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RESUMEN

De la tesis presentada por Jaime Lizardi Mendoza como requisito parcial para la obtencion del
Titulo de Oceandlogo. Ensenada, Baja California, México. Mayo de 1996.

Se realiz6 un bioensayo con cultivos de tres especies de fitoplancton para probar la efectividad
de la relacion (fluorescencia retrasada / fluorescencia inmediata, DF/PF) para detectar cambios
fisiologicos en el sistema fotosintético de las microalgas producidos por toxicos; utilizando un sistema de
medicion simultdnea de fluorescencia inmediata y retrasada.

El bioensayo constd de cuatro experimentos con Skelefonema costatum cultivada a una
intensidad de luz de 300 pE s'm? (denominada luz alta, LA), tres con la misma especie cultivada a 20
uE s'm? (denominada luz baja, LB), dos con Isochrysis galvana en uno cultivada con LA y el otro con
LB, un experimento mas fue con Monochrysis sp. adaptada a LA; de cada cultivo en fase de crecimiento
exponencial se tomaron muestras que fueron intoxicadas con cloruro de mercurio,
Diuron (3-[3,4-diclorofenil]-1,1-dimetilurea; DCMU), y el herbicida de marca comercial Faena (con
glifosfato como ingrediente activo), en varias concentraciones subletales. Cada muestra después de
aproximadamente tres horas de haber sido intoxicada fue colocada en el sistema de medicion simultdnea
de fluorescencia inmediata y retrasada, que consiste de una bomba peristaltica, un fluorémetro
modificado para medir fluorescencia retrasada, otro fluordmetro con celda de flujo continuo para la
medicion de fluorescencia inmediata, una fuente de irradiancia fotosintéticamente activa, filtros para
modificar la irradiancia, un radiémetro, una tarjeta de interfase analogo digital y un ordenador.

No se encontrd un patrén definido en la relacion DF/PF por especie o tipo de cultivo, tomando
en cuenta lo anterior, las muestras intoxicadas con Diuron presentaron una reduccién en la relacion de
trabajo del 40 al 70% respecto al control no intoxicado, en el caso de las muestras intoxicadas con
cloruro de mercurio no mostraron cambios significativos respecto al control, de igual manera la relacion
entre las fluorescencias de las muestras intoxicadas con Faena no fue distinta al valor de la relacién del
control utilizado. Aun cuando las concentraciones utilizadas en este bioensayo pueden ser comparadas
con las utilizadas en otros bioensayos, por ejemplo Microtox, la relacion DF/PF no resulto efectiva para
detectar cambios fisiologicos en el sistema fotosintético de las microalgas provocados por cloruro de
mercurio o Faena, esto puede deberse a que el tiempo de deteccion de la fluorescencia retrasada no
muestre en forma clara el dafio sobre la fuente de energia de este tipo de fluorescencia y/o a que la forma
de accion de estos toxicos provoque cambios en ambos tipos de fluorescencia que no afecten la relacion
de trabajo.
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1 INTRODUCCION

La contaminacion de los cuerpos de agua, por fuentes agricolas, industriales y
domésticas, es un problema que presenta grandes implicaciones ecoldgicas, sociales, y
economicas; de esto surge la necesidad de implementar métodos de deteccion, medicion y

monitoreo de productos potencialmente dafiinos al medio ambiente.

Los métodos fisicoquimicos, por si solos, resultan poco eficientes en la deteccion
de contaminacion, por resultar practicamente imposible el detectar y medir cada
substancia potencialmente toxica; requieren de una correlacion con sistemas bioldgicos de
monitoreo, tanto de campo como de laboratorio, que ain cuando son menos especificos
logran evidenciar la presencia de un amplio niimero de substancias toxicas, para obtener
una evaluacion mas completa y efectiva del estado ecologico del medio.

(Cairns et al., 1982).

El monitoreo biolégico puede definirse como el uso sistematico de respuestas
biologicas para evaluar cambios en el medio ambiente, parametros tanto estructurales,

como funcionales pueden considerarse una respuesta biolégica (Matthews et al, 1982).

Para una maxima utilidad, los sistemas de monitoreo biolégico requieren de
caracteristicas como: parametros cuantificables por técnicas apropiadas de interfase para
su analisis y manejo en equipo electronico, como un ordenador; una rapida y reproducible
deteccion del desarrollo del toxico en el medio, y su relacion con factores ﬁsicoquimicos

de este. (Cairns et al., 1982).

Missimer y colaboradores (1989) reportan el uso de microalgas como organismos

de prueba, para estimar eutroficacion potencial y toxicidad de aguas residuales, hacia
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finales de la década de los 60 y principios de la de los 70, con el desarrollo de "pruebas de
botella" usando Selenastrum capricornutum; estos autores mencionan el uso de
microalgas como recomendable en pruebas de toxicidad. En el mismo trabajo consideran

y utilizan la fluorescencia (in vivo) para estimar tasas de crecimiento.

La fluorescencia es ampliamente utilizada en el estudio y determinacion de
pigmentos y/o productividad primaria; como herramienta en sistemas de monitoreo
biologico, solo se ha reportado la propuesta del uso de cambios en la induccion de la
fluorescencia inmediata (curvas de Kautsky) como consecuencia de exposicion a toxicos
(Benecke, ef al. 1988). En ese tipo de bioensayo la muestra es adaptada por lo menos 5
minutos a obscuridad midiendo la fluorescencia inmediata desde el momento en que la

muestra es irradiada nuevamente.

La fluorescencia es un proceso de pérdida de energia previamente absorbida por
moléculas de pigmentos fotosintéticos, que se encuentra intimamente relacionado con las
principales reacciones fotoquimicas, como la separacion de cargas y la generacion del
gradiente de protones. Implica la captacion de fotones con una cierta energia que excita
moléculas pigmentarias y la emision de fotones, desde las moléculas de clorofila a, con
una longitud de onda mayor y menor energia. Figura 1.1 (Hall y Rao, 1987; Geider y
Osborne, 1992).

Se le denomina fluorescencia inmediata a la emision de luz que se realiza durante
la excitacion y, al cesar esta, presenta un tiempo medio de caida de 102 s, Esta forma de

fluorescencia es una medio de liberacion de energia contenida en moléculas de
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clorofila @ que no puede ser utilizada en los procesos fotosintéticos, ni disipada en forma

de calor (Hall y Rao, 1987; Geider y Osborne, 1992). Figura 1.2.

La fluorescencia retrasada, en cambio, se refiere a luz emitida igualmente desde
moléculas de clorofila @, pero con emision posterior a la excitacion en tiempos desde
microsegundos hasta minutos y es aproximadamente tres ordenes de magnitud menor que
la fluorescencia inmediata (Hall y Rao, 1987; Krasnovsky, 1982); la hipétesis mas
aceptada para explicar la fluorescencia retrasada la describe como el resultado de la
recombinacion de los fotoproductos primarios, componentes reducidos en la cadena
electronica entre el fotosistema II (PS II) al fotosistema I (PS I), este flujo electrénico en
contra del potencial redox es sostenido principalmente por energia térmica.
Figura 12. (Hall y Rao, 1987, Lavorel, 1975; Fleischman, 1978; Amesz y
Van Gorkom, 1978).

La emision de fluorescencia inmediata proviene de moléculas de clorofila a en la
antena y en el centro de reaccion del PS II reducido, la fluorescencia retrasada solo es
emitida por las moléculas de clorofila a en los centros del PS II reducido. La
fluorescencia retrasada requiere de la integridad del aparato fotosintético, por esto si el
aparato fotosintético se encuentra dafiado ésta disminuye (Lavorel, 1975). En cambio, la
fluorescencia inmediata mantiene una relacion inversamente proporcional a la eficiencia
del proceso de separacion de cargas, tipicamente si este proceso es interrumpido o
alterado se aumenta la fluorescencia inmediata (Geider y Osborne, 1992).

De acuerdo a lo anterior, si ocurriese algin toxico en concentracion suficiente
para alterar el funcionamiento del aparato fotosintético, la relacién (cociente) entre

ambos tipos de fluorescencia cambiaria.
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Con la finalidad de desarrollar un método de monitoreo bioldgico para aguas
naturales, que cumpla con requisitos de precision, rapidez y bajo costo, utilizando los
cambios en el cociente de los valores de la fluorescencia retrasada y fluorescencia
inmediata del fitoplancton, como indicador de dafio fisiologico causado por toxicos, en el
departamento de ecologia del plancton del Centro de Investigacion Cientifica y
Educacion Superior de Ensenada (CICESE), el Dr. Helmut Maske disefio y construy6 un
sistema con la finalidad de detectar dafio fisiologico en microalgas, midiendo y
relacionando las emisiones de ambos tipos de fluorescencia de una suspension de
fitoplancton simultaneamente.

Utilizando este sistema se intenta detectar cambios significativos en la relacion
entre la fluorescencia inmediata y retrasada de una suspencion de microalgas, que
manifiesten dafios fisiologicos en su aparato fotosintético causados por sustancias
toxicas, como el Diuron, un herbicida ampliamente usado que interrumpe la transferencia
de electrones en las reacciones fotoquimicas (Geider y Osborne, 1992; Cremlyn 1986;
Van Coillie ef al., 1983; Villarias, 1981); el cloruro de mercurio (HgCly) con efectos
toxicos, documentados, sobre una amplia gama de organismos y entre ellos el
fitoplancton (Cloutier-Mantha y Harrison, 1980); o el herbicida comercial Faena,
utilizado en la agricultura y jardineria de la region, como tratamiento postemergente de

malezas.



2 OBJETIVO

Evaluar la sensibilidad del sistema de medicion simultinea de fluorescencia
inmediata y retrasada a cambios producidos en suspensiones de fitoplancton cultivado,
por la exposicion a distintas concentraciones de Diuron, cloruro de mercurio (HgCl) o

del herbicida comercial Faena (glifosfato).

3 METODO

3.1.  Cultivo de Microalgas:

Se generaron pares de monocultivos estaticos de alguna de las especies:
Skeletonema costatum, Isochrysis galvana o Monochrysis sp. para cada experimento, se
utilizd medio /20 (Guillard) contenidos en matraces bola para cultivo de 6 litros con
tapones de gasa, agitados por aire pasado por filtros de membrana de 0.2 um, mantenidos
a una temperatura de 21° + 1 °C y a una intensidad de luz aproximada de 300 pE s-1m-2
(cultivo 'Luz Alta' [LA]), un matraz de cada par fue adaptado a aproximadamente
20 pE s~ 1m2 (cultivo 'Luz Baja' [LB]) de intensidad de luz, por lo menos 48 horas antes

de ser utilizado.

3.2. Material de Prueba :

Se utilizo: Diuron (3-[3,4-diclorofenil]-1,1-dimetilurea; DCMU), en solucién
acuosa base con concentracion de 0.1165 g/l. Mercurio en forma de cloruro de mercurio
(HgCly), en solucion acuosa base 0.36 mM . Y el herbicida de marca comercial Faena,
con glifosfato [N(fosfometil)glicina] como ingrediente activo en forma de la sal

isopropilamina de glifosfato en concentracién mayor al 49% peso/peso.



