de
estas dos, la fluorescencia variable (Fv). La figura de
lado derecho, ilustra la respuesta de fluorescencia
cuando una muestra es sometida a pulsos de luz cortos
con diferencia de intensidades con intervalos de 1
minuto cada uno (también conocida como curva rapida
de luz), las flechas blancas indican activacion (arriba) y
desactivaciéon (abajo) de la luz actinica (luz de
medicion), de estas mediciones se derivan parametros
secundarios de fluorescencia de importancia en el
estudio de la fotosintesis, los cuales se definen la tabla
I. Tomado de Schriber, (2004).

Representacion Esquematica del experimento de
conteo de células con camara de neubauer vy
concentracion de Chla, que facilito la determinacién del
numero de diluciones necesarias por especie de
fitoplancton.

Diagrama esquematico del andlisis de las diluciones por
especies de fitoplancton con Phyto-PAM y su respectivo
valor de concentracion de ChlaT.

Area de estudio correspondiente a las camparfias donde
se obtuvieron datos de campo. Figura 3a representa los
cruceros oceanograficos reportados por (Barocio-Leodn,
2006), donde se aprecia la red de estaciones
muestreadas (circulos vacios). Las cruces rojas indican
las estaciones muestreadas en Noviembre 2002; las
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equis verdes indican estaciones muestreadas durante
Junio de 2003; los puntos azules indican estaciones
muestreadas durante Noviembre de 2003. Figura 3b,
sefiala la ubicacion de la estacion de muestreo dentro
de la laguna Bahia San Quintin (BSQ) (circulo oscuro)
reportada por Segura-Soto (2013).

Diagrama de dispersion de los parametros de
fluorescencia que resultaron significativos (eje de
abscisas) con respecto a la concentracion de ChlaT (eje
de ordenadas) para los seis grupos analizados. Canal-
470nm (Circulos azules), Canal-520 (Circulos verdes),
Canal-645 (Circulos rojos) y Canal-665 (Circulos cafés).

Grafica de dispersion de los parametros de
fluorescencia con respecto a la concentracion de ChlaT
para los 4 canales. (a) Corresponde a la relacion FO vs
ChlaT; (b) corresponde a la relacion Fm vs ChlaT; (c)
corresponde a la relacion Fv vs ChlaT y (d) corresponde
a la relacion ®PSIlI vs ChlaT. Canal 470 (circulos
azules), canal 520 (circulos verdes), canal 645 (circulos
Rojos), Canal 665 (circulos Cafe), n=593.

Gréfico de vectores del analisis de factor, entre RMFM
(Ec. 12) que fueron bloqueados como bajos (< 0.1)
medios (0.1- 0.4) y altos (> 0.4) y la ChlaT se agrupo
como ChlaT bajas (< 0.5 mg / L) ChlaT medias (0.51 a
1.5 mg/ L) y ChlaT altas (> 1.51) y donde se aprecia la
asociacion de los datos de ChlaT y RMgm®pgi.

Relacion entre la ChlaT observada (HPLC) y ChlaT
calculada estimada a partir de los modelos propuestos
con ®PSII (mg/L), n = 232. Las lineas diagonales a 450
representan la relacion ideal 1:1. (a) ChlaT estimada a
partir de la Modelacionl, (b) ChlaT estimada a partir de
la Modelacion 2, (c) ChlaT estimada a partir de la
modelacion 3 y (d) ChlaT estimada a partir de la
Modelacion 4.

Relacion entre la ChlaT observada (HPLC) y ChlaT
calculada estimada a partir del modelo propuesto con
dos canales (®Ppsiea5 Y Ppsiees) (MY/L), n = 232. La
linea diagonal a 450 representa la relacion ideal 1:1.
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Derivacion de la fluorescencia variable (FV).
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VIII. LISTA DE ACRONIMOS

NOTA:
* Los parametros de fluorescencia de Chla se definen en la tabla 1 (pag. 26)
ATP Adenosin trifosfato
Chl Clorofila
Chla Clorofila a
ChlaT Clorofila a Total
CR Centro de reaccion
CRII* Centro de reaccion del fotosistema Il reducido
D1 Proteina captadora de luz que rodea el CR
D2 Proteina captadora de luz que rodea el CR
E Irradiancia (LE m? s™)
F Fluorescencia
Feo Feofitina
FRR Taza rapida de fluorescencia
LED Diodo de emision de luz
LHCI Centro de recoleccion de luz (antena) del PSI
LHCII Centro de recoleccion de luz (antena) del PSII
NPQ Cosecha no-fotoquimica
NP Qmax Cosecha no-fotoquimica maxima
PAM Puso de amplitud modulada
POP Productividad organica primaria
PQa Plastoquinona
PQH, Plastoquinol
PSI Fotosistema |
PSII Fotosistema Il
PSU Unidad fotosintética
QB Plastoquinona reducida
gN Amortiguamiento no-fotoquimico
gP Amortiguamiento fotoquimico
RCII Centro de reaccion del fotosistema Il (también se le conoce
como Pégsgo)
So Estado de excitacion cero
S: Estado de Excitacion 1
S, Estado de Excitacion 2
Unidad US Unidad de emisién y deteccion (componente del Phyto-PAM)
®pg)y Rendimiento cuantico optimo a través del PSII

Rendimiento cuantico maximo del transporte de electrones a

(DPSIImaX 4
través del PSI|
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1. INTRODUCCION

En la actualidad el ciclo global de carbon y su componente de bioxido de
carbono atmosférico son temas de interés internacional. Se cree que los procesos
biolégicos por parte del fitoplancton pueden alterar significativamente el
intercambio de carbdn entre la atmosfera y el océano. Se ha estimado que la
biomasa fitoplancténica aporta Unicamente entre 1 al 2% del carbono total del
planeta. A pesar de esta biomasa relativamente baja, estos organismos, fijan entre
30 y 50 Gt (Giga toneladas) de carbono anualmente via fotosintesis (Falkowski y

Raven, 2007).

En otras palabras, la fotosintesis marina puede reducir la presion parcial de
bioxido de carbono en las aguas superficiales, originando que una porcién de
carbon organico se ha exportado al fondo oceénico provocando un efecto neto de
flujo de carbon de la atmdsfera al océano. Dicho fenomeno es conocido como la

“bomba biolégica” (Lewis, 1992).

Sin embargo, las estimaciones de flujos de carbono se basan en modelos
matematicos, los cuales comprenden desde simples ajustes empiricos, pasando
por semi-analiticos hasta modelos analiticos complejos (Platt y Sathyendranath,
1993). En general, la mayoria de los modelos deben ser alimentados con valores
de biomasa fitoplanctonica y de la capacidad fotosintética de la poblacion
fitoplancténica. Por convencidn, la biomasa fitoplancténica es expresada en
concentracion de Clorofila a (Chla), por ser un pigmento contenido en todos los

grupos de fitoplancton (exceptuando las Proclorofitas) y la capacidad fotosintética



es expresada en parametros fotosintéticos como el rendimiento cuantico maximo

(Ppsi ™) (Kroon et al., 1993).

En un principio las aproximaciones para estimar la Chla se basaron en la
concentracion de un volumen determinado de muestra y la extraccion del pigmento
por medio de solventes organicos, evaluando dicha concentracion de pigmento por
medios colorimétricos o fluorimétrico. Estos métodos son clasificados como

aproximaciones in vitro.

Las aproximaciones colorimétricas o espectrofotométricas mas usadas son
las descritas por: Parsons y Strickland (1963); UNESCO (1966); Lorenzen (1967)
y Jeffrey y Humphrey (1975). En general, estas aproximaciones consisten en
extraer los pigmentos mediante un solvente organico y leer la absorcion de la luz
en un espectrofotdmetro a longitudes de onda especificas para cada pigmento. La
base de estos procedimientos, es que las células se rompan y los pigmentos se

disuelvan en el solvente.

Otro método tradicional in vitro para medir la concentracion de Chla, es el
método fluororimétrico (Holm-Hansen et al., 1965), el cual se basa en la aplicacion
de una unica longitud de onda de excitacion (~436nm) y la obtencion de una
respuesta en la longitud de onda de ~685nm. Una de las ventajas de este método
es su sensibilidad en comparacion con los métodos espectrofotométricos, que

puede ser de 2 a 3 6rdenes de magnitud mas sensibles.

A Ultimas fechas, se ha usado la metodologia in vitro, de Cromatografia

Liguida de Alta Precision (HPLC, por sus siglas en inglés) (Jeffrey et al., 1997), la



cual es mas precisa porque permite cualificar y cuantificar otros pigmentos en una
muestra de agua, ademas de la Chla. En esta aproximacién, para poder comparar
con los resultados de derivados de las otras dos aproximaciones in vitro
(fluorescencia y espectrofotometria), es necesario considerar la Chla Total (ChlaT),
que es la suma de la Chla y de sus pigmentos derivados (Monovinil Chla, Divinil
Chla, Clorofilide a, el Alomero y Epimero de la Chla), los cuales absorben en la

misma longitud de onda (Trees et al., 2000).

Paralelo a las aproximaciones anteriores y con la evolucion de los avances
tecnoldgicos en este campo, se han desarrollado otro tipo de aproximaciones para
la evaluacién de la Chla, como lo es la fluorescencia in vivo. Desde su primera
descripcion (Lorenzen, 1966), estos métodos han sido catalogados como una
herramienta potencial en investigaciones béasicas de la fotosintesis, debido a que,
permiten muestreos in situ de organismos vivos (in vivo). La caracteristica basica
de este tipo de aproximaciones, es que no son de caracter intrusivo, y en general
no requieren ninguna preparacion de la muestra, dando resultados de manera
instantanea (Holm-Hansen et al., 1965; Lorenzen, 1966; Yentsch, 1980; Desiderio

et al., 1997; Beutler et al., 2002).

En un comienzo, los métodos de fluorescencia in vivo se basaron en una
Gnica longitud de onda de excitacion (generalmente ~435nm) (Kiefer y Chamberlin,
1989). Durante los ultimos afios, los esfuerzos de la comunidad cientifica,
particularmente los que estudian la fotosintesis en el medio acuético, se centraron
en la posibilidad de ampliar el uso de la fluorescencia de la Chla, para describir al
mismo tiempo, la variabilidad espacio temporal de la biomasa y taxocenosis

3



fitoplancténica, de manera continua y en escalas mas amplias, (Falkowski y Raven,
2007, Falkowski et al., 1998; Field et al., 1998). Estos esfuerzos resultaron en el
disefio de metodologias de fluorescencia con capacidad multiespectral, que se
basan en la excitacion selectiva de las antenas de los centros de reaccion (CR),
con base en dos o mas longitudes de onda de excitacion. Con algunas
suposiciones y bajo ciertas circunstancias, estas aproximaciones se han usado
para poder caracterizar la composicion taxondmica de la comunidad de fitoplancton

(Schreiber, 1995c, 1998; Schreiber et al., 1998; Beutler et al., 2002).

Con la introduccion de fluorimetros portatiles se abri6 el camino para
aplicaciones practicas en campo. Este tipo de fluorimetros fue el resultado de la
reduccién de tamafio y peso de los instrumentos de laboratorio, asi como, las
capacidades de sumergirse en agua, acoplando sistemas de operacion remota (por
ejemplo CTD) e incluso se desarrollaron sistemas continuos de bombeo de agua a

través del instrumento (Cosgrove, 2007).

Los fluorimetros portatiles pueden ser simples (una longitud de onda) o
multiespectrales, y se encuentran disponibles comercialmente varios instrumentos,

clasificados de la siguiente manera:

1. Fluorimetro de Pulsos de Amplitud Modulada (PAM)
2. Fluorimetro de tasa de repeticion rapida de fluorescencia (FrrF)
3. Fluorimetro de Sistema de induccion y relajacion de fluorescencia (FIRe)

4. Fluorimetro de bomba y zonda (PnP)

5. Fluorimetro de induccién



Los fluorimetros tipo PAM y FrrF son los méas populares. Dentro de los PAM
varios modelos se han disefiado para el estudio del fitoplancton marino y
fotosintesis (XE-PAM, Water-PAM, Phyto-PAM, Microscopy-PAM y PAM-101, entre
otros). Los fluorimetros tipo FrrF se utilizan cominmente para hacer mediciones
especializadas de los pardmetros de la fotosintesis (vgr. La medicion de absorcion
de la seccion cruzada del PSII). Los fluorimetros PAM y FrrF han sustituido en gran

medida a los fluorimetros PnP y de induccion (Schreiber, 2004, Cosgrove, 2007).

Asi mismo, con algunas suposiciones, la ultima generacion de fluorimetros
portatiles se ha especializado en estimar los parametros de la fotosintesis de cada
grupo fitoplanctonico en muestras mixtas, por ejemplo el AquaTracka Il (Chelsea
Instruments, Reino Unido), los C3 y C6 multi-sensor platform (Turner Designs,
EE.UU.), el AOA (analizador en linea de fitoplancton), el fluorimetro de monitoreo
de Chla y toxicidad (bbe, Moldaenke, Alemania) y el Multi-Exciter (JFE Alec Co.,

Ltd, Jap6n), entre otros.

Este estudio utiliza el fluorimetro Phyto-PAM (Heinz WalzGmbH, Effeltrich,
Alemania) para estimar la fluorescencia de la Chla, el cual, se basa en la respuesta
de excitacion de los centros de reaccion del fotosistema Il (CRII) contenidos en la
Chla del fitoplancton (Krause y Weis, 1991). Para excitar la Chla, el Phyto-PAM
utiliza un arreglo de 4 diferentes diodos de emisién de luz (LEDs) con picos
maximos de longitud de onda de emisién de 470, 520, 645 y 665 nm (Phyto-ML)
(Kolbowski y Schreiber, 1995; Schreiber, 1998; Beutler et al., 2002). Permite

obtener informacién detallada sobre los parametros basicos de fotosintesis, como



la fluorescencia minima (Fo), la fluorescencia maxima (Fn,), la fluorescencia variable

(F\) y el rendimiento cuantico optimo del fotosistema Il (®pg;) (Schreiber, 2004).

1.1. CONSIDERACIONES TEORICAS PREVIAS

Los experimentos y modelaciones realizados en este trabajo, se basan en los
principios tedricos fundamentales de fluorescencia de la Chla, con un fuerte énfasis
en los procesos de conversion energeética. Este subcapitulo pretende proporcionar
un breve panorama de la teoria basica de la fluorescencia de la Chla en ambientes

acuaticos, y es organizado en forma de 3 preguntas basicas:

1.1.1. ¢ Qué es la Fluorescencia de la Chla?

