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RESUMEN

El fitoplancton es uno de los compuestos organicos de las aguas naturales y su diagndstico
es importante para evaluar el estado ecologico de los ecosistemas acudticos, entre ellos las
aguas costeras y de transicion. El enriquecimiento de nutrientes antropogénicos y las
alteraciones en la cadena de alimentacion, incluyendo la reduccion de consumidores de
fitoplancton, produce un aumento espectacular de las existencias de fitoplancton. Esto ha
causado cambios significativos en los ciclos de nutrientes de las areas costeras (carbono,
nitrogeno, fosforo y silicio), en la calidad del agua, en la biodiversidad y en el estado global
del ecosistema.

Caracteristicas generales de los grupos fitoplanctonicos pueden ser utilizadas como
indicadores del funcionamiento y de los cambios en el ecosistema. Por ejemplo, un grupo
como las diatomeas es un indicador de un agua de calidad aceptable (agua con baja carga
de nutrientes, y buena claridad). En contraste las cianobacterias producen numerosos
toxicos y éstas crecen en ambientes con enriquecimiento de nutrientes y en ambientes
eutrdficos.

La caracterizacion de las comunidades fitoplanctonicas en ecosistemas acuaticos mediante
el método de los recuentos microscopicos por epifluorescencia, es una tarea costosa en
tiempo, material y recursos humanos altamente cualificados. El objetivo de este trabajo es,

sin pretender sustituir a los recuentos con el microscopio sino complementarlos, poner a
punto una técnica mediante espectrofotometria que disminuya estos costes, realizando
medidas de espectros de absorcion en el rango del visible en las muestras.

Para llevar a cabo este trabajo se han tomado muestras en cinco zonas de la costa
mediterranea de Espafia. Estas zonas corresponden a ecosistemas acudticos en los que
influyen tanto las aguas continentales como las del mar Mediterraneo, es decir, zonas
costeras influidas por aguas continentales (plumas continentales) y zonas continentales
influidas por aguas marinas (estuarios). Las muestras tomadas presentan un gradiente de
salinidad, en funcién de una mayor o menor influencia continental y también en funcién de
la capa superficial de menor salinidad que yace sobre las aguas salinas mas densas. En
estas muestras con distintas salinidades también existen unas diferencias cualitativas y
cuantitativas de la composicion fitoplanctonica.

Realizando un andlisis estadistico PLS (Partial Least Squares) entre los recuentos
microscopicos de fitoplancton y los espectros de absorcion, hemos podido comprobar que
existen correlaciones entre ellos. Asi, los modelos estadisticos obtenidos (uno para cada
clase de fitoplancton) pueden ser utilizados para agilizar los recuentos de fitoplancton. De
cada muestra de agua podria realizarse el espectro de absorcion, introducir los datos en los
modelos, obtener los resultados, y poder, en funcién de éstos, decidir la necesidad o no de
realizar los recuentos.



En este trabajo hemos conseguido obtener modelos estadisticos de aquellas clases
fitoplanctonicas con una presencia significativa en las muestras estudiadas. Las muestras de
agua fueron clasificadas en 4 grupos segin su salinidad y conseguimos modelar las
siguientes clases de fitoplancton:

— Para el grupo de muestras de origen continental, diatomeas, cloroficeas y criptoficeas.

— Para el grupo de muestras de agua dulce con influencia marina, cloroficeas,
primnesiales y dinoflagelados.

— Para el grupo de muestras salinas con influencia continental, cloroficeas, diatomeas y
el género Synechococcus.

— Para las muestras salinas que no tienen practicamente influencia continental,
cloroficeas, diatomeas, primnesiales y Synechococcus spp.



ABSTRACT

The diagnostic of phytoplankton, one of the organic constituents of natural waters, is
important in evaluating the ecological state of aquatic ecosystems, among them coastal and
transitional waters. Enrichment of anthropogenic nutrients and alterations to the food chain
including the reduction of phytoplankton consumers, produces a spectacular increase in
phytoplankton populations. This, in turn, has caused significant changes in the nutrient
cycles of the coastal areas (carbon, nitrogen, phosphorus and silicon), in water quality, in
biodiversity, and in the global state of the ecosystem.

The general characteristics of phytoplankton groups can be utilized as indicators of an
ecosystem’s functioning and changes. For example, a group such as diatoms is an indicator
of acceptable water quality (water with a low nutrient load and good clarity). In contrast,
cyanobacteria produce numerous toxins, flourishing in nutrient-enriched and eutrophic
environments.

The employment of epifluorescent microscopic counting to characterize phytoplankton
communities in aquatic ecosystems is a costly undertaking in terms of time, material and
highly trained personnel. The objective of the present study is not to supplant microscopic
counting, but rather to complement it through the optimization of a spectrophotometry
technique that diminishes the aforementioned costs, using absorption spectrum
measurements in the visible range in the samples.

The study was carried out with samples were taken from five zones of the Spanish
Mediterranean coast. These zones corresponded to those aquatic ecosystems in which
continental waters and the Mediterrean Sea exhibit an influence; i.e. coastal zones
influenced by continental waters (coastal plumes) and continental zones influenced by
marine waters (estuaries). The samples taken presented a salinity gradient directly related
both to a greater or lesser continental influence and to the superficial layers of lesser
salinity found atop denser salt water. In these samples of varying salinities, qualitative and
quantitative differences in phytoplankton composition were observed.

Employing a PLS statistical analysis between the microscopic counts of phytoplankton and
the absorption spectrums, correlations between the two were confirmed. The statistical
models generated (one for each phytoplankton class), could therefore be used to facilitate
phytoplankton counts. Thus, from a given water sample, an absorption spectrum could be
generated, the subsequent data introduced into the models and, contingent upon the results,
a determination made regarding the necessity of performing counts.

In this study, statistical models were able to be formulated for those phytoplankton classes
with a significant presence in the samples analyzed. These water samples were first
classified into four groups (based upon their respective salinity) and then the models were



devised for the following phytoplankton classes:

_)

_)

-

For the group of samples of continental origin: diatoms, chlorophyceae and
cryptophyceae.

For the group of fresh-water samples with a marine influence: chlorophyceae,
prymnesiales, and dinoflagellates.

For the group of saline samples with a continental influence: chlorophyceae,
diatoms, and the genus Synechococcus.

For those saline samples with practically no continental influence: chlorophyceae,
diatoms, prymnesiales and Synechococcus spp.



RESUM

El fitoplancton és un dels components organics de les aigiies naturals i el seu diagnostic és
important per a avaluar l'estat ecologic dels ecosistemes aquatics, entre ells les aigiies
costaneres 1 de transicio. L'enriquiment de nutrients antropogenics i les alteracions en la
cadena d'alimentacid, incloent la reduccié de consumidors de fitoplancton, produix un
augment espectacular de les existéncies de fitoplancton. A¢o, ha causat canvis significatius
en els cicles de nutrients de les arees costaneres (carboni, nitrogen, fosfor i silici), en la
qualitat de I'aigua, en la biodiversitat i en l'estat global de I'ecosistema.

Les caracteristiques generals dels grups fitoplanctonics poden ser utilitzades com a
indicadors del funcionament i dels canvis en I'ecosistema. Per exemple, un grup com les
diatomees és un indicador d’aigua de qualitat acceptable (aigua amb baixa carrega de
nutrients, i bona claredat). En contrast els cianobacteris produixen nombrosos toxics i estos
creixen en ambients amb enriquiment de nutrients i en ambients eutrofics.

La caracteritzacio de les comunitats fitoplanctoniques en ecosistemes aquatics per
mitjangant del métode dels recomptes microscopics per epifluorescéncia, és una tasca
costosa en temps, material i recursos humans altament qualificats. L'objectiu d'este treball
¢s, sense pretendre substituir als recomptes amb el microscopi sind complementar-los,
posar a punt una técnica per mitja d'espectrofotometria que disminuisca estos costos,
realitzant mesures d'espectres d'absorcio en el rang del visible en les mostres.

Per a dur a terme este treball shan pres mostres en cinc zones de la costa mediterrania
d'Espanya. Estes zones corresponen a ecosistemes aquatics en que influixen tant les aigiies
continentals com les del mar Mediterrani, és a dir, zones costaneres influides per aigiies
continentals (plomes continentals) i zones continentals influides per aigiies marines
(estuaris). Les mostres preses presenten un gradient de salinitat, en funcié d'una major o
menor influéncia continental i també en funcio de la capa superficial de menor salinitat que
flota sobre les aigiies salines més denses. En estes mostres amb distintes salinitats també hi
ha unes diferéncies qualitatives i quantitatives de la composicid fitoplanctonica.

La realitzacié d’un analisi estadistic PLS (Partial Least Squares) entre els recomptes
microscopics de fitoplancton i els espectres d'absorcid, ha permet comprovar que hi ha
correlacions entre ells. Aixi, els models estadistics obtinguts (un per a cada classe de
fitoplancton) poden ser utilitzats per a agilitzar els recomptes de fitoplancton. De cada
mostra d'aigua podria realitzar-se 1'espectre d'absorcio, introduir les dades en els models,
obtindre els resultats, i poder, en funcid d'estos, decidir la necessitat o no de realitzar els
recomptes.

En este treball hem aconseguit obtindre models estadistics d'aquelles classes
fitoplanctoniques amb una preséncia significativa en les mostres estudiades. Les mostres



d'aigua van ser classificades en 4 grups segons la seua salinitat i vam aconseguir modelar
les segiients classes de fitoplancton:

— Per al grup de mostres d'origen continental, diatomees, clorificies i criptoficees.

— Per al grup de mostres d'aigua dol¢a amb influéncia marina, clorificies, primnesials i
dinoflagelats.

— Per al grup de mostres salines amb influéncia continental, clorificies, diatomees i el
genere Synechococcus.

— Per a les mostres salines que no tenen practicament influéncia continental, clorificies,
diatomees, primnesials i Synechococcus spp.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Como se apunta en Paerl et al. (2003) los contenidos, tipos e impactos ecologicos de los
contaminantes descargados a aguas costeras y estuarinas estan estrechamente relacionados
con el crecimiento de la poblacion en estas cuencas (Peierls et al., 1991, Nixon, 1995). El
deterioro de los ecosistemas costeros como resultado del sobreenriquecimiento de
nutrientes antropogénicos es un asunto serio, y todavia hay poca informacién de como los
cambios en la base de la cadena de alimentacion, productividad y ciclos de nutrientes
conducen a perturbaciones ambientales. Cambios importantes han sido atribuidos al
aumento de nutrientes provenientes de materia organica o cutrofizacion (Nixon, 1995);
degradacion del habitat y cambios en la estructura y funciones en la cadena de alimentacion
(Jackson et al., 2001). El enriquecimiento de nutrientes antropogénicos y las alteraciones en
la cadena de alimentacion, incluyendo la reduccion de consumidores de fitoplancton,
produce un aumento espectacular de las existencias de fitoplancton. Esto ha causado
cambios significativos en los ciclos de nutrientes de las areas costeras (carbono, nitrogeno,
fosforo y silicio), en la calidad del agua, en la biodiversidad y en el estado global del
ecosistema.

Las perturbaciones naturales y antropogénicas son con frecuencia mas aparentes y mas
facilmente detectables a nivel de comunidades microbianas. Dentro de la comunidad
microbiana las algas planctonicas eucariotas y las algas “blue-green” (cianobacteria), que
conjuntamente recibe el nombre de fitoplancton, comprende una gran porcion de
productores primarios en la mayoria de ecosistemas costeros.

El fitoplancton puede ser dividido en grupos taxonomicos ( clorofitas, criptofitas,
cianobacteria, diatomeas y dinoflagelados) que desempeflan un importante papel en la
produccién en sistemas costeros, en ciclos de nutrientes y en cadenas de alimentacion
dindmicas (Pinckney et al., 2001). Las caracteristicas generales de estos grupos pueden ser
utilizadas como indicadores del funcionamiento y de los cambios en el ecosistema. Por
ejemplo, un grupo como las diatomeas es un indicador de un agua de calidad aceptable
(agua con baja carga de nutrientes, y buena claridad). La mayoria de las diatomeas (con la
notable excepcion del género Pseudonitzschia, que produce una neurotoxina) son buenas
como fuente de alimento para el zooplancton filtrador, invertebrados bénticos y larvas de
peces (Richardson, 1997). En contraste las cianobacterias producen numerosos toxicos y
¢éstas crecen en ambientes con enriquecimiento de nutrientes y en ambientes eutroficos.
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Algunas cianobacterias fijan el nitrogeno atmosférico que reducen a la forma de amonio, y
esto puede producir problemas por sobreenriquecimiento de nitrégeno en zonas con
limitacion de nitrogeno. Los dinoflagelados son principalmente considerados como una
buena fuente de alimentacidon para los niveles troficos superiores, pero hay excepciones
como los dinoflagelados que producen las mareas rojas que son toxicas. Aun con estas
excepciones, y aunque especies dentro de los grupos funcionales del fitoplancton pueden
variar en su respuesta a las perturbaciones ambientales, hay amplias diferencias funcionales
y preferencias ambientales entre los grupos funcionales de fitoplancton que pueden
demostrar que son utiles en la determinacion de la calidad del agua, la fertilidad, y
condiciones ecologicas globales.

1.1.-Ecosistemas litorales

1.1.1.-Plumas

Cuando las aguas dulces y/o salobres de los ecosistemas continentales (rios, acequias,
lagunas, acuiferos,...) llegan al litoral, se mezclan y diluyen con las aguas marinas. Por
tanto, en estas zonas litorales, la salinidad ird aumentando gradualmente con la distancia a
la costa hasta alcanzar los valores de las aguas oceanicas. La zona de influencia de estas
aguas continentales dependera de factores tales como el caudal de los aportes continentales,
la morfologia de la costa y las condiciones hidrodinamicas existentes. El conjunto formado
por dichas zonas de influencia constituye un continuo que va desde las zonas confinadas
con una gran influencia fluvial y salinidades muy bajas, constituido por los estuarios en
sentido estricto, hasta aquellas zonas en las que los aportes continentales son practicamente
nulos como sucede en el litoral de las zonas de afloramiento frente a desiertos como el
Sahara, Atacama o Kalahari, donde los aportes continentales son esporadicos, dandose solo
durante los raros episodios de lluvias torrenciales.

Debido a la diferencia de densidad entre las aguas dulces y salinas, cuando los ecosistemas
continentales desembocan en el mar, el agua dulce flota y se dirige costa fuera sobre el
agua mas densa del mar, formandose las llamadas plumas (o penachos). La estructura de
estas plumas esta normalmente constituida por una capa superficial de menor salinidad que
yace sobre las aguas salinas mas densas. La salinidad va aumentando al hacerlo la
profundidad, y dependiendo sobre todo de las caracteristicas del sistema continental. Si
aceptamos la definicién de Morris et al. (1995), una pluma seria simplemente la region de
mar litoral que esta en gran medida influida por la descarga proveniente de tierra.

La extension y morfologia de las plumas dependen de la hidrodindmica, del caudal, de las
condiciones de marea, del oleaje y de las corrientes, determinadas en gran medida por los
vientos locales (Broche et al., 1998; Marsaleix et al., 1998).

La estructura vertical de la pluma estara condicionada por el oleaje. Esta estructura varia
desde unas condiciones de calma, en las que la pluma yace sobre las aguas marinas con una
mezcla muy reducida y una interfase marcada entre ambas, hasta las condiciones de mezcla
total que se dan con los niveles mas elevados de oleaje. En condiciones de calma, los
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vientos locales mueven la capa mas superficial de la columna de agua.

Dado que los vientos locales son muchas veces muy variables, tanto en lo que respecta a la
magnitud como a su direccion, los cambios en el movimiento de la mancha de agua dulce
pueden apreciarse in situ en tiempos relativamente cortos (inferiores l6gicamente a un dia).
Broche et al. (1998) encontraron que la pluma formada por el rio Rédano (noroeste del mar
Mediterraneo) bajo ciertas condiciones ambientales puede llegar a alcanzar distancias del
orden de 20 ¢ 30 km mar adentro y tener espesores de 1 6 2 m. En un estudio realizado por
Estournel et al. (1997) en la pluma del rio Rédano, se pone de manifiesto que ésta esta
sujeta a dos fuerzas determinantes: el viento y la circulacidn costera. El viento determina la
orientacion de la pluma. En cambio, la corriente costera inducida por los vientos, y que
favorece la surgencia o el hundimiento, suele ser la fuerza dominante en el area cerca de la
desembocadura del rio, gobernando por ejemplo la extension de la pluma hacia el este o
haciendo que penetre en el golfo de Ledn. Pero en algunas zonas pueden resultar también
importantes las corrientes provocadas por la denominada fuerza de Coriolis, efecto de la
rotacion de la Tierra que actua perpendicular a la trayectoria generando una desviacion de
ésta hacia la derecha en el hemisferio norte y hacia la izquierda en el hemisferio sur. Asi
queda patente en el estudio realizado por Ruddick et al. (1995) en la pluma del rio Rin,
donde comprueban que los factores que determinan la gran extension de la pluma (10-100
km dependiendo de las condiciones) son las mareas, vientos y la descarga del rio, pero la
direccion de la pluma de agua dulce esta también influida por la fuerza de Coriolis, que la
desplaza hacia la derecha.

La morfologia de la pluma dependera también de la salinidad de las aguas que salen del
ecosistema continental, lo que estard determinado por las condiciones de mezcla de éste.
Logicamente cuanta menor salinidad tengan las aguas que salen, menor sera su densidad y
mas abrupta la interfase de la pluma.

En las plumas, como normalmente las aguas continentales tienen contenidos mucho
mayores en nutrientes, las variaciones de salinidad van acompafiadas con variaciones de
menor grado del contenido en nutrientes.

Para poder comprender lo que ocurre en un ecosistema litoral cuando se produce una
alteracion de sus condiciones ambientales, hay que tener presente, aunque sea de manera
simplificada, el tipo de cadena trofica del ecosistema. Como apunta Nixon (1981) hubo un
cambio a lo largo del siglo XX de los modelos conceptuales de los ciclos de nutrientes en
los ecosistemas costeros marinos. De hecho las cadenas tréficas en el ecosistema pueden
ser de dos tipos: aquellas que tienen una base béntica, es decir donde la mayor parte de los
productores y/o especialmente de la biomasa es de este tipo (Figura 1), y los ecosistemas
litorales de base planctonica en los que el bentos constituye un componente que no es
cuantitativamente significativo (Figura 2).
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Figura 2: Cadena trofica de base planctonica (Nixon, 1981).