3.3. Mediciones:

De cada suspension de fitoplancton disponible (en cultivo 'LA' y 'LB') en fase de
crecimiento exponencial, se tomaron muestras homogéneas a las que se les agregaron los
toxicos conforme a la Tabla 3.A. Después de intoxicar cada muestra y mantener en
promedio 3 h. bajo una intensidad de luz equivalente a la adaptada en cultivo, se procedié
a medir la fluorescencia inmediata y retrasada de cada muestra

La medicion de los dos tipos de fluorescencia fue tomada en el sistema que se
encuentra representado en la Figura 3.1, que estd compuesto por: una fuente de
irradiancia fotosintéticamente activa (PAR) controlada por filtros espectralmente
neutrales (F), un bafio de agua a temperatura constante y contenedor para la muestra (8),
una bomba peristaltica (B), una celda de emision adaptada a un fluorémetro para HPLC
(Kratos, modelo FS 920 Fluoromat) modificado para registrar la fluorescencia
retrasada (DF) y un fluorémetro con celda de flujo continuo para la fluorescencia
inmediata (PF).

El procedimiento utilizado es el siguiente: una vez encendidos y estabilizados los
fluorémetros, aproximadamente 100 ml de la muestra se coloca en el contenedor dentro
del bafio de agua, se introducen en la muestra las mangueras que permiten la circulacion
continua de esta por el sistema, se enciende la bomba peristaltica, se ajusta a una
velocidad de 150 ml/min y se extraen las burbujas de aire que pudieron quedar en el
sistema. La secuencia de medicion es: la muestra es expuesta a cierto nivel de irradiancia
en el contenedor, tras pasar por una trampa para luz (T) entra a una celda de emision
adaptada al fotomultiplicador del fluorémetro Kratos FS 920 donde es registrada la
fluorescencia retrasada (DF), después de pasar por otra trampa para luz la muestra
ingresa a una celda de flujo continuo del fluorémetro Turner A 111 donde se mide la

fluorescencia inmediata (PF), posteriormente regresa al contenedor.



Tabla 3.A.: Experimentos realizados, especie y tratamiento correspondiente. * Experimentos donde se utilizd cultivo

adaptado a baja intensidad de luz: N.A., No aplicable.

No. DE ESPECIE NOMBRE VOLUMEN SOL. TOXICA CANTIDAD FACTORDE CONC. DE TRABAJO
EXPERIMENTO UTILIZADA MUESTRA CULTIVO [ml] UTILIZADA AGREGADA [ml]  DILUCION [ppm]
41125214 Skeletonema c. Unica Necesario Ninguna N.A N.A N.A
41125224 * Skeletonema c. Unica Necesario Ninguna N.A N.A N.A
41126005 Skeletonema c. Control 250 Ninguna N.A N.A N.A

DAB 250 DCMU [117] ppm 0.005 50000 0.00234
DAM 250 DCMU [117] ppm 0.1 2500 0.0468
DAA 250 DCMU [117] ppm 25 100 1.17
HAB 250 HgCl, [97.56] ppm 0.005 50000 0.001951
HAM 250 HgCl, [97.56] ppm 0.1 2500 0.039
HAA 250 HgCl, [97.56] ppm 2.5 100 0.9756
50130 Monochrysis sp. Control 300 Ninguna N.A N.A N.A
D1A 300 DCMU [117] ppm 0.005 60000 0.00195
D2A 300 DCMU [117] ppm 0.1 3000 0.039
HIA 300 HgCl, [97.56] ppm 0.005 60000 0.001626
H2A 300 HgCl, [97.56] ppm 0.1 3000 0.03252
50216 Skeletonema c. Control 200 Ninguna N.A N.A N.A
D1A 200 DCMU [117] ppm 0.005 40000 0.002925
D2A 200 DCMU [117] ppm 0.1 2000 0.0585
H1A 200 HgCl, [97.56] ppm 0.005 40000 0.002439
H2A 200 HgCl, [97.56] ppm 0.1 2000 0.04878
F1A 200 FAENA [4.9¢+5]ppm 0.001 200000 2.45
F2A 200 FAENA [4.9¢+5]ppm 0.005 40000 12.25
50217 * Skeletonema c. Control 200 Ninguna N.A N.A N.A
DI1B 200 DCMU [117] ppm 0.005 40000 0.002925
D2B 200 DCMU [117] ppm 0.1 2000 0.0585
HIB 200 HgCl, [97.56] ppm 0.0005 400000 0.00024
H2B 200 HgCl, [97.56] ppm 0.005 40000 0.00244
FIB 200 FAENA [4.9¢+5]ppm 0.00002 10000000 0.049

F2B 200 FAENA [4.9¢+5]ppm 0.0001 200000 0.245




Tabla 3.A.: (continuacion)

50316 Isochrysis g. Control 200 Ninguna N.A N.A N.A
D1A 200 DCMU [117] ppm 0.005 40000 0.002925
D2A 200 DCMU [117] ppm 0.1 2000 0.0585
HIA 200 HgCl, [97.56] ppm 0.0005 400000 0.00024
H2A 200 HgCl, [97.56] ppm 0.005 40000 0.00244
F1A 200 FAENA [4.9¢+5]ppm 0.00002 10000000 0.049
F2A 200 FAENA [4.9¢+5]ppm 0.0001 200000 0.245
50317 * Isochrysis g. Control 200 Ninguna N.A N.A N.A
D1B 200 DCMU [117] ppm 0.005 40000 0.002925
D2B 200 DCMU [117] ppm 0.1 2000 0.0585
HIB 200 HgCl, [97.56] ppm 0.0005 400000 0.00024
H2B 200 HgCl, [97.56] ppm 0.005 40000 0.00244
F1B 200 FAENA [4.9¢+5]ppm 0.00002 10000000 0.049
F2B 200 FAENA [4.9¢+5]ppm 0.0001 200000 0.245
50724 Skeletonema c. Control 250 Ninguna N.A N.A N.A
DIA 250 DCMU [117] ppm 0.005 50000 0.00234
D2A 250 DCMU [117] ppm 0.1 2500 0.0468
HIA 250 HgCl, [97.56] ppm 0.0005 500000 0.000195
H2A 250 HgCl, [97.56] ppm 0.005 50000 0.00195
F1A 250 FAENA [4.9¢+5]ppm 0.000002 125000000 0.00392
F2A 250 FAENA [4.9¢+5]ppm 0.00002 12500000 0.0392
50728 * Skeletonema c. Control 250 Ninguna N.A N.A N.A
DIB 250 DCMU [117] ppm 0.005 50000 0.00234
D2B 250 DCMU [117] ppm 0.1 2500 0.0468
H1B 250 HgCl, [97.56] ppm 0.0005 500000 0.000195
H2B 250 HgCl, [97.56] ppm 0.005 50000 0.00195
F1B 250 FAENA [4.9¢+5]ppm 0.000002 125000000 0.00392
F2B 250 FAENA [4.9¢e+5]ppm 0.00002 12500000 0.0392
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Figura 3.1.: Esquema del sistema de medicion continua de fluorescencia inmediata
(PF) y retrasada (DF) utilizado. PAR, Radiacion fotosintéticamente activa; F, Filtros
para atenuacion de la irradiancia; S, muestra; B, Bomba peristaltica; T, Trampa de luz;

E, Luz de excitacion, PM, fotomultiplicador.
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La sefial de fluorescencia retrasada (DF) que es registrada es aquella que entra en
un intervalo de tiempo estimado que va desde 0.44 a 6.04 s.; esto dado por la velocidad
del flujo, la longitud de la trampa de luz, el volumen tanto de la trampa de luz como de la
celda de emision y la probabilidad de permanencia de las microalgas en la celda.

Cada muestra fue expuesta a tres distintos niveles de irradiancia excepto en el
experimento inicial donde se utilizaron 8 niveles de irradiancia; en cada irradiancia se
realizaban mediciones 6 minutos a fin de permitir que las sefiales alcanzaran cierta
estabilidad. Esta irradiancia cumple con dos funciones, nos permite observar el desarrollo
de la fotosintesis y la respuesta adaptativa del aparato fotosintético a los distintos niveles
de irradiancia, asi como servir de fuente de excitacion para la fluorescencia retrasada.

La irradiancia fue modificada al interponer filtros de doble capa de tela negra de
fibra de vidrio, con luz de malla de 0.5 mm, y medida durante los experimentos por un
radidmetro Li-Cor modelo LI-188B, con sensibilidad direccional geométrica coseno.

Los datos obtenidos de ambos fluorémetros y del radidometro fueron capturados y
grabados en memoria electromagnética cada 4 segundos con ayuda de una tarjeta de
interfase analogo digital marca Strawberry Tree modelo DATAshutle-12 (12 bits, 5 kHz)
y un ordenador (80286 compatible IBM).

3.4. Tratamiento de los Datos:

Se realizaron diez experimentos en total, dos de ellos sin toxico alguno, uno por
tipo de cultivo (LA y LB), probando 8 niveles de luz de excitacion (irradiancia). En los
restantes se utilizaron los toxicos asi como alguna de las tres especies de microalgas antes

mencionadas y probando tres niveles de irradiancia.
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En cada experimento se genero una serie de datos de fluorescencia inmediata,
fluorescencia retrasada e intensidad de luz (ejemplo en Tabla 3.B), que al ser graficados
respecto al tiempo nos muestra el espectro de respuesta de las muestras durante el
desarrollo del experimento como, por ejemplo, se observa en la figura 3.2.

Los datos de fluorescencia obtenidos fueron corregidos por el valor de su
correspondiente blanco de agua destilada; posteriormente se calculé el promedio de los
ultimos diez datos, que corresponden al ultimo minuto de cada nivel de irradiancia
utilizado, como valor representativo (DF,, y PF,). Esto se realizé para cada registro de
ambos tipos de fluorescencia.

Los valores de fluorescencia, tanto inmediata (PF,) como retrasada (DF,,), se
dividieron sobre el valor del control correspondiente (PF,, DF.); obteniendo los valores
normalizados y razén de cambio de la fluorescencia inmediata (PF, = PF,/PF.) y la
fluorescencia retrasada (DF, = DF,,/DF,) para cada tratamiento (tablas en Anexo I), con
los cuales se calculo la relacion fluorescencia retrasada/fluorescencia inmediata

(DF./PF,), que representa la proporcion de cambio de la relacion causada por los toxicos.
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Tabla 3.B.: Ejemplo de parte de un archivo de datos de fluorescencia inmediata (PF),
fluorescencia retrasada (DF) e irradiancia (PAR). Abreviaciones: st4b, solucion estandar ‘4b’
de HgCly; st4, solucion estandar ‘4’ de HgCly; st3, solucion estandar ‘3° de DCMU,
st, solucion estandar ‘base’ de DCMU; s3, solucion ‘3’ de Faena, s4, solucion ‘4’ de Faena.

50728200.WQ1

50728200.TXT Cultivo: Skeletonema c.

2 dias en luz baja. medio f/20.

Secuencia:

Control,

HgCl,: 0.1 ml st4b,0.1 ml st4;

DCMU 0.1 st3, 0.1 st;

Faena 0.1 s3,0.1 s4.