En general se puede definir a la fluorescencia como la re-emisién de energia
en forma de un foton (luz) cuando un electron vuelve al estado fundamental de un
estado excitado (Beutler et al., 2003). El ciclo completo es muy breve, y transcurre
en nanosegundos, por lo que puede considerarse practicamente instantaneo.
Debido a que este fendmeno es de tan corta duracion, se puede diferenciar la
fluorescencia de otro fendmeno luminoso conocido como fosforescencia (Falkowski

y Kolber, 1993; Falkowski y Raven, 2007).

En métodos in vitro, especificamente en los espectrofotométricos, se ha
observado que el espectro de absorcién de la Chla (Fig. 1) presenta dos picos de
mayor absorcién, siendo el de mayor magnitud el cercano a los ~430nm (en la
region azul del espectro de luz visible) y el otro en longitud de onda ~680nm (en la

region roja del espectro de luz visible) (Schreiber, 2004 entre muchos otros).



La medicion in vitro por medio de fluorescencia, se enfoca en las longitudes
de onda donde se encuentran los picos de mayor absorcion de la Chla. Como ya
se menciond anteriormente, esta aproximacion utiliza la aplicacion de una Unica
longitud de onda de excitacion a ~436nm y la obtencién de una respuesta en la

longitud de onda de ~685nm (Holm-Hansen et al., 1965) (Fig.1).
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Figura. 1.- Espectro de absorcion de la Chla (linea azul) y espectro de fluorescencia de la Chla
(linea roja). Tomado de Maxwell y Johnson (2000).

Segun Falkowski y Kolber (1993); Falkowski y Raven (2007) y Papageorgiou
y Govindjee (2004) el principio fisiologico se debe a que una molécula de Chla en
estado de excitacion cero (Sp) es excitada por la absorcion de un fotén de longitud

de onda inferior a 670 nm en la regién roja del espectro de luz visible (600 a 670



nm). Cuando esto sucede se llega a un estado de excitacion 1 (S;) y si el foton
absorbido, es de una longitud de onda més corta (vgr. luz azul, ~420nm) la energia
extra, excitara la molécula de Chla a un estado excitacion 2 (S;) donde la energia
absorbida sera usada en los procesos fotoquimicos; una pequefia porcién de esta

se emitird en forma de calor.

Debido a lo anterior, la molécula de clorofila pasa rapidamente de estado S,
al S; y del S; al Sy. Es en este ultimo cambio del estado de excitacion (S; al Sp) es
cuando se produce la fluorescencia, y se deben cumplir las siguientes

caracteristicas:

1. Que la energia de este foton no sea utilizada en la separacion de la carga.

2. Que la energia de este fotén no sea disipada en forma de calor (excitacion
térmica).

3. Que la energia de este fotén no sea transferida a una molécula vecina o al

centro de reaccion del PS.

Una compilacion mas detallada de los procesos fisioldgicos involucrados en

la fluorescencia es descrita por Papageorgiou y Govindjee (2004).

1.1.2. ¢ Qué es el Fotosistema Il (PSII) y su relaci 6n con la medicién de
fluorescencia?

Segun Krause y Weis (1991) y Falkowski y Raven (2007), el fotosistema Il
(PSII) es considerado una “trampa de luz” poco efectiva, ya que parte de la energia
absorbida es disipada en forma de fluorescencia, mientras que el fotosistema |
(PSI), es considerado como una “trampa de luz” eficiente, ya que existe menos

posibilidad de que la energia absorbida pueda escapar en forma de fluorescencia.



Se ha estimado que a temperatura ambiente ~90 al 95% de la fluorescencia total
proviene del PSIl y representa ~10% del total de la luz absorbida por la Chla

(Nicklisch y Kéhler, 2001).

Con base a lo antepuesto y considerando el subcapitulo anterior, debemos
enfatizar que todos los fluorimetros conocidos se basan en la estimacion de la

fluorescencia que proveniente principalmente del PSII.

El PSIl es un complejo de proteinas transmembranales (atraviesa la
membrana tilacoidal), que unen los componentes que se encargan de la
separacion de la carga inicial de los aceptores y donadores de electrones. El PSII
conforma los componentes necesarios para que el proceso de captacion de

energia continle a través del proceso de fotosintesis (Vitadello et al., 2010).

Este complejo de proteinas forman el centro de reaccién del PSIl (CRII) y
son: la clorofila catalitica especializada (Chlggo), también conocida como Peggo (€l
subindice 680, se refiere a la longitud de onda de absorcion) unida con las
proteinas D1, D2 y citocromo bssg (Cyt-bssg) (Greene et al., 1991; Geider et al.,
1993b; Falkowski, 1994; Bergmann et al., 2002). Las proteinas D1 y D2 componen
todos los aceptores y donantes principales del PSIl junto con el RCII (Fig. 2). Se
conoce que D1 presenta una tasa réapida de rotacion inducida por la luz

(Carpentier, 1997).

El CRII se encuentra rodeado por un conjunto de pigmentos fotosintéticos
periféricos (CP43 y CP47) conocida como antena del PSII, que recolectan la luz a

diferentes longitudes de onda. Pero, en lugar de ser cataliticos, estos pigmentos



estan involucrados en la transduccién de la energia y por lo general funcionan
como un “trampa” que lleva energia hacia el CRII, actuando como una “antena
efectiva” (Falkowski y Raven, 2007). Las bandas de absorcion de estos pigmentos
son de una longitud de onda mas corta que la del CRII, la energia atrapada es
transferida preferentemente hacia el CRII (hacia abajo), esta absorcidon presenta un
pico maximo (~longitud de onda rojo), alcanzandose el estado S; que entra en un
estado excitado (RCII*). Sin embargo, la diferencia en las bandadas de absorcion
es tan pequefia que la energia puede escapar consecuentemente del CRIl y
regresar a los pigmentos periféricos, por ello, al CRIl se le conoce como una

“trampa superficial” (Falkowski y Raven, 2007).

Estudios en plantas superiores, han encontrado que PSIl se localiza
preferentemente en las regiones apiladas del tilacoide, mientras PSI y la
ATPsintetasa son mas comunes en las regiones del estroma no apiladas (Blchel y
Wilhelm, 1993). EIl fitoplancton, especialmente el que contiene Chl c¢ y las
cianobacterias, tienden a presentar menos capas tilacoidales que las plantas
superiores, por lo que se esperaria, una reduccion en la separacion espacial del

PSlly el PSIy ATPsintetasa (Buchel y Wilhelm, 1993).
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Figura. 2.- Estructura y funcionamiento del PSII (Pggo). Muestra la estructura del PSI
dentro de la membrana del tilacoide, también se muestra la posicion de LHCII
(complejos captadores de luz, por sus siglas en ingles), se observa la
posicion de las proteinas D1 y D2 con respecto al CRII, Se ejemplifica el flujo
de electrones en flechas amarillas, inicia con la absorcién de la luz por el Pgg,
se produce la separacion de la carga primaria en la que un electrén es
donado por CRII* a la Feofitina (humero 1) y el centro de reaccién se
convierte en un radical catiénico (CRII+). CRII+ es un oxidante fuerte, este,
regresa a su estado CRIlI mediante la aceptacién de un electrén de un grupo
de 4 moléculas de magnesio que se encuentra en el lado del lumen del PSII
(letra B), a través de un residuo de tirosina Tyr, (letra A). La Feofitina continta
el transporte de electrones via la reduccion de la quinona (PQa > PQa)
(numero 2) que a su vez se reduce una plastoquinona (PQg > PQg") (numero
3), solo después de que este proceso ha tenido lugar el centro de reaccion
del PSII puede aceptar otro electrén. Con la repeticion de este proceso PQg’
acepta un electron y elimina un protén de cada uno de las dos moléculas de
agua del estroma (dejando dos iones hidroxilo) para convertirse en
plastoquinol (PQH,) y se libera en la PQ para convertirse en un lecho de
plastoquinona (Pool PQ) (numeros 3 al 6) (Kolber y Falkowski, 1993).
Tomado de Vitadello et al. (2010).
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El proceso de captacion de luz en el PSII, se ha descrito por un modelo par
de excitacion-radical (Trissl et al.,, 1993), el cual se completa en un tiempo
estimado de picosegundos. La eficiencia de conversion de energia fotoquimica

depende de procesos como Kulandaivelu y Daniell (1980) y Greene et al. (1992):

() Lacaptacioén de luz.
(i)  Capturay separacion de la carga primaria.
(i)  Estabilizacion de la separacion de la carga en aceptores secundarios.
(iv)  La captura de energia del “complejo” de magnesio que conduce a la
oxidaciéon de las moléculas de agua.
Para informacion mas detallada, se recomienda la consulta de trabajos como
Critchley (1997); Bricker y Frankel (2002), y en especifico se recomienda el libro de

Suggett et al. (2011).

1.1.3. ¢ Qué es el Phyto-PAM y coémo funciona?

El Phyto-PAM es un fluorimetro de pulsos de amplitud modulada que emplea
cuatro diferentes longitudes de onda para excitar la Chla contenida en fitoplancton
vivo. Para que esto suceda el Phyto-PAM estad equipado con la Unidad Optica
ED101-US (Phyto-US), que cuenta con una cubeta de cuarzo estandar de 10x10

mm de 3 ml de volumen (Schreiber, 1998).

La medicion de la fluorescencia se basa en cuatro pulsos de luz que son
modulados a un intervalo de ~10us por cada longitud de onda (canal). Un
fotomultiplicador, en combinacién con un amplificador de impulsos integrado en el

fluorimetro, detecta la fluorescencia cerca de ~ 680nm. Un microprocesador
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controla la generacion sincrona de los pulsos de corriente de los cuatro diferentes

canales y la amplificacion selectiva de cada pulso (Schreiber, 1998 y 2004).

La unidad Phtyto-US consiste en dos arreglos de diodos: el primero es un
arreglo de una matriz de 25 LEDs, que emiten longitudes de onda de 470, 520, 645
y 665 nm, los cuales serian los canales de mediciones de dicho instrumento. El
segundo arreglo consta de una matriz 12 LEDs de luz actinica, que emite ~655nm.
La intensidad de la luz maxima medida con este arreglo es de ~ 550 mol quanta m
2 s pero puede llegar a incrementarse a hasta ~1800 mol quanta m™? s utilizando

el recurso de “Pulso de Saturacion” con los dos arreglos (los 37 LEDs) operando

simultaneamente (Schreiber, et al., 1995b; Lirling y Verschoor, 2002).

El fluorimetro es operado por el software PhytowWin version 1.45, el cual
recaba la informacion de fluorescencia y calcula los valores de los parametros
basicos de fluorescencia y los guarda automaticamente en formato .txt. La figura 3
ilustra la derivacion cinética de cada parametro calculado por el Phyto-PAM. La
fluorescencia minima (Fp) se puede definir como fluorescencia inducida por la
iluminacion inmediatamente después de una adaptacion a oscuridad, la
fluorescencia maxima (Fn) se define como la fluorescencia maxima alcanzada
cuando una muestra es sometida a un pulso de luz de saturacion, lo

suficientemente alto para cerrar todos los CRIIs; de estos dos parametros pude ser
derivado un tercer parametro conocido como fluorescencia variable (F,), el cual se

basa en la sustraccion de la fluorescencia maxima menos la fluorescencia minima

(Ecu. 1):

13



E, = (En — Fp) 1)

El pardmetro de rendimiento cuantico optimo (®ps;) €s un proceso de
eficiencia dependiente de la luz y se deriva de la relacion de los tres parametros

anteriores (Ecu. 2):

Fm—Fy

Dpgyy = TR (2

Para que el Phyto-PAM opere adecuadamente se deben seleccionar los
espectros de referencia adecuados para cada canal. Un espectro de referencia es
definido como la sefial de fluorescencia normalizada en los cuatro canales de una
muestra particular medida con un instrumento determinado; se caracterizar por ser
un conjunto de valores de fluorescencia estandarizados para cada canal, lo
suficientemente separados para que la sefal no se traslape. El Phyto-PAM cuenta
con espectros de referencia estandares (originales) para los 4 canales, los cuales
fueron realizados por el fabricante con base en cultivos puros de fitoplancton de
Synechocystis spp. para el canal de 470nm, Chlorella vulgaris para el canal de

520nm y Phaeodactylum tricornutum para los canales 645 y 665nm.

El Phyto-PAM posee la particularidad de activar o desactivar cada canal
dependiendo de los objetivos de la investigacion, ademas el fluorimetro tiene la
capacidad de crear nuevos espectros de referencia para cada nueva muestra, Si
asi se desea, estos nuevos espectros se almacenan en formato .txt y pueden ser

usados en futuras investigaciones.
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optimal quantum yield: {(Fm-Fo)/Fm = Fy/Fm
effective quantum yield: (Fm-F)/Fm' = AF/Fp’

Figura 3 .- Cinética de induccion de fluorescencia, el primer grafico (lado izquierdo) ilustra la
respuesta de fluorescencia de una muestra adaptada a oscuridad cuando es sometida a un
pulso de luz saturacién de tiempo corto (~10uS), y se define la nomenclatura basica
asociada a esta medicion (referencias en el texto). Las flechas oscuras hacia arriba indican
induccién por pulso de luz, se ilustran los parametro de fluorescencia minima (Fo),
fluorescencia maxima (F,,), el parametro derivado de estas dos, la fluorescencia variable
(Fy). La figura de lado derecho, ilustra la respuesta de fluorescencia cuando una muestra es
sometida a pulsos de luz cortos con diferencia de intensidades con intervalos de 1 minuto
cada uno (también conocida como curva rapida de luz), las flechas blancas indican
activacion (arriba) y desactivacion (abajo) de la luz actinica (luz de medicién), de estas
mediciones se derivan parametros secundarios de fluorescencia de importancia en el estudio
de la fotosintesis, los cuales se definen la tabla I. Tomado de Schriber, (2004).
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En el presente estudio se utilizaron los espectros de referencia estandares
predeterminados por el fabricante (uno por cada canal), para realizar las lecturas

de sinolos parametros de fluorescencia y la ChlaT.