Las poblaciones bentdénicas tanto fijas como moviles estan bastante estructuradas,
generalmente se extienden en dos dimensiones y estan asociadas a un sustrato. Su tasa de
renovacion normalmente es menor que en el plancton. En cambio, el mundo pelagico
comprende un conjunto de poblaciones suspendidas en el mar. El plancton esta constituido
por pequefios organismos, de vida relativamente corta, y con una rapida tasa de renovacion

de las poblaciones. El necton estad formado por los explotadores peldgicos mas grandes,
como los peces.

En los ecosistemas acuaticos se pueden distinguir 4 compartimentos fundamentales:
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productores primarios, productores secundarios, mineralizadores / detritus, y nutrientes
(Vollenweider et al., 1996).

- Los productores primarios engloban todas las especies autdtrofas que consiguen su
biomasa a partir los nutrientes inorganicos y utilizan la energia del sol o la que proviene de
reacciones quimicas inorgénicas para la sintesis de la materia organica. Pueden producir
sustancias organicas a partir exclusivamente de productos inorganicos, tales como CO,,
H,O, NH;, SO4'2, y PO, (Ochiai, 1985). Los organismos autétrofos son fundamentalmente
las plantas y el fitoplancton. En ellos un pigmento, la clorofila, que se encuentra en todas
las plantas foto-autotrofas, es el que capta la energia luminica que sirve para la sintesis de
la materia orgénica. Otros organismos pueden utilizar la energia proveniente de reacciones
quimicas para la sintesis de la materia organica. Aunque esta diferenciacion entre
organismos auto y heterotréficos parece clara, no siempre es asi, ya que algunas de las
algas foto-autotrofas son facultativas heterdtrofas, pues pueden utilizar compuestos
organicos disueltos en agua (por ejemplo azucares), o ingerir particulas organicas
incluyendo células vivas como hacen algunas especies de dinoflagelados, a pesar de que
poseen pigmentos. Las algas (tanto micro como macroalgas) son los productores primarios
fototroficos mas importantes de los sistemas acudticos marinos, aunque no hay que olvidar
la importancia de las praderas de faner6gamas en algunos ecosistemas litorales.

- Los productores secundarios incluyen las especies heterotrofas que obtienen su
energia y materiales a partir de la materia orgénica de otros organismos, dependen de los
autotrofos, ya sea directa o indirectamente (Ochiai, 1985). Entre ellos hay tanto organismos
planctdénicos como bentdnicos o demersales.

- Los mineralizadores incluyen las bacterias, pero también hongos y protozoos que
ingieren y metabolizan detritus organico.

- Los nutrientes disponibles no s6lo son los compuestos inorganicos y organicos
disueltos en las aguas, sino también los almacenados en el sedimento, que bajo condiciones
apropiadas pueden movilizarse.

1.1.2.-Estuarios

Los estuarios son formaciones de corta vida en las bocas de los rios, son la barrera donde el
rio se junta con el mar. Estos pueden presentar un gran nimero de formas producidas por la
interaccion entre procesos fluviales y marinos y como respuesta a variaciones ciclicas
regulares de distinta escala temporal como turbulencia, olas, mareas, ciclo lunar, borrascas
temporales, etc.

El factor dominante en general en los procesos de circulacion y mezcla del agua es la
diferencia de densidad debido a los cambios entre aguas dulces y salinas. Sin embargo, la
temperatura puede ser un factor dominante temporalmente que no puede ser despreciado.

Existen varias definiciones de estuarios, pero la definicion clasica es la propuesta por
Pritchard (1967), en la que se define un estuario como “una masa de agua costera
semicerrada que tiene una libre conexion con el mar abierto y en el cual el agua marina esta
en gran medida diluida con el agua dulce que proviene del drenaje continental”. Por ello,
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un estuario tiene caracteristicas tanto de las aguas dulces como de las salinas, pero con
caracteristicas propias que lo diferencian de éstas.

Se han desarrollado numerosos esquemas de clasificacion de estuarios, en funcion del
criterio utilizado, para predecir y poder comparar las caracteristicas de diferentes estuarios.
Ketchum (1983) realiza una clasificacion basandose en la geomorfologia y en la hidrologia.
Asi nos encontramos:

e Estuarios bien mezclados: No existe diferencia entre la salinidad superficial y la
del fondo. Se da en aquellos rios en los que el caudal es débil respecto al flujo de
las mareas.

e Estuarios débilmente estratificados: Existe una pequefia variacion de salinidad
(unas pocas partes por mil) entre la capa superficial y las aguas profundas, con un
intercambio entre el agua dulce y el agua salina a profundidades medias.

e Estuarios fuertemente estratificados: Existe una gran variacion entre la salinidad
del agua superficial y la del fondo (bastantes partes por mil) y un fuerte gradiente
de salinidad a profundidades intermedias. Se produce un flujo neto de las aguas
superficiales hacia el mar y otro de las profundas hacia la cabeza del estuario,
llegando a transportar las aguas del rio fuera del estuario. La interfase entre las
aguas superficiales y las profundas se encuentra mezclada a lo largo de toda la
longitud del estuario. Suele darse cuando la relacion entre el caudal del rio y el de
la marea es relativamente grande. En este tipo de estuarios pueden encontrarse dos
casos especiales: fiordos y de cuifia salina.

a) Fiordos: La columna de agua se encuentra dividida en tres capas: una
salobre superficial, una intermedia en donde la salinidad se incrementa con la
profundidad y una profunda en la cual la salinidad se mantienen constante. La
mayor parte de la circulacion se produce solamente en las capas superficial e
intermedia.

b) Cuifia salina estancada: Se caracterizan por tener un alto grado de
estratificacion en la columna de agua, bajo régimen de mareas y elevadas
descargas de los rios (Pritchard, 1955). Definiciones mas recientes (Geyer y
Farmer, 1989) establecen que la cuiia salina se da en los estuarios cuando la
descarga del rio es suficiente para mantener un fuerte gradiente entre el agua
dulce y la salina, contrarrestando la tendencia de mezcla de la columna de
agua por las mareas y la turbulencia inducida por los vientos. En este tipo de
estuarios, el agua dulce que no esta diluida fluye fuera del estuario por la capa
superior, al mismo tiempo que por debajo (debido a la diferencia de salinidad
y densidad) se introduce una capa de agua de mar no diluida. Asi se forma la
llamada cufia salina. Estas dos capas de agua no suelen mezclarse, pero se
encuentra una pequefia circulacion dentro de la cufia salina. Este tipo de
estuario se encuentra en los rios que forman deltas.

De la definicidn de estuario parece claro que el denominado estuario pertenece aun al cauce
fluvial.
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1.2.-Fitoplancton

El fitoplancton engloba a aquellos organismos unicelulares, microscdpicos,
morfoloégicamente muy diversos y fotoautotrofos que viven flotando en la columna de agua
tanto en ecosistemas marinos como de agua dulce. Abarca organismos de diferente tamafio
y en funcidn de éste se clasifica en: microplancton 20-200 pm, nanoplancton 10-20 micras,
ultraplancton 2-10 micras y picoplancton menos de 2 micras. Los niveles de organizacion
pueden ser desde formas unicelulares, cocoides, flageladas, o formando colonias que
pueden alcanzar hasta mas de 500 micras.

El fitoplancton presenta una gran diversidad, encontrandose diferentes especies en funcion
de las condiciones naturales del lugar, la salinidad, la temperatura, la intensidad luminica,
el nivel de nutrientes, los episodios de eutrofizacion, etc.

Su dependencia de la luz, como posteriormente indicaremos, les obliga a poblar las zonas
foticas de la columna de agua. Para ello estan provistos de diversos mecanismos como
vacuolas de gas para controlar la flotacion, sistemas de propulsion que les permite moverse
(flagelos) o incrementos en la relacidon superficie/volumen o estructuras que aumentan el
rozamiento con el agua para dificultar la sedimentacion (costillas, cuernos...).

Aunque las formas predominantes son fotoautdtrofas (contienen pigmentos que les
permiten fijar la energia solar mediante la fotosintesis), pueden convertirse en heterotrofos
por cortos periodos de tiempo (dinoflagelados y algunas cianobacterias) y también pueden
ser fagotrofos y utilizar materia orgénica particulada.

Las poblaciones de fitoplancton de agua dulce son variables estacionalmente y estan
reguladas por factores fisicos y quimicos. Las cianobacterias fijadoras de nitrégeno tienden
a dominar sistemas con relaciones de nitrogeno : fosforo < 5:1 (N:P) (Findlay et al. 1994),
mientras las cloroficeas dominan sistemas con altas relaciones N:P.

La importancia del fitoplancton radica en que:

—  Son los productores primarios en los ecosistemas acuaticos.

— Son la base de la cadena tréfica y la fuente de alimento para protozoos,
rotiferos, copépodos, cladoceros, almejas, mejillones y varios tipos de peces,
también alimentan indirectamente al resto de organismos en los mares y
océanos.

—  Son un sumidero importante de CO,, sobre todo aquellos grupos que precipitan
CaCO3.

— Estan relacionados en los procesos climaticos.

— Juegan un papel importante en la produccion de oxigeno y materiales
organicos.

— Son un bioindicador de los cambios ambientales y /o alteraciones inducidas
por el hombre.

Es importante conocer la dinamica de poblaciones de los organismos fitoplanctonicos
puesto que también generan efectos negativos. Un crecimiento excesivo crea floraciones
(“bloom™) que generan problemas en las masas de agua, puesto que algunos pueden liberar
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toxinas que pasan a la cadena trofica.

Los organismos fitoplancténicos no viven aislados del resto de seres vivos que integran los
ecosistemas acudticos sino que interaccionan con ellos. Estas interacciones pueden ser
positivas como la simbiosis que se da con algunos grupos de bacterias, o negativas como la
predacion por parte del zooplancton.

Como ya se ha comentado, el fitoplancton constituye la base de las cadenas tréficas
pelagicas, y por lo tanto cualquier cambio cuantitativo o cualitativo puede afectar la
dindmica de los niveles troficos superiores (por ejemplo zooplancton) debido a la
variabilidad en su biomasa y produccion (Shiah et al., 1996).

La produccion primaria puede definirse como el proceso por el cual, a partir de sustancias
inorganicas disueltas (nutrientes y CO, disueltos en el agua), los productores primarios (las
plantas y algunas bacterias) sintetizan materia organica. Este proceso requiere energia que
proviene de la radiacion solar o de las reacciones quimicas inorganicas (Riley y Chester,
1971).

La luz, la temperatura, la disponibilidad de nutrientes y el consumo herbivoro son los
cuatro factores mas importantes que regulan la produccion y la biomasa del fitoplancton
(Shiah et al., 1996). De estos cuatro factores, el elemento que normalmente condiciona la
produccion primaria del fitoplancton es la disponibilidad de las “sales nutritivas”
(compuestos de nitrogeno, fésforo, silicio). Pero existen estudios en los que se ha
encontrado que la luz es el factor que limita la produccion, sobre todo en invierno. Asi,
Shiah et al. (1996), encontraron para la desembocadura del Lanyang Hsi (Taiwan), bajos
niveles de fitoplancton en presencia de altas concentraciones de nutrientes en el area mas
préxima a la desembocadura que presentaba altos niveles de turbidez, lo que parece indicar
que en este caso la intensidad de la luz es el mayor factor limitante en los procesos de
fotosintesis. No siempre es un solo factor el que gobierna la produccion primaria. Le Pape
et al. (1996), encontraron en la bahia de Brest (Francia) que la produccién primaria parecia
estar controlada por varios factores: los nutrientes (con intercambio entre la limitacidén de
acido ortosilicico y nitrdgeno inorganico disuelto), el hidrodinamismo en la bahia (por
intercambio mareal con el estrecho), y la luz.

Hay que tener presente que no sélo es necesaria la existencia de las “sales nutritivas”, sino
que éstas estén disponibles para el fitoplancton. Por eso, es necesario que los nutrientes
alcancen los niveles superficiales bien iluminados, para poder ser aprovechados por el
fitoplancton y poder ser sintetizados en moléculas organicas para estar a disposicion de los
sucesivos niveles troficos. Pero en general la concentracion de nutrientes es siempre mayor
en los niveles subsuperficiales y profundos, donde tiene principalmente lugar la
remineralizacion de la materia organica. Asi, cualquier mecanismo que lleve a la superficie
masas de agua profunda tendra un efecto fertilizante sobre la capa eufdtica.

El fitoplancton necesita nutrientes (nitrogeno, fosforo, carbono) en unas proporciones muy
determinadas y algunos grupos fitoplanctonicos precisan también silice, hierro, manganeso,
etc. La mayoria no pueden utilizar directamente el nitrégeno como gas (N,), asi que
necesitan formas reactivas como el nitrato (NO3) o el amonio (NH,"). Siempre hay dioxido
de carbono de sobra, asi que el fitoplancton contintia creciendo hasta que se agota el
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nitrégeno o el fosforo. En el mar Mediterraneo el crecimiento estd limitado por el fésforo y
no por el nitrogeno como en la mayoria de los océanos.

Como anteriormente ya hemos indicado, las aguas vertidas por rios, arroyos,..., transportan
una gran cantidad de sales minerales, siendo estos aportes especialmente propicios al
desarrollo del plancton vegetal al permanecer en una capa de aguas diluidas que se
extienden superficialmente por su menor densidad.

1.2.1.- Grupos fitoplanctonicos

En la tabla 1 se muestran las clases de fitoplancton estudiadas en este trabajo y la division a
la que pertenecen (Gallardo, 1997).

Division N° Clase
clases

Ciandfitas Procariotas 1 Cianoficeas (Cyanophyceae)
Euglenofitas | Eucariotas 1 Euglenales (Euglenophyceae)

Dindfitas Eucariotas 1 Dinoflagelados (Dinophyceae)

Criptdfitas Eucariotas 1 Criptoficeas (Cryptophyceae)

Crisofitas Eucariotas 6 Crisoficeas (Chrysophyceae), Primnesoficeas

(Prymnesiophyceae), Diatomeas
(Bacillariophyceae)
Cloréfitas Eucariotas 4 Prasinoficeas (Prasinophyceae), Cloroficeas
(Chlorophyceae)

Tabla 1: Divisiones y clases del fitoplancton estudiadas en este trabajo.

Procariotas vy eucariotas

Como se apunta en Raven et al. (1991) el nombre procariota significa “antes de un nucleo”
y eucariota, “con nucleo verdadero”. Las procariotas también son conocidas como
bacterias, incluidas las cianobacterias o “algas azules”. Las células procariotas difieren
principalmente de las eucariotas en que su ADN no estd organizado en cromosomas
(corpusculos complejos en forma de fibra que contienen proteinas) ni se encuentra rodeado
por una envoltura membranosa. Ademas las bacterias no poseen estructuras membranosas
especializadas que realicen funciones especificas.

Las células eucariotas estan divididas en diferentes compartimentos que ejecutan distintas
funciones. El DNA, combinado con proteinas, estd localizado en los cromosomas y éstos se
encuentran dentro de los limites del nucleo gracias a una doble membrana denominada
membrana nuclear. Las células eucariotas, en general, son mayores que las procariotas. La
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compartimentacion de las células eucariotas se efectiia mediante varios tipos de membrana,
las cuales, cuando se observan con la ayuda de un microscopio electronico, parecen
claramente similares en varios organismos. Cuando estas membranas estan
convenientemente preparadas y tefiidas poseen una apariencia triestratificada.

Eucariotas v Procariotas estudiadas

o Cianoficeas: Estan relacionadas con las eubacterias gram negativas, sin embargo
presentan importantes particularidades que los relacionan con las algas eucariotas,
como la presencia de clorofila y realizar fotosintesis aerdbica con desprendimiento de
oxigeno. Dentro de este grupo nos encontramos con organismos unicelulares,
coloniales y filamentosos. Las especies unicelulares forman colonias al permanecer
unidas por medio de mucilagos, las células originadas tras varias divisiones sucesivas.
Tienen como pigmento fotosintético principal la clorofila @ y como pigmentos
accesorios tienen varias ficobiliproteinas (ficocianinas y ficoeritrinas) (Reynolds,
2006). Las cianoficeas comprenden, aproximadamente, unos 150 géneros con 2000
especies. Para algunos autores su numero no pasaria de algunos cientos, pues suponen
que han considerado como especies diferentes varios estados de una misma especie, ya
que su aspecto cambia dependiendo del medio en el que viven. Estan distribuidas por
todo el globo y se desarrollan sobre casi cualquier sustrato humedo, formando con
frecuencia masas mucilaginosas o gruesas costras en los suelos encharcados o en el
litoral marino. Son capaces de vivir en las condiciones mas extremas de temperatura,
tanto en agua termales como sobre el hielo, forman parte importante del plancton del
mar y de las aguas continentales. La capacidad que tienen de fijar nitrogeno
atmosférico les confiere una gran importancia en el desarrollo de algunos ecosistemas.
Algunas son tdxicas, y cuando se encuentran en grandes concentraciones en el agua,
pueden producir trastornos tanto en el hombre como en los animales que consuman
esta agua (Gallardo, 1997).

Las cianobacterias marinas estan representadas por dos géneros los Synechococcus y
los Prochlorococcus. Los Synechococcus presentan un tamafio entre 0,8 y 1,5 pm.
Poseen zeaxantina como principal pigmento accesorio, ademas de la clorofila a.

e Dinofitos o Dinoflagelados: Los dinoflagelados son organismos en la mayoria
unicelulares y biflagelados, abundantes tanto en el mar como en las aguas
continentales. Los dinoflagelados representan una parte importante del plancton de las
aguas tropicales. Son responsables de las mareas rojas o proliferaciones de algunas
especies, debidas a cambios en las condiciones ambientales y aumento de los
nutrientes, todo ello unido a situaciones de calma en el mar que originan
concentraciones que exceden los 100 millones de células por litro y llegan a colorear el
agua. Algunas mareas rojas producen grandes pérdidas al hombre, pues ciertos
dinoflagelados, excretan toxinas que provocan la muerte de otros organismos marinos,
como peces o bivalvos filtradores, que con frecuencia son objeto de cultivos
intensivos. Los dinoflagelados tienen gran importancia como productores primarios en
el mar y son especialmente importantes en la formacion de los arrecifes de coral
(Gallardo, 1997). Contienen clorofila a, clorofila c2, B-caroteno, peridina fucoxantina
y sus derivados y otras xantofilas. Existen algunas especies con clorofila ¢!, clorofila
b, ficobiliproteinas y/o otros pigmentos como 19 hexanoyloxi-fucoxantina (Steidinger
y Tangen, 1997)

10
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Criptoficeas: Comprenden algas flageladas desnudas, sin pared celular, tanto marinas
como de agua dulce. Contienen clorofila a y clorofila ¢2 (pero no clorofila b), como
pigmentos accesorios tienen ficobiliproteinas y varios pigmentos que colorean las
células de color marrdn, azul, azul-verde o rojo (Gallardo, 1997; Reynolds, 2006). Las
criptoficeas suelen ser sensibles a la luz.