Tiempo PE DFE PAR Tiempo PE DE PAR
20:07:03  0.88691 0.21818  0.01442 20:08:27  0.79132 0.18921  0.087425
20:07:07 0.88353  0.2066  0.00086 20:08:31  0.79069  0.1933  0.087115
20:07:11  0.88218  0.19924  0.000816 20:08:35  0.78438 0.19103  0.08685
20:07:15  0.87142  0.19604  0.000816 20:08:39  0.78564 0.19148  0.087781
20:07:19  0.85014  0.19148  0.086479 20:08:43 0.77746  0.1933  0.086718
20:07:23  0.82463 0.18152  0.086411 20:08:47  0.77809 0.19194  0.086455
20:07:27  0.8143  0.18288  0.086279 20:08:51  0.7806  0.19239  0.085842
20:07:31  0.80276 0.18288  0.086718 20:08:55  0.78186 0.19422  0.085799
20:07:35  0.7983  0.18876  0.086235 20:08:59  0.78123 0.19604  0.086586
20:07:39  0.78879  0.18694  0.086455 20:09:03  0.78186 0.19513  0.086455
20:07:43 078627 0.18785  0.086894 20:09:07  0.77809 0.19467  0.087692
20:07:47 078375 0.18559  0.087514 20:09:11  0.78186 0.19558  0.087959
20:07:51 0.78186  0.1874  0.086542 20:09:15  0.78186 0.19604  0.088227
20:07:55 0.78186  0.18604  0.087381 20:09:19  0.78879  0.1965  0.088892
20:07:59  0.78249  0.1883  0.087292 20:09:23  0.79426  0.2006  0.087932
20:08:03  0.78249  0.18604  0.087159 20:09:27  0.79489  0.20014  0.089071
20:08:07 0.78816  0.1874  0.087381 20:09:31  0.79299 0.19923  0.088303
20:08:11  0.78627  0.1883  0.087115 20:09:35  0.79299 0.20014  0.087665
20:08:115  0.78942  0.19285  0.087248 20:09:39  0.79109 0.20244  0.087665
20:08:19  0.7869  0.19012  0.088048 20:09:43  0.79109 0.19923  0.087887
20:08:23  0.79259  0.1874  0.088227 20:09:47  0.79046 0.20381  0.087887
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4 RESULTADOS

4.1.  Fluorescencia inmediata (PF) y Fluorescencia retrasada (DF)

Los primeros dos experimentos (#41125214 y #41125224), nos ayudaron a
caracterizar la emision de fluorescencia inmediata (PF) y fluorescencia retrasada (DF),
utilizando Skeletonema c¢. como organismo de prueba. En un experimento se utilizaron
microalgas cultivadas a una intensidad de luz de 300uE m™ 5™ aproximadamente (LA), y
en el otro las microalgas fueron adaptadas a baja intensidad de luz (LB) alrededor de
20 uE m™ s . Durante el desarrollo de estos experimentos se utilizaron seis filtros de
malla, en diferentes combinaciones, para obtener ocho niveles de luz de excitacion, a fin
de obtener un espectro de respuesta mas detallado.

La respuesta de ambos tipos de fluorescencia presentan semejanzas entre si
(Figura 4.1), con tendencia a aumentar con la irradiancia, con excepcion hecha para el
cultivo LA para irradiancias mayores de 80 pE m™ s™' donde muestra una disminucién en

la sefial.

4.2. Efecto de la especie y tipo de cultivo sobre la relacion DF/PF

En la Figura 4.2. se encuentran graficados, por especie y tipo de cultivo, los
valores de la relacion DF/PF de los controles de todos los experimentos realizados, a
causa de las distintas concentraciones de clorofila entre los experimentos los datos
resultan dispersos, de manera que no pueden ser apreciados debidamente, para
compensar este efecto, los datos fueron estandarizados al promedio de los valores

correspondientes a 17.7 pE m? s de cada tratamiento (Figura 4.3.).
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No puede apreciarse una diferencia clara entre las respuestas de distintos tipos de
cultivo, en cuanto a las respuestas por especie tampoco pueden distinguirse, a excepcion
de la respuesta a 308 uE m™ s de Isocrysis galvana y Monocrysis sp. que no presentan

una reduccioén marcada como en la respuesta de Skeletonema costatum.

4.3. Efecto de toxicos sobre DF/PF

La razon de cambio de la relacion DF/PF de las muestras intoxicadas a las
diferentes concentraciones utilizadas de DCMU respecto a su control correspondiente
puede ser observado en la Figura 4.4.. Existe una reduccion del 40 al 70% en la relacion
DF/PF respecto al control para las concentraciones utilizadas.

Para HgCl, (Figura 4.5.) y FAENA (Figura 4.6) no se aprecian cambios
significativos en la relacion de trabajo (DF/PF) respecto al control, en las concentraciones
utilizadas.

EI DCMU a 1.17 ppm redujo el valor de la relacién practicamente a cero (no se
muestra en Figura 4.4.) ; para el cloruro de mercurio, 0.976 ppm inhibié totalmente la
emision de ambos tipos de fluorescencia (no se muestra en Figura 4.5.); el mismo efecto

fue causado por 2.45 ppm de FAENA (no se muestra en Figura 4.6.).
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S DISCUSIONES

5.1.  Fluorescencia Inmediata y Fluorescencia Retrasada

La respuesta a la irradiancia (PAR, Fig. 3.1) de ambos tipos de fluorescencia
presentan un comportamiento similar. A irradiancias menores de 50 pE m” s°1 presentan
una primera fase de aumento con tendencia lineal, seguida por una fase de fotosaturacion
del aparato fotosintético donde la fluorescencia es independiente de la irradiancia y por
una ultima fase de fotoinhibicion donde la fluorescencia se reduce con el aumento de la
irradiancia. El comportamiento mostrado en general es parecida a la respuesta de la
fotosintesis a la irradiancia.

En el comportamiento de la sefial de fluorescencia inmediata (PF) se representa la
adaptacion fisiologica del aparato fotosintético a distintas irradiancias (PAR, Fig. 3.1.)
pues la irradiancia de excitacion (E, Fig. 3.1.) utilizada en el fluérometro se mantiene
constante y es de poca intensidad. A bajas irradiancias el aparato se ajusta para
aprovechar de manera mas eficiente los excitones disponibles por lo que la fluorescencia
inmediata es minima, al aumentar la irradiancia (PAR) se va adecuando a utilizar los
excitones con la capacidad que presente el sistema fotoquimico, de esta manera al llegar
al limite de capacidad fotoquimica la fluorescencia inmediata tiende a aumentar con el
incremento de la irradiancia hasta el punto de mayor fluorescencia que esta determinado
por la cantidad de pigmentos, el nimero de centros de reaccion y la cantidad de células,
entre otros factores.

En cuanto a la sefial de fluorescencia retrasada (DF), al depender de la formacion
del gradiente de protones en el proceso fotoquimico y de la energia residual en el sistema
fotoquimico, nos puede dar idea de la integridad del aparato fotosintético y la capacidad

de éste para formar el gradiente de protones.
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Mientras la fluorescencia inmediata nos indica cambios en la eficiencia cuantica de
la separacion de cargas, primer paso de la fotosintesis, la fluorescencia retrasada muestra
la capacidad del aparato fotosintético de generar el gradiente de protones.

Aun cuando la PF es resultado de la liberacion de energia captada por los
pigmentos pero no utilizada en el sistema fotoquimico, y en cambio la DF es resultado de
la liberacién de la energia contenida en el sistema fotoquimico y/o el gradiente de
protones (Fig. 1.1. y 1.2.), ambas presentan un comportamiento similar, pues a bajas
irradiancias el aparato fotosintético utiliza mas eficientemente los excitones para la
fotosintesis y el gradiente de protones se encuentra en formacioén. Al aumentar la
irradiancia se reduce la eficiencia en aprovechamiento de los excitones para la
fotosintesis, debido a que el aceptor de electrones (PQ, Fig. 1.1 y 1.2) se encuentra
reducido mas tiempo, resultando en un aumento de PF, y el flujo electronico en el sistema
fotoquimico (de PS II a PS I, Fig. 1.2.) se acerca al punto de saturaciéon aumentando
también el gradiente de protones, generador de DF. Al continuar el aumento de la
irradiancia se alcanza el punto de fotosaturacion del sistema, no pueden utilizarse mas
excitones y el exceso se transforma en calor o PF. En el sistema de medicion que se
utilizé en el presente estudio, la irradiancia de excitacion (E) del fluorometro para PF no
cambia, por esto, la PF depende de la cantidad de pigmentos, centros de reaccion y otras
caracteristicas celulares, mientras DF también se independiza de la irradiancia al estar
funcionando al maximo el sistema. Alta irradiancia puede llegar a causar dafio sobre los
pigmentos y el aparato fotosintético en general provocando una reduccion de ambos tipos
de fluorescencia.

La respuesta de ambos tipos de fluorescencia en las dos formas de cultivo pueden
ser ajustadas al tipo de curvas fotosintesis-irradiancia (P-I) utilizadas en el estudio de la

fotosintesis (Platt, et al., 1980) como se puede apreciar en las Figuras 5.1. y 5.2.
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Figura 5.1. Ajuste de fluorescencia inmediata (PF) y fluorescencia retrasada (DF) del
cultivo adaptado a luz alta (LA) a curvas tipo P-1. Curvas P-I de acuerdo al modelo
P=Ps( l-e'a')e'bI segun Platt et al., 1980. En el ajuste para DF, a=0.078, b=0.003 y
Ps=1.127 . En el ajuste para PF a=0.036, b=0.00068 y Ps=0.317 .
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cultivo adaptado a luz baja (LB) a curvas tipo P-1. Curvas P-I de acuerdo al modelo
P=Ps(1-¢™)e™ segun Platt et al., 1980. En el ajuste para DF, a=0.113, b=1.8%10"*

y Ps=0.8535 . En el ajuste para PF a=0.044, b=1.46*10"" y Ps=0.327 .
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Esto permite suponer que la respuesta puede reflejar efectivamente el estado fisiologico
de la muestra.

Debe mencionarse que para el cultivo adaptado a alta intensidad de luz (LA) se
muestra una fotoinhibicion marcada a mas de 100 nE m~ s, aun cuando esto resulte
atipico y no nos sea posible explicarlo, pues es de esperarse que esta fotoinhibicion
ocurriese con los cultivos adaptados a luz baja (LB). Sin embargo, el hecho que se
presente en ambos tipos de fluorescencia resulta en poca interferencia sobre la relacion

DF/PF.

S.2.  Efecto por Especie y Tipo de Cultivo

El sistema de medicion utilizado en este bioensayo fue disefiado para utilizar la
relacion entre ambas fluorescencias para detectar cambios fisiologicos en poblaciones
fitoplanctonicas naturales, el utilizar muestras de poblaciones naturales pudiera evitar el
gasto de material y tiempo en mantener un cultivo estatico. Sin embargo, por el cambio
en la composicion taxonomica de las poblaciones fitoplanctonicas naturales, reflejados en
el caracter fisiologico de la muestra, se optd por utilizar cultivos estaticos de tres especies
de microalgas como organismo de prueba y adaptarlos a dos intensidades de luz,
intentando observar alteraciones en la relacion de trabajo DF/PF a causa de estas
condiciones.