Es importante mencionar que existe un interés amplio por la comunidad
cientifica que estudia los ecosistemas acuaticos de tener metodologias versatiles,
sensibles y faciles de operar para obtener concentraciones de ChlaT de manera
rapida, dado que los organismo que contienen ChlaT son los primeros eslabones
en las redes tréficas, la salud y / o las abundancias de estos productores primarios
tendran efectos en cascada en todos los organismos superiores. Por lo tanto, la
determinacion de la concentracion de la ChlaT es uno de los indices clave en la
salud de los ecosistemas. De aqui, que el presente estudio posea relevancia, por
proponer una metodologia sin necesidad de metodologias de extraccion y su

relativa rapidez al proporcionar resultados.
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2. HIPOTESIS

Los parametros de fluorescencia como Fo, Fm, Fy, y ®ps; estimados con la
aproximacion de fluorescencia multiespectral (con cuatro diferentes longitudes de
onda 470, 520, 645, 665nm) del Phyto-PAM, pueden usarse como estimadores de
la concentracion de ChlaT en el fitoplancton marino bajo diferentes escenarios de

concentracion de ChlaT.

3. OBJETIVOS

3.1. GENERAL

Estimar la concentracion de clorofila a total (ChlaT) del fitoplancton marino
con base en el o los parametros fluorescencia que mejor se asocien a la ChlaT
derivado del método de fluorescencia multiespectral del Phyto-PAM bajo diferentes

escenarios de concentracion de ChlaT.

3.2. PARTICULARES

A. Evaluar y describir comparativamente la relacion entre cada uno de los
parametros de fluorescencia (Fo, Fm, Fv, ®ps)) Y la ChlaT.

B. Determinar el o los parametros de fluorescencia que mejor se asocien a la
ChlaT.

C. Modelar la concentracion de ChlaT como funcién del o los parametros de
fluorescencia que mejor se asociaron a la ChlaT, utilizando diferentes escenarios
de respuesta de fluorescencia y concentracion de ChlaT.

D. Corroborar los diferentes modelos obtenidos usando datos derivados de
campo con diferentes escenarios de concentracion ChlaT.

E. Determinar el mejor modelo que estime la ChlaT bajo los diferentes

escenarios propuestos de concentracion de ChlaT.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencion de Cultivos de fitoplancton

Todos los cultivos utilizados en este trabajo se obtuvieron del cepario del
Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas de la Universidad Autonoma de Baja

California (I10O-UABC). Las especies utilizadas fueron:

1. Bacilariofitas : Phaeodactylum tricornutum, Thallassiosira pseudonana,
Chaetoceros muelleri, Chaetoceros calcitrans., Skeletonema costatum.

2. Clorofitas : Dunaliella tertiolecta, Tetraselmis chuii, Tetraselmis suecica,
Tetraselmis gracilis.

3. Dinofitas : Amphidinium spp., Lingulodinium spp.

4. Cryptofitas : Rhodomonas spp.

5. Crisofitas : Monochrysis lutheri.

6. Prymnesiofitas : Isochrysis galbana (Clone T-Iso).

Las microalgas derivaron de cultivos en matraces de 250 ml bajo el medio de
cultivo f/2 (Guillard, 1975). Preparado con agua de mar natural estéril con una
salinidad de 33 + 1 y adicionado con nutrientes. Las condiciones de cultivo fueron:
temperatura 19 + 1 °C y un pH inicial 7.5, luz fria continda a ~150 yE m™? s™, con
fotoperiodos de luz de 24 hrs. con agitacion manual una vez al dia. Todos los
cultivos se iniciaron con un indculo de un historial de flujo foténico proveniente de
150 yE m™? s* (Valenzuela-Espinoza et al., 2007). Cada muestra de cultivo se
obtuvo al séptimo dia de crecimiento en el estado estacionario de acuerdo a una

curva de crecimiento en un cultivo cerrado.
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4.2. Mediciones de ChlaT y parametros de fluorescen cia

Con el objetivo de evaluar de manera practica la concentracion de Chla de
cada cultivo, se contd el nimero de células presentes en un mililitro de muestra
madre con ayuda de una camara de Neubauer (Hematocitometro), y al mismo
tiempo se procedi6 a leer la Chla de 0.5, 1, 2, 5 y 10ml de muestra por medio de
espectrofotometria usando las aproximaciones y consideraciones de Lorenzen
(1967) (Fig. 4). El procedimiento anterior facilito el calculo las diluciones previas
necesarias para cada cultivo y asi poder tener escenarios de concentraciones de

Chla bajos (menores a 0.50 pg/L), medios (0.51 a 3 pg/L) y altos (mayores a 3

Hg/L).
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Figura 4.- Representacion Esquematica del experimento de conteo de células y concentracion de
Chla, que facilito la determinacién del niamero de diluciones necesarias por especie de

fitoplancton.
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Con los resultados anteriores y con una nueva alicuota de cultivo madre se
realizaron las diluciones adecuadas para tener los escenarios anteriormente
mencionados. De estas nuevas alicuotas madres (una de cada especie), se analizo
simultdneamente los parametros de fluorescencia con ayuda del Phyto-PAM vy la
concentracion de ChlaT correspondiente a cada escenario (Fig. 5). Es importante
mencionar que todas las diluciones se basaron en un litro agua tanto para los

calculos de ChlaT como para las lecturas con Phyto-PAM.

Los analisis de concentracion de ChlaT se realizaron con base en al método
propuesto por Lorenzen (1967), dejando que los pigmentos se extrajeran durante
24 hrs a -4 °C en 10 ml de acetona 100%. Las muestras se leyeron en un
espectrofotometro Perking Elmer Lambda. Para la determinacion de la

concentracion de ChlaT se utilizdé la ecuacion 3, y para los Feopigmentos la

ecuacion 4:
Chla = [26-7(E66.4_E665)*Vext] 3)
(Vrit*Lcelda)
Feopigmentos = [26.7(1.7(E¢64—E665))*Vext] @)
(Vrit*Lcelda)
Dénde:

E¢e4 : Es la absorbancia a los 664 nm.
E¢es: Es la absorbancia a los 665nm.

Vext: Es el volumen del solvente utilizado (acetona al 100%)
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Veii: Es el volumen total filtrado de la muestra, en este estudio, los calculos se

realizaron con base en un litro, para homogenizar los resultados con Phyto-

PAM.
L e1aa: Es el volumen de la celda utilizada en el espectrofotometro expresado en

litros.

La medicion con Phyto-PAM, consistio en: cada dilucion se aforé a un litro de
agua de mar filtrada con 0.2um de poro, y se homogenizo durante 15 minutos (min)
con ayuda de un agitador magnético a la menor revolucion posible y en completa
oscuridad. Una vez transcurridos estos 15 minutos, se tomaron 3 ml y se filtraron
con un filtro membrana de 0.2 um de poro, con la finalidad de eliminar todo material
particulado (Fig. 5). El volumen filtrado se ley6 con la funcion Zero-off (Zoff), con el
objetivo de suprimir las sefiales de fluorescencia de las sustancias disueltas en la
muestra (acidos humicos, materia organica disuelta coloreada o CDOM, por sus
siglas en inglés e incluso la sefial de la propia agua). Las cuatro lecturas
normalizadas con el Zoff se almacenaron en el programa y se actualizan
automaticamente con cada nueva determinacion de Zoff. Esta normalizacién con

Zoff se le realizo previa a cada nueva lectura de fluorescencia.

Una vez suprimidas las sefiales que podrian introducir ruido en las lecturas,
se procedio a realizar tres lecturas de fluorescencia con remplazo de la muestra a

! con base en la intensidad de MF32

intensidad de ~21 mol quanta m? s
(frecuencia de medicion recomendada por el Phyto-PAM), siguiendo los criterios
expuestos por Schreiber (2004). Todo lo anterior fue realizado en oscuridad, para

procurar que la mayoria de los CRIIs se encontraran abiertos (Fig. 5).
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Figura. 5.- Diagrama esquematico del analisis de las diluciones por especies de fitoplancton con Phyto-PAM y su respectivo valor de
concentracion de Chla
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Los productos finales de cada lectura con Phyto-PAM consistieron en cuatro
sefales independientes (una por cada canal) de los parametros de fluorescencia
minima (Fo), fluorescencia maxima (Fn), fluorescencia variable (F,) y rendimiento
cuantico 6ptimo de la fluorescencia (®ps);) (Tabla 1), que son desplegados por la
interface programatica PhytoWin version 1.45. Es importante hacer notar que
debido al gran numero de términos utilizados para nombrar los parametros de la
fluorescencia y que muchos de los cuales son sinonimias, este trabajo se baso6 en
la nomenclatura propuesta en Papageorgiou y Govindjee (2004) que se basa en

Kooten y Snel (1990), Kromkamp y Forster (2003).

24



Tabla |. - Definicién de los parametros de fluorescencia derivados del Phyto-PAM, las celdas en
color verde corresponden a los parametros obtenidos en base a el primer pulso (MF32) y las
celdas blancas corresponden a pardmetros que se derivan de una curva luz (Fig. 3)
(modificado de Cosgrove, 2007).

*Nota: todos los parametros son adimensionales.

Parametro  Sinonimia Definicion Derivacion

Fluorescencia minima o

Fo 0 base (aclimatado a oscuridad,
todos los RCIlIs abiertos)

Fluorescencia maxima

= P, (aclimatado a oscuridad,
m Fmax todos los CRIls cerrados pero
sin NPQ)
Fy Fluorescencia variable Fm-Fo
Rendimiento cuantico
®Prg) Fu/Fm optimo o eficiencia Fu/Fm
fotoquimica (CRIIs abiertos)
= Fluorescencia maxima
m en luz actinica
EE Fluorescencia en luz
F oF TS actinica (Fs o Fyusados en
! estado estacionario)
Fo Fuorescencia minima
en luz actinica
=5 Fluorescencia variable I

en luz actinica
Diferencia entre el
Fq AF rendimiento de la Fm-F
fluorescencia de F',, - F’
Eficiencia fotoquimica

F'o/F'm : AFI en luz actinica o eficiencia de (F, m-F)/
Fim los CRIls Fim
Fu/F m Cosecha no fotoquimica FJFm
Fo I (Fm-F)/(
dp = Cosecha fotoquimica Fo- Fo)
NPO Cosecha cuantina no (Fm-Fm)/
proveniente de la fotoquimica F'm
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4.3. Asociacion entre la Concentracion ChlaT y los parametros de

fluorescencia

Con el objetivo de determinar la posible modelacion de la concentracion de
ChlaT (como variable dependiente) con base a las respuestas en cada canal (470,
520, 645 y 665 nm) de los parametros de fluorescencia (como variables
independientes) se aplicd una serie de analisis de regresion lineal multiple basadas
en polinomios de Taylor de primer grado cuarto orden. El analisis de regresion
lineal multiple est4 basado en el ajuste de una ecuacion a un conjunto de datos
mediante minimos cuadrados y es uno de los mas empleados en todas las ciencias

(Draper y Smith, 1981), la ecuacion general se presenta a continuacion:

ChlaT = bo + b1P470 + b2P520 + b3P645 + b4p665 (5)

Donde, ChlaT es la variable dependiente y las P representan los parametros
de florescencia utilizados como viables independientes y los subindices
corresponden a las longitudes de onda de medicion. Las b son los coeficientes de
regresion de cada variable explicativa. Los signos de los parametros b; b, ...b,
miden el sentido de la relacion entre cada una de la variables explicativas y la
variable dependiente asumiendo como constante la influencia de las restantes

variables explicativas.

Se utiliz6 el método de regresion por pasos con la técnica de eliminacion
hacia atras (Stepwise regression with backward elimination) para descartar las
variables independientes que no se asocien con la dependiente (Significancia de

los coeficientes ligados a cada variable independiente), obtener la significancia
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global del modelo (mediante un ANOVA de 1 via con base a las variabilidad de los
datos observados y modelados), y encontrar los valores de alto ruido, (por medio
de un analisis residual de la regresion). Este método prueba y determina las
mejores regresiones contenidas en un cierto numero de variables (Draper y Smith,

1981).

4.3.1. Determinacion del mejor(es) parametro(s) aso ciado a la ChlaT

Una vez realizado el analisis de regresion multiple, se procedioé a determinar
el mejor parametro que se asocie a la ChlaT, con base en las significancias
estadisticas de los valores obtenidos en el analisis de regresion. Para cada modelo
se probo significancia estadistica de cada uno de los canales y del intercepto
(constante) de la ecuacion, con base en una prueba “t” de student, que permite
contrastar la hipotesis nula que asume que el coeficiente asociado a las variables
independientes (parametro-canal) es igual a cero (HO: 8 = 0) lo que implicaria que
la tasa de cambio de la variable dependiente no es significativa al cambio de esa
variable independiente. En contraste si este coeficiente fuera diferente de cero (Ha:
B # 0) implicaria que la tasa de cambio de la variable dependiente si es

estadisticamente significativa con el cambio de esa variable independiente.

De igual manera, se probo la significancia global del modelo con ANOVA de
Regresion basado en una prueba “F” de Fisher. En ambos casos se probaron las

significancias con un nivel de confianza del 95% (a= 0.05).

Finalmente, se selecciond aquellos modelos que explicaran la mayor parte de

la variabilidad de la variable dependiente, con base en el coeficiente de
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determinacién (R?) (Ecu. 6). Dicho coeficiente es la razén de variabilidad explicada
por el modelo (SCR) (Ecu. 7) con respecto a la variabilidad de la variable
dependiente (SCT) (Ecu. 8).

p2 — SCR _ 1Q@-9)*
scT R(y-9)?

(6)

SCR =Y (§ — y)? (7)

SCT =Y (y — y)? ®)

Dénde:

SCR: es la suma de cuadrados debida a la regresion o explicada por la regresion

y representa la variacion de los valores estimados de Y alrededor de su
media.

SCT: es la suma de cuadrados total y representa la variacion total de los valores
reales de Y respecto de su media muestral.