Crisoficeas: Son en su mayoria especies unicelulares flageladas, que pueden formar
colonias, algunas son cocoides o ameboides y raramente estan constituidas por
filamentos simples o poco ramificados. Los cloroplastos presentan las clorofilas a, ¢/ y
c2, y como pigmentos accesorios a-caroteno y xantofilas, sobre todo fucoxantina, que
dan a estas algas una coloracién dorada. La mayoria de las mas de 1000 especies
descritas viven en las aguas dulces poco contaminadas, algunas son estrictamente
marinas y forman parte del nanoplancton (Gallardo, 1997; Reynolds, 2006).

Primnesoficeas: Esta clase contiene unas 500 especies de formas flageladas,
coloniales y filamentosas. La mayoria son marinas y forman parte del plancton.
Algunas son parasitas y se fijan a las agallas de los peces. Con frecuencia pasan de
estados flagelados a fases sésiles o ameboides. Algunos autores, debido a caracteres
muy particulares de esta clase, la consideran como una divisién con el nombre de
Haptophyta o Prymnesiophyta (Gallardo, 1997). Contienen como pigmentos las
clorofilas a, ¢l y ¢2, y como pigmento accesorio usualmente fucoxantina (Reynolds,
2000).

Diatomeas: Constituyen la clase mas numerosa de los crisofitos, se conocen mas de
20000 especies bentonicas y planctdnicas, tanto de agua dulce como marinas, siendo el
grupo responsable del 25% de la produccion primaria del mar. Las diatomeas son
unicelulares, constituyendo, en algunos casos, colonias de aspecto filamentoso
formados por numerosos individuos laxamente unidos. La caracteristica mas peculiar
de las diatomeas es su pared translucida constituida por didéxido de silice y restos de
otras sustancias, como azucares, aminoacidos y acido urdnico (Gallardo, 1997).
Ademas de las clorofilas a, ¢/ y c¢2, predominan -caroteno fucoxantina, diatoxantina
y diadinoxantina (Hasle y Tomas, 1997).

Cloroficeas y Prasinoficeas: Los cloréfitos o algas verdes tienen clorofilas a y b
(Reynolds, 2006), y se distinguen del resto de las algas porque su principal producto de
reserva es el almidon. Los cloréfitos viven predominantemente en las aguas dulces,
solo el 10% son marinos. La clase prasinoficeas viven tanto en aguas marinas como
dulces, mientras que las cloroficeas la mayoria viven en aguas continentales. Algunos
ordenes son casi exclusivamente dulceacuicolas y otros marinos. Entre los pigmentos
auxiliares que contienen el mas comin es el carotenoide luteina; algunos grupos
contienen pigmentos especificos, como en el caso de las sifonales, que presentan
sifonoxantina; otros carotenos, como el B-caroteno, se acumulan en el citoplasma. La
clase cloroficeas incluyen los cloréfitos de morfologia mas sencilla, la mayoria viven
en aguas continentales. La clase prasinoficeas estd compuesta por un reducido grupo
de algas unicelulares. La mayoria son flagelados provistos de uno, dos o cuatro
flagelos. Viven tanto en aguas marinas como dulces. Las prasinoficeas son
consideradas como un grupo ancestral de los cloréfitos (Gallardo, 1997).
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Fitoplancton en ecosistemas costeros con influencia continental.

Los procesos que tienen lugar en las zonas de influencia continental, o ecosistema de agua
salubre, tienen una serie de puntos en comun, al margen del tipo de circulacion, la
estratificacion o no de las aguas, etc. (Gonzalez del Rio, 1986; Torres y del Rio, 1995)

1. Las aguas continentales son mucho mas ricas en sales nutritivas que las aguas
marinas a las que afluyen, por lo que seran zonas mas eutrdficas que las
adyacentes.

2. El transito del agua dulce a la salina implica una profunda transformacion en el
medio cuyos efectos mas importantes son:

a) La muerte de toda una serie de organismos que no estan adaptados a las
variaciones de salinidad.

b) La realizacion de una serie de transformaciones en las distintas especies
quimicas ya que este paso implica variaciones en las constantes de
ionizacion de acidos y bases y en la solubilidad.

3. Los organismos, tanto animales como vegetales, que viven en las aguas salobres
deben estar adaptados no sélo a salinidades intermedias entre el agua dulce y la
marina, sino a fluctuaciones de gran parte de estas. Las aguas salobres son
ecosistemas con un biotopo inestable, en los que se dan fluctuaciones de gran
parte de sus factores ambientales a las que deben estar adaptados los organismos.

4. La muerte y descomposicion subsiguiente, de los organismos no adaptados a las
fluctuaciones ambientales puede dar lugar a una disminucion en el contenido de
oxigeno disuelto de las aguas, e incluso a la anoxia y produccion de éacido
sulfhidrico.

5. La variacion de las condiciones ambientales hace que exista una marcada
transicion en las biocenosis y una amplia variacion de ellas.

6. Dado que en estos sistemas las actividades humanas pueden tener una clara
incidencia, pueden darse fendmenos de toxicidades diversas, y en lo que respecta
a los nutrientes, variaciones importantes en sus proporciones.

1.3.-Absorcion de la luz y propiedades dopticas del fitoplancton

Ya se ha comentado que el fitoplancton es uno de los compuestos organicos de las aguas
naturales. Y por tanto, el diagnostico del fitoplancton es importante para evaluar el estado
ecoldgico de areas costeras del mar (Fadeev et al., 2000).

Como se detalla en Millan-Nuiiez et al., (2004), la absorcion de la luz en el océano por
materia particulada, incluyendo el fitoplancton, es de gran importancia ya que la absorcion
y dispersion de la luz provoca la coloracion del mar. La variabilidad de las particulas nos
da a conocer la atenuacion de la luz, la productividad primaria y la biomasa de pigmentos
del fitoplancton. Asimismo algunos autores (Yentsch y Phinney, 1989; Nelson y Prezelin,
1993; Cleveland, 1995), han mostrado que los cambios en las caracteristicas opticas de las
masas de agua estan asociadas con procesos bioquimicos celulares inherentes al consumo
de energia por la fotosintesis. Muchos de ellos han concluido que hay una relacion no lineal
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entre el coeficiente de absorcion de la luz por el fitoplancton y la concentracion de clorofila
a. Esta relacion se complica por las propiedades del fitoplancton, tamafio y forma de las
particulas y por los pigmentos accesorios.

Los pigmentos que forman la base de la discriminacion taxonémica quimica absorben la
luz en longitudes de onda del visible (Moberg et al., 2002). Por tanto una via alternativa
para obtener informacion cualitativa sobre la composicion del fitoplancton es analizar la
absorcion de la muestra a través del espectro del visible. La informacion cualitativa acerca
de las clases de fitoplancton y la adaptacion a la luz estd contenida dentro de tales datos del
espectro, pero la clave es su interpretacion (Moberg et al., 2002). En general, la
interpretacién o la evaluacion de los datos de los espectros es mejor hacerla mediante la
quimiometria, una rama de la quimica que se dedica a extraer la informacién de grandes
conjuntos de datos.

Ademas, detectando con anticipacion en la poblacion fitoplancténica la presencia o blooms
de especies toxicas de fitoplancton (como algunos dinoflagelados), podria mitigarse e
incluso evitarse los efectos nocivos producidos (Kirkpatrick et al., 2000).El examen en el
microscopio de muestras de agua es el principal método de deteccion para dichos grupos
toxicos. Desafortunadamente, este método es lento, laborioso e intermitente. Por esta razon
se han desarrollado métodos de deteccion dpticos y métodos automatizados que determinan
de una forma continua y rapida la presencia de estas especies en la poblacién
fitoplanctdnica.

Algunos trabajos de laboratorio sugieren que es posible hacer una discriminaciéon de grupos
en funcion de la absorcidn celular. Por ejemplo, Johnsen et al., (1994) usan el andlisis
discriminante para clasificar el espectro de absorcion entre 31 formadores de blooms
(representando los cuatro grupos principales de fitoplancton con respecto a las clorofilas
accesorias, por ejemplo Cl b, Cl ¢; y/o Cl ¢,, Cl ¢; y clorofilas no accesorias),
diferenciando dinoflagelados y primnesiofitas toxicas que contienen Cl c; de taxones que
no tienen este pigmento.

Se puede argtiir que si es conocido el espectro de absorcidon de cada pigmento individual, el
espectro de absorcion del fitoplancton puede ser facilmente reconstruido a partir de la
concentracion de pigmentos. Sin embargo la relacion entre la concentracion de pigmentos y
los coeficientes de absorcién del fitoplancton es no lineal, por el “efecto de
empaquetamiento”. Este efecto es debido al hecho de que los pigmentos no estan en
solucién, si no que estan empaquetados dentro de las células (y en las células dentro de
cloroplastos). El efecto de empaquetamiento varia con el tamafio de la célula, con la
concentracion intracelular de varios pigmentos, y con la longitud de onda. Debido a estas
fuentes de variacion (que dependen de factores medioambientales) es dificil, si no
imposible modelar y predecir con precision este efecto para poblaciones naturales. Por la
complejidad de este efecto, se espera que las técnicas de redes neuronales permitan
aproximaciones al modelo de relacidon entre las concentraciones de pigmentos y los
espectros de absorcion usando medidas actuales que, implicitamente, tienen en cuenta el
efecto de empaquetamiento.
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Coceficiente de absorcion del fitoplancton

Cuando analizamos la absorcion de la luz es 1til considerar como absorcién total (a()))
aquella formada por la absorcidon de todos los componentes constituyentes:

a(V)=a, (V) + a,(L) + a (L) (m™) Ecuacién 1

donde A es la longitud de onda, a,()) es la absorcion debida al agua, a,(A) es la absorcion
debida al material particulado y ay(A) es la absorcion debida al material disuelto en el agua.

Ademas, la absorcion de la fraccion particulada puede ser descompuesta en dos términos:
a, ()= apm(L) + aq(h) (m™) Ecuacién 2

donde a,y(A) es la absorcion debida al fitoplancton y aq(A) es la absorcién de todo el
material particulado restante, generalmente referido a los detritus.

Ya que la concentracién de pigmento es la fuente principal en la variabilidad de la
absorcidn de las particulas, y la clorofila a es el pigmento mas abundante en el fitoplancton,
es conveniente normalizar la absorcion a un coeficiente especifico del pigmento para
describir esta variabilidad:

a (V)= 2,(L) /(Cla) (m* (mg Cl a)™) Ecuacién 3

donde a*ph(k) tiene unidades de area por masa del pigmento (m* (mg Cl a)') y Cla
representa la concentracién de clorofila a (mg m™).

Existen evidencias de la variabilidad en a*ph(k). Sosik y Mitchell (1995) describen
resultados realizados por otros autores referentes a este aspecto. La variabilidad en a*ph(K)
es debida al efecto empaquetamiento del pigmento y a diferencias en la pigmentacion de
los diferentes grupos del fitoplancton.

El efecto empaquetamiento es una variable que “allana” el espectro del a*ph(k) debido a que
este material bioldgico no esta disuelto en el agua, sino que estd contenido en particulas
(Duysens, 1956). Este efecto depende del tamafio y del coeficiente de absorcion de la
materia que forma la célula (Babin et al., 1993; Bricaud et al., 2004). Este efecto es mas
extremo en células altamente pigmentadas debido a la atenuacion de moléculas alrededor
del pigmento. Por ello se espera un efecto empaquetamiento relativamente alto en aguas
que contienen mayoritariamente microfitoplancton (> 20 um), y bajo en aguas con
predominancia de picofitoplancton (<2 pum). Bricaud et al. (2004) llevaron a cabo un
analisis que demuestra que en la mayoria de las situaciones que ellos estudiaron la causa
dominante de las desviaciones en la relacion de la media de a,, versus clorofila a total es el
tamafio de la estructura de las poblaciones de algas, en vez de la composicion del pigmento.
También documentaron errores potenciales que se cometen con el método de la membrana
filtrante debidos a la eliminacidn, con el lavado de metanol caliente, de compuestos que no
son pigmentos.

Algunos modelos que estiman la productividad primaria en los océanos estan basados en
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las caracteristicas Opticas del fitoplancton (Platt y Sathyendranath, 1998). Estos dependen
de la absorcion in vivo que usualmente esta expresada en funcidén de la clorofila aq,
(coeficiente de absorcion especifico de la clorofila a, a*()\)). Aunque en gran parte a*(A) ha
sido asumido como constante, se han llevado a cabo esfuerzos significativos para describir
variaciones como funcién de la concentraciéon de la clorofila a (Bricaud et al., 1995;
Bricaud et al.1998; Cleveland, 1995) lo cual podria ser util en el perfeccionamiento de
modelos de productividad primaria basados en imagenes de satélite. Estudios de campo y
laboratorio muestran que la variabilidad de a*(A) es debida a cambios en la composicion
pigmentaria celular y/o al efecto de empaquetamiento del pigmento.

Una importante fuente de variabilidad en las propiedades eco-fisiologicas del fitoplancton
es el ciclo circadiano de irradiancia, el cual produce variaciones en la biomasa, parametros
fotosintéticos, division celular, contenido del pigmento y en la asimilacion de nutrientes
(Prezelin, 1992). Experimentos de laboratorio han demostrado que las propiedades dpticas
de algunas especies fitoplanctonicas estan sujetas a cambios circadianos. También,
Stramski et al. (1995) presentan un informe donde muestra que se dan minimos en las
propiedades Opticas cerca del amanecer y maximos cerca del atardecer para
Synechoccocus.

1.4.-Espectros de absorcion y pigmentos del fitoplancton

Como apunta Fessenden y Fessenden (1983), la espectrometria de absorcion estudia la
absorcion de energia por la materia en forma de radiaciones electromagnéticas. Algunas
sustancias dejan pasar la mayor parte de las radiaciones, mientras que otras presentan un
caracter selectivo respecto a ciertas longitudes de onda. La energia absorbida por una
molécula en forma de radiacion visible o ultravioleta es utilizada para desplazar un electrén
a un nivel superior en su configuracion electronica.

Los pigmentos contenidos en las células del fitoplancton absorben en el espectro visible. El
espectro visible se extiende aproximadamente desde 400 nm (violeta) hasta 750 nm (rojo),
mientras que el ultravioleta abarca el intervalo 100-400 nm.

La representacion grafica de la absorcidn de radiaciéon por parte de una muestra medida a
varias longitudes de onda, da un espectro tal y como se muestra en la Figura 3.

absorbancia

400 500 600 700
7 (nm)

Figura 3: Espectro de absorcion.
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La longitud de onda de una absorcion se especifica como A, €s decir, la longitud de onda
del punto maximo de la curva. La muestra anterior presenta maximos a 430 y 660 nm.

La absorcion de energia se indica como absorbancia, magnitud que se define mediante la
ecuacion:
1
0
A=log—
1

Donde:

A= absorbancia
Io= intensidad del haz de referencia
I= intensidad del haz de la muestra

La absorbancia de un compuesto a una longitud de onda en particular aumenta al aumentar
el nimero de moléculas que sufren la transicion. En consecuencia, la absorbancia depende
de la estructura electronica del compuesto, de la concentracién de la muestra y de la
longitud de onda empleada.

Centrandonos en el fitoplancton, su espectro de absorcion seria la fraccion de luz eliminada
del haz de luz debido a la absorcion de los pigmentos por unidad de distancia (Lynch et al.,
2007). El fitoplancton usa una gran variedad de pigmentos que captan la luz con el
proposito de llevar a cabo la fotosintesis.

Pigmentos fotosintéticos

Entre los pigmentos que absorben la luz y la transfieren a los denominados centros de
reaccion distinguimos dos clases principales (Universidad de Huelva, 2009):

e Los pigmentos primarios: Clorofilas
e Los pigmentos secundarios: Carotenoides: ~ Carotenos
Xantofilas
Biliproteinas:  Ficocianina
Ficoeritrina

Las clorofilas son los pigmentos mas importantes que absorben luz. Son pigmentos verdes
con un sistema de cuatro heterociclos de cinco vértices que rodean a un atomo de Mg,
coordinado por los cuatro nitrégenos internos de los heterociclos. El grupo carboxilico del
cuarto heterociclo esta esterificado por una larga cadena lateral del isoprenoide fitol. Los
distintos sustituyentes de estos anillos dan lugar a los diferentes tipos de clorofilas. Las
plantas superiores y algas cloroficeas contienen clorofila a y b, las cianobacterias solo
clorofila a, otras algas contienen ademas de la clorofila g, clorofila ¢ y d. Las bacterias
tienen clorofilas especiales denominadas bacterioclorofila.

Los pigmentos accesorios o secundarios extienden el rango de luz absorbida a otras zonas
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del espectro electromagnético, como puede observarse en el espectro de absorcion de los
pigmentos fotosintéticos (Figura 4). Los principales carotenos (o-caroteno, B-caroteno) y
xantofilas (luteina y zeaxantina), asi como la fucoxantina (un carotenoide abundante en
algas pardas), tienen sistemas de dobles enlaces conjugados responsables de la alta
capacidad de absorcion de luz por estas moléculas. Los carotenoides, ademas de su papel
como moléculas colectoras de luz, tienen un importante papel como antioxidantes al evitar
mediante interacciones electronicas la asociacion de las moléculas de clorofila excitadas
con el oxigeno, lo que puede provocar la produccidon de formas muy reactivas de oxigeno.
De igual modo las ficocianobilinas (azul) y ficoeritrobilinas (roja), unas moléculas
tetrapirrdlicas lineales, son capaces de absorber luz en zonas del espectro donde no
absorben las clorofilas. Estos pigmentos son abundantes en algas rojas y cianobacterias.