Utilizando la relacion DF/PF de las muestras sin intoxicar (controles) de todos los
experimentos, estandarizados al promedio de las valores correspondientes a 17.7 uE m?
s para compensar el efecto de diferentes concentraciones de clorofila, no es posible

determinar patron alguno, ni por especie y/o tipo de cultivo (Figura 4.3.).
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La sefial correspondiente a la mas alta irradiancia de excitacion es la que presenta
mayor variacion, posiblemente debido a la fotoinhibicion y a que la eficiencia del sistema
fotoquimico es distinto, segin la especie que se trate y/o la intensidad de luz a la que

fueron adaptadas las microalgas.

5.3. Efecto por Téxicos

5.3.1. Relacion DF,/PF,

La hipétesis de trabajo planted el utilizar la relacion DF/PF para comparar de
manera directa entre las concentraciones utilizadas de cada toxico, y entre los distintos
toxicos utilizados; sin embargo, debido a la variacion en la concentracion de pigmentos
entre cultivos, por tipo iluminacion de cultivo y especie utilizada, fue necesario utilizar
diferentes configuraciones en los fluorometros en algunos experimentos. De manera que
para comparar el valor de la relacion entre los experimentos fue necesario estandarizarlos
al control del experimento respectivo, presentando los resultados como razon de cambio
respecto al control.

Considerando los efectos por especie o tipo de cultivo como minimos, la relacion
estandarizada (DF,/PF,) representa el cambio en la suspension de microalgas provocado
por el toxico. De esta manera el dafio fisiologico sobre el sistema fotosintético solo es
evidente en el caso del DCMU, en las respuestas DF,/PF, para HgCl, y Faena no existen
diferencias significativas entre las concentraciones utilizadas.

Este resultado difiere con las expectativas planteadas al inicio del trabajo, la razon
de esto puede ser atribuida a factores de caracter técnico metodoldgicos y/o al tipo de

respuesta fisiologica a los toxicos.
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5.3.2. Aspectos técnicos y metodolégicos

Las muestras estuvieron expuestas a los toxicos un promedio de tres horas, por
esto pueden considerarse como pruebas de toxicidad aguda. Para DCMU y HgCl, se
reconocen efectos casi inmediatos (Cremlym, 1986, Hall and Rao, 1987; Lee et al.,1992),
pero por el tipo de accion del glifosfato ‘Faena’, su efecto no puede considerarse
inmediato (Klingman y Ashton,1980; Villarias,1981), sin embargo para el tiempo de
exposicion utilizado es muy factible el esperar manifestaciones de intoxicacion.

Para HgCl, y Faena, en general, la respuesta de fluorescencia retrasada no sufrié
la reduccion esperada, reflejandose esto en la relacion de trabajo (DF/PF).

La fluorescencia retrasada se puede observar en un rango de tiempo relativamente
amplio, de microsegundos a minutos, con una reduccion en el tiempo aproximada a la
forma exponencial. Tomando en cuenta esto se establecio un intervalo de tiempo de
medicion de fluorescencia retrasada (Figura 5.3.), en funcion de la disponibilidad y

especificaciones de espacio, aparatos, material y por condiciones de disefio.

Fluorescencia retrasada

Tiempo

Figura 5.3.: Representacion esquematica del intervalo de tiempo utilizado para la
medicion de la fluorescencia retrasada (hipotético).
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Probablemente los periodos de tiempo representan diferentes fuentes de energia
que sostienen la fluorescencia retrasada. La energia para la DF que se observa de corto
plazo proviene de las plastoquinonas y la que sostiene por periodos mas largos
probablemente se encuentre almacenada en el gradiente de protones.

Es posible que el rango de tiempo empleado (0.44 a 6.04 s) no fuese el adecuado
para detectar claramente la sefial de fluorescencia retrasada de manera que indicara dafio
fisiologico sobre la fuente de energia asociada a este tiempo; sin embargo, para el
tratamiento con DCMU es posible observar cambios que afectan la relacion DF/PF.
Posiblemente el tiempo de retraso fue muy corto y la sefial de la fluorescencia fue
dominada por el estado de reduccion de la cadena de electrones. La fluorescencia
retrasada del periodo entre 0.44 y 6.04 seg. probablemente no mostro el estado del
gradiente de protones. De esta manera se puede explicar por qué el DCMU produjo una
reduccion en la relacion DF/PF, debido a que esta sustancia corta el flujo de electrones
del sistema fotoquimico (PS II a PS I, Fig. 1.1) mientras los otros toxicos no afectaron la
relacion de trabajo DF/PF.

Otra posible explicacion del por qué los resultados no cumplen con la hipotesis es
que el tiempo utilizado para permitir un ajuste y estabilidad de las respuestas de
fluorescencia al tomar los valores de trabajo, en cada nivel de irradiancia utilizado,
pudiera no haber sido suficiente para lograr su objetivo. En la Figura 3.2. puede
observarse que en algunos casos la sefial de ambos tipos de fluorescencia no alcanzaron
valores estables
5.3.3 Aspecto fisiologico

Con HgCl, y con Faena la relacion DF,/PF, no reflejo los cambios fisiologicos que
ocurrieron en la muestra, posiblemente por la forma en que estos toxicos afectan el

funcionamiento de las células y su blanco especifico de accion.
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En el caso de HgCl, se sabe que los compuestos de mercurio inhiben las funciones
fotosintéticas en varios puntos, en especial el sistema de oxidacion del agua (water
splitting complex) (Lee, e al ,1980); siendo éste el punto de accidon, no es posible la
formacion del gradiente de protones, posible fuente de energia de la fluorescencia
retrasada, también se evita que la P680, clorofila del centro de reaccion 11, sea reducida, y
en su forma oxidada es un fuerte inhibidor de ambos tipos fluorescencia, perdiéndose la
energia en forma de calor, que al afectar los dos tipos de fluorescencia la relacion entre
ellas no cambia.
El glifosfato (Faena) presenta un efecto mas general sobre las proteinas al inhibir
la sintesis de aminoacidos aromaticos (Cremlyn, 1986, Klingman y Ashton, 1980), por

esto es factible esperar un efecto analogo al mostrado por el cloruro de mercurio.

S.4. Comparacion con otros Bioensayos

Para evaluar la sensibilidad del sistema utilizado se requiere compararlo con otros
bioensayos, técnicas o sistemas de monitoreo biologico. Actualmente una de las mas
efectivas y utilizadas pruebas de toxicidad es Microtox; esta prueba es un biensayo que
mide la inhibicion en la bioluminiscencia de la bacteria marina Photobacter phosphoreum
a causa de toxicos contaminantes. También es conveniente el observar resultados
obtenidos por otras pruebas en las que se utilizo fitoplancton y en especial aquellas que
emplean fluorescencia.

En la tabla 5.A se muestran algunas concentraciones criticas reportadas para los

toxicos de prueba en este trabajo.
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Tabla 5.A.: Tabla de concentraciones utilizadas en el presente trabajo y anteriormente
reportadas para los toxicos utilizados. EC50-x’, concentracion efectiva para mortalidad
50% en x tiempo, LOEC, menor concentracion efectiva, CMD, concentracion minima
detectable.

Concentraciones Concentraciones
Toxico Utilizadas Reportadas Prueba Referencias
DCcMU | 0.00195 ppm (min) 16.5 ppm EC50-5" Microtox Kaiser & Palabrica 1991
1.17 ppm (max)
HgCl; | 0.000195 (min) ppm | 0.05 ppm LOEC Microtox Huynh, et al. 1994.
0.04878 (max) ppm | 0.068 ppm EC50 5' Microtox Rebagay, et al. 1991.
0.05 ppm CMD Microtox Bulich, 1986.
0.005 ppm CMD Microalgas Benecke, et al. 1988
FAENA | 0.00392 ppm (min) | 7.73 ppm EC50-30’ Microtox | Kaiser & Palabrica 1991
2.45 ppm (max) 7.7 ppm EC50 Microtox Chang ef al. 1981

Las concentraciones reportadas para DCMU son de uno a cuatro ordenes de
magnitud mayores a las empleadas en este bioensayo; el cambio detectable en la relacion
DF/PF para las concentraciones utilizadas, la menor (0.00195 ppm) casi cuatro ordenes
de magnitud menor a las reportadas, se atribuye a la forma de accion del herbicida, ideal
para mostrar el efecto buscado, al incrementar la fluorescencia inmediata y abatir la
fluorescencia retrasada.

Aun cuando para cloruro de mercurio y glifosfato (Faena) no se mostro cambio
en la relacion DF/PF, a una concentracion de 0.04878 ppm de HgCI2 y a 2.45 ppm de
Faena la sefial de ambos tipos de fluorescencias se abati® hasta practicamente cero;
tomando estos valores como la minima concentracion con efecto observable, para el caso
del cloruro de mercurio es comparable con los valores reportados para Microtox pero
una orden de magnitud mayor a la reportada para un bioensayo que utilizaba el desarrollo
de la sefial de fluorescencia de microalgas; mientras para Faena es apenas tres veces

menor que la reportada para Microtox.
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5.5. Concentraciones en el Medio Ambiente

Respecto a los toxicos utilizados y su ocurrencia en el medio natural se reportan
concentraciones de mercurio que van desde 1.0¥10 ppm a 1.6*10° ppm en ambientes
acuaticos sin contaminacion antropogénica (Forstner and Wittmann, 1981; Kaiser and
Tolg, 1980) y como limite permitido en aguas superficiales para consumo domestico
concentraciones menores a 0.2*¥10” ppm (Nemerow, 1991) hasta 5%10° ppm (Férstner
and Wittmann, 1981) segun la agencia de regulacion regente; estos valores son tres
ordenes de magnitud menores, como minimo, que los utilizados en el presente bioensayo.
Debido a la mortal toxicidad y bioacumulacion demostrada para el mercurio metalico y
algunos de sus compuestos en varios lamentables episodios (Forstner and Wittmann,
1981; Kaiser and Tolg, 1980; Nemerow, 1991) es recomendable el mantener las
concentraciones maximas permitidas en rangos minimos y trabajar en mejorar la
sensibilidad de los métodos de deteccion y monitoreo biologico.

En general los herbicidas todavia no representan un problema ambiental de
grandes dimensiones (Klingman y Ashton, 1980) sin embargo el uso generalizado, con
regulacion inefectiva, puede resultar en problemas, que aunque locales no menos graves;
esto debido a propiedades como la accion residual del DCMU vy su persistencia hasta de
seis meses (Cremlyn, 1986). No se encontraron referencias sobre su ocurrencia en el
medio natural, sin embargo, la mayoria de las regulaciones marcan como requisito de

calidad en agua la ausencia de cualquier tipo de plaguicida.



6 CONCLUSIONES

La relacion DF/PF solo muestra cambios significativos para las concentraciones
utilizadas de DCMU, en los casos del cloruro de mercurio y de Faena (glifosfato) no
pueden considerarse cambios en la relacion a ninguna de las concentraciones utilizadas.