Es de importancia resaltar que este analisis se realiz6 en una primera
aproximacion de los resultados de respuesta de fluorescencia grupo por grupo
(seis grupos) y un segundo analisis de una matriz que concentraron los seis grupos

fitoplanctonicos con sus respectivos valores de ChlaT.
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4.4. Modelacion de la ChlaT con el mejor parametro  de Fluorescencia

Con la finalidad de encontrar la mejor modelacién de la ChlaT utilizando el
mejor(es) pardmetro(s), se realizaron aproximaciones de regresiéon lineal multiple
con la técnica de eliminacion hacia atras, donde se tomdé como variable
dependiente la concentracion de ChlaT y como variables independientes los cuatro
canales del pardmetro con la mejor asociacion. Se realizaron cuatro modelaciones,

las cuales consistieron en dos tipos:

El primer tipo representa una aproximacion donde no se realizé ninguna
separacion a los datos, a la cual se le denomino modelacion 1: se deriva de una
ecuacion que se compone del mejor(es) parametro(s) con respuesta multiespectral
como predictor de la concentracion de ChlaT en las tres condiciones de ChlaT

probadas.

El segundo tipo consisti6 en tres modelaciones por escenarios de
concentracion de ChlaT utilizando el mejor(es) parametro(s), segun los criterios y

las aproximaciones. Estas consideraciones derivaron 3 juegos de modelaciones:

La Modelacién 2 : consta de 2 ecuaciones una para condiciones de alta
concentracion de ChlaT, la otra para condiciones no altas de ChlaT. Los criterios
para la aplicacion de las ecuaciones son debidamente explicados en la seccién de

resultados.

La Modelacion 3 : consta de 3 ecuaciones para condiciones de clorofila alta,

media y baja.
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Modelacion 4 : también se compone de 3 ecuaciones para condiciones de
clorofila alta, media y baja. La diferencia entre la Modelacion 3 y la Modelacion 4,
se basa en los criterios de acotamiento para cada una de las condiciones antes
mencionadas. Los criterios de seleccion dentro de cada modelacion estan

debidamente explicados en la seccién de resultados.

Para definir las condiciones de modelacidbn por escenarios en las
Modelaciones 2, 3 y 4, fue necesario la obtencion de un indice que pudiera ser
utilizado para acotar las condiciones en las cuales se aplica cada ecuacion dentro
de cada Modelacion. Debido a esto, y considerando que la respuesta de
fluorescencia obtenida del Phyto-PAM es en cuatro canales, se propuso el valor
medio de la respuesta de los canales para el pardmetro de fluorescencia y se

denominé “Respuesta Media de la Fluorescencia Multiespectral” (RMgy) (Ecu. 9):

(Vimaximo+Vminimo)
RMFM — maxlmoz minimo (9)

Dénde:

Vinaximo: ES €l valor maximo de la deteccion del parametro de fluorescencia en
los canales con respuesta.
Voninimo: ES €l valor minimo de la deteccién del parametro de fluorescencia en los

canales con respuesta.
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4.5. Significancia estadistica de las modelaciones

Este subcapitulo se basa en los conceptos ya expuestos anteriormente en la
seccion 3.3, utilizando los andlisis de significancia de los coeficientes por medio de
una prueba “t”, asi como, la significancia del modelo global con una ANOVA de
Regresion basado en una prueba “F’. En ambos analisis se evaluaron las

significancias con un nivel de confianza del 95% (a= 0.05).

Asi mismo se calculé el coeficiente de determinacién R? (Ecu.9) para
determinar la proporcién de variacion total, explicada por la variabilidad de cada

ecuacion.

4.5.1. Validaciéon de las modelaciones obtenidas

Con la finalidad de corroborar las modelaciones obtenidas, se obtuvieron 232
pares de experimentos donde se tenian mediciones de Phyto-PAM (primera lectura
con MF32) y HPLC (ChlaT); 198 corresponden a 3 cruceros oceanograficos
realizados en la Corriente de California frente a las costas de Baja California
(Barocio-Leon, 2006) (Fig. 4a) y los restantes 34 proviene de un muestreo
realizado en una estacién fija dentro de la laguna de Bahia San Quintin, B.C.
(BSQ) (Segura-Soto, 2013) (Fig. 4b). Esta base de datos pertenece al Cuerpo
Académico de Ecologia del Fitoplancton de la Facultad de Ciencias Marinas de la

UABC (CA-158) (Tabla II).
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Tabla Il. Sintesis de los datos usados para la validacion de las modelaciones obtenidas.

Campanas en

Numero pares de

datos Condiciones de ChlaT
Campo (Phyto-PAM y (ng/L)
HPLC)
Crucero Noviembre 20 Bajas y Medias
de 2002 (0.2a1l)
o Bajas, Medias y Altas
Crucero junio de
65 (0.2 a1y evento de marea
2003* _
roja)
Crucero noviembre de 63 Bajas
2003 (0.2a0.5)
) Medias
Estacion BSQ 34
(1.5a3.5)
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Figurra. 6.- Area de estudio correspondiente a las campafias donde se obtuvieron datos de campo. Figura 3a representa los cruceros
oceanograficos reportados por (Barocio-Ledn, 2006), donde se aprecia la red de estaciones muestreadas (circulos vacios). Las
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estacion de muestreo dentro de la laguna Bahia San Quintin (BSQ) (circulo oscuro) reportada por Segura-Soto (2013).
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Utilizando las cuatro modelaciones mencionadas en el subcapitulo anterior,

se estimé la ChlaT (ChlaTacuada) mediante datos del Phyto-PAM.

A fin de determinar el grado de correspondencia entre la ChlaTcacuiada Y
ChlaT observada en el campo (ChlaTgpservada), S€ utilizd un analisis Match-up

(Santamaria-del-Angel et al., 2011).

El analisis de Match-up es una técnica grafica basada en la teoria de
correspondencia perfecta entre dos juegos de datos, si estos tienen patrones de
distribucién idénticos, la dispersion de los datos resultara en una linea recta

perfecta a 45 grados.

Generalmente este tipo de analisis grafico se complementa con parametros
estadisticos como el coeficiente de correlacion de Pearson (rpearson ECu. 10), que
determina el grado de asociacion linea entre dos variables y se valida realizando
una prueba de significancia de dicho coeficiente (Santamaria-del-Angel et al.,

2011).

_ COUOC
rpearson - SDCSDO (10)

Dénde:

Covy: es la covarianza entre los datos observados y calculados

SD: las desviaciones estandar de cada uno
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Ademés del andlisis Match-up, se calcularon dos parametros estadisticos

mas, el error cuadratico medio RMSE (Ecu. 11) y el sesgo BIAS (Ecu. 12).

1
RMSE = \/EZL(Oi — C;)? (11)
1 0;—C;
BIAS = ﬁ2}\'=1(C—i) (12)
Doénde:

O, sea el i-esimo dato observado

Ciel i-esimo dato calculado por el modelo.

El RMSE es uno de los estadisticos mas usados cuando se desea evaluar la
capacidad de prediccion de un modelo (datos calculados) cuando son comparados
con datos observados en campo. Es definido como la raiz cuadrada del error
cuadratico medio y si el RMSE es cercano a cero, el error cuadratico medio es
bajo, mientras mas se aleja del cero error cuadratico medio ser4 mayor. El sesgo
BIAS proporciona informacién sobre la tendencia de sobreestimar o subestimar
una variable, se utiliza para cuantifica el error sistematico del modelo. Los rangos
de valor van de +1 a -1, lo que indica una sobreestimacién con valores cercanos a
1 y subestimacion cercanos a -1, valores cercanos a cero compensan las

sobreestimaciones y las subestimaciones (Pielke, 2002).
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5. RESULTADOS

Los resultados se presentaran de la siguiente manera: primeramente se
expondra la asociacion de la concentracion de la ChlaT con la respuesta de
fluorescencia de los 4 pardmetros por grupos (seccién 5.1). Posteriormente, se
presentara la asociacion entre la concentracion de ChlaT con la respuesta de
fluorescencia de los 4 parametros englobando todos los grupos (seccion 5.2).
Seguidamente, se presentara la aproximacion del mejor pardmetro obtenido y los
criterios propuestos para la modelacién de prediccién de la ChlaT (seccion 5.3).
Finalmente, se presentara la validacion de las modelaciones obtenidas usando

datos provenientes de campo (seccion 5.4).

5.3. Asociacion de los parametros de fluorescencia y la ChlaT por

grupos fitoplanctonicos

En total se analizaron 6 grupos fitoplanctonicos. La tabla Il resume los
resultados del parametro que obtuvo la mejor asociacibn en cada grupo de
fitoplancton y los valores de los estadisticos probados. Los resultados mostraron
que en cuatro de los seis grupos, el mejor pardmetro asociado a la ChlaT fue el
®pg (Tabla 1ll). Estos grupos que se asociaron con el pardmetro de ®pg), fueron las
Dinofitas, Crisofitas, Criptofitas y las Prymnesiofitas (Fig. 7). Asi mismo, el valor
porcentual de R? en estos grupos fue mayor a 70%, siendo las Prymnesiofitas y
Criptofitas superior a 90% (Tabla Ill). El andlisis de los modelos generales mostro
gue en los cuatro grupos los modelos fueron significativos. Es de hacer notar que

en estos cuatro modelos el canal ®ps)1.520 NO fue significativo estadisticamente.
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Las Bacilariofitas presentaron asociacion de la ChlaT en el parametro de Fn,
(Fig. 7), con una R? porcentual de 49.8 (Tabla Ill). De acuerdo al anélisis del

modelo general este si fue significativo.

Por su parte, las Clorofitas presentaron una mejor asociacion con el
parametro Fo (Fig. 7), con una R? porcentual de 72.7, y los 4 canales y la constante
fueron significativos (Tabla IIl). ElI andlisis del modelo general también fue

significativo, presentando una Fcaiculada de 66.59 (Tabla 111).

37



6 .
] Prymnesiofitas
o
5 —4
Qoo
N (1]
4 00
%’, i Y
=8
~ @
— 3 — © aooomo
©
S
o 2 — @ o
d ® ® ®
@ oo
Q0 0
14 © mgomugo @
00 0@ [+
J 00 o )
0 T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8
®pg,  (Unidades Relativas)
4 —
Crisofitas
3 -
Q - {00000 000D
(=] 000
\3‘ 000w
2]
©
‘C -t
O
1 © afREP ©
Q000D 0000 O
J 0 0oo 0
00 @
OB 0.0 00D 0
0 L B B B — 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8
) (Unidades Relativas)

PSlI

| Dinofitas
0.8
-y
g 0.6 -
- 00 000D o0 0 0
L ® ao
©
< 04— ocoam 00
(6]
] @ @o (-]
0.2 4 CEPP® xx® 00
- Q0 GO0 oo
0 —W_W 2 T T T T T |
0 0.2 0.4 0.6 0.8
®pg,  (Unidades Relativas )
10 —
| Clorofitas
8 000 ooom o o0 o
3 8% &
2 6 — o %o 000%6.200%:&0 oooo ooo
=~ opgd ™
- om
d& o Omﬂ% NOOO o o0
L o 0Boo0 000
T 4 -
<
O 0 om o@® O o@
1 o 00° ® 0g 000 o oo
OO ® omm»
2 - 00g o P00 @ o
Op O o> 0000% © 00
A 00 0BGy OQp O ® 000
L] ® 0w 000
0 — m| —T> ;%' 1
100 200 300 400 500 600
F,  (Unidades Relativas)

. Criptofitas
12 — oan
i oo
10 —
g -
g 8 — cno g
- @ ™
E 6— o oo
= @ a0
O -
4 — @® oo
2 -
- o%om o
Poo B
0 — T
0 0.2 0.4 0.6 0.8
®pg,  (Unidades Relativas)
5 —
i Bacilariofitas
4 o - o
0 ® P 500 B
-~ ° ® o
-
D3
= :; & fm’v"” ool
— - ® © 000 @ g 00 @ O
© 2 o ® 0 opTP0® oo ®
Ky
O ® & o ooR3 %o
1 o .W& w O
1 — 8 w o ce o
i a 0.00
0 - o.??u O.n .oo " ; |
ﬁﬁ_lﬁﬁ_r T T T
0 200 400 600 800 1000 1200
F (Unidades Relativas)

m

Figura 7.- Diagrama de dispersion de los parametros de fluorescencia que resultaron significativos (eje de abscisas) con respecto a la
concentracion de ChlaT (eje de ordenadas) para los seis grupos analizados. Canal-470nm (Circulos azules), Canal-520 (Circulos

verdes), Canal-645 (Circulos rojos) y Canal-665 (Circulos cafés).
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Tabla IIl.- Resumen del analisis para determinar el parametro con la mejor asociacion con la ChlaT por cada grupo fitoplanctonico. La
primer columna corresponde al parametro que resulto con la mejor asociacion con la ChlaT, la columna 2 (Constante) corresponde a
la prueba de significancia del punto de interseccidén o constate; la columna 3 (Variables) corresponde a los valores obtenidos de los
coeficientes ligados a cada canal; la columna 4 (Estadisticos) corresponden a los valores de tgiica; la columna 5 (CD) corresponde a
los valores del coeficiente de determinacion; y las columnas 6 (Modelo)y 7 (Estadistico) corresponde a los valores obtenidos en el
analisis del modelo global y la Gltima columna corresponde al nimero de datos. Los valores en rojo hacen referencia a los valores
que no fueron significativos en cada uno de los andlisis estadisticos.

Constante "b 0" | Variables Estadistico CD Modelo Estadistico No. datos
Parametros t cal tcal teritica R2 % Fcalculada Fcritica n
Fm -0.48 1.97 49.8 45.58 2.42 188
F m-a70 5.92
k F m-s20 -1.57
g F m-6as -0.32
F m-e6s5 -0.39
Fo 3.39 1.97 72.7 66.59 2.44 126
Fo-470 -3.01
Fo-6as 6.97
Fo.e65 -6.45
D pg) 1.19 2.02 65.1 17.7 2.59 42
g D psii-a70 -1.42
] D psiis20 2.05
o D psii-645 -1.05
D psii-e65 1.4
D pg) 7.51 2.01 95.2 223.65 2.56 49
D psii-a7o -2.39
D psii-520 -1.97
D psii-e4a5 -3.51
D psii-665 12.8
D pg) 9.1 1.99 89.2 55.53 2.51 66
g D psii-a7o -5.2
P psii-s20 -1.99
g D psieas 5.25
D psii-ees -9.95
D g 3.13 2.01 95.5 229.53 2.57 47
d P psii-a70 -2.46
P psii-s20 -0.56
D psiieas -4.23 9
D psii-e65 9.62




5.4. Asociacién de los parametros de fluorescencia con la ChlaT
englobando todos los grupos fitoplanctonicos.

Este andlisis fue similar a la seccidn anterior con la diferencia que en esta
seccion se considero las respuestas de los parametros para los cuatro canales

englobando todos los grupos fitoplancténicos (Tabla 1V).