La clorofila a y b pueden distinguirse por su absorcion maxima a 440 y 675 nm para laa 'y
a 470 y 650 nm para la b. La clorofila ¢ representa una mezcla de distintos componentes
clorofila cl, clorofila ¢2 y clorofila ¢3 con maxima absorcién a 461, 583 y 664 nm,
respectivamente. Los carotenoides representan mas de cien diferentes pigmentos que
absorben comunmente entre 450 y 550 nm, mientras que las ficobiliproteinas
principalmente absorben entre 480 y 600 nm.

{A} Chlorepiylls
UV Vieler  Blue  Green Yelkow Orange Red IR
t I i L] LI i i L]

Chlorophylla - Visible solar spectrusmn
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(B) Other photosynthetic pigments
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t L t LI | t t i
) Visible solar spectrum
H - Carolenoids .
Phycoerythrin
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Figura 4: a) Espectro de absorcion de clorofilas, b) ficobiliproteinas y carotenoides.
(Universidad Auténoma de Madrid, 2009)
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Como ya comentamos anteriormente, diferentes especies de fitoplancton contienen estos
pigmentos en diferentes proporciones, y de ese modo la identificacion del fitoplancton en
base a su espectro de absorcion depende de la composicion de pigmentos de sus células. La
composicion del pigmento en los cloroplastos proporciona un medio para clasificar el
grupo de algas. Por ejemplo, los cloroplastos coloreados de las diatomeas (Bacillariophyta)
son usualmente amarillo-marrén debido a las xantofilas, mientras que, los colores azul-
verde (cianofitas) son variables, en un rango que va desde el azul-verde al rojo debido a las
ficobiliproteinas, ficoeritrinas (rojo) y ficocianinas (azul).

Como se detalla en Perry y Darling (2003) el fitoplancton, otras particulas y la materia
organica disuelta cromoforica son susceptibles a los sensores Opticos radiométricos porque
absorben, dispersan, atenuan y fluorescen la luz con caracteristicas de patrones (modelos)
opticos. El fitoplancton, como organismo fotosintético, absorbe radiaciones
electromagnéticas predominantemente en la banda del azul, azul-verde y el rojo del
espectro visible, con un coeficiente de absorcion determinado por la composicién del
pigmento. Como particulas que son, el fitoplancton dispersa la luz. La forma de dispersion
del espectro es dependiente del tamafio del fitoplancton, composicién y espectro de
absorcidn. Otras particulas organicas no-algales, como las bacterias y los detritus, son
relativamente absorbentes débiles con su absorcion maxima en el UV. De forma similar al
fitoplancton, la forma de dispersion del espectro es dependiente de la distribuciéon de su
tamafio. Los sedimentos suspendidos generalmente dispersan mas que absorben, aunque se
ha observado una fuerte absorcion en sedimentos minerales, particularmente en minerales

ricos en hierro.

En la Tabla 2 se muestran los pigmentos contenidos en el fitoplancton. Muchos de ellos se
utilizan como marcadores taxondmicos, por ejemplo, las fucoxantinas para diatomeas.

5] o -8B
— = = b= =
] = 5] S | g = = % =
= = B = S| 2| & g 5
= = = = 5] @ = = = o o = be =}
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£l E|l=|E| 5 E| 5| 2| 2| 2|E5|2|3 |E|2]|%
e 5 e|l=| 2|28 8| 8| E|8| E| 2| &| 2 Z|l&| 2| =
S| 2 E|2|2|&l &= S| 2|38 E1 T | 8| £|E|s8
= = = = o= L = [ =] ] = © = o - =
S| 835 |s|C|6 2 |< &|l8|a|la|ala|& |Z|&|a
Chlorophytes X X X | X X
Chrysophytes X X | X X X | X X X
Cryptophytes X X X X
Cyanobactenia x X X
(Pelagic)
Cyanobacteria X X | X |X X
(benthic)
Diatoms X X X X X X
Dinoflagellates x X X X X
Euglenophytes X X X | X X | X
Eustigmatophytes X X
Prynmesiophytes X X X X | X X X X
(Haptophyta)
Pelagophytes X X X X | X X X
Prasinophytes X x X X
Prochlorophytes X X X
Raphidophytes X X X X | X X
Karenia X X X X X X X X | X

Tabla 2: Fotopigmentos en grupos de fitoplancton determinados con HPLC (Paerl et al., 2003).
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1.4.1.- Derivacion de espectros

En la década de los 50, se introdujo la técnica de espectrofotometria derivada, para
solucionar aquellos sistemas en que diferentes analitos absorben en zonas cercanas, con la
finalidad de obtener la estructura fina de las bandas espectrales. Esta técnica consiste en la
representacion grafica del cociente diferencial dA/dA para la primera derivada, d*A/dA” para
la segunda derivada, etc., en un intervalo determinado de longitud de onda. M4s adelante en
la década de los 80, la espectrofotometria derivada intensifico su uso, con la introduccién
de la diferenciacion electrénica. La modalidad digital tuvo un mayor desarrollo, el cual
consiste en utilizar los datos del espectro de absorcion, almacenandolos en la memoria del
microprocesador o en un computador en linea, para luego obtener las diferentes derivadas
del espectro. Los espectros de orden cero son transformados en datos mediante un
convertidor analdgico digital, luego con un software son derivados, los cuales son
transformados en un grafico por un convertidor digital analégico (Toral et al., 2008).

En espectrofotometria derivada se mantienen todas las leyes de la espectrofotometria
clasica, por ejemplo, la dependencia del valor derivado con la concentracion de analito
(Toral et al., 2008).

Diferenciando la ley de bourguer-Lambert-beer con respecto a la longitud de onda
(Universidad Nacional de Colombia, 2009) se obtiene:

A=gb C Ley de Bourguer-Lambert-Beer: derivada de orden cero
dA/dA=b Cde/dA primera derivada o derivada de orden uno.
d’A/dA°=bCd*/dA’ Segunda derivada o derivada de orden dos.

d"A/dA"=bCd"*/dA" Enésima derivada o de orden n.

Las expresiones anteriores muestran que las derivadas d"A / dA" son siempre
proporcionales a la concentracion y las aplicaciones analiticas cuantitativas estan basadas
en este hecho.

Si se toma la ley de Bourguer-Lambert-Beer en funcién de la intensidad de luz: I = Ipe ¢
y se deriva respecto a la longitud de onda, teniendo en cuenta que I y € son funcion de A, y
b, C e I son constantes, entonces:

Primera derivada: I (dl/dA) =- (b C (deA/dA) e )1,
Segunda derivada:I (d’I/dA° ) =(°C* (de/dA )’ e **-bC (@¢/dA?) e ) I,

Estas expresiones comparadas con las derivadas de la absorbancia, A, con respecto a A son
mas complicadas pero muestran importantes correlaciones con mayor claridad.

La espectroscopia de derivadas es una técnica simple y poderosa que permite resaltar las
estructuras finas de las curvas espectrales.
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La primera derivada dA4 / dA representa la pendiente de cada punto de la banda de
absorcion y dA/ dA serd igual a cero (dA / dA = 0) en el mdximo de la banda de
absorcion, obteniéndose con gran exactitud el valor de la longitud de onda de maxima
absorcion. La forma caracteristica de la primera derivada de una curva gaussiana es un
maximo seguido por un minimo. Si la banda de absorcién no se puede asimilar a una curva
gaussiana, entonces la primera derivada no tendrd un cruce en 0. Sin embargo la forma
caracteristica de la primera derivada se mantiene, y el maximo del espectro se encuentra en
el punto de inflexion de la region de pendiente negativa de la primera derivada.

Para la segunda derivada los valores de @’4 / dA ? son cero en los puntos de inflexion de
la banda de absorcion, segun las reglas de la diferenciacion, y en la posicion de A imixima S€
obtiene, para la segunda derivada, un valor minimo que también permite establecer con
gran exactitud el maximo de absorcion del espectro. En la segunda derivada se presenta un
fuerte minimo en el punto en donde haya un punto critico con concavidad negativa. En un
espectro compuesto, los puntos de maxima curvatura negativa, o minimos, frecuentemente
coinciden con el maximo de las bandas simples de los componentes.

A/ dA2 . 1 0

a4/ di . 0
\/

A "

Figura 5: Espectro de absorcion y 1%y 2° derivadas.
(Universidad Nacional de Colombia, 2009)

Suponiendo que el espectro de una sustancia consiste de una sola banda simétrica,
gaussiana, se establece entonces, que el maximo de absorcidn 0 Ayxima corresponde con el
punto de cruce en cero para la primera derivada y con el punto minimo para la segunda
derivada como puede verse en la figura 5. Sin embargo para muchas sustancias esta
suposicion no se cumple ya que sus espectros, en general, consisten de bandas anchas
constituidas por varias bandas superpuestas, en estos casos los minimos de la segunda
derivada o los puntos de inflexion de la primera derivada permiten establecer los maximos
de absorcion del espectro.

Como dA /dA'y d’A/dA’ son muy sensibles a cualquier cambio de la pendiente de la curva
de absorcion, resultan ser muy utiles para el estudio de hombros y bandas de absorcién
superpuestas, particularmente en el analisis y determinacion de estructuras de las
sustancias.
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La tercera derivada de una banda sencilla se caracteriza por un fuerte minimo seguido por
un fuerte maximo, con el cruce en cero coincidente con el maximo de la banda. Al igual
que en el caso de la primera derivada si el espectro no se puede asimilar a una unica banda
gaussiana, no se presenta un punto de cruce por cero y el valor de A4 Se encuentra en el
punto de inflexion de la region de pendiente positiva de la derivada.

La tinica caracteristica esencial de la cuarta derivada es un fuerte maximo central en la
posicion del maximo de la banda de absorcion. En la Figura 6 se muestra el espectro de
absorcion normal para una muestra y la 4° derivada de este espectro. En este grafico
podemos observar como en la 4* derivada del espectro (linea roja) se aprecia con mayor
resolucion los maximos de absorbancia que se producen y que no quedan tan claros en el
espectro normal.

I cspectro de absorcion muestra A-PPU7-0,05

I /¢ gerivada espectro de absorcion r

1.6 — 0.04

12 4 — 0.02

absorbancia
T
42 der

0.4 4 — -0.02

0 . ; . ; . ; -0.04
400 500 600 700

A (nm)

Figura 6: Espectro de absorcion de una muestra y 4°* derivada del espectro.

Se podria asimilar el proceso de derivacién de un espectro al de un filtro, que permite
observar cambios en pequefios intervalos de longitud de onda y por lo tanto realza la
estructura del mismo obteniéndose una mejor discriminacion de sus detalles. Aunque esta
técnica no proporciona nueva informacion, re-arregla los datos de tal forma que éstos
resultan mas significativos. Sin embargo, la realizacion del proceso tiene una limitacidn
que consiste en la reduccion de la relacion Sefial/Ruido (S/N), por lo que se usa
especialmente para espectros de soluciones liquidas en donde S/N es alto pero se carece de
estructura.

La espectroscopia de derivadas ofrece dos ventajas importantes:

1) aumento en la resolucion;
2) discriminacion en favor de las estructuras finas del espectro.

El aumento en la resolucion permite que pueda usarse para resolver bandas que estén
demasiado cerca para ser resueltas en el espectro de absorcion normal.

La resolucion aumenta con el orden de la derivada n y este aumento depende de la forma de
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la banda y de la relacion entre el ancho de banda y su altura, por lo tanto, la espectroscopia
de derivadas puede usarse para resolver espectros de diferentes componentes quimicos
cuyas bandas se sobreponen en el espectro normal. La derivada del espectro es una mejor
huella que el espectro normal debido al aumento en la resolucion.

Generalmente se utilizan dos métodos para obtener los espectros derivados: modulacion de
la longitud de onda y diferenciacion electrénica. Las derivadas son obtenidas digitalmente
por calculo a partir de los datos experimentales. El proceso de derivacidon introduce dos
nuevos parametros, el orden del espectro a utilizar y, el intervalo de longitudes de onda,
AM, con el cual se calcula la derivada.

Para hacer el calculo de la derivada debe tenerse en cuenta lo siguiente: el ruido aunque sea
pequefio tiene las caracteristicas mas agudas del espectro y por lo tanto dominara la
derivada exacta a medida que aumenta el orden de la derivada. Se puede obviar esta
disminucion de S/N promediando el calculo de la derivada en una region de longitudes de
onda, AXA, grande comparada con la estructura del ruido, sin embargo a medida que
aumenta el intervalo de longitudes de onda, la derivada presenta mas distorsion. Las
expresiones para el calculo de la derivada mediante diferencias finitas son:

(dA/dA) =D' = AA/ AA= (A + ans-Aa- aw)/ A4

(d°A/d7°) #D"' = ADY AL = (A 41)-2A(W)+A . a)(AA)°

1.5.-Revision bibliografica de trabajos previos.

El analisis de pigmentos del fitoplancton se usa ampliamente en investigaciones marinas y
de agua dulce. Desde 1950, la clorofila a se ha usado para estimar la biomasa algal en los
océanos (Richards y Thompson, 1952). Normalmente se usan tres métodos diferentes para
caracterizar taxonomicamente las muestras de fitoplancton: la cromatografia liquida
(HPLC) (Wright et al., 1991), la citometria de flujo (Phinney y Cucci, 1989), y la
microscopia (Lund et al., 1958). En la citometria de flujo, se analiza y se cuenta células
sencillas en una muestra de agua. El analisis de citometria de flujo estd basado en la
dispersion de la luz por las células y la fluorescencia de las clorofilas y las ficobilinas. Sin
embargo, las ficobilinas sélo estan presentes en dos clases de fitoplancton. Esto limita la
clasificacion taxonomica por citrometria de flujo a tres grupos principales, cianofitas,
clorofitas y “el resto”. La mejor diferenciaciéon taxondémica ain se realiza usando la
microscopia invertida clasica. Estos métodos consumen tiempo y requieren las habilidades
técnicas apropiadas. El HPLC es el unico método, de los tres, que estd solamente basado en
los constituyentes quimicos de la muestra.

Los métodos de la separacion HPLC han recibido mucha atencion desde los afios 1980
(Jeffrey et al., 1999). El HPLC tienen la posibilidad de analizar e identificar el conjunto
entero de pigmentos que estan presentes en una muestra de fitoplancton, incluso las
clorofilas, los derivados de la clorofila, sus productos de degradacion y los carotenoides.
Algunos carotenoides pueden servir como pigmentos marcadores, asociados con clases
especificas de fitoplancton (Rowan et al., 1989). Algunos de los pigmentos son Unicos a
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ciertas clases de fitoplancton, pero otros se encuentran en varias clases, esto complica el
analisis de los resultados. Una dificultad adicional es que la composicion del pigmento
varia dentro de una especie de fitoplancton de forma diferente dependiendo de las especies
(Jeffrey, 1997) y de las condiciones de luz (SooHoo et al., 1986).

Autores como Millan-Nuiiez et al. (2004), estudian la comunidad del fitoplancton estimada
mediante HPLC, otros como Ediger et al. (2006) determinan los pigmentos por HPLC y los
comparan con los recuentos con microscopio, llegando a la conclusiéon que los pigmentos
por HPLC pueden ser usados para cuantificar el fitoplancton. Wright et al (1996) y Bel
Hassen et al. (2008) utilizan datos de pigmentos determinados por HPLC para estimar la
abundancia de las clases de fitoplancton, para ello utiliza un software, CHEMTAX, donde
los datos que se introducen son los ratios de clorofila a y pigmentos marcadores de cada
clase.

Algunas publicaciones consultadas cuyos autores utilizan la técnica de citometria de flujo
en sus investigaciones, para determinar el fitoplancton son: Balfoort et al. (1992), Peperzak
et al. (2000), Bec et al. (2005), este tltimo con el fin de distinguir entre picoeucariotas y
picocianobacterias.

Las propiedades opticas del fitoplancton son utilizadas también por muchos investigadores
para determinar la biomasa fitoplancténica, (Millan-Nufiez et al. (2004), Bricaud et al.
(2004), Mercado et al. (2006), Barocio-Leon et al. (2006), Le et al. (2008)). Estos autores
en sus investigaciones determinan el espectro de absorcion, a partir del cual calculan el
coeficiente de absorcion especifico (aph*). Con este coeficiente se pueden establecer
comparaciones entre una mayor o menor absorcion entre distintas zonas. Ademas de
determinar el aph* suelen analizar los pigmentos por HPLC o determinar la composicién
fitoplancténica, por citometria de flujo o con el microscopio. Por ejemplo, Toepel et al.
(2005) realiza el estudio de la estructura del fitoplancton combinando citometria de flujo y
espectroscopia, y ademas calcula el coeficiente de absorcion especifico de la clorofila a al
nivel de taxon.

Stuart et al. (2004) y Ficek et al. (2004) utilizan para el estudio de las propiedades del
fitoplancton, la altura del pico de las bandas Gaussianas en determinadas regiones del
espectro (regiones azul/roja, azul/verde del espectro).

Moberg et al. (2002) utiliza las densidades Opticas obtenidas en el espectro de absorcion del
visible para determinar las abundancias relativas del fitoplancton. Es el inico autor, que se
ha encontrado en la revision bibliografica, que trabaja directamente con las densidades
opticas del espectro y no con los coeficientes de absorcion como la mayoria de los autores
consultados.

En muchos de los articulos consultados se determina el contenido de pigmentos por HPLC,
y se amplia la informacién de la composicion fitoplanctonica, mediante citometria de flujo
o recuentos al microscopio. Cuando en la investigacion se determinan las propiedades
opticas del fitoplancton, también se suele determinar la composicion del fitoplancton por
recuentos al microscopio o el contenido en pigmentos por HPLC.
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1.6.-Objetivos

Sin pretender sustituir a los recuentos con el microscopio sino complementarlos el objetivo
general de este trabajo es establecer modelos estadisticos que nos permitan relacionar
comunidad fitoplancténica y espectro de absorcion. Para ello se plantean unos objetivos
especificos , como son:

>
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Determinacion y estudio de la salinidad, clorofila a y composicion fitoplanctonica a
nivel de clases (diatomeas, cloroficeas, criptoficeas, prasinoficeas, primnesiales,
dinoflagelados, cianobacterias coloniales y el género Synechococcus), en muestras de
agua de plumas continentales y estuarios.