El DCMU a 1.17 ppm redujo el valor de la relacion practicamente a cero, el
cloruro de mercurio a 0.976 ppm inhibi6 totalmente la emision de ambos tipos de
fluorescencia y el mismo efecto fue causado por 2.45 ppm de FAENA.

La relacion de trabajo DF/PF se muestra poco afectada por la especie utilizada, la
variacion de las respuestas en fluorescencia entre especies no es mayor a la variacion
intraespecifica.

A pesar de que el tipo de cultivo con luz alta presenta fotoinhibicion a los dos
niveles de irradiancia mayores, el hecho de que esta fotoinhibicion se presente en ambos
tipos de fluorescencia en una magnitud similar evita que la relacion de trabajo se vea
modificada substancialmente.

Las concentraciones utilizadas en este bioensayo pueden ser comparables con las
utilizadas en otros bioensayos, por ejemplo Microtox.

Si la relacion DF/PF no resulto efectiva para detectar cambios fisiologicos en el
sistema fotosintético de las microalgas utilizadas provocados por cloruro de mercurio o
glifosfato (Faena) puede deberse a que el rango de tiempo para la deteccion de
fluorescencia retrasada no muestre en forma clara el dafio sobre su fuente de energia y/o a
que la forma de accion de estos toxicos provoque cambios en ambos tipos de

fluorescencia de manera que no afecte la relacion DF/PF.
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ANEXO I:

Tablas de los Datos de Trabajo Utilizados.
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Tabla A: a).- Valores de fluor ia inmediata (PFm) obtenidos para Jas t p a DCMU. b).- Valores normalizados de fl ia i diata (PFn) obtenidos para las tas exp a DCMU.

LUz Concentracion de prucba DCMU [(PPM] Luz Concentracion de prucba DCMU (PPM]
Experimento  #Filtros MEs-1m-2  [0]  [0.001951) [0.00234] [0.002925] [0.039) [0.0468] [0.0585]  [1.17) Experimento  #Filtros MEs-1m-2  [0]  [0.001951] [0.00234] [0.002925) [0.039] [0.0468] [0.0585)  [1.17]
41125224 5 024 0.12840 41126005
Skejstonemac 4 1.02 0.14247 LC: Alta 3 4.24 1.0 1.72041 217217 240363
Luz de Cultivo: 3 424 018574 TE: 30 min, 1 73.85 1.0 1.49088 177737 2.04895
LC: Ata 2 17.70 0.22690 FL_50130
1.5 36.15 0.27514 Monocrysis sp 0 308.17 1.0 1.76244 3.66288
Tlempo de 1 73.85 0.28122 LC: Alta 2 17.70 1.0 172429 3.26773
Exposiclon: 0.5 150.88 0.21148 TE: 30 min. 5 0.24 1.0 1.68323 257640
TE: NA 0 308.17 0.17169 2 17.70 1.0 1.87856 298918
5 0.24 0.11583 0 308.17 1.0 1.74921 3.38354
41125235 50216185
Skefetonemac S 024 011141 Skeletonema ¢ 0 308.17 1.0 213244 3.49714
LC: Baja 4 102 0.13228 LC: Ata 2 17.70 1.0 1.47487 1.81211
3 424 022128 TE: 4:30 hrs. 5 0.24 1.0 1.56034 1.85762
TE: NA 2 17.70 0.25487 2 17.70 1.0 1.49717 1.78158
(No Aplicable) 1.5 36,15 0.31494 0 308,17 1.0 1.26183 1.86481
1 73.85 0.32403 50217192
05 150.86 0.36366 Skelstonemac¢ 0 308.17 1.0 0.93801 0.89358
0 308.17 0.38044 LC: Baja 2 17,70 1.0 1.05727 1.13443
5 0.24 0.31984 TE: 4:30 hrs, 5 0.24 1.0 1.03520 1.12877
41126005 2 17.70 1.0 1.00005 1.16454
LC: Ata 3 4.24 021708 0.37538 0.47150 052174 0 308.17 1.0 0.80386 0.88487
TE: 30 min, 1 7385 0.286897 0.42783 0.51005 0.58741 50316180
FL_50130 Isocrysis sp 0 30817 1.0 1.08630 1.18310
Monocrysissp 0 308.17 0.21638 0.38133 0.79252 LC: Alta 2 17.70 1.0 1.30474 1.25805
LC: Alta 2 17.70 0.30805 0.52772 1.00009 TE: 6:00 hrs. 5 0.24 1.0 1.36497 1.28859
TE: 30 min, 5 024 032283 0.54340 0.83174 2 17.70 1.0 1.46690 1.38418
2 17.70 0.33300 0.55888 0.99539 0 308.17 1.0 1.23015 1.20526
0 308.17 0.24527 0.42803 0.82988 50317185
50216185 Isocrysis sp 0 30817 1.0 1.13454 1.38210
Skeletonemac¢ 0 308.17 0.226895 0.48397 0.79369 LC: Baja 2 17.70 1.0 1.18787 1.48518
LC: Ata 2 17.70 0.48551 0.71808 0.87980 TE: 6:00 hrs. s 0.24 1.0 1.20088 1.35647
TE: 4:30hrs. 5 0.24 0.48923 0.76337 0.90881 2 17.70 1.0 1.24828 1.59187
2 17.70 0.57708 0.86399 1.02813 0 308.17 1.0 1.08181 1.27322
0 308.17 051177 0.84577 1.00553 50724203
50217192 Skeletonema ¢ 0 30817 1.0 1.13882 1.18058
Skelotonemac 0 308.17 0.83564 0.58624 0.56799 LC: Alta 2 17.70 1.0 1.42412 1.44181
LC: Baja 2 17.70 0.58982 0.62338 0.66888 TE: 6:00 hrs. 5 0.24 1.0 151824 1.47847
TE: 430hrs. 5 024 053678 0.55567 0.60590 2 17.70 1.0 155734 1.57577
2 17.70 0.57250 0.57253 0.66670 0 308.17 1.0 1.43118 1.30977
0 308.17 0.83835 0.57689 0.56486 50728200
50316190 Skeletonema ¢ 0 308.1886 1.0 1.16637 1.44032
Isocrysis sp 0 308.18686 0.69381 0.73860 0.82081 LC: Baja 2 17.68802 1.0 1.20502 1.68014
LC: Alta 2 17.68802 0.856814 0.85608 0.826811 TE: 6:00 hrs. 5 0.243575 1.0 1.19840 1.85876
TE: 6:00hs. S 0.243575 0.57166 0.78030 0.73720 2 17.69802 1.0 1.07448 1.53894
2 17.69802 0.60708 0.89049 0.84028 0 308.16868 1.0 1.04098 1.38118
0 308.16668 0.58129 0.73270 0.76587
50317185
Isocrysis sp 0 308.1666 1.03810 1.17550 1.43200 PFm = Fluorescencia Inmediata de la muestra
LC: Baja 2 17.69802 1.06277 1.26222 1.57841 PFn = Valores de Fl fa | al control i = PFm/PFc
TE: 6:00hrs. § 0.243575 1.02260 1.22781 1.38712 PFc = Fluorescencia Inmediata del control.
2 17.69802 1.01505 1.26808 1.61583
0 308.1886 1.04679 1.11149 1.33280
50724203
Skeletonemac 0 308.1868 0.46919 0.53432 0.55392
LC: Alta 2 17.69802 0.39747 0.56604 0.57299
TE: 6:00 hrs. 5 0.243575 0.37867 0.57491 0.55985
2 17.68802 0.39974 0.62253 0.62990
0 308.1668 0.48009 068710 0.82881
50728200
Skelotonemac 0 308.1868 0.49025 0.57182 0.70812
LC: Baja 2 17.68802 0.39497 0.47585 0.86755
TE: 6:00hrs. S 0243575 0.37583 0.44976 0.62396
2 17.68802 0.46633 0.50105 0.71766
0 308.1868 0.55792 0.58078 0.77060



Tabla B: a).- Valores de fluorescencia retrasada (DFm) obtenidos para las tas exp a DCMU. b).- Valores normalizados de fluorescencia retrasada (DFn) obtenidos para las exp a DCMU.
L