De manera general, los resultados mostraron que solamente el analisis
basado en ®pg; vs ChlaT, obtuvo una significancia en todos los canales, siendo
®psia70 y Prsiiess 10S que presentaron una asociacion inversa con la ChlaT (con
coeficientes negativos del modelo) (Tabla IV). Los canales restantes (®Ppsiis20 y
Dpgi665) S€ asociaron positivamente con la ChlaT. Ademas, este andlisis fue el de
mayor R? porcentual (80.5) y fue el que obtuvo una razén Feacuaga Mayor (437.42).
Los resultados anteriores determinaron que el parametro de rendimiento cuantico

optimo (Ppg))) fue el mejor asociado a la ChlaT.

El resto de los pardmetros presento R?> mas bajas (<70%), siendo la Fq el

valor de R? menor (54.3%) (Tabla IV).

De manera similar, Fo y Fn presentaron significancia en tres canales a
excepcion del canal a 470 nm. El parametro F, solo presento al canal 645 mientras

que Fy solo fue significativa en Fy.gs5 (Tabla 1V).

Es importante destacar que las comparaciones de los cuatro pardmetro vs

ChlaT se basaron en el mismo numero de datos (n=595).

Con base en los resultados anteriores se realizdé un analisis grafico basados

en diagramas de dispersion de cada parametro (x) vs ChlaT (y) (Fig. 8). Los
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resultados de dicho analisis muestran que solamente el diagrama de ®ps vs ChlaT
(Fig. 8d) present6 un patron de dispersion definido con forma general de hipérbola
inversa en los cuatro canales. El resto de los diagramas mostro una dispersion sin

patrones aparentes (Fig. 8a, 8b y 8c).

41



Tabla. IV.- Asociacion de los parametros de fluorescencia con su valor correspondiente de ChlaT. Por un analisis de regresion multiple su
coeficiente de determinacion (RZ). Significancia de los parametros del modelo probada con t g gs; 501 criica = 1.96, significancia global del

modelo probada con F ¢ 0s; 4 505 critica = 2-38. N=595. Todos los andlisis fueron probados con un nivel de confianza del 95%. Los valores
resaltados en color rojo refieren a los valores que no fueron significativos en cada uno de los analisis.

Constante | Variables CD |Modelo
Parametros Modelo Regresién t cal teal R? Fcal
ChlaT =1.77 - 0.00299F 470+ 0.0172F¢.520 + 0.0326 Fo.g45 - 0.0274 Fo.e65 4.83 54.3 |175.27
Fo-a70 -1.95
Fo Fo-520 8.94
Fo-645 17.96
Fo-665 -17.5
ChlaT =0.263 - 0.000345F 1 470+ 0.00498F 1,520+ 0.0158F 645 - 0.0105F 1665 1.01 65.9 | 286.06
Fm-a70 -0.55
Fm Fm-520 7.05
Fm-645 18.34
Fm-665 -10.95
ChlaT =-0.183-0.00173F,.470+ 0.00200F,.520+ 0.0139F, _g45- 0.00032F,_g65 -1.9 67.9 |312.76
Fv-470 -1.28
Fv Fv-s20 1.89
Fv-645 8.91
Fv-665 -0.18
ChlaT =0.768 - 7.96® psjr470 + 3.31P psj.520- 15.6D psjea5+ 26.4P psyrees 8.83 80.5 | 437.42
D psii-470 -6.43
Dps) | P psiiszo 2.09
D psii-645 -10.31
D psii-665 21.31
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Figura 8.- Grafica de dispersion de los parametros de fluorescencia con respecto a la
concentracion de ChlaT para los 4 canales. (a) Corresponde a la relacién Fy vs ChlaT; (b)
corresponde a la relacidon Fy, vs ChlaT; (c) corresponde a la relacion F, vs ChlaT y (d)
corresponde a la relacién ®pg, vs ChlaT. Canal 470 (circulos azules), canal 520 (circulos
verdes), canal 645 (circulos Rojos), Canal 665 (circulos Cafe), n=593.
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El patron de hipérbola inversa mostrado en la relacién ®ps; y ChlaT (Fig. 8d),
se puede describir de una manera sencilla como el incremento exponencial del
®pg conforme aumenta la ChlaT. Asi mismo se observa una tendencia de mayor
dispersion en valores de ®pg; mayores a 0.4 y una menor dispersion en valores de
®ps menores a 0.4. Este patrén de menor dispersion es mas estrecho en valores

menores de 0.1 ®pg,.

5.5.Modelacién de la ChlaT con base en el mejor pa rametro de
fluorescencia

En la seccion anterior, se determiné que el rendimiento cuantico 6ptimo
(Ppsi) fue el que mejor se asocid con la ChlaT. Con la finalidad de encontrar la
mejor modelacion para estimar la concentracion de ChlaT bajo diferentes
escenarios, se utilizé la aproximacion de regresion lineal maltiple con la técnica de
eliminacion hacia atras, donde se tomO como variable dependiente Ia
concentracion de ChlaT y como variables independientes los 4 canales de ®pg;,.
Esta aproximacion considero cuatro modelaciones cuyos resultados se describen a

continuacion:

La Modelacion 1 o “General” es el modelo de prediccion de ChlaT,
considerando la respuesta de ®pg; en todos los canales, para los seis grupos
fitoplancténicos en las condiciones de ChlaT probadas (Tabla V). Esta Modelacion
consta de una sola ecuacion para estimar la concentracion de ChlaT, la cual

obtuvo con una R? porcentual del 80.5 y que se describié en la seccién anterior.
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La Modelacion 2, resulto con 2 ecuaciones complementarias (Tabla V), una
para condiciones de alta concentracion de ChlaT (mayor a 3ug/L) y otra para
condiciones de ChlaT medias-bajas. Los criterios para la aplicacion de cada una
las ecuaciones se basaron en los patrones de dispersion que se observaron en la
relacion ChlaT vs ®pg) (Fig. 6d), en los cuales se denota que un valor de 0.4 de
®pg es la frontera entre una region de mayor dispersion con concentraciones de
ChlaT alta y una de menor dispersion con concentraciones de ChlaT medias-bajas.
Estos patrones de dispersion determinaron en el analisis de los datos que resulto

en la modelacion 2.
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Tabla V.- Modelacion del rendimiento cuantico éptimo (®ps;) como predictor de la concentracion de la ChlaT, para la modelacion 2. Por un
analisis de regresion lineal multiple, con base en su coeficiente de determinacién (RZ). Significancia de las variables del modelo
probada con t iica 0.05; 101 = 1.97 para el bloqueo > 0.4 y t .iica 005 312 = 1.96 para blogueo < 0.4, significancia global del modelo
probada con Fcyiica 0.05; 4, 104 = 2.47 para el bloqueo < 0.4y F 5. 4,315 critica = 2.40 para bloqueo >0.4.Todos los andlisis fueron probados
con un nivel de confianza del 95%. Los valores resaltados en color rojo refieren a los valores que no fueron significativos en cada uno
de los andlisis.

Modelacion 2 Constante "bo"|Variabless CD | Modelo | No. Datos
Parametro Ecuaciones t cal teal R % Feal n

< ChlaT =0.0628 - 0.394¢ psi-470 T 0.603® pgy500 + 1.67D pjga5 - 1.06D psjg65 3.55 78 57.76 195
° Dysii-ano -1.81
v
s Dpsji-520 2.31
s Dpg)ie45 4.84
o

Dpg)ie65 -2.08
< ChlaT =1.22-13.30 psi-470 T 6.82® pgj500 + 14.69 pgypa5 - 26.5P pgyae5 9.62 80.2 316 316
;:: Dysi470 6.95
s Dpgis20 3.42
= Dpsiie45 -6.24
o

Dpg)i.e65 19.73
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Por lo anterior, los criterios de seleccion de las ecuaciones se determinaron
de la siguiente manera: cuando la respuesta media de la florescencia mdultiple
(RMgy) se obtenga menor a 0.4 se debe aplicar la primera ecuacion de la tabla V
(ChlaT medias-bajas) y cuando la RMgy se calcule menor a 0.4 se debe aplicar la
segunda ecuacion (ChlaT altas) (Tabla V).

Los resultados de los analisis estadisticos para esta modelacion se resumen
en la tabla V. Para la ecuacién de ChlaT medias-bajas (RMgy < 0.4) se obtuvo una
R? porcentual de 78%, siendo la constante y solo los canales ®psji520 Ppsir-ea5 Y
Dpgi665 €Stadisticamente  significativos, el canal ®ps)665 € que presento un
coeficiente negativo. El andlisis de significancia global determino que la ecuacion
fue significativa (Tabla V). De igual manera, la ecuacion para ChlaT altas (RMgy >
0.4) obtuvo un valor de R? 80.2%, siendo todos los canales y la constante
significativos. Los canales ®psj.a70 Y Ppsiieas, presentaron signos negativos. La
ecuacion fue altamente significativa con una razon F de 377.73 (Tabla V).

Por su parte, la Modelacién 3 se compone de 3 ecuaciones complementarias,
cada una para las condiciones de ChlaT probada (baja, media y alta), los
resultados de esta modelacion se resumen en la tabla VI. Al igual que la
Modelacion 2 los criterios de seleccion de cada ecuacion se basan en el indice
RMgy. Los limites de los RMgy fueron determinados por el analisis visual de la
gréfica de dispersion (Fig. 8d) y se enfocd en separar en dos partes la zona de
menor dispersion (zona de ChlaT medias-bajas identificada en la Modelacion 2).

Este analisis resulto en la determinacion de la zona para ChlaT bajas (con ®pg) <
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0.36) y otra zona para ChlaT medias (con ®pg entre 0.36 y 0.45). Por lo anterior,
los criterios de seleccion para utilizar cada ecuacion fueron: para la ecuacion con
ChlaT bajas se debe usar cuando se calcule un indice RMgy < 0.36, mientras que
la ecuacion para ChlaT medias se aplica con valores del indice RMgy entre 0.36 a
0.45 y por consiguiente, la ecuacién para ChlaT alta se debe aplicar cuando los

valores del indice RMgy sean > 0.45.
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Tabla VI.- Modelacién del rendimiento cuantico 6ptimo (®ps;) como predictor de la concentracion de la ChlaT, para la modelacion 3. Por
un andlisis de regresion lineal multiple, con base en su coeficiente de determinacion (R?). Significancia de las variables y la constante
del modelo probada con t giica o = 0.05: n-p. Significancia global del modelo probada con Fica o= 0.05: pn1. 10dOs los analisis fueron
probados con un nivel de confianza del 95%. Los valores resaltados en color rojo refieren a los valores que no fueron significativos en
cada uno de los andlisis.

Modelacion 3 Constante "b0" | Variables | Estadistico| CD |Modelo | Estadistico | No. Datos
Parametro Ecuaciones (i (i tei |R2%| Fea Feit n
ChlaT =0.0233 - 0.519 @ psja70t 0.737 D pss0 + 1.77 & psiigas - 1.12 & psiiees 1.89 1.99 90.5| 217.46 2.46 95
= EE ®psii470 -3.93
QE: 3 ®ps)i.520 4.84
—| ®psi.e45 7.84
Dpsiisa5 -1.0
— ChlaT=0.688 - 1.31dps).470 - 2.46 Ppsj.a5 + 5.50 Dpsie65 18.04 1.97 54.1| 61.28 2.66 159
= E Dpsi1-470 -2.7
= | Prsites -3.44
o
| ®psisess 12
ChlaT =1.27 - 7.65® pgja70 - 21.50 psjigas + 24.99 psji.e65 8.85 1.96 80.8 | 375.18 2.63 271
E E ®ps)1470 -4
= Al Dpsjgs -7.36
Dpsii-665 19.97
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Los resultados del andlisis estadistico arrojaron que para la ecuacion de
ChlaT bajas (RMgy < 0.36) se obtuvo una R? porcentual de 90.5%, siendo todos los
canales significativos y los canales ®pgja70, Ppsiess presentaron coeficientes

negativos (Tabla VI).

Para la ecuacion de ChlaT medias (RMgy entre 0.36 a 0.45) se obtuvo un
valor de R? porcentual de 54.2%, que fue el valor mas bajo en esta modelacién. El
®ps).520 resulto no fue significativo, y el resto de los canales (Ppsi-a70, Prsii-eas Y
Dpgie65) Si fueron significativos y los canales ®psja70 Y Ppsieas presentaron

coeficientes negativos (Tabla VI).

La ecuacion para ChlaT altas (RMgy >0.46), presento una R? porcentual de
80.8%. Solo ®pgs20 no fue significativo, y los canales ®psia70 Y Ppsiieas

presentaron coeficientes negativos (Tabla VI).

Es de hacer notar que las tres ecuaciones de la Modelaciéon 3 fueron

estadisticamente significativas (Tabla VI).

Al igual que la modelacién anterior, la Modelacion 4 consta de 3 ecuaciones
complementarias para condiciones de ChlaT: bajas, medias y altas. La diferencia
radica en el criterio de seleccion de las fronteras para la aplicacion de dichas
ecuaciones. La modelacion anterior se basé en un andlisis visual de la relacion de
ChlaT vs ®pgy;, por el contrario, esta modelacion se basé en una serie de analisis
de factor ensayando bloques de datos de RMgy con incrementos de 0.1,
empezando en 0.01 hasta 0.6 que son los valores minimos y maximos. Para esta

modelacion, las concentraciones de ChlaT se dividieron en ChlaT bajas (< 0.5
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pg/L), ChlaT medias (0.51 a 1.5 pg/L) y ChlaT altas (> 1.51 pg/L). Los valores de
los indices RMgy fueron agrupandose hasta quedar en solo un intervalo de RMgy

asociados a una ChlaT.

El resultado final de este andlisis de factor (Fig. 9) indica que para aplicar la
ecuacion de ChlaT bajas los RMgy deben ser < a 0.1, la ecuacion de ChlaT medias
se debe de aplicar con valores de RMgy entre 0.1 a 0.4 y la ecuacion para ChlaT

altas debe ser aplicada cuando se presentan RMgy > 0.4.