Determinacion del espectro de absorcion de las muestras de agua tomadas en las
plumas y estuarios, en el rango del visible.

Interpretacion del espectro de absorcion tras realizar la 4* derivada del mismo e
identificar picos de maxima absorcion.

Determinacion de los coeficientes de absorcion del fitoplancton (ayn(A)) y coeficientes
de absorcion especificos de la clorofila a (a,n*(1)).

Establecimiento de los modelos estadisticos que permitan realizar una estimacion
cuantitativa del nimero de células fitoplanctonicas por clases (diatomeas, cloroficeas,
criptoficeas, crisoficeas, prasinoficeas, primnesiales, dinoflagelados, cianobacterias
coloniales y el género Synechococcus) presentes en las muestras de agua.



Material y Métodos

CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS

2.1.- Area de Estudio

El presente estudio se ha llevado a cabo en cinco zonas de la costa este de la Peninsula
Ibérica (Figura 7), todas ellas con altos gradientes de salinidad.

Tres de las zonas son ecosistemas marinos muy influidos por aguas continentales,
corresponden a las denominadas plumas o penachos continentales formadas cuando las
aguas dulces/salobres de los sistemas continentales desembocan en el mar Mediterraneo.
Estas tres zonas se denominan: pluma de la Albufera de Valencia, pluma del marjal de
Almenara y pluma del Estany de Cullera. Las otras dos zonas son ecosistemas
continentales muy influidos por aguas marinas, son las denominadas zonas de transicion, y
corresponden a la desembocadura del Jucar y al Estany Gran de Cullera.

Asi, sobre estos cinco sistemas influirdn tanto las aguas continentales como las del mar
Mediterraneo.

I ePluma de Almenara

Pluma del Estany
de Cullera

0 25 50
—

Figura 7: Ubicacion de las 5 zonas de muestreo.
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2.1.1.- Albufera de Valencia

La Albufera de Valencia es una laguna somera e hipereutréfica localizada a unos 15
kilémetros al sur de Valencia. Esta laguna es un antiguo golfo cerrado por un cordén
costero alimentado por aguas dulces de arroyos, canales y surgencias (ullals). La laguna fue
mas extensa en el pasado, pero la contribucion de los sedimentos y los campos de arroz han
reducido su superficie. Ahora su superficie es de 2800 hectareas. Aproximadamente 189
millones de metros cubicos de agua llegan anualmente a la laguna, de los cuales una
décima parte aproximadamente se pierden por evaporacién, mientras que un volumen de
170 millones de metros ctbicos llega al mar por sus tres salidas. El lago se comunica con el
mar a través de tres canales, o golas (El Pujol, El Perellonet y El Perello), en cuya
desembocadura hay instaladas unas compuertas que, al ser reguladas por la Junta de
Desagiies, modifican el nivel general de las aguas del lago y permiten la inundacién de las
aproximadamente 18000 hectareas de terrenos limitrofes que se dedican al cultivo del
arroz.

La Albufera tiene, hoy en dia, todas las caracteristicas de un sistema hipereutréfico extremo
(Urchegui y Olaiz, 2007):

a) Aguas muy poco profundas (0,5-1 m), no estratificadas, de forma que los
sedimentos y los nutrientes que contienen pueden ser resuspendidos facilmente en el
agua por la accién del frecuente viento.

b) Abundancia de fitoplancton, especialmente de cianoficeas. La produccion
primaria es una de las maximas en un ecosistema acuatico. Es decir, el exceso de
nutrientes favorece un desarrollo desmedido de la materia vegetal fotosintetizadora.

c) Algas y peces estan sometidos a grandes crecimientos y a grandes mortalidades.

d) Los ciclos de oxigeno y de nutrientes estan desequilibrados.

2.1.2.- Estany Gran de Cullera

L’Estany Gran es una zona humeda costera, de morfologia lacustre, donde se mezclan las
aguas marinas y continentales de forma variable en el tiempo y en el espacio (en funcion de
diversos factores como época del afio, nivel de antropizacion, intrusidn marina,
aportaciones continentales, etc).

El Estany de Cullera (longitud 2400 m, anchura 35-175 m, profundidad 0,8-7 m) se
localiza al sur de Valencia y sus aguas fluyen al mar Mediterraneo. Hace tiempo el Estany
de Cullera era una pequefia laguna en la cual la tinica comunicacidn con el mar se producia
durante las épocas de avenidas, pero en los afios 80 se abrio una salida del agua hacia el
mar. Actualmente, sus aguas suelen ser salinas o salobres, excepto una pequefla capa de
agua dulce que proviene de los excedentes de los cultivos de arroz. En verano suele existir
periodos de anoxia en las aguas mas profundas del Estany.
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El Estany es en la actualidad el remate de una cuenca fluvial que recoge todas las
escorrentias de los marjales de la orilla derecha de la Ribera Baja del Jucar, las partidas
arroceras del Algar de Corbera, Montaners y Nacla de Fortaleny. La cuenca drenada por el
Estany abarca una superficie de unos 110 km® y el Estany limita al norte con el rio Jucar, al
sur con el Marjal de Tavernes, al oeste con las montafias de Murta y Cavall Bernat y al este
con el mar.

El Estany recibe aportaciones de agua dulce de la red de acequias que recogen el agua
sobrante de los arrozales de la zona himeda y excesos de agua de los barrancos de la Sierra
de La Murta y de Cavall Bernat, mas alimentacion de agua dulce por los “ullals” en la zona
sur de lago principalmente. También recibe aguas directamente de la capa fredtica en
algunos puntos. Cuando hay escasez hidrica hay entrada de agua de mar. El caudal que
aportan las fuentes continentales de alimentacion hidrica, la climatologia o la época de afio,
hace variar considerablemente la salinidad del agua del Estany y pasa de condiciones
marinas a continentales en época de avenidas (Giner et al., 2003).

2.1.3.- Marjal de Almenara

La marjal de Almenara ocupa 2000 hectareas a lo largo de las tierras costeras de Castellon.
Se encuentra situada entre los rios Palancia y Belcaire, en el término municipal de
Almenara (Castellon). Se trata de una franja de 4,29 hectareas situada en el corddn litoral
con una serie de lagunas denominadas de La Tayola. Sus aguas poseen baja salinidad, pues
provienen de los acuiferos de las montafias de la Sierra de Espadan. Posee una elevada
influencia agricola. En este escenario existen grandes cantidades de materiales disueltos,
que predominan frente a los particulados (CHJ, 2009).

En ella se encuentra la tipica vegetacion haldfita de los marjales. Es un espacio de gran
interés cultural y con una gran diversidad ambiental, siendo una zona representativa de las
lagunas asociadas a marjales y un importante enclave de invernada de aves. Ha sido
declarada como Zona Especial de Proteccion de Aves (ZEPA) en el afio 2009 (Red Natura
2000, 2009).

Las principales agresiones a las que se ve sometida son la desecacion de grandes areas para
el cultivo de arroz, la explotacion intensiva que ha provocado problemas de intrusion
salina, la extraccion de aridos, la contaminacion organica y quimica y la urbanizacion.

2.1.4.- Desembocadura del rio Jucar

El rio Jucar finaliza en la bahia de Cullera (Valencia) en la costa mediterranea. Esta area de
estudio tiene un clima templado con veranos secos, conocido como clima Termo-
Mediterraneo seco (CSIC, 1995). La bahia de Cullera es uno de los destinos turisticos mas
populares de la costa mediterranea espafiola. Esta localidad tiene una poblacién permanente
de 21547 habitantes (INE, 2009), pero en verano la poblacion pasa a ser de 100000
habitantes con mas de 400000 visitantes.

El rio Jucar tiene aproximadamente 427,5 km de longitud y su cuenca tiene un area de
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21578,5 km’. El ultimo tramo del rio es navegable y es el tinico puerto fluvial de la regién
de Valencia. Los recursos de agua disponible son principalmente usados para
abastecimiento de la poblacidn, industria y riego de cultivos.

El rio Jucar estd muy influenciado por las actividades humanas. Los embalses construidos
en el rio modifican drasticamente el régimen del flujo natural del rio. La estacion de aforos
de Cullera, localizada aproximadamente a 7,5 km de la boca del rio (longitud 732619,
latitud 4341460 en coordenadas UTM) registra caudales normalmente cercanos a 0 m’/s,
excepto durante el periodo de lluvias (Figura 8). El azud de la Marquesa, localizado a 3 km
aguas arriba de la boca del rio (longitud 736075, latitud 4339958 en coordenadas UTM)
previene la intrusion del agua de mar y la salinizacion subterranea de las tierras de cultivo.

Las aguas del rio Jucar tienen altas concentraciones de nutrientes debido a la agricultura
intensiva de la cuenca, al uso abundante de fertilizantes y pesticidas (Gonzalez del Rio,
1986; Cupul-Magaiia et al., 2000).

Uno de los principales problemas observados en esta bahia es que durante el verano,
prevalecen vientos del SE que conducen las aguas del rio dentro de la bahia e incrementan
el aporte de nutrientes lo cual agrava los procesos de eutrofizacion (Gonzalez del Rio,
1986; Sanchez-Arcilla et al., 2007).
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Figura 8: Caudales del Jucar en la estacion de aforo de Cullera en los afios 2007 y 2008
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2.1.5.-Mar Mediterraneo

El mar Mediterraneo constituye un caso especial entre los grandes mares del mundo por las
determinantes caracteristicas del gran recinto semicerrado que posee. Este tiene unos 3800
km de longitud y unos 900 km de anchura, con un volumen de 3,7 x 10° km’. Su
profundidad media es de unos 1500 m, llegando hasta 3000 m en algunas llanuras abisales
y a 5000 m en su fosa mas profunda, segun Lopez Ruiz (2002).

Es un mar con déficit hidrico, de tal forma que la evaporacion de sus aguas es
cuantitativamente mas importante que los aportes que recibe a través de los rios tributarios.
Este balance negativo, es la causa de la entrada de agua superficial a través del estrecho de
Gibraltar procedente del Atlantico. Desde un punto de vista global el mar Mediterraneo es
claramente oligotrdfico, con una pérdida neta de nutrientes. En el Estrecho de Gibraltar se
da un intercambio de aguas entre el Mediterrdneo y el Atlantico. Las aguas del
Mediterraneo son mas salinas que las del Atlantico, por lo que debido a esta diferencia de
densidad en el intercambio de aguas, el Mar Mediterraneo recibe las superficiales del
Atlantico (pobres en nutrientes) y aporta al Océano aguas profundas (ricas en nutrientes)
(Rodriguez,1982).

Las concentraciones de fosfato y nitrato se han ido incrementando en las aguas profundas
de la cuenca oeste debido a un incremento en la agricultura y en las actividades industriales
y urbanas durante los afios 60. Las relaciones N/P son especiales en el Mediterraneo, en
general son bastante mas altas que la relacion de Redfield, con grandes posibilidades de
que el P sea el limitante en la produccion primaria (Thingstad y Rassoulzadegan, 1995;
Romero, 2004). Segun Bethoux et al. (1992), la relacion molar N/P en el Mediterraneo esta
entre 21-23, frente a 15 que suele encontrarse en la mayoria de los océanos. Algunos
autores sugieren que la fijacion de nitrogeno en aguas costeras o la precipitacion selectiva
de fosfato debido a la entrada de hierro por la arena del Sahara, podrian explicar esta
limitacion del fosforo (Bethoux et al., 1992; Thingstad y Rassoulzadegan, 1995; Vaulot et
al., 1996; Thingstad et al., 1998).

La mayor parte de las costas del Levante espafiol han sufrido un profundo deterioro que en
gran parte se debe a un aporte excesivo de materia organica y nutrientes. Los problemas
asociados a procesos eutroficos en el litoral han sido estudiados en muchos lugares del
mundo desde hace mucho tiempo. La mayoria de los trabajos intentan descubrir la
influencia de la contaminacidon en las comunidades de fitoplancton, como los estudios de
Grzetic et al. (1991) en el Adriatico centrandose en los problemas ocasionados en la
columna de agua.

2.2.- Campaiias de muestreo

Se ha realizado varias campafias de muestreo durante los afios 2007-2008 en las plumas de
la Albufera de Valencia, del Estany de Cullera y en la pluma del marjal de Almenara.
También se ha tomado muestras en las denominadas zonas de transicion de la
desembocadura del rio Jucar y del Estany Gran de Cullera. Las fechas de las campafias de
muestreo vienen definidas por la necesidad en la toma de muestras de otros proyectos,
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aunque en muchas ocasiones se modificaban debido a factores como la existencia o no de
agua dulce en las zonas de plumas, la existencia de un nivel de agua suficiente en la zona
de transicion del Estany que permitiera la entrada de la barca en el interior del lago, y
también se modificaban por las condiciones meteoroldgicas y maritimas que impedian la
salida para efectuar el muestreo.

Las fechas en las que se realizaron los muestreos fueron:

Pluma de Albufera de Valencia; 21/05/2008 y 15/07/2008

Pluma de Almenara; 27/02/2008 y 13/03/2008

Pluma del Estany de Cullera; 6/05/2008 y 20/05/2008

Transicion del Jucar; 8/11/2007, 12/02/2008 y 14/05/2008
Transicion del Estany de Cullera; 8/11/2007, 9/04/2008 y 13/05/2008

SNk W=

En las 3 primeras zonas, correspondientes a las plumas continentales, y en cada campaiia se
han escogido diferentes estaciones de muestreo, en funcion de la salida o no de agua dulce
del Marjal de Almenara, la Albufera de Valencia o el Estany de Cullera. Se ha intentado
abarcar la extension del gradiente salino, desde la zona de menor salinidad (mayor
influencia continental), a la situada fuera (en la medida de lo posible) de la influencia
continental. Para ello, los muestreos comenzaron en la zona de mayor influencia
continental, y las siguientes estaciones de muestreo se fueron escogiendo a partir de una
previa toma de muestras superficiales y medida de la conductividad y de la temperatura in
situ, con un Conductimetro Knick 911, para determinar la ubicaciéon de la pluma. Por ello,
la situacion de las estaciones de muestreo en cada campafia varid en funcién de la
ubicacion de la pluma. En cada una de las estaciones seleccionadas se media las
coordenadas geograficas mediante un Posicionador GPS Magellan Nav 5000 y la
profundidad de la columna de agua con una ecosonda de mano.

Por el contrario, en las 2 zonas de transicion se han situado estaciones de muestreo fijas. En
el estuario del Jucar se fijaron tres estaciones desde el azud hasta la desembocadura, y en el
Estany de Cullera una en la parte central (y mas profunda) del sistema continental.

2.2.1-Toma de muestras

Las diferencias existentes entre las plumas continentales y los ecosistemas de transicion,
respecto a la ubicacion en profundidad del gradiente salino, implican que sea necesario
llevar a cabo una metodologia distinta para la recogida de muestras.

En las plumas continentales de nuestro litoral, el gradiente salino se sitiia como maximo en
el primer metro de la columna de agua, debido a los bajos caudales continentales vertidos
que implican que el agua dulce ocupe solamente los centimetros mds superficiales. En
estudios previos realizados por nuestro equipo de trabajo se ha podido comprobar esta
afirmacion, no habiendo encontrado haloclinas situadas a mayor profundidad de 1 metro
(Romero, 2004; Falco et al., 2006; Hermosilla, 2006; Romero et al., 2006; Romero et al.,
2007). Por ello, nos interesa estudiar exclusivamente el primer metro de agua superficial en
el caso de las plumas continentales.

Sin embargo, en los dos ecosistemas de transicion objeto de estudio, el gradiente salino
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puede situarse a cualquier profundidad, en funcidn del caudal de agua dulce vertido. En
estos dos ecosistemas, la inexistencia de una barrera fisica que impida la entrada de agua de
mar, da lugar a que en el interior de éstos encontremos agua salina en el fondo y agua dulce
o salobre en superficie. En estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo se ha
observado que la haloclina se situara a mayor o menor profundidad en funcién del caudal
de agua dulce vertido (Sierra et al., 2002; Romero et al., 2007). En el caso del Estany de
Cullera, a esto hay que sumarle la problematica de la anoxia que suele encontrarse en las
capas mas profundas en algunos momentos del afio (Marti, 2007), capas de agua que
también son objeto se estudio.

Por lo tanto, en las zonas de transicion nos interesa estudiar casi toda la columna de agua.
Asi, para poder definir las profundidades de muestreo, en cada campafia de muestreo se
realizan previamente perfiles verticales con una sonda multiparamétrica (CTD y/o TURO)
en los que se determina la salinidad y el oxigeno disuelto a diferentes profundidades. Asi,
una vez localizada la haloclina y la oxiclina (si es el caso), se fijan las profundidades a
muestrear, intentando en todo caso recoger muestras por encima, en y por debajo de la
haloclina y de la oxiclina (si existe).

Asi, en los muestreos realizados para este estudio se utilizan dos dispositivos de muestreo
diferentes, SWAS y SWIS, recogiéndose en total entre todos los muestreos realizados 480
muestras.

La toma de muestras a las profundidades de 0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75 y 1,00
metros, se realizd con un dispositivo que nos permitid tener la alta precision en la capa
superficial que desedbamos. Este dispositivo denominado SWAS (Superficial WAter
Sampler) fue desarrollado por Jean Jaques Naudin del Laboratorio Aragd de Banyuls
(Naudin et al.,, 2001) y se ha modificado conjuntamente entre el Laboratorio de
Tecnologias del Medio Ambiente de la UPV y el LIM de la Universidad Politécnica de
Catalufia (Romero, 2004; Mdsso et al., 2008).