Concentracion de prucba DCMIU  [PPM] Lz Concentracion de prucba DCMU [PPM]
Experimento  #FiltrosMEs-L m-2 (0] [0.00195] [0.00234] [0.00293] [0.039] [0.0468) [0.0585) [1.17) Experimento  #FilrosMEs-1m-3 (0] [0.00195] [0.00234] [0.00293] [0.039] [0.0468] [0.0585] [1.17)
41125224 5 0.24 0.29600 41126005
Skeletonema« 4 1.02 0.40346 LC: Afta 3 424 1.0 1.25338 1.58757 0.83952
Luz de Cuttivo: 3 4.24 052656 TE: 30 min. 1 73.85 1.0 0.79600 0.80104 0.45065
LC: Alta 2 17.70 0.73829 FL_50130
15 36.15 0.81530 Monocrysissp 0 308.17 1.0 1.11543 0.99539
Tiempo de 1 73.85 0.93681 LC: Alta 2 17.70 1.0 091537 0.97574
Exposicion: 0.5 150.86 0.74189 TE: 30 min. 5 0.24 1.0 1.10106 0.78951
TE: NA 0 308.17 052278 2 17.70 1.0 0.89733 0.89822
5 0.24 0.15147 0 308.17 1.0 0.96391 0.90437
41125235 50216185
Skeletonema¢ 5 0.24 020512 Skeletonema¢ 0 308.17 1.0 1.43355 1.60342
LC: Baje 4 1.02 0.29535 LC: Alta 2 17.70 1.0 0.88126 0.83157
3 4.24 0.39906 TE: 430hrs. 5 0.24 1.0 1.52672 1.48256
TE: NA 2 17.70 0.60762 2 17.70 1.0 0.86915 0.78355
(No Aplicable) 1.5 36.15 0.86949 0 30817 1.0 2.14765 210356
1 73.85 0.92193 50217192
05 150.86 0.96416 Skeletonemac¢ 0 308.17 1.0 1.39323 1.21140
0 308.17 0.86660 LC: Beja 2 17.70 1.0 1.16884 1.08947
5 0.24 021972 TE: 430hrs. 5 0.24 1.0 1.35711 1.49101
41126005 2 17.70 1.0 1.60560 1.34235
LC: Alta 3 4.24 0.40934 0.51306 0.64986 0.34365 0 308.17 1.0 1.72683 1.78679
TE: 30 min, 1 73.85 0.75122 0.59797 0.60176 0.33854 50316190
FL_50130 Isocrysis sp 0 308,17 1.0 0.97964 0.74389
Monocrysissp 0 308,17 0.08135 0.09074 0.08098 LC: Alta 2 17.70 1.0 0.99080 0.76202
LC: Alta 2 17.70 0.08444 0.07730 0.08239 TE: 6.00hrs. 5 0.24 1.0 0.76469 0.62293
TE: 30min. 5 0.24 0.06408 0.07056 0.05059 2 17.70 1.0 0.90462 0.71931
2 17.70 0.09129 0.08192 0.09113 0 308.17 1.0 0.98750 0.79658
0 308,17 0.09302 0.08967 0.08413 50317185
50216185 Isocrysis sp 0 308.17 1.0 0.59433 0.46832
Skeletonema« 0 308.17 0.06007 0.08611 0.09631 LC: Baja 2 17.70 1.0 0.61234 0.65826
LC: Alta 2 17.70 0.10228 0.03013 0.08505 TE: 6:00hrs. 5 0.24 1.0 0.82572 0.59170
TE: 430hrs. 5 0.24 0.03322 0.05072 0.04925 2 17.70 1.0 0.75048 0.76080
2 17.70 0.10608 0.10281 0.08312 0 308,17 1.0 063795 0.48500
0 308.17 0.03750 0.08055 0.07889 50724203
50217192 Skeletonema¢ 0 308.17 1.0 1.93006 0.00000
Skeletonema« 0 30817 0.15565 0.21686 0.18856 LC: Alta 2 17.70 1.0 1.64524 0.00000
LC: Baja 2 17.70 0.28209 0.32971 0.30732 TE: 6:00hrs. 5 0.24 1.0 1.98012 0.00000
TE: 430hs. 5 0.24 0.16663 0.22614 0.24845 2 17.70 1.0 0.00000 119326
2 17.70 0.22679 0.36414 0.30444 0 308.17 1.0 2.04507 1.59736
0 308.17 0.08835 0.15256 0.15786 50728200
50316190 Skeletonema¢ 0 308.17 1.0 0.78374 0.54676
Isocrysis sp 0 308.17 0.08490 0.08317 0.06316 LC: Baje 2 17.70 1.0 0.59069 0.57347
LC: Alta 2 17.70 0.09000 0.08918 0.06858 TE: 6:.00hrs. 5 0.24 1.0 0.58018 0.70627
TE: 6:00hrs. 5 0.24 0.06632 0.05071 0.04131 2 17.70 1.0 0.58071 0.56278
2 17.70 0.10266 0.09287 0.07384 0 308.17 1.0 0.868719 072132
0 308.17 0.08304 0.08200 0.06615
50317185
Isocrysis sp 0 30817 0.24101 0.14324 0.11287
LC: Baja 2 17.70 0.20488 0.12545 0.13486 DFm = Fl ia R dela
TE: 6:00hs. S 0.24 0.11641 0.09612 0.06888 DFn = Valores de F ia R d al control P = DFm/DFc
2 17.70 0.17468 0.13109 0.13289 DFc = Fluorescencia Retrasada del control,
0 308.17 0.21628 0.13797 0.10489
50724203
Skeletonema« 0 308.17 0.02519 0.04862 eRAma_.
LC: Ala 2 17.70 0.02371 0.03901 T
TE: 6:00hrs. 5 0.24 0.008%8 0.01779 pem—
2 17.70 0.02236 pere— 0.02668
0 308.17 0.01356 0.02774 0.02167
50728200
Skeletonema« 0 308.17 0.08911 0.06984 0.04872
LC: Baja 2 17.70 0.08366 0.04942 0.04797
TE: 6:00hrs. 5 0.24 0.032%0 0.01909 0.02323
2 17.70 0.08675 0.05125 0.04882
0 308.17 0.06020 0.05220 0.04342



Tabla C :
LUZ
Experimento  # Filtros ME s-1 m-2
41126005
LC: Alta 3 4.24
TE: 30 min. 1 73.85
FL_50130
Monocrysissp 0 308.17
LC: Alta 2 17.70
TE: 30 min. 5 0.24
2 17.70
0 308.17
50216185
Skeletonemac 0O 308.17
LC: Alta 2 17.70
TE: 4:30 hrs. 5 0.24
2 17.70
0 308.17
50217192
Skeletonemac¢ O 308.17
LC: Baja 2 17.70
TE: 430hrs. 5 0.24
2 17.70
0 308.17
50316190
Isocrysis sp 0 308.17
LC: Alta 2 17.70
TE: 6:00hrs. 5 0.24
2 17.70
0 308.17
50317185
Isocrysis sp 0 308.17
LC: Baja 2 17.70
TE: 6:00hrs. 5 0.24
2 17.70
0 308.17
50724203
Skeletonemac¢ O 308.17
LC: Alta 2 17.70
TE: 6:00 hrs. 5 0.24
2 17.70
0 308.17
50728200
Skeletonemac O 308.17
LC: Baja 2 17.70
TE: 6:00 hrs. 5 0.24
2 17.70
0 308.17

[PPM]

0.27175
0.29860
0.30644
0.33395
0.26728

Concentracion de prueba DCMU
[0]  [0.001951[0.00234] [0.00293] [0.039]
1.0 0.72475
1.0 0.53391
1.0 0.63289
1.0 0.53087
1.0 0.65413
1.0 0.53459
1.0 0.556105
1.0 0.67226
1.0 0.59752
1.0 0.97845
1.0 0.64732
1.0 1.70202
1.0 1.48529
1.0 1.10552
1.0 1.31097
1.0 1.60552
1.0 1.91049
1.0 0.91872
1.0 0.75938
1.0 0.56022
1.0 0.61669
1.0 0.79691
1.0 0.52385
1.0 0.51558
1.0 0.68771
1.0 0.60074
1.0 0.60081
1.0 1.69479
1.0 1.16527
1.0 1.30422
1.0 0.00000
1.0 1.42894
1.0 0.67195
1.0 0.49019
1.0 0.48494
1.0 0.54977
1.0 0.83306

[0.0468]

0.73087
0.45069

0.00000
0.00000
0.00000
0.75726
1.21957

0.37961
0.33930
0.42553
0.36569
0.52224

PFn = Valores de Fluorescencia Inmediata normalizados al control corespondiente. = PFm/PFc

DFn = Valores de Fluorescencia Retrasada normalizados al control corespondiente. = DFm/DFc

Valores de la relacion fluorescencia retrasada / fluorescencia inmediata (DFn/PFn)
calculados para las muestas expuestas a DCMU.

[0.0585]

0.45849

0.79810
0.43980
1.07061

1.35568
0.96037
1.32091
1.15269
2.01927

0.62877
0.60523

0.51966
0.61499

0.33885
0.44322
0.43621
0.47793

41

[1.17)

0.34927
0.22016



Tebla D: a).- Valores de fl ia inmediata (PFm) obtenidos para las muestas expuestas a HgC12. b).- Valores nommalizados de fl ia inmediata (PFn) obtenidos para las Xp a HgCL2.

LUz Concentracion de prucba HgCl2  [PPM] LUz Concentracion de prucba HgCl2 [PPM]
Experimento # Filros MEs-1m-2  [0]  [0.000195][0,00024] [0.00163] [0.00195] [0.00244] [0.0325] ([0.039] [0.04878] [0.9756] Experimento #Filtros MEs-1m2  [0]  [0.000195)[0.00024] [0.00163) [0.00195) [0.00244] [0.0325] [0.039] [0.04878] [0.!
41125224 5 0.24 0.12840 41126005
Skeletonema « 4 1.02 0.14247 LC: Ata 3 4.24 1.0 202318 1.56420 0.
Luz de Cutivo: 3 4.24 0.18574 TE: 30 min. 1 73.85 1.0 1.85649 1.38031 o
LC: Ata 2 17.70 0.22690 FL_S50130
15 36.15 0.27514 Monocrysis sz 0 308.17 1.0 1.46342 1.22618
empo de 1 73.85 0.26122 LC: Ata 2 17.70 1.0 1.56316 1.33269
gq:oslclun: 05 150.88 0.21148 TE: 30min. 5 024 10 1.56763 1.33148
TE: NA 0 308.17 0.17169 2 17.70 1.0 1.86170 1.34382
5 0.24 0.11583 0 308.17 1.0 1.85270 1.23840
41125235 50216185
Skelotonema « 5 0.24 0.11141 Skeletonema: 0 308.17 1.0 1.81904 0.3127¢
LC: Baja 4 1.02 0.13228 LC: Ata 2 17.70 1.0 1.77790 0.10565
3 4.24 0.22128 TE: 4:30hrs. 5 0.24 1.0 1.82597 0.08831
TE: NA 2 17.70 0.25487 2 17.70 1.0 1.73076 0.05449
(No Aplicable) 1.5 36.15 0.31404 0 308.17 1.0 1.48874 0.08128
1 73.85 0.32403 50217182
05 150.88 0.36366 Skeletonema « 0 308.17 1.0 0.99745 091272
0 308.17 0.38044 LC: Baja 2 17.70 1.0 0.95148 0.82121
5 0.24 0.31884 TE: 4:30hrs. 5 0.24 1.0 0.89280 0.88239
41126005 2 17.70 1.0 0.82704 0.87895
LC: Ata 3 4.24 0.21708 0.43916 0.33953 0.00873 0 308.17 1.0 0.94679 088141
TE: 30 min. 1 73.85 0.28697 0.47538 0.38897 e 50316180
FL_50130 Isocrysis sp 0 308.17 1.0 0.84972 0.71410
Monocrysis sg 0 308.17 0.21638 0.31663 0.26530 LC: Afta 2 17.70 1.0 0.81174 0.83914
LC: Alta 2 17.70 0,30605 0.47840 0.40787 TE: 8:00hrs, § 0.24 1.0 0.79289 0.83606
TE: 30min. 5 0.24 0.32283 0.50808 0.42084 2 17.70 1.0 0.92838 0.92196
2 17.70 0.33300 0.55335 0.44748 0 308,17 1.0 0.99815 1.01858
0 308.17 0.24527 0.45441 0.30325 50317185
50216185 Isocrysis sp [} 308.17 1.0 0.78883 0.74308
Skeletonema: 0O 308.17 0.22895 0.41304 0.07098 LC: Baja 2 17.70 1.0 0.773686 0.72338
LC: Ata 2 17.70 0.48551 0.88319 0.05130 TE: 6:00hrs. 5 0.24 1.0 0.76145 0.72088
TE: 4:30hrs. S 0.24 0.48923 0.89333 0.04369 2 17.70 1.0 0.77042 0.73207
2 17.70 0.57708 0.89879 0.03144 0 308.17 1.0 0.79864 0.74807
0 308.17 0.51177 0.76701 0.04160 50724203
50217182 Skelotonema. 0 308.17 1.0 1.30752 117374
Skeletonema« 0 308.17 0.62584 0.83402 0.58018 LC: Alta 2 17.70 1.0 1.48687 1.24442
LC: Baja 2 17.70 0.58862 0.56101 0.54318 TE: 6:00hrs. 5 0.24 1.0 1.62818 1.31708
TE: 4:30hrs. S 0.24 053678 0.47924 0.48201 2 17.70 1.0 171168 1.35752
2 17.70 0.57250 0.53073 0.50320 0 308.17 1.0 1.78232 1.42633
0 308.17 0.83835 0.60439 0.54889 50728200
50316180 0 308.17 1.0 1.03498 0.98820
Isocrysis sp o 308.17 0.69381 0.45066 0.49531 LC: Baja 2 17.70 1.0 1.05476 0.93482
LC: Afta 2 17.70 0.85614 0.53281 0.55059 TE: 6:00hrs. 5 0.24 1.0 1.03883 0.86802
TE: 6:00hrs. S 0.24 0.57166 0.45328 0.47794 2 17.70 1.0 0.98140 0.83897
2 17.70 0.60708 0.56358 0.55968 o} 308.17 1.0 0.98413 0.85047
0 308.17 0.59128 0.58020 0.80110
50317185 PFm = Fluorescencia Inmediata de la muestra
Isocrysis sp 0 308.17 1.03810 0.81834 0.76988 PFn = Valores de Fl | i al control = PFm/PFc
LC: Baja 2 17.70 1.08277 0.82223 0.76879 PFc = Fluorescencla Inmediata del control.
TE: €:00hrs. § 0.24 1.02260 0.77885 0.73696
2 17.70 1.01505 078202 0.74308
0 308.17 1.04679 0.83601 0.78412
50724203
Skeletonema: 0 308.17 0.46919 0.61348 0.55071
LC: Alta 2 17.70 0.39747 0.59088 0.48461
TE: 6:00hrs. 5 0.24 0.37867 0.61578 0.49808
2 17.70 0.39974 0.88423 0.54265
] 308.17 0.48009 0.85568 0.88477
50728200
Skelatonema: 0 308.17 0.48025 0.50741 0.48447
LC: Baja 2 17.70 0.39497 0.41660 0.36926
TE: 8:00hrs. S 0.24 0.37593 0.39053 0.32631
2 17.70 0.46633 0.45765 0.39124
o 308.17 0.55792 0.55465 0.47450