_ ChlaT Baja

RMr« Bajo

ChilaT Alta

Figura. 9.- Grafico de vectores del analisis de factor, entre RMgy (Ec. 12) que fueron bloqueados
como bajos (< 0.1) medios (0.1- 0.4) y altos (> 0.4) y la ChlaT se agrupo como ChlaT bajas
(< 0.5 mg /L) ChlaT medias (0.51 a 1.5 mg/ L) y ChlaT altas (> 1.51) y donde se aprecia la
asociacion de los datos de ChlaT y RMgy®pg,.

Los resultados del andlisis estadistico para la modelacion 4 se resumen en la
tabla VII, de acuerdo al analisis de significancia de los coeficientes ligados a los

canales para cada ecuacién: la ecuacién para ChlaT bajas presento un R?
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porcentual de 92.5% obteniendo los cuatro canales significativos y presentandose

coeficientes negatiVOS en los canales ¢p5||_4701 Dps)i-665. (Tabla V”)

Por su parte, las ecuaciones de Chla medias y altas presentaron una R?
porcentual de 58% y 81% respectivamente. En ambas ecuaciones el canal ®pg)i520
no fue significativo y los canales ®pgja70 Y Ppsieas, SOn ponderados por

coeficientes negativos y el canal ®pg)665 por coeficientes positivos (Tabla VII).

Las tres ecuaciones derivadas de la Modelacion 4 fueron significativas de
manera global, siendo la ecuaciéon de ChlaT altas la de mayor significancia
(Fcalculada = 377.73), seguido de la ecuacion para ChlaT bajas (Fcaiculada = 227.5) y la

de ChlaT medias (Fcaiculada = 29.42) (Tabla VII).
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Tabla VIl .- Modelacion del rendimiento cuantico 6ptimo (®ps;) como predictor de la concentracion de ChlaT, para la Modelacion 4. Por un
andlisis de regresion lineal maltiple, con base en su coeficiente de determinacién (R%). Significancia de las variables y la constante del
modelo probada con t ¢ = ¢.05:n-p criticas SigNIificancia global del modelo probada con F g - g 05; p.n-1 criica- 10d0S los analisis fueron probados
con un nivel de confianza del 95%. Los valores resaltados en color rojo refieren a los valores que no fueron significativos en cada uno

de los analisis.

Modelacién 4 Constante "bo"|Variables|Estadistico| CD |Modelo|Estadistico|No. Datos
Parametro Ecuaciones teal teal teit R%% | Feal Feit n
= ChlaT =0.0628 - 0.517® pgja70 + 0.737® pgis0 + 1.77P pgjeas - 1.15P psiees 2.89 1.99 925 | 2275 2.74 67
z Dpsi.470 -4.93
LEEL ®psiis0 3.84
< Dps)i65 7.56
R ChlaT =0.203 - 0.571® psia70 - 04719 pyess + 1.85® psyess 13.06 197 | 58 |2042| 243 146
s : ®psi1a70 319
2 o | Pesies 2.23
T | Oesiees 6.19
3 ChlaT = 1.24 - 7.43 ® PSII-470 - 21.8 ® popess + 28.00 psiess 8.67 1.96 81 |3777| 263 265
Z Dps)1-470 -3.9
z ®ps)i605 -7.51
2 | Pesios 2018
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5.6. Validacion de las modelaciones propuestas para estimar la ChlaT

En total se lograron obtener 232 experimentos de campo (Cruceros y
estacion BSQ), donde se obtuvo el dato de ®pg; (Phyto-PAM) con su
correspondiente valor de ChlaT (HPLC). Usando las 4 modelaciones propuestas y
siguiendo los criterios de seleccidn de las ecuaciones complementarias en cada
una de ellas, se estimo la ChlaTcycuiada Utilizando los valores correspondientes a

q>PSII-

La primera aproximacion para comparar la ChlaTcaculada €CON la ChlaTopservada
fue basada en un analisis Match-up para cada una de las modelaciones (Fig. 10).
Con la finalidad de reforzar los resultados derivados del analisis anterior se calculo

el rpearson, €l RMSE y el BIAS para cada modelacion (Fig. 10 y tabla VIII).

Graficamente la aproximacion Match-up de ChlaTcacuada VS ChlaTopservada
muestran una mejor ajuste a la recta a 45 grados en la Modelacion 3 (Fig. 10c). De
la misma manera, se observa que la Modelacion 4 (Fig. 10d) presenta un buen
ajuste gréfico pero con una mayor dispersion en comparacion con la modelacion 3.
Las modelaciones 1 y 2 (Fig. 10a y 10b, respectivamente) presentaron una mayor
dispersion en sus estimaciones en comparacion con el resto de las modelaciones,
esta dispersion es mas amplia cuando se calcula la ChlaT entre 1 a 4 pg/L (Fig.

10ay 10b).

Basados en el coeficiente de correlacion de Pearson del andlisis de Match-up
(Fig.10 y Tabla VIII), la modelacion 3 obtuvo el rpearson Mas alto, con un valor de

0.93, seguida de la modelacion 4 que obtuvo un rpearson de 0.91 y la modelacion 1
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presento un valor de 0.82. Por su parte, la Modelacion 2 fue la que presento un

menor grado de ajuste al presentar el valor de la rpearson de 0.66.

El calculo del RMSE, mostro que la modelacion 3 presento el menor valor de
RMSE (0.39), seguido de las modelaciones 4 (0.49). Las modelaciones 1 y 2
presentaron valores elevados de RMSE (0.74, 0.93, respectivamente) (Tabla VIII).
Por su parte el BIAS mostro que la modelacion 3 presento el menor sesgo con un
valor de BIAS= 0.17, seguido por la modelacion 4 que obtuvo un sesgo del 0.36, el
resto de las modelaciones 1 y 2 presentaron sesgos elevados (0.87 y 1.16

respectivamente).

55



10 — —-
14 ( 1b
] . "]
g — ° _
J ) J . °
. o - ® o®
i 1 .
1 <8 1 &
3 47% e s F
> ], o Fpesrson = 0.82 18 o, Fpesraon = 0.66
Zz A i
2 ] RMSE = 0.74 L o° RMSE = 0.93
© - o BIAS=0.36 BIAS=1.16
© 0 ] ° o
E ) I ] I ) l ] I ] l I I ] I ) I L) ] I L} I L] I L) I ) I ] I ) I ) ' I
-]
o
8 ] ]
104 ¢ . d
[ ]
c 8 — ° 1 ¢ LI °
S . k °
6 - -
- . “1
] ] o
] o ° ] *%
4 ) o& ) ?.
- L4 fpearson = 0.93 - se%% o pearson =0.91
2 i RMSE =0.39 _- 3 ® RMSE = 0.49
] I 2388 e
13 BIAS= 0.17 7] . BIAS= 0.87
0 Il%lllllllllllllllll l'.l'l'lll'llllllll
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
ChlaT Observada (pgL)

Figura. 10.- Relacion entre la ChlaT observada (HPLC) y ChlaT calculada estimada a partir de
los modelos propuestos con ®pg, (Mg/L), n = 232. Las lineas diagonales a 45° representan la
relacion ideal 1:1. (a) ChlaT estimada a partir de la Modelacionl, (b) ChlaT estimada a partir
de la Modelacion 2, (c) ChlaT estimada a partir de la modelacion 3 y (d) ChlaT estimada a

partir de la Modelacion 4.
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Tabla. VIII.- Sinopsis de los criterios de seleccion para cada modelacion, el nimero de ecuaciones complementarias y los resultados de
los descriptores estadisticos utilizados en el analisis Match-up de ChlaTgpsevada (HPLC) y ChlaTcacuada (Prsi). Para las cuatro
modelaciones propuestas. Valor critico de Iyearson 0.05, 232 = 0.117.

Estadisticos de Comparacion

Criterios de seleccion No. de Ecuaciones T Pearson RMSE BIAS
c
0
8
r i ChlaT =0.768 - 7.96® psjia70 + 3.319 psjis20- 15.6P psjipa5+ 26.49 psji65 0.82 0.74 0.36
T
]
=
\g Medio-Bajo (RMFM <04 ) ChlaT = 0.0628 - 0.394% pSi470 + 0.603® pg) 1520 + 1.67DP pgjiea5 - 1.06P ps)i665
(4]
= 066 | 093 | 1.16
Bajo (RMg, < 0.36) ChlaT =0.0233 - 0.519 ® pg)j470+ 0.737 D pgi500 + 1.77 D psjia5 - 1.12 ® psji665
c
0
8
° © Medio (RMFM =0.36 - 045) ChlaT=0.688 - 1.31®pg| 470 - 2.46 Dpgje45 + 5.50 Dpg)i665 093 039 0 1 7
T
(o]
=
Alto (RMFM > 0.45) ChlaT =1.27 -7.65¢ PSI-470 = 21.50 psi-645 + 24 90 PSII-665
Bajo (RMFM < 0.1) ChlaT = 0.0628 - 0.517® pSi470 + 0.737® pgji520 + 1.77P pgyiea5 - 1.15P pgyie65
=
0
8
° < Medio (RMFM =01- 0.4) ChlaT =0.203 - 0.571¢ pSIH470 = 0.471® pg)645 + 1.85P pg)ie65 0_91 0_49 0_87
T
O
=
Alto (RMgy, > 0.4) ChlaT = 1.24 - 7.43 ® PSII-470 -21.8 ® pgyeu5 + 28.00 psyiees
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6. DISCUSION

Es un concepto generalizado que la respuesta de fluorescencia de la Chla
proporciona una sefial relativamente fuerte para evaluar la concentracion de la
Chla en el medio acuatico (v.gr. Lorenzen, 1966; Jakob et al.,, 2005). Las
metodologias actuales, como la fluorescencia multiespectral por Phyto-PAM, son
reconocidas como metodologias prometedoras para estimar no solo la
concentracion de Chla sino de otros pigmentos accesorios, caracteristicos de
algunos grupos del fitoplancton (Schreiber, 1995, 1998; Schreiber et al., 1998;
Beutler et al.,, 2002; Papageorgiou y Govindjee, 2004). Sin embargo, debemos
considerar que los avances mas importantes en el estudio de los parametros de
fluorescencia del fitoplancton con Phyto-PAM, se han centrado en especies de
aguas continentales (lagos y rios). Los estudios en medios marinos son escasos y
en algunos casos se basan exclusivamente en especies cultivadas en laboratorio
(v.gr. Nicklisch y Koéhler, 2001; Beutler et al., 2002; Papageorgiou y Govindjee,

2004).

En especial, en aguas mexicanas se conoce muy poco de experimentos de
parametros de fluorescencia en fitoplancton de ecosistemas marinos. Los estudios
existentes, se basan en la relacion de los efectos del estrés de nutrientes con el
rendimiento cuantico maximo del fitoplancton del Pacifico Nororiental Mexicano
(ETNP, por sus siglas en inglés) (Behrenfeld et al., 2006; Almazan-Becerril y
Garcia-Mendoza, 2008); pero no existen estudios que relacionen las diferentes

concentraciones de ChaT con los parametros basicos de la fluorescencia.
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Este estudio tuvo el objetivo de utilizar la respuesta de fluorescencia de los
grupos mas conspicuos del fitoplancton marino bajo diferentes concentraciones de
ChlaT y tratar de modelar esta relacion, para poder calcular la ChlaT de una
manera rapida, sin necesidad de un proceso de extraccion. La validacion de las
modelaciones propuestas se baso en experimentos de campo de Phyto-PAM y su

correspondiente valor de ChlaT.

En la biusqueda del mejor parametro de fluorescencia como predictor de la
concentracion de ChlaT en cada grupo de fitoplancton, se realizé un andlisis de
significancia de los coeficientes asociado a los parametros por canal contra la
ChlaT experimentada (Tabla Ill). Dicho analisis mostro que en cuatro de los seis
grupos (Dinofitas, Crisofitas, Cryptofitas y Prymnesiofitas) el ®pg, fue el mejor
parametro que se asocio con la ChlaT y que puede ser usado como descriptor de
la misma. El resto de los grupos (Bacilariofitas y Clorofitas) obtuvieron mejor

asociacion con la Fn y la Forespectivamente (Tabla lll).

Si bien es cierto, el ®ps;; mostro una buena asociacion en la mayoria de los
grupos (Tabla 1), los dos grupos restantes (Bacilariofitas y Clorofitas) son
representantes muy importantes de la taxocenosis del fitoplancton marino
(Falkowsky y Raven, 1997, 2007). En este camino, el no considerar una
modelacion con la presencia de estos dos grupos, se podria subestimar de forma
importante la concentracion de ChlaT en el medio natural. Algunos autores
(Nicklisch y Kohler, 2001; Jakob et al.,, 2005; Timmermans et al., 2008) han

encontrado relaciones altas entre los parametros de fluorescencia y la Chla, pero
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con muestras dominadas mayores a 90% por un grupo especifico, como

Diatomeas o Dinoflagelados.

En este sentido, si quisiéramos aplicar una modelacién dependiente de la
presencia y abundancia de los grupos, deberiamos conocer primeramente la
taxocenosis de la muestra para poder asi ponderar dicha modelaciéon. Como
segundo paso deberiamos realizar un disefio experimental, el cual considerara las
fluctuaciones de presencia y dominancia de los diferentes grupos fitoplancténicos.
Ambos pasos implican una inversion de tiempo considerable, la modelacion no
seria sencilla y necesitariamos saber previamente la composicion fitoplanctonica,
por lo cual, seria mas rapido realizar una medicion de ChlaT con los métodos
tradicionales. Por esto, y sin saber la composicion especifica (y abundancia) de la
muestra, el reto en este trabajo fue poder estimar la concentracion de ChlaT
(modelada de respuestas de diferentes especies) en una poblacion mixta con

proporciones variantes.

Debido a lo anterior, y considerando que el objetivo de este trabajo es el de
poder determinar la concentracion de ChlaT en poblaciones naturales (mixtas) de
una manera rapida y sin conocer la taxocenosis fitoplancténica de la muestra, se
decidié unir todos los grupos fitoplancténicos con sus respectivos valores de
parametros de fluorescencia con los cuatro canales y de ChlaT, en una base de
datos Unica. Asi, se podra obtener una respuesta “mixta” y buscar en un primer
paso si existe un parametro de fluorescencia que mejor se asocie a la ChlaT, para
posteriormente establecer la modelacion mas adecuada para llevar a cabo dicha

estimacion.
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Siguiendo un procedimiento similar al usado en los resultados de la seccion
por grupos fitoplanctonicos, la seleccion del mejor parametro de fluorescencia
asociado a la ChlaT englobando todos los grupos, se baso en las significancia de
los coeficientes ligados a los canales por cada parametro. Ademas se considero
que el coeficiente de determinacién (R?) fuera lo mas cercano a 1y por dltimo que

el modelo fuese globalmente significativo.