El SWAS consta de una lamina de poliuretano protegida por dos laminas de plexiglas, de
0,25 cm x 100 cm x 50 cm que se mantiene constantemente en contacto con la lamina de
agua, flotando por encima de ella. Posee 8 orificios de 8 mm de diametro por los que se
introducen 8 tubos de teflon PTFE® de diametro interno 6 mm y externo 8§ mm. Cada uno
de estos tubos posee la longitud necesaria para muestrear a las diferentes profundidades
deseadas mediante un sistema de vacio. El extremo de los tubos de teflon que estd
sumergido en el agua, estd tapado con un pequefio tapon, y posee un orificio en la parte
lateral para que el bombeo de agua no se realice por el extremo y asi evitar remolinos y
otro tipo de corrientes no deseadas. En la Figura 9 se observa un esquema de este
dispositivo.
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Figura 9: Dispositivo de muestreo SWAS.

| I ! ! Plataforma rigida flotante Botella

La toma de muestras a profundidades intermedias se realizé con un dispositivo denominado
SWIS (Salt-Wedge Interface System), que fue disefiado entre el Laboratorio de
Tecnologias del Medio Ambiente de la UPV y el Laboratorio de Ingenieria Maritima de la
UPC (Mésso et al., 2008). Este dispositivo, que va acoplado a una carcasa metalica rigida
en la que se introduce una sonda multiparamétrica (TURO) nos permite un muestreo muy
intensivo y detallado en la zona de la haloclina y de la oxiclina. Permite la recogida
simultanea de 6 muestras de agua en las zonas de interfase (a +30, +20, +10, 0, -10 y -20
cm desde el punto de la interfase indicado por la medida de conductividad o del oxigeno
disuelto del TURO). Consiste de 6 tubos de teflon PTFE® de diametro interno 6 mm y
externo 8 mm. Cada uno de estos tubos posee la longitud necesaria para muestrear a las
diferentes profundidades deseadas mediante un sistema de vacio. El extremo de los tubos
de teflon que estd sumergido en el agua, estd tapado con un pequefio tapén, y posee un
orificio en la parte lateral para que el bombeo de agua no se realice por el extremo y asi
evitar remolinos y otro tipo de corrientes no deseadas. En la Figura 10 se observa un
esquema de este dispositivo.

Sampler Water Interface System
(SWIs)

Figura 10: Dispositivo de muestreo SWIS.
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En el caso de las plumas continentales se recoge también muestras de agua a mayores
profundidades, en funcién de la batimetria de la zona. En este caso la recogida de muestras
se realiza con una manguera conectada a una bomba de vacio.

En las tablas y figuras siguientes (Tablas 3 a 14 y Figuras 11 a 18) se muestra la ubicacion
de las estaciones de muestreo en cada una de las zonas muestreadas:
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a) Pluma de la Albufera

+ Estacion de muestreo

PPUOI
PrU02

+ PPUO3
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+
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+PPU04

Figura 11: Ubicacion de las estaciones de muestreo de la pluma de la Albufera 21-05-2008.

Pluma Albufera 21/05/2008

Estacion | Nomenclatura Uf&o;deng%;i y F?::)lo Profundidades de las muestras (m)

1 PPU1 731798 | 4359319 | 0,75 | 0,00; 0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75

2 PPU2 731918 | 4359320 | 1,50 |0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00; 1,50
3 PPU3 732310 | 4359346 | 4,00 |0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00; 4,00
4 PPU4 732018 | 4359077 | 2,00 | 0,00; 0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00; 2,00
5 PPUS 732406 | 4359844 | 5,00 | 0,00; 0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 5,00
6 PPU6 733262 | 4360678 | 5,00 | 0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00; 5,00
7 PPU7 732717 | 4360622 | 5,00 |0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00; 5,00

Tabla 3: Coordenadas y profundidades de las muestras en la pluma de Albufera en muestreo dia 21-05-2008.
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+ Estacion de muestreo

Figura 12: Ubicacion de las estaciones de muestreo de la pluma de la Albufera 15-07-2008

Pluma Albufera 15/07/2008

Estacion | Nomenclatura UTNf gordena(}?;M v F(():l()lo Profundidades de las muestras (m)
1 PPUI1 731899 4359308 1,00 | 0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00
2 PPU2 731999 4359282 1,00 | 0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00
3 PPU3 732079 4359153 1,00 |0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00

Tabla 4: Coordenadas y profundidades de las muestras en la pluma de Albufera en muestreo dia 15-07-2008.
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b) Pluma Almenara

#* Estacion de muestreo =
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Figura 13: Ubicacion de las estaciones de muestreo de la pluma de Almenara 27-02-2008.

Pluma Almenara 27/02/2008

Estacion | Nomenclatura Uf&o;deng%;i y F(();()io Profundidades de las muestras (m)

1 PALI1 742387 | 4403525 1,00 | 0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00

2 PAL2 742394 | 4403487 | 3,00 | 0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 3,00
3 PAL3 742379 | 4403442 | 3,50 |0,00;0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 3,50
4 PAL4 742363 | 4403474 | 2,00 | 0,00; 0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 2,00
5 PALS 742536 | 4403369 | 3,00 | 0,00; 0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 3,00
6 PALG6 742692 | 4403581 | 3,50 |0,00;0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 3,50
7 PAL7 742620 | 4403124 | 4,50 |0,00;0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 4,50

Tabla 5: Coordenadas y profundidades de las muestras en la pluma de Almenara en muestreo dia 27-02-2008.

36




Material y Métodos

+ Estacion de muestreo |
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Figura 14: Ubicacion de las estaciones de muestreo de la pluma de Almenara 12-03-2008.

Pluma Almenara 12/03/2008

Estacion | Nomenclatura U’f&o;dengr(ll‘;z v F(():l()lo Profundidades de las muestras (m)

1 PALI1 742387 | 4403527 | 1,00 | 0,00;0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00

2 PAL2 742393 | 4403509 | 2,10 | 0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 2,10
3 PAL3 742391 | 4403483 | 3,00 | 0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 3,00
4 PAL4 742346 | 4403495 | 1,50 | 0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 1,50
5 PALS 742472 | 4403294 | 3,50 |0,00;0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 3,50
6 PAL6 742771 | 4403631 | 3,90 | 0,00; 0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 3,90
7 PAL7 742598 | 4403066 | 4,50 | 0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 4,50

Tabla 6: Coordenadas y profundidades de las muestras en la pluma de Almenara en muestreo dia 12-03-2008.
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¢) Pluma del Estany de Cullera

+ Estacion de muestreo

PEOG*

PEO7#

3

Figura 15: Ubicacion de las estaciones de muestreo de la pluma del Estany 06-05-2008.

Pluma Estany 06/05/2008

Estacion | Nomenclatura Uf&o;deng%;i y F(();()io Profundidades de las muestras (m)

1 PE1 739528 | 4334486 | 0,75 |0,00; 0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75

2 PE2 739582 | 4334460 | 2,00 | 0,00;0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 2,00
3 PE3 739645 | 4334354 | 3,00 | 0,00;0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 3,00
4 PE4 739561 | 4334313 1,00 | 0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00

5 PE5 739899 | 4334482 | 5,00 | 0,00; 0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 5,00
6 PE6 740048 | 4334821 | 6,50 |0,00;0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 6,50
7 PE7 740455 | 4334048 | 6,50 | 0,00;0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 6,50

Tabla 7: Coordenadas y profundidades de las muestras en la pluma del Estany en muestreo dia 06-05-2008.
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Figura 16: Ubicacion de las estaciones de muestreo de la pluma del Estany 20-05-2008.

Pluma Estany 20/05/2008

Estacion | Nomenclatura U’I‘C]S/[O;den[?’cl'l‘?\f[ v F?:SO Profundidades de las muestras (m)

1 PE1 739554 | 4334472 | 1,00 | 0,00;0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00

2 PE2 739618 | 4334451 | 3,00 | 0,00; 0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 3,00
3 PE3 739723 | 4334403 | 4,00 | 0,00; 0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 4,00
4 PE4 739601 | 4334325 | 1,50 | 0,00; 0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 1,50
5 PES 740562 | 4334702 | 5,00 | 0,00;0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 5,00
6 PE6 742427 | 4335796 | 5,00 | 0,00; 0,05;0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 5,00
7 PE7 743353 | 4335155 | 5,00 | 0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0;50; 0,75; 1,00; 5,00

Tabla 8: Coordenadas y profundidades de las muestras en la pluma del Estany en muestreo dia 20-05-2008.
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d) Transicion Jucar

Figura 17: Ubicacion de las estaciones de muestreo de transicion del Jicar.

Transicion Jucar 08/11/2007

x Coordenadas | Fondo .
Estacion | Nomenclatura UTMx UTMy| (m) Profundidades de las muestras (m)
0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30, 0,50; 0,75; 1,00;
1 TJU1 736772 | 4339202 | 1,60 1.20: 1.30: 1.40: 1.50: 1.60
0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30, 0,50; 0,75; 1,00;
2 TJU2 737538 | 4338026 | 2,00 1.10: 1.20: 1,30 2,00
TJU3 738731 | 4337408 | 1,00 |0,00;0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,75; 1,00

Tabla 9: Coordenadas y profundidades de las muestras de transicion del Jucar en muestreo dia 08-11-2007.

Transicion Juacar 12/02/2008

Estacion | Nomenclatura Uﬁs{o;deng%;z y F?::)io Profundidades de las muestras (m)
1 TJU1 736772 | 4339202 | 3,50 |0,50; 1,00; 1,10; 1,20; 1,30; 1,40; 1,50; 1,60; 3,50
2 TJU2 737538 | 4338026 | 4,00 | 0,20;0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70; 0,80; 4,00
3 TJU3 738731 | 4337408 | 5,00 | 0,20;0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70; 0,80; 5,00

Tabla 10: Coordenadas y profundidades de las muestras de transicion del Jucar en muestreo dia 12-02-2008.
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Transiciéon Jucar 14/05/2008

g Coordenadas | Fondo .
Estacion | Nomenclatura UTMx UTMy| (m) Profundidades de las muestras (m)
0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00;
1 TJU1 7367724339202 | 1,60 1.20- 1.30: 1,40: 1,50: 1,60
0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0;75; 1,00;
2 TJU2 737538 | 4338026 | 2,00 1.10: 1.20: 1.30: 2,00
TJU3 738731 (4337408 | 1,00 |0,00;0,05;0,10;0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00

Tabla 11: Coordenadas y profundidades de las muestras de transicion del Jucar en muestreo dia 14-05-2008.
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e) Transicion Estany de Cullera

*

Estacién de muestreo

Figura 18: Ubicacion de la estacion de muestreo de transicion del Estany.

Transicion Estany de Cullera 08/11/2007

. Coordenadas | Fondo .
Estacion | Nomenclatura UTMx UTMy| (m) Profundidades de las muestras (m)
0,00; 0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,50; 0,75; 1,00;
1 TES3 | 7386944335076 | 590 | 530, 5.40: 5,50; 5,60; 5.70: 5,80; 5,90

Tabla 12: Coordenadas y profundidades de las muestras de transicion del Estany en muestreo dia 08-11-2007.

Transicion Estany de Cullera 09/04/2008

Estacion | Nomenclatura Ugﬁ;delg%ﬁy F?::)lo Profundidades de las muestras (m)
0,00; 0,70; 0,80; 0,90; 1,00; 1,10; 1,20; 1,30;
1 TES3 738694 | 4335076 | 4,30 | 1,50; 1,60; 1,70; 1,80; 1,90; 2,00; 2,10; 2,40;
2,50; 2,60; 2,70; 2,80; 2,90; 3,00; 4,30

Tabla 13: Coordenadas y profundidades de las muestras de transicion del Estany en muestreo dia 09-04-2008.
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Transicion Estany de Cullera 13/05/2008

Estacion | Nomenclatura Coordenadas | Fondo Profundidades de las muestras (m)

UTMx UTMy| (m)

0,00; 1,00; 1,10; 1,20; 1,30; 1,40; 1,50; 1,80;
1,90; 2,00; 2,10; 2,20; 2,30; 2,40; 3,50; 3,60;
3,70; 3,80; 3,90; 4,00; 4,10; 520; 530; 5,40;
5,50; 5.,60; 5,70; 5,80

1 TES3 738694 | 4335076 | 5,80

Tabla 14: Coordenadas y profundidades de las muestras de transicion del Estany en muestreo dia 13-05-2008.

2.3.- Técnicas analiticas

Las muestras de agua se recogieron en botellas de plastico de 2 litros y en botellas de vidrio
de 250 ml y fueron mantenidas a baja temperatura hasta su llegada al laboratorio que nunca
se realizd en un tiempo superior a 12 horas. En el laboratorio las muestras se subdividieron
en distintas alicuotas para la determinacidon de distintos parametros, debido a la diferente
manera de conservacion de cada uno de ellos (APHA, 1998). En estas muestras se
determinaron diversos nutrientes (amonio, nitrato, nitrito, fésforo soluble reactivo, fosforo
total, acido ortosilicico), salinidad, clorofila y recuentos de las comunidades
fitoplanctdnicas y se realizaron espectros de absorcion. Sin embargo sélo se comentara en
este trabajo las técnicas analiticas referentes a espectros, clorofila, salinidad y fitoplancton,
pues el resto de parametros son objeto de otra tesis doctoral.

2.3.1.- Recuentos de las comunidades fitoplanctonicas.

Para llevar a cabo los andlisis de la comunidad fitoplancténica se filtran 10 ml de muestra a
través de un filtro de policarbonato de tamafio de poro de 0,2 pm (GTTP de 25 mm de
diametro) hasta sequedad. Se afiade 5 ml de agua destilada para eliminar la sal y se filtra de
nuevo. El material del filtro es luego deshidratado por lavados sucesivos con etanol acuoso
al 50, 80, 90 y 100 %. Cada filtro seco se sitllia en un porta con unas gotitas de aceite de
inmersion (Fournier, 1978). Los recuentos se realizan por microscopia de epifluerescencia
(Vargo, 1978) con un microscopio Nikon Optiphot (Figura 19), usando un objetivo 100x.
Se cuentan un minimo de 300 células y al menos 100 células de la especie o género mas
abundante con un error menor del 20% (Lund et al., 1958).

Figura 19: Recuentos de fitoplancton con microscopio de epifluorescencia.
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2.3.2.- Determinacion de la clorofila a

Para la determinacion de la clorofila en primer lugar, se filtro la muestra a través de
membranas de acetato de celulosa de 0,45 pm (Millipore HAWP de 47 mm de diametro) y
estas membranas se almacenaron a —20 °C hasta su posterior analisis. Se utilizo el método
tricromatico basado en espectroscopia visible para determinar la concentracion de clorofila
a (APHA, 1998). Para ello, las membranas de acetato de celulosa empleadas para filtrar las
muestras se congelan con la finalidad de romper las células. Posteriormente los filtros se
introducen en 6 ml de acetona al 90% en agua con el 1% en carbonato calcico. Se
determiné la densidad dptica del extracto a distintas longitudes de onda: 630, 647 y 664
nm, para determinar el contenido pigmentario, y a 750 nm para determinar la densidad
optica no debida a la clorofila a. Para los célculos de la concentracion se utilizaron las
ecuaciones de Jeffrey y Humprey (1975).

2.3.3.- Determinacion de los espectros de absorcion

Las muestras se filtran a través de una membrana de fibra de vidrio (Whatman GF/F) que
tiene un tamafio de poro nominal de 0,7 pm (Figura 20a). La membrana con el material
particulado se coloca en una placa petri y se almacena a —20° C hasta su analisis.
Posteriormente, preservandola siempre de la luz con el fin de evitar la fotodegradacion de
los pigmentos, se determina sobre dicha membrana el espectro de absorcion. Dentro de
cada grupo de muestras se realizan dos “blancos”, que se obtienen humedeciendo una de
las membranas filtrantes con muestra de agua salina filtrada y el otro con muestra de agua
dulce filtrada. Ambas membranas siguen el mismo tratamiento que las que contienen el
material particulado de las muestras, se colocan en una placa petri y se almacenan a —20°C
hasta su analisis posterior.

Para determinar el espectro de absorcion se sigue el procedimiento de Cleveland y
Weidemann (1993), para ello se situa la membrana en un espectrofotometro Perkin-Elmer
lambda 35 (Figura 21a) equipado con una esfera integradora Labsphere RSA-PE-20 que
recoge la radiacion directa y difusa (Figura 21b). Las membranas filtrantes denominadas
“blancos” se utilizan para realizar la linea de base, determinando después el espectro de
absorcion de las muestras salinas o dulces segun hayamos realizado la linea de base con el
“blanco” humedecido con agua filtrada dulce o salina. Se determina la densidad optica a
intervalos de 1 nm entre las longitudes de onda de 400 a 750 nm. Después ese mismo filtro
se coloca de nuevo en el embudo de filtracion y se humedece (5 ml) con metanol caliente
con el fin de extraer los pigmentos (Kishino et al., 1985). Se deja el filtro con el metanol
una media hora y se filtra, para eliminar el metanol, mediante un sistema de vacio (Figura
20b). Se vuelve a determinar sobre ese mismo filtro las densidades dpticas igual que se
hizo anteriormente (Figura 21c). La extraccion de los pigmentos se considera completa
cuando a 675 nm el pico de absorcion de la clorofila a no esta presente en el espectro de
absorcion. El lavado de los filtros con metanol caliente y la determinacion tras el lavado del
espectro es una operacion que se requiere para poder calcular el coeficiente de absorcién
siguiendo las ecuaciones de Kishino et al. (1985) y de Cleveland y Weidemann (1993).

A los espectros se les resta el valor obtenido a 750 nm para minimizar diferencias entre la
muestra y filtros de referencia, asumiendo una escasa absorcion a 750 nm.
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(b)

Figura 20: a) Membranas con el material particulado (fitoplancton y materia organica) retenido.
b) Membrana con material particulado retenido, antes (izquierda) y después (derecha) de
humedecerlas con metanol.

(b)

Figura 21: a) Espectrofotometro UV/Visible utilizado en la determinacién de Clorofila a y espectros de
absorcion.
b) Esfera integradora Labsphere RSA-PE-20

¢) Medida del espectro de absorcion del material retenido en la membrana colocando ésta en la esfera
integradora.

2.3.4.- Determinacion de la salinidad

La salinidad de las muestras se determina con un conductimetro de induccion Salinometer
Portasal Guildline 8410 A (Figura 22), calibrado con los patrones adecuados (I.A.P.S.O.
Standard Seawater, Ocean Scientific International, Ltd, K15= 0,99986, S= 34,995%o).

Figura 22: Salinémetro (conductimetro de induccion) para determinar la salinidad de las muestras.
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2.4.- Técnicas estadisticas.

2.4.1.- Métodos multivariantes

Se puede definir los métodos multivariantes como el conjunto de métodos estadisticos para
el tratamiento conjunto de variables con el propdsito de analizar, describir e interpretar
datos de multiples variables (Gil Pascual 2003). Los métodos estadisticos multivariantes
pueden usarse para visualizar grandes cantidades de datos y extraer informacién latente
(Kowalik y Einax, 2006).