Tabla E: a).- Valores de fl ia retrasada (DFm) obtenidos para las puestas a HgCl2, b).- Valores lizados de fl i da (DFn) obtenidos para las P a HgCL2.
LU

Z Concentracion de prucbs HgCl2  [PPM] Luz Concentracion de prucba HgC12
Experimento #Filtros MEs-1m2  [0]  [0.000195)[0.00024] [0.00163] [0.00195] (0.00244] [0.0325] [0.039] [0.04878] [0.9756) Experimento  #Filtros MEs-1 m-2  [0]  [0.000195]{0.00024] [0.00163) (0.00195] [0.00244] [0.0325] [0.039] [0.04878] [0.9756]
41125224 5 0.24 0.28600 41128005
Skeletonema « 4 1.02 0.40348 LC: Alta 3 4.24 1.0 1.40208 1.12639 0.00000
Luz de Cuttivo: 3 4.24 0.52856 TE: 30 min. 1 73.85 1.0 0.74841 0.70151 0.00372
LC: Ata 2 17.70 0.73829 FL_50130
15 36.15 0.81530 Monocrysissg 0 308.17 1.0 1.42018 1.13252
Tiempo de 1 73.85 0.936881 LC: Afta 2 17.70 1.0 1.10788 1.16615
Exposicion: 0.5 150.86 0.74189 TE: 30 min. 5 0.24 1.0 1.07442 1.24183
TE: NA 0 308.17 0.52278 2 17.70 1.0 0.98104 1.08166
5 0.24 0.15147 0 308.17 10 1.15817 1.14468
41125235 50216185
Skelotonema« 5 0.24 0.20512 Skeletonema ¢ 0 308.17 1.0 1.81477 0.15171
LC: Baja 4 1.02 0.28535 LC: Atta 2 17.70 1.0 1.80249 0.00000
3 4.24 0.39808 TE: 430hrs. 5 0.24 1.0 401374 0.00000
TE: NA 2 17.70 0.80762 2 17.70 1.0 1.78935 0.00000
(No Aplicable) 1.5 36.15 0.86949 0 308.17 1.0 2.25603 0.12244
1 73.85 0.82183 50217192
05 150.86 0.96416 Skeletonema« 0 308.17 1.0 0.88420 0.93603
0 308.17 0.86660 LC: Baja 2 17.70 10 1.01008 1.00093
5 0.24 0.21972 TE: 430hrs. S 0.24 1.0 1.16782 1.05500
41128005 2 17.70 1.0 1.39051 152578
LC: Ata 3 4.24 0.40934 0.57430 0.46108 ——" 0 308.17 1.0 1.36049 1.32333
TE: 30 min, 1 73.85 0.75122 0.56222 0.52698 0.00279 50316180
FL_50130 Isocrysissp 0 308.17 1.0 1.14259 1.18928
Monocrysis sg 0 308.17 0.08135 0.11554 0.08214 LC: Alta 2 17.70 1.0 1.25085 1.22173
LC: Atta 2 17.70 0.08444 0.09355 0.09847 TE: 6:00hrs. S 0.24 1.0 0.73188 0.70834
TE: 30 min. 5 0.24 0.08408 0.06885 0.07958 2 17.70 1.0 1.26224 1.24648
2 17.70 0.09128 0.08958 0.09966 0 308.17 1.0 1.08932 1.13274
0 308.17 0.09302 0.10774 0.10648 50317185
50216185 Isocrysis sp 0 308.17 1.0 0.85385 0.76624
Skeletonema 0 308.17 0.06007 0.08699 0.00811 LC: Baja 2 17.70 1.0 0.87215 0.78408
LC: Ata 2 17.70 0.10228 0.18435 b TE: 6:00hrs. 5 0.24 1.0 0.79491 0.71542
TE: 4:30hrs. § 0.24 0.03322 0.13334 — 2 17.70 1.0 1.03641 0.96557
2 17.70 0.10608 0.18881 - 0 308.17 1.0 0.86962 0.81053
0 308.17 0.03750 : 0.08461 0.00459 50724203
50217182 Skeletonema 0 308.17 1.0 1.91845 1.96260
Skeletonema« 0 308.17 0.15565 0.15319 0.14570 LC: Alta 2 17.70 1.0 1.89976 212520
LC: Baja 2 17.70 0.28209 0.28492 0.28235 TE: 6:00hrs. 5 0.24 1.0 221815 2.52504
TE: 4:30hrs. 5 0.24 0.16663 0.19462 0.17580 2 17.70 1.0 1.77854 2.37126
2 17.70 0.22679 0.31538 0.34603 0 308.17 1.0 1.18541 2.18420
o 308.17 0.08835 0.12020 0.11681 50728200
50316190 Skelstonema« 0O 308.17 1.0 1.04898 1.01769
Isocrysis sp o 308.17 0.08480 0.08701 0.10097 LC: Baja 2 17.70 1.0 0.97380 0.81785
LC: Alta 2 17.70 0.08000 0.11258 0.10996 TE: €:00hrs. S 0.24 1.0 1.00874 0.84370
TE: 6:00hrs. 5 0.24 0.086832 0.04854 0.05204 2 17.70 1.0 0.95302 0.94709
2 17.70 0.102668 0.12958 0.12796 0 308.17 1.0 1.07734 1.04429
0 308.17 0.08304 0.08045 0.09406
50317185
Isocrysis sp 0 308.17 0.24101 0.20574 0.19180
LC: Baja 2 17.70 0.20488 0.17888 0.16064 DFm=F | dadela st
TE: 8:00hrs. 5 0.24 0.11841 0.09254 0.08328 DFn = Valores de F i al control = DFm/DFc
2 17.70 0.17468 0.18104 0.16866 DFe = Fluorescencia Retrasada del control.
0 308.17 0.21828 0.18808 0.17530
50724203
Skeletonema¢« 0 308.17 0.02519 0.04828 0.04944
LC: Afta 2 17.70 0.02371 0.04504 0.05038
TE: 6:00hrs. 5 0.24 0.00898 0.01982 0.022688
2 17.70 0.022368 0.03977 0.05303
0 308.17 0.01356 0.01608 0.02078
50728200
Skeletonema« 0 308.17 0.08911 0.09356 0.09089
LC: Baja 2 17.70 0,08368 0.08147 0.07677
TE: 6:00hrs. 5 0.24 0.03280 0.03312 0.02775
2 17.70 0.08675 0.08268 0.08224
0 308.17 0.06020 0.06485 0.06286



Tabla F:

Experimento
41126005
LC: Alta
TE: 30 min.
FL_50130
Monocrysis sp
LC: Alta
TE: 30 min.

50216185
Skeletonema ¢
LC: Alta
TE: 4:30 hrs.

50217192
Skeletonema ¢
LC: Baja
TE: 4:30 hrs.

50316190
Isocrysis sp
LC: Alta
TE: 6:00 hrs.

50317185
Isocrysis sp
LC: Baja
TE: 6:00 hrs.

50724203
Skeletonema ¢
LC: Alta
TE: 6:00 hrs.

50728200
Skeletonema ¢
LC: Baja
TE: 6:00 hrs.

LuUzZ
# Filtros ME s-1 m-2

OoONOGINO OoONUIN O oNOUIN O oNONO oNGOINO - W

oONOGINO

0
2
5
2
0

424
73.85

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

(0]

1.0
1.0

[PPM]

[0.0002] [0.00024] [0.0016] [0.00195] [0.0024] [0.0325]

1.46571
1.27769
1.36404
1.03905
0.66509

1.01447
0.92334
0.96911
0.97109
1.08370

0.98671
1.06156
1.30815
1.49995
1.43694

1.75858
1.54095
0.92319
1.35961
1.09134

1.08081
1.12730
1.04395
1.34525
1.08888

0.97045
0.70875
0.68538
0.59038
0.62512

0.69346
0.45180

1.67209
1.70779
1.91584
1.74676
1.53835

1.02985
0.98153
0.97199
1.12994
1.22789

0.88726
1.01383
2.19814
1.03385
1.50528

1.02554
1.08654
1.22335
1.73589
1.53623

1.66543
1.45593
0.95488
1.35200
1.11426

1.07158
1.08389
0.99270
1.31896
1.08205

0.92362
0.87503
0.93266
0.81235
0.92580

PFn = Valores de Fluorescencia Inmediata normalizados al control corespondiente. = PFm/PFc
DFn = Valores de Fluorescencia Retrasada normalizados al control corespondiente. = DFm/DFc

[0.039]

0.72011
0.50457

Valores de la relacion fluorescencia retrasada - fluorescencia inmediata (DFn/PFn) calculados

para las muestas expuestas a HgCI2.
Concentracion de prueba HgCI2

[0.0488]

0.48506
0.00000
0.00000

1.50636

44

[0.976]

0.00000
0.00000



Tabla G: a).- Valores de fluorescencia inmediata (PFm) obtenidos para las muestras expuestas a FAENA, b).- Valores normalizados de fluorescencia inmediata (PFn) obtenidos para las muestras expuestas a FAENA.