Con base en los estadisticos de prueba anteriores, los resultados mostraron
(Tabla 1lI) que el parametro que mejor asocio con la ChlaT fue el rendimiento
cuantico (®Ppsy). Contrario a lo reportado con los estudios que relacionan los
parametros de fluorescencia con la Chla, donde el Fy es el mejor estimador de la
concentracion de la Chla, debido a que este no se ve influenciado por procesos
foto-quimicos (Schreiber et al., 1994; Geel, 1997; Papageorgiou y Govindjee, 2004;
Jakob et al., 2005, entre otros). Pero para que Fo sea usado adecuadamente, la
muestra debe ser aclimatada a cierto tiempo en oscuridad y este tiempo debe
garantizar la reduccién de la PQa (Maxwell y Johnson, 2000; Nicklisch y Kéhler,
2001). Maxwell y Johnson (2000) han reportado que los tiempos de aclimatacion a
luz actinica dependen de la capacidad fotosintética de los grupos presentes en las
muestras de agua y de su historial de flujo fotdnico. Esto ha sido ampliamente
estudiado especialmente en las Cianofitas por la presencia de las Ficobilinas
(Beutler, 2003) y en especies estresadas a diferentes regimenes de luz en
condiciones de laboratorio (Nicklisch y Kéhler, 2001; Jakob et al., 2005). Honeywill
et al. (2002) sugieren que el tiempo de aclimatacion en oscuridad que utilizaron en

las muestras que provenian de alta irradiancia ambiental (superficiales), de ~20 -
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40 minutos (incluido el tiempo de oscuridad de las botellas Niskin de muestreo), no
fue insuficiente para reducir la PQa, o que resulto en fluctuaciones de los valores

de los parametros de Fo y Fp,.

Los cultivos que se utilizaron en este estudio para modelar la relacion de los
parametros de fluorescencia con la ChlaT, provienen de un historial de flujo
foténico continuo (~150 pE m™? s, con ciclos de luz de 24hrs. Quiza esto pudo
haber afectado los tiempos de aclimatacion a la luz actinica de los parametros Fo y
Fm y por lo tanto afectado la relacion con la ChlaT, ya que no se encontré buena

relacidon entre estas variables.

Como ya se mencion6 anteriormente, el ®pg; presento la mejor asociacion
con la ChlaT; pero la mayoria de los estudios actuales se han basado en los
posibles efectos de los nutrientes sobre la respuesta del ®pgy, en estados de
aclimatacion a la luz y su relacion con los pardmetros de fluorescencia, bajo curvas
de luz rapidas (rETR-E) (Papageorgiou y Govindjee, 2004). Muy pocos estudios
han evaluado la relacion del ®ps; con la ChlaT. Maxwell y Johnson (2000),
mencionan que el ®pg, esta relacionado con el rendimiento fotoquimico (gP),
utiizado como estimador de la proporcion de centros de reaccion abiertos
(CRIIs*oxidados”). Incluso, se ha descrito que si se conoce la razén de photones
absorbidos entre los emitidos, esto puede usarse para determinar la emision de la
fluorescencia con base en la unidad de Chla (Estrada et al., 1996). Lo anterior
refuerza la encontrada en este trabajo, exponiendo que el ®ps) puede usarse como

estimador de la ChlaT.
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En la determinacion del mejor parametro, el ®pg), presento todos los canales
significativos y los canales ®pgia70 Y Ppsiesas presentaron signos negativos
asociados a los coeficientes, es decir, se asociaron de manera inversa con la
ChlaT. Lo anterior, significa que cuando la respuesta de estos canales sea menor,
la concentracion de ChlaT aumentara y viceversa. De la misma manera, 10s ®pg).
520 Y opsi-e65 S€ asociaron positivamente a la ChlaT, esto significa que cuando la
sefial sea alta en estos canales, se presentaron condiciones altas de ChlaT y

viceversa.

Aunado a lo antepuesto, el analisis grafico basado en diagramas de
dispersion de cada pardametro (eje “X”) y la ChlaT (eje “Y”) (Fig. 8), reforzé los
resultados de la Tabla Ill, siendo ®pg), el que presento un patrén de dispersion

definido en los cuatro canales, con forma general de hipérbola inversa (Fig. 8d).

El patrén de hipérbola inversa mostrado en la relacion entre ®pg; y ChlaT
(Fig. 8d), se puede describir de una manera sencilla como el incremento
exponencial de la ChlaT conforme aumenta el ®pg,. La tendencia de mayor
dispersion en los valores mayores de 0.4 ®pg; y menor dispersion en valores
menores de 0.4 ®pg, esta relacionada de la misma manera con la concentracion
de ChlaT. Cuando la concentracion de ChlaT fue menor de 3 ug/L, la respuesta del
®pg fue menor a 0.4 y cuando la concentracion de ChlaT fue mayor a 3 pg/L, la
respuesta del ®ps; mostro valores mayores a 0.4 y la dispersion de los datos
aumento. Nicklisch y Kéhler (2001) reportan qué cuando la concentracion de Chla
es elevada (> 1.2 pg/L), las respuestas de los pardmetros es muy variable y se

relacionan con dos fendmenos principales: (1) las altas abundancias de
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fitoplancton pueden reabsorber la luz emitida por efectos de auto-sombreado; (2) la
sefal de fluorescencia puede provenir de compuestos degradados de Chla; y
Desiderio et al. (1997) mencionan un tercero (3) el “efecto paquete” puede
disminuir la capacidad de absorber luz de las células y por consiguiente también la
eficiencia de excitacion de fluorescencia. Este efecto, depende del tamafio de las
células, generalmente es mas extremo en presencia de células de tamafio grande,
como el microplancton (> 20um) y en ceélulas altamente pigmentadas (Morel y
Bricaud, 1981). Quizéa esto pudo afectar de la misma manera la relacion del ®PSII
en altas concentraciones de ChlaT (> 3 pg/L), lo que resulto en alta dispersion del
®PSII. La relacion del ®pg con ChlaT bajas, se ve afectan en menor grado por

estos fendbmenos, lo que se traduce en una menor dispersion de los datos.

Considerando que el ®pg; presento la mejor asociacion con la ChlaT, el
siguiente objetivo fue usar el ®pg; como predictor de la concentracion de ChlaT, lo
que resulto en cuatro modelaciones finales, cuyas particularidades se discuten a
continuacién. ElI comportamiento de los coeficientes ligados a los canales que
resultaron significativos, presenté una tendencia particular como predictor de la
ChlaT. En todas las ecuaciones de las cuatro modelaciones, el canal ®pg).470 S€
asocio inversamente a la ChlaT (Tabla 1X), con excepcion de la ecuacién de ChlaT
medias-bajas de la modelacion 2 que no resulto significativo (cuadro blanco, Tabla
IX). Esta asociacion inversa con la ChlaT se puede explicar porque en las tres
condiciones de ChlaT probadas, la respuesta del canal ®ps).470 Siempre

respondera de manera inversa a la concentracion de ChlaT.
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De manera similar, cuando el canal ®pg)520 resulto significativo, present6 un
patrén de asociacion positiva con la ChlaT en todos los casos (Tabla IX). Esta
tendencia significa que, cuando la concentracion de ChlaT aumenta o disminuye, la

respuesta del ®pg)520 Variard de la misma manera que lo hace el dicho canal.

Tabla 1X.- Resumen del andlisis de significancia de los coeficientes de los canales y del
coeficiente de determinacion por ecuacion para las cuatro modelaciones propuestos para
calcular la ChlaT. Donde: el representa los coeficientes que resultaron con signo
positivo, el i representa los coeficientes que resultaron con signo nggativo, el ]
representa los canales que no fueron significativos en la ecuacion y el ;representa los
coeficientes de mayor peso en cada ecuacion.

Dpsiia70 | Prsii-szo | Prsi-eas | Prsii-eas

General

Medio-Bajo

Alto

Bajo
Medio

Alto

Bajo
Medio

Alto
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El andlisis de significancia de los coeficientes ligados a los canales, mostro
que los coeficientes de los canales ®ps).645 Y Ppsiess resultaron complementarios,
esto significa que, cuando un canal presentd signo negativo el otro presentd signo
positivo (Tabla IX). De la misma manera, estos dos canales resultaron los de
mayor significancia en las ecuaciones (de mayor peso) (asterisco en la Tabla IX), lo
que se puede identificar por el valor del coeficiente ligado al canal en cada
ecuacion y significa que el comportamiento de la ChlaT puede ser explicado

fundamentalmente por los canales ®Ppg)i-645 Y Ppsii-665.

Los resultados anteriores se pueden explicar comparando el espectro de
absorcion de la Chla (Fig. 1) con la respuesta de excitacion de los cuatro canales
del Phyto-PAM. Se ha observado que el espectro de absorcion de la Chla (Fig. 1)
presenta dos picos de mayor absorcion, siendo el de mayor magnitud el cercano a
los ~430nm (en la regidn azul del espectro de luz visible) y el segundo, en longitud
de onda ~680nm (en la region roja del espectro de luz visible). Los canales ®pg)i.470
y ®Ppsis20 Miden la respuesta dentro de zona de menor absorcion de la Chla, los
cuales originalmente fueron creados para medir la respuesta de absorcion de los
otros pigmentos como Chl b y ficoeritrina respectivamente (Schreiber, 2004). Esto
puede asociarse a que los canales ®Ppgj.470 Y Prsis20 S€an los que menor explican
el comportamiento de la ChlaT en las modelaciones. De la misma manera, la
medicion de los canales ®Ppg)i645 Y Ppsii-665 €Sta mas asociada al segundo pico de
absorcion de la Chla, lo que explica que los canales ®Ppg).645 Y Ppsii-ee5 tienen el
mayor peso en las ecuaciones y que son los canales que mejor describen el

comportamiento de la ChlaT.
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De los resultados anteriores, surgié una segunda pregunta:

¢Es posible mejorar la precision al estimar la concentracion de ChlaT si solo

se utilizan el o los canales que mejor describieron el comportamiento de la ChlaT?

De acuerdo a los resultados los canales ®pgj.645 Y Ppsii-665 SON l0s de mayor
peso en las ecuaciones (Tabla 1X) y ademas son los mas cercanos al segundo pico
de absorcion de la Chla (Fig. 1). Estos dos criterios determinaron que los canales
Dps)i-645 Y Ppsii-e6s SON los que mejor describieron el comportamiento de la ChlaT y

ayudaron a probar la pregunta anterior.

La modelacion se realiz6 de la misma manera que la aproximacion usando
los 4 canales, esto es, un andlisis de regresion lineal por pasos con la técnica de
eliminacion hacia atras probando la significancia de los coeficientes del canal y su
asociacion con la ChlaT, en particular para cada canal y otro sumando los dos

canales.

Los resultados de acuerdo al analisis de regresion y los estadisticos de
prueba mostraron que los valores obtenidos con los modelos simples fueron
menores al modelo que considera dos canales (Tabla X), donde el modelo de dos
canales obtuvo una R? = 76.6% y los modelos simples de ®pg).645 CON UNa R*=
46.3% y el modelo de ®pg665 = 58.2%. El modelo de dos canales presento una
Fcalculada de 748.08 y los modelos simples ®ps)i.645 Y Ppsiess de 490.59 y 708.51,
respectivamente. Pero, estos resultados no fueron mejores a los resultados
obtenidos en las modelaciones que consideran cuatro canales, en particular con la

modelacion 3 que fue la mejor modelacion encontrada en este estudio (Tabla X).
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Posteriormente se estimd la concentracion de ChlaT con la modelacion de
dos canales (®psji6a5 - Prsiess) Y Se analizd bajo un andlisis Match-up con los
estadisticos de prueba de RMSE y BIAS, los resultados de este analisis no fueron
mejores a los resultados de las modelaciones con cuatro canales. El modelo de
dos canales obtuvo una rpearson del 74%, un error muy alto del 90% y un sesgo del
36% con una tendencia de sobreestimacion (Fig. 11). Estos analisis probaron que
al considerar un modelo con los canales ®psj.a5 Y Ppsiees, NO mMejora la
estimacion de la ChlaT y sugiere que la respuesta de los Canales ®pgj-a70 Y Ppsiis20
ayuda a ajustar la precision del célculo de la ChlaT en las modelacién que utilizan

las 4 longitudes de onda de excitacion.
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Tabla X .- Andlisis de regresion lineal para los canales ®pg).615 Y Pesii-e6s, COMO predictores de la concentracion de ChlaT, con base en los
valores obtenidos de coeficiente de determinacion (Rz’. Significancia de la variable y la constante del modelo probada con tgjca O =
0.05; n-p, la significancia global del modelo probada con F., a = 0.05; p,n-1. Todos los analisis fueron probados con un nivel de
confianza del 95%.

Modelo de regresion lineal Constante | Variable |[Estadisticol CD [Modelo|Estadistico|No. Datos
ChlaT =-0.320 +6.20 ®PSII-665 -4.02 1.96 58.2 708.51 3.85 510
Ppsii-665 25.35
ChlaT =-0.700+ 7.35 ®PSII-645 -58.4 1.96 46.3 490.59 3.85 544
Pps)i-645 22.15
ChlaT = 0.448 - 17.5 ®PSI1-645 +23.5 ®PSII-665 6.91 1.96 76.6 748.08 3.01 460
®ps)i-645 -18.1
Dpsi665 23.52
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Figura. 11.- Relacion entre la ChlaT observada (HPLC) y ChlaT calculada estimada a partir del
modelo propuesto con dos canales (Ppsjiea5 Y Ppsiess) (MA/L), n = 232. La linea diagonal a

450 representa la relacion ideal 1:1.
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Finalmente se realizo la validacion de las modelaciones propuestas mediante
un analisis grafico de Match-up y su correspondiente valor de rpearson. LOS
resultados del analisis Match-up, mostré que las modelaciones 3 y 4 presentaron el
mejor ajuste a la recta 1:1, el patron grafico observado, fue corroborado por el
fpearson CON valores cercanos al uno en las dos modelaciones (0.93 y 0.9,
respectivamente) (Fig. 10c y 10d). Esto implica que existe una correspondencia del

93% y 90% entre las ChlaTcaiculada Y 12s ChlaT opservada, reSpectivamente.