Para efectuar una investigacion con métodos multivariantes se supone que se han medido p
variables numéricas en un conjunto de » elementos. Cada una de esas variables se
denomina variable escalar (o univariante) y la agrupacion de las p variables constituyen una
variable multivariante. Las magnitudes de las p variables univariantes en los # elementos
pueden representarse por medio de una matriz X, de tamafio (n x p) (Pefia, 2002):

P
X X X
21 22 2p
X = = [x1 X, xp]
xnl an xnp

donde cada variable x; es un vector columna (n x 1), que representa a la variable escalar i
medida en los n elementos del conjunto (Pefia, 2002).

Los tipos de investigaciones en los que son utilizados los métodos multivariantes se
podrian agrupar en los siguientes casos (Martinez-Arias, 1999):

1. Reduccion de datos.

2. Clasificacion y agrupacion.

3. Analisis de las relaciones de dependencia.

4. Construccion de modelos y pruebas (test).

Los datos multivariantes se pueden organizar en matrices lo cual facilita su exposicion y
permite calculos numéricos que pueden ser desarrollados de una forma ordenada y
eficiente. La eficiencia conseguida se manifiesta en dos sentidos: a) la descripcién de los
calculos numéricos como operaciones matriciales y b) su implementacién en ordenadores
(Johnson y Wichern, 1992).

Como se apunta en Bluhm (2008) se recomienda aplicar los siguientes pasos al efectuar
analisis multivariantes:

1. Representar graficamente las variables individualmente mediante un histograma o
un diagrama de caja (box-Whisker). Estas representaciones son muy utiles para
detectar:

*  Asimetrias.
= Heterogeneidad
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= Datos atipicos o anormales (valores fuera de rango). El primer paso para
identificar las observaciones sospechosas es detectar aquellas que lo sean
claramente respecto a una variable. Para efectuar esto se puede emplear
el histograma o los diagramas de caja (Pefia, 2002). Los datos atipicos
pueden de esta manera ser mas facilmente detectados.

2. Detectar la cantidad y distribucion de valores perdidos y plantear soluciones al
problema, segun circunstancias del caso. Por ejemplo, si la cantidad de datos no es
muy grande, se podrian tomar valores medios como una primera aproximacion del
analisis.

3. Las variables que tengan muy pocos valores por encima del limite de deteccion se
eliminaran antes de la aplicacion del analisis multivariante (Terrado et al., 2006).

4. Construir los diagramas de dispersion de las variables por pares. Este
procedimiento estd ya incorporado en muchos paquetes estadisticos. Estos
graficos son importantes para apreciar si existen relaciones no lineales entre las
variables (Pefia, 2002).

5. Identificar y tratar las variables no normales (Martinez-Arias, 1999):

=  Analisis de la asimetria y la curtosis y revisar los graficos de
probabilidad normal.

*  Transformar las variables si la aplicacion del punto anterior asi lo sugiere
y probar los resultados de las transformaciones realizadas.

6. Examinar mediante contrastes estadisticos la homogeneidad de las varianzas y la
igualdad de las matrices de varianza covarianza. Cuando las variables
independientes son cuantitativas pueden examinarse los graficos de los residuos
(Martinez-Arias, 1999).

7. Evaluar las variables en cuanto a la multicolinealidad y singularidad (Martinez-
Arias, 1999). Muchos paquetes estadisticos incorporan la posibilidad de valorar
estos aspectos.

8. Generalmente las variables se estandarizan, de manera que tengan de media cero y
desviacion tipica unitaria (Pefia, 2002). Este paso habitualmente mejora
significativamente los resultados de los analisis aplicados.

2.4.1.1.-Anadlisis de Componentes Principales (PCA)

Se pueden emplear todas las variables para obtener un pequefio conjunto de nuevas
variables que puedan usarse como una aproximacion del conjunto original. Estas nuevas
variables reciben el nombre de componentes principales (Jobson, 1992). El PCA se usa
como un procedimiento matematico que transforma un conjunto de variables
correlacionadas en un nuevo conjunto de variables no correlacionadas (las componentes
principales).

Las componentes principales son transformaciones lineales de las variables originales y son
mutuamente ortogonales (Jobson, 1992).

Aunque se requieren p componentes para reproducir la variabilidad total del sistema,
frecuentemente mucha de esta variabilidad puede ser representada por un pequefio numero
de k& componentes principales. Si esto ocurre habra casi tanta informacion en las &
componentes como en las p variables originales (Johnson y Wichern., 1992). Una de las
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razones de mayor peso para realizar un andlisis de componentes principales es para
emplearlo como instrumento para filtrar datos multivariantes. Se pueden crear nuevas
variables llamadas puntuaciones (scores) de las componentes principales que se pueden
emplear como entrada para el trazado de graficas y situacion de los casos (observaciones o
registros) y, a menudo, una revision de estas graficas pondran de manifiesto las
anormalidades en algunos datos (outliers) (Johnson, 2000).

2.4.1.2.-Anadlisis de Minimos Cuadrados Parciales (PLS)

El progresivo aumento de la complejidad de la instrumentacion analitica ha permitido
obtener volumenes de datos cada vez mayores. La conversion de estos datos en
informacién util requiere del uso de herramientas matematicas y estadisticas, que han
agrupado en la disciplina denominada Quimiometria. Uno de los métodos mas usados en
quimiometria es el método de minimos cuadrados parciales, conocido por sus iniciales en
ingles, PLS (“Partial Least Squares”) (Geladi y Kowalski, 1986; Wold et al., 1987). Este
método relacionado con la regresion de componentes principales, posee ventajas tedricas y
computacionales que han llevado a innumerables aplicaciones.

Como se apunta en Zarzo (2004), el trabajo pionero del PLS fue fundamentalmente
desarrollado a lo largo de bastantes afios por el Profesor Herman Wold, que trabajé en
diferentes universidades de Suecia en el campo de la econometria. A partir de 1938,
comenz6 a estudiar la regresion en los modelos econométricos y trabajé con modelos
empiricos multivariantes. Un afio clave fue 1964, en que invento el algoritmo NIPALS
(Non-linear Iterative Partial Least Squares), que publicd en 1966. Este algoritmo calcula las
componentes principales con un reducido niimero de iteraciones, lo que permite trabajar
con matrices de gran tamafio. Ademads, no tiene problemas con la elevada colinealidad ni
con datos faltantes.

La combinacién de modelos de regresion econométricos y el algoritmo NIPALS condujo
eventualmente a una primera forma de PLS a principios de los afios 1970. Este primer
modelo PLS era un método para relacionar varios bloques de variables medidas
experimentalmente de un conjunto de observaciones, lo que se conoce como path
modelling. Herman Wold fecha el nacimiento del PLS en el afio 1977. No es casualidad
que la aparicion del PLS y la quimiometria (1976) se produzcan de forma practicamente
simultanea en el periodo de plena expansion de las técnicas analiticas instrumentales.

Las principales VENTAJAS del PLS que atrajo a los usuarios de la regresion,
especialmente en el campo de la quimica, son las siguientes:

— La proporcion entre el numero de observaciones y el numero de variables no esta
restringida. Esto abrid el camino del analisis de grandes matrices de datos con mas
variables que observaciones, intratables con las técnicas de regresion clasicas.

— Evita el inconveniente de la colinealidad.

— Permite una cierta cantidad de datos faltantes.

En los primeros afios de su aparicion, otro aspecto interesante fue la velocidad del
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algoritmo iterativo, lo cual lo hacia muy adecuado para trabajar con los primeros
ordenadores. Actualmente este aspecto no es tan relevante.

La quimica organica y analitica fueron los campos inicialmente mas receptivos al PLS, ya
que se caracterizan por la produccion de datos multivariantes y la carencia de modelos
deterministas. El principal interés del PLS en aplicaciones quimicas fue la regresion entre
dos bloques X e Y, para buscar una herramienta sustitutiva de los métodos univariantes de
la “quimica himeda” basada en volumetrias (que trabajan con hipotesis y regresion lineal),
por métodos multivariantes requeridos en las técnicas analiticas instrumentales como la
espectrometria o la cromatografia. En 1983 se publicaron muchos articulos de PLS en
quimica orgénica y analitica. Tras la introduccién del PLS en la quimica, muchos campos
relacionados adoptaron también esta técnica: biologia, quimica clinica, medicina,
tecnologia de los alimentos, biotecnologia, farmacologia, etc. La modelizacion con PLS
tiene un gran potencial como método de analisis de datos en muchas ramas de la ciencia,
aspecto que todavia se ha explotado poco.

Durante bastantes afios, el concepto de PLS quedé asociado al primer modelo de Herman
Wold. De hecho, en 1988 se definia todavia al PLS como el conjunto de métodos utilizados
para relacionar bloques de variables medidas de un conjunto de objetos. Sin embargo, el
PLS como técnica de regresion entre dos bloques fue la que mas importancia adquirio.
Actualmente se asocia al concepto de PLS fundamentalmente el de regresion entre los
bloques X e Y, y se utiliza para explorar los datos cuando no hay modelo causal conocido
ni teoria fisica subyacente que los relacione (lo que ocurre frecuentemente en muchos
campos de la ciencia). Aunque el PLS ha sido promovido y utilizado por los quimiémetras
desde su desarrollo durante la revolucion de las técnicas analiticas instrumentales, sin
embargo es una técnica bastante desconocida por los estadisticos, y de hecho sus
propiedades estadisticas no se comenzaron a estudiar hasta principios de los afios 1990.

Regresion de Minimos Cuadrados Parciales (PLSR)

El PLS es un método de proyeccion sobre estructuras latentes, por lo que muchos
conceptos son comunes al Andlisis de Componentes Principales (PCA). También utiliza
componentes, que son las direcciones sobre las que proyectan las observaciones. En este
caso las componentes no son las principales, ya que no maximizan la varianza de los datos.

Si se construye un modelo con una unica variable respuesta (lo cual es bastante frecuente),
el algoritmo PLS es mas sencillo y el método se denomina “PLS-1".

La regresion PLS puede escribirse del modo: X=T P™+E, donde X es la matriz de variables
respuesta, T representa “scores” (término que puede ser traducido como resultados o datos
medidos), y P' “loadings” (término que puede ser traducido como cargas) y E es la matriz
de residuos. La matriz X queda descompuesta en un numero de variables latentes
(combinaciones lineales de las variables observadas), cada una caracterizada por un vector
t y un vector p* (Alciaturi et al., 2003).

De esta forma es posible representar una matriz X (dentro de cierto error) por una matriz T

con un nimero menor de columnas. Esta descomposicion se muestra en la figura 23. Si se
incluyen todas las variables latentes, el error es cero (E=0). El modelo PLS-1 se desarrolla
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de modo que las primeras variables latentes (tI, t2, ...) son las mas importantes para
explicar el vector “y” en el conjunto de calibracion. El niimero de variables latentes
necesarias para explicar la matriz X (dentro de un error maximo permitido) es una medida
de la complejidad del modelo. Otros vectores que se calculan durante la etapa de

calibracién son w' (“pesos” en el espacio de X), y b (“sensibilidades”).

m a m m
T
X B P
= 1|, + E
n n n
m m
T T
1 t?
n n
m m
+ + |t + E
n n

Figura 23: La matriz X descompuesta en “scores” (t) y “loadings” (p).
La matriz T contiene un niumero a de scores, con a < m.

Pretratamiento de los datos

En el Analisis de Componentes Principales PCA y PLS generalmente interesa analizar las
direcciones de variacion de los datos respecto de su valor medio. Por esta razon, en la
mayoria de ocasiones estas técnicas se aplican con los datos centrados. Para centrar la
matriz de datos, para cada variable se resta a cada observacion la media del conjunto de
todas las observaciones, de modo que finalmente la media de todas las variables sea nula.
Si los datos no se centran, la primera componente serd la direccion que va desde el origen
hasta el punto medio de los datos (Zarzo, 2004).

Otro aspecto importante es el escalado de las variables. Si se realiza un PCA o un PLS con
variables centradas que tienen varianzas muy distintas, al ser estas técnicas de minimos
cuadrados, hace que las variables con mayor varianza tengan pesos mayores y ejerzan una
influencia mayor sobre el modelo. Para evitar este sesgo es necesario corregir la varianza
de las variables. En general se recomienda estandarizar las variables para que todas tengan
varianza unitaria, lo que se consigue dividiendo cada variable por su desviacion tipica. Es
muy frecuente trabajar con variables tipificadas (centradas y escaladas), lo que se conoce
como “autoescalado”. En ocasiones no interesa escalar las variables, si todas tienen una
varianza similar o si todas son del mismo tipo. Por ejemplo, cuando se construye un PLS
con datos espectroscdpicos, las absorbancias de mayor varianza normalmente son las de
mayor relacion sefial/ruido, por lo que generalmente interesa que éstas ejerzan mas peso en
el modelo, lo cual se consigue sin escalar variables. Cuando se combinan variables de
distinto tipo (espectros, tiempos, temperaturas...), medidas en distintas unidades, es
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necesario aplicar técnicas de escalado (Zarzo, 2004).

Construccion del modelo

Los modelos basados en PLS tienen la ventaja de que se pueden modelizar varias variables
repuesta a la vez, siendo interpretable todas las variables en su conjunto. En cada modelo se
ha de estudiar si el ajuste planteado es el adecuado. Puede suceder que alguna variable
explicativa o factor no sea significativa, ésta debera ser eliminada del modelo, volviendo ha
realizar el nuevo ajuste so6lo con aquellas variables significativas. Con esto se consigue
eliminar el ruido que estas variables estan aportando al modelo, consiguiendo que las
predicciones una vez eliminadas sean mas precisas, ademas de conseguir un mejor ajuste.
También puede suceder que alguna respuesta no pueda ser explicada por el modelo
planteado, siendo malo el ajuste. En este caso esta variable no puede ser explicada y no
debe ser incluida en el proceso de optimizacién puesto que no puede ser explicada.

Error de prediccion

Un paso muy importante cuando se ajustan modelos que seran utilizados para la prediccion
de observaciones futuras es verificar los resultados, o sea, aplicar los resultados actuales a
un nuevo conjunto de observaciones que no hayan sido usadas para calcular estos
resultados (estimacion de los parametros).

Un analisis o modelado consiste de dos pasos: a) se hace un intento por proponer un
modelo de la forma Y=f(X) entre dos grupos de variables, las independientes (X) y las
dependientes (Y) para el comportamiento del sistema investigado. El conjunto de datos
utilizado en este paso se llama conjunto de calibracidon o entrenamiento. Los parametros del
modelo son llamados coeficientes de regresion o sensibilidades. b) Se obtienen las
variables independientes de otras muestras o grupos de datos. Estas son usadas junto con
las sensibilidades para predecir los valores de las variables dependientes. Este es el paso de
prediccion o prueba (Geladi y Kowalski, 1986).

El objetivo mas importante de la calibracion del modelo es predecir correctamente. La
situacion ideal es cuando los valores predichos coinciden con las observaciones medidas.
Entonces, todos los puntos en el grafico de predicciones frente a observaciones caen sobre
una diagonal y so6lo una pequefla cantidad de ruido genera desviaciones de esta linea
(Geladi, 2002).

Para llegar a un modelo correcto y altamente predictivo sélo las variables relacionadas con
la propiedad bajo estudio deben ser incluidas. El modelo correcto mas pequeiio posible es
aquel con el minimo error de prediccion para el conjunto de observaciones (Von Korff et
al., 2002).

Para reducir el error de prediccion existen varias alternativas: a) usar mas datos porque se
ha visto que el error de prediccion (o estimacion) va disminuyendo para grandes conjuntos
de calibracion, b) utilizar mejores datos, porque una forma de mejorar la capacidad de
prediccion es emplear mejores datos, ¢) simplificando la poblacidn para la calibracion, la
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calibracion multivariante estd basada en la aproximacion de datos con una poblacion
limitada de observaciones y no se puede esperar que el modelo calibrado ajuste igual de
bien a todos los tipos de observaciones, en algunos casos podria darse una mejora en el
ajuste y prediccion de resultados si la poblacion para la calibracién es dividida en varias
subpoblaciones pequefias y d) usando un modelo mejorado se pueden hacer mejoras
potenciales al modelo por medio del uso de modificaciones o pretratamiento de los datos y
comprobar las suposiciones fundamentales del método (Martens y Naes, 1989).

Validacion cruzada (Cross validation)

Un punto muy importante al hablar del tema de validacion es que si usamos una muestra
(separada) para efectuar la validacion, se espera (como hipoétesis para que todo el proceso
sea congruente y en verdad el modelo funcione adecuadamente para realizar con él
predicciones utiles) que las mismas relaciones entre las variables que habia al construir el
modelo se mantengan aproximadamente iguales, cumpliéndose esto por lo menos para las
muestras de validacion y calibracion (Sundberg, 2006)

En otras palabras, aparecen errores cuando los valores de Y seleccionados para la
calibracidn no representan a la poblacion para la cual se desea efectuar la prediccion. Por lo
tanto un objetivo de la seleccion de la muestra de calibracidn es que proporcione una buena
extension (esto es, que los valores que incluya muestren la mayor variedad de situaciones
que se puedan en el sistema o todas las condiciones que se puedan presentar en el periodo
para el que se desea realizar la validacién) (Sundberg, 2006).

Se debe garantizar que la muestra seleccionada para efectuar la calibraciéon muestre una
variacion similar a la de la poblacidn natural para la cual se quiere realizar el pronostico, en
particular si la muestra es pequefia (Sundberg, 2006).

Con el propdsito de construir un modelo con la aptitud de “ajustarse bien” y que efectue
predicciones adecuadas es necesario tener una prueba para la significancia predictiva de
cada variable latente. La validacion cruzada (CV) es una forma practica y confiable de
comprobar la significancia predictiva (Li y Huang, 2003).

Se ha mostrado que la CV hace mas eficiente el uso de los datos de entrenamiento
disponibles para la calibracion en comparacion con un conjunto de datos fijo. Los errores
obtenidos por validacion cruzada son siempre menores (Von Korff et al., 2002).

La validacién interna o validacidon cruzada, es un método de re-muestreo donde multiples
grupos son dejados fuera del céalculo de las sumas de cuadrados de las diferencias
observadas menos las estimadas. Debido a que se trata de un método de re-muestreo, la CV
puede ser llevada a cabo de numerosas maneras (Geladi, 2002).