Lz Concentracion de prueba FAENA [PPM] LUz Concentracion de prueba FAENA [PPM]
Experimento #Filtros MEe-1m-2  [0]  [0.00392) [0.0392) [0.049]  [0.245]  [2.45]  [12.25] Experimento  #Filtros MEs-Im-  [0]  [0.00392] [0.0392] [0.049] [0.245]  ([245)  [12:25)
50216185 50216185
Skeletonemac¢ 0 308.17 0.22695 0.08151 0.12438 Skeletonema ¢ 0 308,17 1.0 0.35913 0.54806
LC: Alta 2 17.70 0.48551 0.06072 LC: Alta 2 17.70 1.0 0.12507
TE: 430hrs. 5 0.24 0.48923 0.05843 0.11313 TE: 4:30 hrs. 5 0.24 1.0 0.11943 0.23123
2 17.70 0.57708 0.05213 2 17.70 1.0 0.09033
0 308.17 0.51177 0.05453 o] 308.17 1.0 0.10855
50217192 50217192
Skeletonema ¢ 0 308.17 0.63564 0.60440 0.53556 Skeletonema ¢ 0 308.17 1.0 0.95086 0.84256
LC: Baja 2 17.70 0.58962 0.61744 052034 LC: Baja 2 17.70 1.0 1.04719 0.88250
TE: 430hrs. § 0.24 0.53678 0.53435 0.44133 TE: 4:30 hrs. 5 0.24 1.0 0.99547 0.82219
2 17.70 0.57250 0.56270 0.49150 2 17.70 1.0 0.98283 0.85852
0 308.17 0.63835 0.59312 0.51536 0 308.17 1.0 0.92914 0.80732
50316190 50316190
Isocrysis sp 0 308.17 0.36539 0.32527 Isocrysis sp 0 308.17 1.0 0.89020
LC: Alta 2 17.70 0.35593 0.32955 LC: Alta 2 17.70 1.0 0.92589
TE: 600hrs. 5 0.24 0.33494 0.32140 TE: 6:00 hrs. 5 0.24 1.0 0.95958
2 17.70 0.35157 0.33424 2 17.70 1.0 0.95072
0 308.17 0.35190 0.34539 0 308.17 1.0 0.98151
0 308.17 0.69361 0.71590 0 308.17 1.0 1.03213
2 17.70 0.65614 0.62427 2 17.70 1.0 0.95144
5 0.24 057166 0.51951 5 0.24 1.0 0.90878
2 17.70 0.60706 0.58493 2 17.70 1.0 0.96356
0 308.17 0.58129 0.57623 0 308.17 1.0 0.97453
50317185 50317185
Isocrysis sp 0 308.17 1.03610 0.91080 0.82801 Isocrysis sp 0 308.17 1.0 0.87906 0.79916
LC: Baja 2 17.70 1.06277 0.88658 0.83380 LC: Baja 2 17.70 1.0 0.83422 0.78456
TE: 6:00hrs. 5§ 0.24 1.02260 0.82240 0.77993 TE: 6.00 hrs. 5 0.24 1.0 0.80423 0.76270
2 17.70 1.01506 0.82233 0.78195 2 17.70 1.0 0.81014 0.77035
0 308.17 1.04679 0.86039 0.81662 0 308.17 1.0 0.82183 0.78012
50724203 50724203
Skeletonemac¢ 0 308.17 0.46919 0.54784 0.50755 Skeletonema ¢ 0 308.17 1.0 1.16762 1.08175
LC: Alta 2 17.70 0.39747 0.56383 0.46680 LC: Alta 2 17.70 1.0 141855 1.17444
TE: 6:00hrs. § 0.24 037867 0.57654 0.45989 TE: 6:00 hrs. 5 0.24 1.0 1.52256 1.21449
2 17.70 0.39974 0.63029 0.49797 2 17.70 1.0 157676 1.24574
0 308.17 0.48009 0.72021 0.58418 0 308.17 1.0 1.50014 1.21681
50728200 50728200
Skeletonema¢ 0 308.17 0.4%025 0.54178 0.51954 Skeletonema ¢ 0 308.17 1.0 1.10510 1.05974
LC: Baja 2 17.70 0.38497 0.46566 0.41519 LC: Baja 2 17.70 10 1.17898 1.05120
TE: 6:00hrs. § 0.24 0.37593 0.44910 0.38064 TE: 6:00 hrs. 5 0.24 1.0 1.19464 1.01253
2 17.70 0.46633 0.51463 0.45343 2 17.70 1.0 1.10357 0.97235
0 308.17 0.55792 0.58078 0.53882 0 308.17 1.0 1.04097 0.96575

PFm = Fluorescencia Inmediata de la muestra PFn = Valores de F cla | diata r lizados al control lente. = PFm/PFc  PFc = Fluorescencla Inmediata del control.
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Tabla H:a).- Valores de fluorescencia retrasada (DFm) obtenidos para las muestras expuestas a FAENA. b).- Valores normalizados de fluorescencia retrasada (DFn) obtenidos para las muestras expuestas a FAENA.

Luz Concentracion de prueba FAENA [PPM] LuzZ Concentracion de prueba FAENA  [PPM]
Experimento # Filtros MEs-1m-2  [0] [0.00392] [0.0392] [0.049]  [0.245) [2.45) [12.25) Experimento # Filtros MEs-1m-2  [0] [0.00392) [0.0392] [0.049]  [0.245) [2.45) [12.25]
50216185 50216185
Skeletonemac 0 308.17 0.06007 0.00082 -0.00485 Skeletonemac¢ 0 308.17 1.0 0.01370  0.00000
LC: Alta 2 17.70  0.10228 -0.03487 LC: Alta 2 17.70 1.0 0.00000
TE: 430hrs. 5 0.24 0.03322 -0.03871 -0.03836 TE: 430hrs. 5 0.24 1.0 0.00000 0.00000
2 17.70 0.10608 -0.03525 2 17.70 1.0 0.00000
0 308.17 0.03750 -0.00341 0 308.17 1.0 0.00000
50217192 50217192
Skeletonemac 0 308.17 0.15565 0.17975 0.13319 Skeletonema¢ 0 308.17 1.0 1.15479  0.85568
LC: Baja 2 17.70  0.28209 0.35621 0.30893 LC: Baja 2 17.70 1.0 1.26278 1.09517
TE: 430hrs. 5 0.24 0.16663 0.20741  0.14625 TE: 430hrs. 5 0.24 1.0 1.24472 0.87766
2 17.70  0.22679 0.39209  0.34409 2 17.70 1.0 172881 1.51718
0 308.17 0.08835 0.11841 0.09914 0 308.17 1.0 1.34031 1.12216
50316190 50316190
Isocrysis sp 0 308.17 0.11509 0.10601 Isocrysis sp 0 308.17 1.0 0.92107
LC: Alta 2 17.70  0.11350 0.09856 LC: Alta 2 17.70 1.0 0.86836
TE: 6:00hrs. 5 0.24 0.06375 0.05076 TE: 600hrs. 5 0.24 1.0 0.79615
2 17.70  0.12044 0.11102 2 17.70 1.0 092175
0 308.17 0.09907 0.08934 0 308.17 1.0 0.90183
0 308.17 0.08490 0.08306 0 308.17 1.0 0.97831
2 17.70  0.09000 0.08722 2 17.70 1.0 0.96903
5 0.24 0.06632 0.04454 5 0.24 1.0 0.67169
2 17.70 0.10266 0.11046 2 17.70 1.0 1.07603
0 308.17 0.08304 0.08406 0 308.17 1.0 1.01227
50317185 50317185
Isocrysis sp 0 308,17 0.24101 0.20145 0.19791 Isocrysis sp 0 308.17 1.0 0.83588 0.82119
LC. Baja 2 17.70  0.20488 0.16367 0.16443 LC: Baja 2 17.70 1.0 0.79887 0.80261
TE: 6:00hrs. 5 0.24 0.11641 0.09405 0.08323 TE: 6:00hrs. 5 0.24 1.0 0.80787 0.71492
2 17.70  0.17468 0.17157 0.16772 2 17.70 1.0 0.98221 0.96018
0 308.17 0.21628 0.18737 0.18239 0 308.17 1.0 0.86634 0.84333
50724203 50724203
Skeletonemac¢ 0 308.17 0.02519 0.05143 0.05233 Skeletonema ¢ 0 308.17 1.0 204136 207701
LC: Alta 2 17.70 0.02371 0.04339 0.04491 LC: Alta 2 17.70 1.0 1.83018 1.89419
TE: 6:00hrs. 5 0.24 000898 0.01985 0.01933 TE: 6:00hrs. 5 0.24 1.0 220968 215247
2 17.70 0.02236 -0.14894 0.04090 2 17.70 1.0 0.00000 1.82887
0 308.17 0.01356 0.02865 0.02825 0 308.17 1.0 211259 208277
50728200 50728200
Skeletonemac 0 308.17 0.08911 0.08404 0.09197 Skeletonemac¢ 0 308.17 1.0 0.94303 1.03209
LC: Baja 2 17.70 0.08366 0.05852 0.06790 LC: Baja 2 17.70 1.0 0.69946 0.81170
TE: 6:00hrs. 5 0.24 0.03290 0.02718 0.02464 TE: 6:00hrs. 5 0.24 1.0 0.82653 0.74906
2 17.70 0.08675 0.05958 0.07076 2 17.70 1.0 0.68678 0.81566
0 308.17 0.06020 0.06061 0.06540 0 308.17 1.0 1.00696 1.08653

DFm = FI cia dela DFn = Val de F i normalizados al control corespondlente. = DFm/DF DFc = Fluorescencia Retrasada del control.



Tabla I:

Experimento # Filtros ME s-1 m-2

50216185

Skeletonema .

LC: Alta

TE: 4:30 hrs.

50217192
Skeletonema

LC: Baja

TE: 4:30 hrs.

50316190
Isocrysis sp
LC: Alta

TE: 6:00 hrs.

50317185
Isocrysis sp
LC: Baja

TE: 6:00 hrs.

50724203

Skeletonema .

LC: Alta

TE: 6:00 hrs.

50728200

Skeletonema .

LC: Baja

TE: 6:00 hrs.

47

Valores de la relacion fluorescencia retrasada - fluorescencia inmediata (DFn/PFn)

calculados para las muestas expuestas a FAENA.
Concentracion de prueba FAENA [PPM]

LUZ

0
2
5
2
0

ONONO ONON O ONOINO ONOIN O ONONO

ONOGON O

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

308.17
17.70
0.24
17.70
308.17

[0]

PSS Sasds Sadad Aaaad Aaaad Sadaa
OC0O000 0OO0O000 OO0 OO0 OO0 ooooo

S
[eNeololoNe]

[0.00392] [0.0392]

1.74831 1.92005
1.29018 1.61285
1.45129 1.77233
0.00000 1.46810
1.40826 1.71167

0.85340 0.97391
0.59328 0.77216
0.69186 0.73979
0.62233 0.83885
0.96733 1.12507

[0.049]  [0.245]

1.21447 1.01557
1.20588 1.24098
1.25038 1.06746
1.75890 1.76721
1.44253 1.38998

1.03467
0.93787
0.82968
0.96953
0.91882

0.94786
1.01849
0.73911
1.11672
1.03872

0.95088 1.02756
0.95763 1.02301
1.00453 0.93735
1.21240 1.24642
1.05402 1.08102

[2.45] [12.25]

0.03815 0.00000
0.00000
0.00000 0.00000
0.00000
0.00000

PFn = Valores de Fluorescencia Inmediata normalizados al control corespondiente. = PFm/PFc
DFn = Valores de Fluorescencia Retrasada normalizados al control corespondiente. = DFm/DFc