Las modelaciones 1y 2 obtuvieron valores mas bajos de rpearson, 0.82 y 0.66
respectivamente (Fig. 10a y 10b). Santamaria-del-Angel et al. (2011) consideran
valores aceptables de rpearson pPOr arriba del 0.70 para un analisis de Match-up, lo
que indica que las modelaciones 3, 4 y 1, presentan valores aceptables en las
estimaciones de ChlaT. La modelacion 2 presento el ajuste mas bajo con una
I'rearson = 0.66 con una tendencia a sobreestimar los datos, ya que 70% de los datos
se presentan por encima de la linea recta (1:1) (Fig. 10b). Es importante mencionar
que todos los valores de rpearson resultaron estadisticamente significativos con un
nivel de confianza del 95% (a=0.05), lo que significa que estas comparaciones son

significativas estadisticamente.

De manera particular, los estudios que relacionan estimaciones de ChlaT con
métodos de extraccion (HPLC) vs estimaciones con el Phyto-PAM, presentan
valores de R? altos por arriba del 0.95 (Murray et al., 1986; Nicklisch y Kohler,
2001; Beutler et al., 2003), pero la principal desventaja de estas comparaciones
son el limitado nimero con las que han sido probadas. Jakob et al. (2005) utilizaron
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el Phyto-PAM para estimar la concentracién de Chla en condiciones de laboratorio
con muestras mixtas mezclando 1:1:1 de C. vulgaris, P. tricornutum y S.
leopolensis; ellos encontraron asociaciones lineales logaritmicas con valores de R?
del 0.99, pero su principal desventaja fue que solo hicieron nueve comparaciones
en condiciones altas de Chla (5 a 40 pg/L). En este trabajo se obtuvieron
asociaciones lineales (sin transformar logaritmicamente) por arriba del 90% de R?
para condiciones de Chla bajas. Esto demuestra que estas modelaciones son
buenas estimadoras en dichas condiciones. Beutler et al. (2002) estimaron
concentraciones de Chla en el mar Baltico con un fluorometro de 4 longitudes de
onda de excitacion (4 canales) conocido comercialmente como “FluoroProbe” y
modelaron la relacion con la Chla calculadas por HPLC. Sus intervalos de
concentracion fueron muy altos, de 20 a 200 ug/L, y reportaron una buena relaciéon
entre los dos métodos bajo estas condiciones (R*> = 0.94); pero su principal
desventaja fue que solo compararon cinco experimentos. En este estudio se
obtuvieron R? porcentuales mayores a 80% para condiciones que se consideraron
altas, pero a diferencia del estudio de Beutler et al. (2002), el analisis de regresion
se probd con un mayor numero de datos, 593 experimentos, lo que probablemente

influyo los resultados de R?.

Un estudio realizado alrededor de la Isla Kerguelen (Océano Antértico)
durante el verano, prueba la relacion del parametro de ®PSII con la Chla calculada
con HPLC (Timmermans et al., 2008). La Chla oscil6 entre 0.11 a 1.45 pg/L
(concentraciones de Chla bajas y medias) y obtuvieron un valor porcentual de R?

del 53%. Los autores hacen notar que en el analisis de regresion lineal solo
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utilizaron la respuesta del canal ®pg-470 (Canal “Azul”), debido a que las muestras
estaban dominadas con un 95% por Dinofitas, esta andlisis se realizd con un
nimero de datos reducido (n=17), lo que podria estar limitando el valor de R% En
nuestro estudio con el andlisis de regresién mdltiple se obtuvo una R? porcentual
del ~50% para condiciones de Chla medias y mayores de 90% para condiciones
bajas (Tabla X) utilizando los cuatro canales como variables predictivas de la
ChlaT, lo que coincide con las concentraciones medias reportadas en Timmermans

et al. (2008), pero es mejor estimador en condiciones bajas.

Por su parte, el andlisis del RMSE probo que las modelaciones 3 y 4
presentaron valores elevados (39% y 40%), respectivamente, Mignot et al. (2011)
consideran valores aceptables de RMSE ~25% cuando se comparan meétodos
fluorimétricos y extractivos, lo que significa el error al estimar la ChlaT con estas
modelaciones es relativamente elevado. De la misma manera, las modelaciones 1
y 2 presentaron errores aun mayores a 70%, lo que explica la tendencia de

sobreestimar y subestimar observada en el andlisis Match-up (Fig. 10a y 10b).

De acuerdo al andlisis con el sesgo BIAS la modelacion 3 presento el sesgo
mas bajo del 17% (Fig. 10c), lo que significa, que esta modelaciéon compensa los
valores sobrestimados con los subestimados. Este resultado concuerda con lo
reportado en Bastidas y Rubio (2006), donde exponen que un sesgo positivos
cercan0o a cero muestra buen ajuste en la recta 1:1, compensando las
sobreestimaciones con las subestimaciones. La modelacion 1 obtuvo un sesgo
positivo del 36% el segundo relativamente bajo, el cual es corroborado con lo

observado en el analisis Match-up.
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Las modelaciones 2 y 4 obtuvieron sesgos positivos muy elevados del 93% y
87%, respectivamente (Fig. 10b y 10d), estos valores representan una tendencia

muy elevada de sobreestimar la ChlaT con estas modelaciones.

Asi mismo, la validacion de las modelaciones se logré realizar con datos de
campo que provenian de diferentes condiciones de ChlaT (baja, media y alta),
particularmente la estimacién de ChlaT fue probada en un evento de marea roja
(Barocio-Leon et al., 2008). En este trabajo se lograron obtener 9 experimentos
simultaneos de Phyto-PAM vs HPLC, los cuales oscilaron entre 6 a 12 pg/L, donde
las modelaciones 1 y 3 mostraron el mejor ajuste en el analisis Match-up con una
ligera tendencia de subestimacion, esta tendencia es corroborada con los
resultados del sesgo (0.36 y 0.17). Nicklisch y Kdhler (2001), utilizaron el Phyto-
PAM en el lago Mugeelsee (Berlin, Alemania), para estimar la Chla y la POP y
reportan que cuando la concentracion de Chla es elevada (>1.2 mg/L) la
estimacion de la Chla con el Phyto-PAM se ve afectada por fenbmenos de auto-
sombreado y compuestos degradados de Chla. Barocio-Leon et al. (2008)
mencionan que el evento de marea roja, estuvo dominado por fitoplancton de gran
tamafio (micro y nanoplancton) y por quistes de dinoflagelados. Estas células
contribuyeron a que el espectro de absorcion del fitoplancton presentara una forma
inusual provocada por el efecto paquete, de la misma manera, este fenémeno pudo
haber afectado la estimacion del ®pg; con el Phyto-PAM y por ende la modelacion

de la ChlaT.

Debido a lo anterior, las estimaciones in vivo de la concentraciéon de ChlaT en

condiciones eutroficas, pueden ser menos precisas en métodos fluorimétricos, esto
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coincide con lo reportado en Murray et al. (1986); sin embargo, los valores de R? de
las cuatro modelaciones fueron ~80% para estas condiciones de ChlaT, lo que
sugiere que el Phyto-PAM puede ser un buen estimador en dichas condiciones y
representa una herramienta viable para el estudio en mareas rojas, y coincide con

lo reportado con anterioridad por Timmermans et al. (2008).

En resumen, la modelacibn 3 presento los mejores valores en los
estadisticos descriptivos: el valor mas alto de ryerason Yy 10S valores mas bajos de
sesgo y de RMSE. Bajo estos criterios, la modelacion 4, es la siguiente mejor
calificada, esta presentd un rpearson de 0.91 (el segundo mas alto), un RMSE de
49% (el segundo mas bajo), pero un sesgo muy alto de 87% (tercero mas bajo)
(Tabla VIII). La modelacion 1 fue calificada como la tercer mejor modelacion,
debido a que obtuvo un rpearson de 0.82 (tercero mas alto), un error muy alto de
74% y un sesgo de 36% (Tabla VIII). En contraparte, la modelacion 2 presento el
ajuste mas bajo en los estadisticos de prueba obtuvo valor mas bajo de rpearson
(0.66) y los valores méas altos de RMSE y sesgo (0.93, 1.16, respectivamente)

(Tabla VIII).

75



6.3. Algunas consideraciones para el uso de los par  ametros de

fluorescencia en la estimacion de la ChlaT

La sefial de fluorescencia de Chla in vivo se ha descrito como una buena
estimadora de la concentracion de Chla, sin embargo, hay aspectos que deben ser
considerados cuando se utiliza esta aproximacion. A continuacién, se discutiran
algunos aspectos a considerar si queremos usar el Phyto-PAM como estimador de

la ChlaT.

Fuchs et al. (2002) evaluaron el efecto de la feofitina en la respuesta de los
parametros de fluorescencia en distintas condiciones (oceanicas, costeras y en
laboratorio), con ayuda de fluorimetros tipo PAM y FrrF, y reportan que la
presencia de esta clorofila degrada puede reducir los valores obtenidos de los
parametros en especial del ®pgy, independientemente de la salud y del estado de
adaptacion a la luz de la muestra, mientras mas feofitina contenga la muestras
menor sera el valor obtenido de ®pg;, este cambio aparente no esta relacionado
con los procesos foto-quimicos del PSII (Fuchs et al., 2002). En nuestro estudio, no
se evaluo el efecto de la feofitina en los parametros de fluorescencia, por lo que se
recomienda para investigaciones futuras que la interpretacion de los datos debe

ser abordada tomando en cuenta este fenémeno.

Por otro lado, en mediciones con muestras provenientes de campo, el agua
no solo contiene fitoplancton, sino que se compone de otras sustancias
particuladas y disueltas como: la materia organica disuelta cromoforica (CDOM),
acidos humicos, agentes terrigenos, y el mismo fitoplancton en descomposicion,

entre otros, todas estas sustancias contribuyen a la fluorescencia de la muestra
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(cada una con sus particularidades), por lo tanto, si esta sefial no es corregida,
podriamos estar sobreestimando la sefal de fluorescencia proveniente del

fitoplancton.

El Phyto-PAM cuenta con una funciébn primordial para suprimir la
fluorescencia proveniente de las sustancias particuladas, llamada Zero-off (Zoff),
esta funcion se basa en la primera lectura del Phyto-PAM, donde la muestra se
filtra con un filtro de membrana de 0.2um de poro, con el objetivo de eliminar toda
material particulado (incluido el fitoplancton) y que solo quede el material disuelto
en la muestra, seguido de esto, se realiza la lectura digitalmente y la respuesta de
fluorescencia se almacena automéaticamente en el programa en forma de 4 lecturas
normalizadas con el Zoff, con cada nueva lectura el programa actualiza y guarda
automaticamente los valores de Zoff, lo que le proporciona una ventaja en
comparacion con el resto de los fluorimetros in vivo, ya que estas correcciones de
sefal de fondo no son capaces de realizarse con los fluorimetros simples in vivo

(Schreiber, 2004).

Otro aspecto a considerar cuando se realizan lecturas con el Phyto-PAM son
los espectros de referencia de los canales de excitacion. Autores como Schreiber,
et al. (1994); Nicklisch y Koéhler, (2001); Jakob et al. (2005); entre otros,
recomiendan que para obtener mejor resultados en las estimaciones de los
parametros de fluorescencia es necesario crear particulares espectros de
referencias para cada zona de estudio y condicion de concentracion de ChlaT-
Taxocenosis. En el presente estudio se utilizaron los espectros de referencia

originales, por lo que se recomienda que en futuras investigaciones realizar
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espectros de referencia para cada nueva zona de estudio y evaluar
comparativamente la respuesta de los parametros de fluorescencia entre estas

referencias.

Finalmente, es importante hacer notar que el presente estudio no pretende
sustituir a las metodologias tradicionales para estimar la concentracion de Chla y
tampoco exime de realizar estimaciones de ChlaT con métodos mas precisos como
HPLC, sino que pretender ser una herramienta de apoyo en investigaciones donde
no se obtenga un valor de ChlaT o bien apoyar en la toma de decisiones de

manera relativamente rapida.
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7. CONCLUSIONES

El Phyto-PAM presenta una opcion viable para estimar de manera rapida la
concentracion de ChlaT en las tres condiciones de ChlaT probada, donde la
validaciéon de la estimacion de ChlaT probo que el Phyto-PAM estima con mayor

precision en condicion de concentracion bajas de ChlaT.

El analisis de los coeficientes asociados a los parametros de fluorescencia,
mostro que el ®pg) fue el mejor pardmetro que se asocié a la ChlaT, siendo todos

los canales significativos y el R? de 80.5%.

La validacién de las cuatro modelaciones propuestas, determino que la
modelacion 3 fue la que mejor estimo la concentracion de ChlaT bajo las tres
condiciones de ChlaT probadas, esta modelacion se compone de las siguientes

ecuaciones:

1. ChlaT = 0.0233 - 0.519 ®pgjj.a70+ 0.737 Ppgs00 + 1.77 Dpg)eas - 1.12
q)PS||-665

2. ChlaT=0.688 - 1.31¢p5||_470 -2.46 (Dp5||_645 + 5.50 q)p3||_665
3. ChlaT =1.27 - 7.65®pg).470 - 21.5Pps)1.645 + 24.9Dps)1-665

Estas se deben utilizar bajo los criterios siguientes: cuando se obtenga un
RMgym menor a 0.36, se aplica la primera ecuacion, cuando el RMgy sea entre 0.36
a 0.45, se aplica la ecuacion 2 y cuando el RMgy sea mayor de 0.45 se aplica la

ecuacion 3.
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Particularmente la modelacion 3 demostr6 ser buen estimador de la
concentracion de ChlaT en eventos de marea roja, lo que sugiere que el Phyto-
PAM puede ser un buen estimador en dichas condiciones y representa una

herramienta viable para el estudio en mareas rojas.

El andlisis de la significancia de los canales probo que el considerar un
modelo con dos canales (Ppsii645 Y Prsi-e65), NO Mejora la estimacion de la ChlaT y
sugiere que la respuesta de los Canales ®pgi470 ¥ Ppsis20 ayuda a ajustar la
precision del calculo de la ChlaT en las modelacion que utilizan los 4 canales de

excitacion.
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