La CV es el mejor método de validacion interna. Asi como el enfoque de validacion
externa, busca validar la calibracién del modelo en un conjunto independiente de datos de
prueba. Pero al contrario que la validacion externa, la CV no desecha datos para probar
solamente (Martens y Naes., 1989). Esto quiere decir que en la validacion externa se usa
solamente una parte de los datos, los correspondientes a la etapa de calibracién para
construir el modelo (que es probado con los datos reservados para validacion), por lo que la
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validacion externa no emplea todos los datos disponibles para elaborar el modelo. Por su
parte la validacidon cruzada, al considerar la informacién dividida en grupos, deja uno de
estos fuera en cada calculo, por lo que al final los utiliza todos para determinar el modelo.

La CV completa consiste en que cada observacion es dejada fuera del proceso de regresion
una vez y el modelo es calculado sin ella. Entonces el modelo desarrollado se usa para
predecir esa observacion.

Para validar el modelo se necesita obtener una matriz Y con valores conocidos. Para este

propdsito se puede usar la misma matriz Y usada en la calibracién (validacién interna) o si
estuviera disponible, una matriz Y de prueba.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.-Perfiles verticales de salinidad y clorofila a en las estaciones
muestreadas

En este apartado, se comentan los resultados obtenidos en la determinacién de salinidad y
clorofila a en las muestras que hemos utilizado en este trabajo. Ambos parametros, ademas
de caracterizar las muestras de agua, son utilizados posteriormente en la determinacion del
coeficiente de absorcion especifico en el caso de la clorofila a, y la salinidad la utilizamos
para clasificar las muestras en grupos a la hora de hacer los modelos estadisticos para
determinacion del fitoplancton. En el caso de los muestreos de plumas continentales, los
datos de salinidad hacen referencia al valor que presenta el agua en superficie y a 20 cm, ya
que en la mayoria de las estaciones de las plumas a esa profundidad el agua pasa a ser
salina.

3.1.1.-Pluma de la Albufera de Valencia.

a) Campaiia de muestreo dia 21-5-2008 (Figura A2.1 y tabla Al.1)

En esta campaiia de muestreo, son las estaciones 1 y 4 las que presentan en superficie agua
con menor salinidad, 8,91 y 17,78 g/kg respectivamente. Las estaciones 2 y 3 tienen en
superficie valores de salinidad por encima de 20 g/kg y en el resto de estaciones (5, 6 y 7)
toda la columna estd constituida por agua salina con valores cercanos o superiores a 37

g/kg.

En aquellas estaciones donde existe una capa de agua dulce/salobre en superficie
(estaciones 1 y 4), ésta tiene un grosor muy pequefio, lo que corrobora lo comentado en el
apartado anterior de material y métodos. En la estacion 1, el grosor de dicha capa es de
unos 30 cm y en la estacion 4, la otra que presentaba en superficie menor salinidad, a los 10
cm de profundidad la salinidad tiene un valor de 25,76 g/kg.

Los perfiles verticales (Figura A2.1) muestran que, como era de esperar, se produce un
aumento de salinidad al hacerlo la profundidad, y este aumento es mdas brusco en las
estaciones de menor salinidad superficial. Este mismo gradiente vertical se puede observar
también en la clorofila a, donde ésta disminuye al aumentar la profundidad y por tanto la
salinidad.
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En las estaciones 1, 2 y 4 que presentan una capa de agua dulce/salobre, el contenido de
clorofila a, en las muestras mas superficiales (entre 0 y 20 cm de profundidad) presentan
valores de clorofila mucho mds elevados que los que se encuentran a mayores
profundidades.

En la estacion 1 los valores que se dan en las 3 muestras mas superficiales estan en torno a
los 400 mg/m® y ademas a los 20 cm se da el mayor valor con 567,02 mg/m’®. Esto podria
ser debido a que a esta profundidad se produce una sedimentacion del fitoplancton
senescente, debido al efecto del shock salino. Por ejemplo, Naudin et al. (1997)
encontraron que la disminucién de la salinidad inducida por la salida de agua dulce al
ambiente marino interrumpe la produccién primaria e impide su reanudacion durante el
tiempo en el que domina la influencia fluvial. Dicho proceso cabria achacarlo al shock
salino que sufren los organismos fluviales cuyo efecto no ha podido ser compensado por la
proliferacién de las especies salobres/marinas. Otra explicacion podria ser que se produce
una fotoinhibicién del fitoplancton a las menores profundidades, ya que la radiacion
ultravioleta es un factor de estrés para el fitoplancton causando una disminucion del
crecimiento y de las tasas fotosintéticas (Marcoval et al., 2008).

En la estacion 2 los valores de clorofila son mas elevados en las muestras que corresponden
a los primeros 20-30 c¢m de profundidad, con valores en superficie de 190,94 mg/m’ y
98,31 mg/m’ a los 30 cm. En la estacion 4, los mayores valores de clorofila se dan en los
primeros 10 ¢cm con valores comprendidos entre 271,41 y 159,00 mg/m’. La estacién 3,
aunque con valores de clorofila inferiores a las otras 3 estaciones comentadas
anteri?rmente, tiene en los 30 cm mas superficiales valores de salinidad en torno a los 50
mg/m’.

Las estaciones restantes (5, 6 y 7) que presentan en todo su perfil agua salina, tienen
valores de clorofila a comprendidos entre 0,9 y 1,56 mg/m’.

Teniendo en cuenta los datos de salinidad y clorofila a y observando la posicién de las
estaciones de muestreo (Figura 11), podemos decir que la pluma se esta desplazando al sur.
La estacion mas proxima a la salida del ecosistema continental es la 1 y logicamente tiene
los menores valores de salinidad y los mayores de clorofila, la siguiente estacion que tiene
mas influencia continental es la 4 situada mas al sur, y no la estacion 2 aunque ésta tltima
esté mas proxima a la estacion 1 y por tanto a la salida del agua dulce. Aunque en general
los valores de salinidad van aumentando conforme nos alejamos de la salida del agua
continental, la ubicacién de las plumas estd condicionada por los vientos locales y éstos
pueden dar lugar a que estaciones proximas a la salida del agua dulce (situadas en la misma
direccion de donde sopla el viento) tengan menor influencia continental que otras mas
alejadas (Romero, 2004).

b) Campafia de muestreo dia 15-7-2008 (Figura A2.2 y Tabla A1.2)
En esta campaiia tan sélo se tomaron muestras en 3 estaciones, puesto que no existia capa
de agua dulce/salobre, es decir pluma continental, en ese momento en la zona. En

superficie, en las 3 estaciones, la salinidad del agua es aproximadamente 37 g/kg. En los
graficos de la variacion de la salinidad con la profundidad, a diferencia de lo que ocurre en
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la otra campafia de muestreo de la Albufera e incluso en las otras zonas estudiadas, se
aprecia una disminucion en el valor de la salinidad con la profundidad. Esa disminucion es
muy pequefia ya que el valor en la superficie y a 1 metro en la estacion 1 es 36,97 y 36,67
g/kg, respectivamente. En la estacion 2 los valores en superficie y en la muestra mas
profunda (1m) son 36,80 y 35,84 g/kg y en la estacion 3 estos valores son 36,96 y 36,19

g/kg.

El contenido de clorofila a de estas muestras practicamente no varia en el perfil vertical de
cada estacidn, teniendo ademads las 3 estaciones muestreadas valores muy similares. De
forma general podemos decir que las estaciones 1 y 2 tienen en todas las muestras valores
en torno a; 3 mg/m’ y que la estacién 3 tiene en todo el perfil valores aproximadamente de
2,5 mg/m’.

3.1.2.-Pluma Marjal de Almenara

a) Campaiia de muestreo dia 27-2-2008 (Figura A2.3 y Tabla A1.3)

Las estaciones que presentan capa de agua dulce/salobre son las estaciones 1, 2 y 4, siendo
la primera la que tiene menor salinidad en superficie con valores menores de 2,50 g/kg. En
las estaciones 2 y 4 los valores en superficie son 15,62 y 14,02 g/kg respectivamente.
Como ocurria en mayo en la pluma de la Albufera, aproximadamente a los 20 cm de
profundidad el agua es salina con valores por encima de 35 g/kg, excepto en las estaciones
1,2 y 5 que a los 20 cm el agua presenta una salinidad de 23,45; 28,09 y 29,83 g/kg. En la
estacion 3 a los 10 cm de profundidad el agua ya es salina con un valor de 36,89 g/kg. Las
estaciones 6 y 7, las mas alejadas de la salida del agua dulce, tienen agua salina en todo el
perfil vertical.

Con respecto al contenido de clorofila a que tienen estas muestras, la estacion 1 tiene en
superficie 14,61 mg/m’, valor que mantiene mas o menos hasta los 10 cm, pasando la
concentracion a la siguiente profundidad (20 cm) a la mitad, y a partir de aqui disminuye
gradualmente hasta que a 1 m de profundidad tiene un valor de 3,97 mg/m’. En las
estaciones 2, 3 y 4 los valores son parecidos en las muestras mas superficiales,
comprendidos entre 7 y 8 mg/m’, y disminuye gradualmente con la profundidad hasta 2,8-
3,5 mg/m’. Les sigue la estacion 5 con valores de 4,00 mg/m’ en superficie y 2,38 mg/m’
en la profundidad mayor. Como viene ocurriendo en las zonas estudiadas, las estaciones 6
y 7 son las de menor influencia continental y por tanto ambas presentan bajos valores de
clorofila con respecto al resto de estaciones. Ademas en estas 2 estaciones se observan
valores, que aunque ligeramente, son mayores en muestras mas profundas que en la
superficie.

b) Campafia de muestreo dia 12-3-2009 (Figura A2.4 y Tabla A1.4)
Las muestras superficiales que tienen agua dulce/salobre son las que proceden de la

estacion 1 y la 2 con valores < 2,50 y 9,84 g/kg, las estaciones 3 y 4 en superficie tienen
agua salobre con 16,93 y 18,43 g/kg respectivamente, y el resto de estaciones (5, 6 y 7)
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tienen en toda la columna agua salina con valores de 37 g/kg. Solamente en la estacion 1 la
capa de agua dulce/salobre supera los 20 cm, ya que en las otras estaciones (2, 3y 4) a
partir de los 10 cm de profundidad el valor de la salinidad del agua estd proximo, y en la
mayoria de los casos supera, el valor de 30 g/kg.

Las estaciones 1 y 2 son las que tienen mayores concentraciones de clorofila, teniendo
ambas estaciones en las 3 primeras muestras (entre 0 y 10 cm de profundidad), valores
similares, aproximadamente 11 mg/m’ en la estacién 1 y 8 mg/m’ en la estacién 2. A partir
de esta profundidad la disminucion de los valores es gradual hasta 3,41 mg/m’ en la
estacion 1y 4,35 mg/m’ en la estacion 2.

Las estaciones 3 y 4 en las muestras tomadas en los 10 primeros cm tienen valores entre 5y
7 mg/m’, disminuyendo su concentracién con la profundidad hasta que en la muestra mas
profunda de la estacion 3 (3m) tiene un valor de 5,01 mg/m’, y en la mas profunda de la
estacion 4 (1,5 m) el valor de clorofila es 3,58 mg/m3 . Las estaciones 5, 6 y 7 son, como
viene ocurriendo en aquellas estaciones mas alejadas del punto de salida del agua dulce, las
de menor contenido en clorofila ademas de tener en todo el perfil valores similares siempre
menores que 2 mg/m’, excepto en las muestras mas profundas de las 3 estaciones que
tienen un contenido en clorofila a mayor que el resto de muestras del perfil vertical.

Esto ultimo ocurre también en las estaciones 2, 3 y 4 donde en la muestra tomada a mayor
profundidad se produce un incremento de clorofila con respecto a la muestra tomada en la
profundidad anterior, o bien como ocurre en las estaciones 5, 6 y 7 esta muestra de mayor
profundidad es la de mayor valor.

Segun los datos de clorofila a y de salinidad podemos decir que en la pluma del dia 27-2-
2008 la influencia del agua dulce abarca fundamentalmente el grupo formado por las
estaciones 1, 2,3 y 4.

3.1.3.-Pluma Estany de Cullera

a) Campaiia de muestreo dia 6-5-2008 (Figura A2.5 y Tabla A1.5)

La estacion muestreada que presenta menor salinidad en superficie es la nimero 2 con un
contenido salino de 8,50 g/kg. Las estaciones 1, 3 y 4 tienen en superficie valores entorno a
20 g/kg, valor que aproximadamente mantienen las estaciones 1 y 4 hasta los 10 cm de
profundidad. Las restantes estaciones (5, 6 y 7) tienen agua salina en todo el perfil vertical
muestreado. Solo en la estacion 2 existe una capa de agua dulce/salobre con grosor
aproximado de 20 cm ya que a esta profundidad la salinidad tiene un valor de 19,96 g/kg.

Con respecto a la clorofila a, es la estacion 2 la que presenta en superficie el mayor
contenido (16,07 g/m’), ya que como se comenté en el parrafo anterior, esta estacion tiene
la menor salinidad y mayor grosor de la capa de agua dulce. A los 20 cm la estacion 2 tiene
un valor de clorofila de 7,10 g/m’, y a partir de esa profundidad se produce una
disminucion gradual, hasta que en la ltima muestra a los 2 m de profundidad el valor de
clorofila es 2,83 g/m’.
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Las estaciones 1 y 4, tienen tanto en superficie como en las muestras mas profundas,
valores similares de clorofila, aunque son algo mas elevados en la estacion 1. En la
superficie las estaciones 1 y 4, tienen valores de clorofila de 6,71 y 4,84 mg/m’
respectivamente, y a los 10 cm donde parece ser que acaba la capa de agua dulce, la
estacion 1 tiene 6,27 mg/m’ y la estacion 4 4,76 mg/m”.

En la estacion 3 se observa un comportamiento diferente al resto de estaciones estudiadas,
ya que presenta un pico de clorofila a los 0,5 m con un valor de 8,73 mg/m’, este valor va
disminuyendo en las muestras siguientes mas profundas hasta llegar a un valor a los 3 m de
4,95 mg/m’.

Las estaciones 5, 6 y 7 tienen valores similares en toda la columna que se encuentran
dentro del intervalo 1,4 y 2,68 mg/m’.

En esta pluma también se aprecia, como hemos comentado en las plumas de otras zonas,
que en algunas estaciones (2, 3, 6 y 7) en la ultima muestra que corresponde a la de mayor
profundidad el valor de clorofila es mas alto que la muestra inmediatamente anterior. En
algunos casos este aumento es importante, por ejemplo en la estacion 3 a Im de
profundidad el valor de clorofila es de 2,93 mg/m’ y en la muestra siguiente que es la mas
profunda (3 m) el valor es de 4,95 mg/m’.

b) Campaifia de muestreo dia 20-5-2008 (Figura A2.6 y Tabla A1.6)

Las estaciones 1, 2 y 4 tienen en superficie agua dulce/salobre con valores de <2,5, 7,5y
14,94 g/kg respectivamente. La capa de agua dulce en la estacion 1 tiene un grosor de 30
cm, en la estacion 2 es de 10 cm y en la estacion 4 esta capa tiene un grosor de tan solo 5
cm. En esta Ultima estacién, aunque los valores son elevados en las muestras mas
superficiales (a los 10 cm el valor es de 27,50 g/kg), se aprecia que a partir de los 10 cm de
profundidad el agua es salina con valores mayores de 35 g/kg. Esto mismo ocurre en la
estacion 3, el valor de la salinidad en superficie es elevado (25,74 g/kg) y este valor es
similar en las 3 primeras muestras (hasta 10 cm) y a los 30 cm el aumento del valor de la
salinidad es mas brusco debido a que el agua ya es salina.

En las estaciones 5, 6 y 7 encontramos agua salina en todo el perfil vertical con valores
mayores de 36 g/kg.

La clorofila a que presentan las muestras sigue las pautas que se han descrito en el parrafo
anterior de salinidad. Aquellas estaciones con una capa de agua dulce/salobre tienen
mayores valores de clorofila, asi pues, las estaciones con mayores contenidos de clorofila
son por este orden la 1, 2 y la 4. La estacion 1 presenta en superficie un valor de clorofila
de 9,95 mg/m’ y en la ultima muestra de la capa dulce (30 cm) el valor de clorofila es 7,97
mg/m’. Las estaciones 2 y 4 tienen en superficie valores de 7,83 y 5,92 mg/m’,
respectivamente. A los 10 cm de profundidad el valor de clorofila en la estacidon 2 pasa a
ser de 7,02 y a los 5 cm en la estacién 4 el valor es de 4,69 mg/m’.

En la estacion 3 se dan valores de clorofila menores que en las estaciones comentadas en el
parrafo anterior, y ademas similares en las 3 muestras tomadas los 10 primeros c¢cm, con
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valores de clorofila que se encuentran dentro del intervalo 2,90 y 2,46 mg/m’.

En las estaciones 5, 6 y 7 encontramos valores bajos de clorofila, y a excepciéon de la
estacion 5 que en la muestra mas profunda tiene 1,19 mg/m’, todos menores de 1 mg/m’.
En las estaciones 5 y 6 el valor de la muestra mas profunda aumenta con respecto a la
muestra anterior de profundidad menor.

3.1.4.-Estuario del rio Jucar.

a) Campafia de muestreo dia 8-11-2007 (Figura A2.7 y Tabla A1.7)

En la primera campaila de muestreo efectuada en esta zona, los valores de caudal
proporcionados por la CHJ muestran que en el azud de Cullera el caudal medio diario fue
de 4,5 m*/s (ver Figura 8 Capitulo 2). En las 3 estaciones muestreadas existe una capa de
agua dulce/salobre, que en las estaciones 1 y 2 tiene un grosor de 75 cm y en la estacion 3
tiene unos 30 cm. Los valores de salinidad de las muestras mas superficiales de las
estaciones 1 y 2 son practicamente todos menores de 2,50 g/kg. En la estacion 3 la
salinidad de las muestras de la capa mas superficial tiene un valor comprendido entre 7 y
8,25 g/kg.

En las muestras de la capa mas salina de esta campafia en ningun caso los valores de
salinidad superan los 35 g/kg.

Con respecto a la clorofila a que presentan las muestras de esta zona podemos comentar
que, en las estaciones 1 y 2 los mayores valores de clorofila no se dan en las dos muestras
mas superficiales (0-5 cm), quizd debido a la fotoinhibicion comentada anteriormente
(Marcoval, et al., 2008). En la estacion 1 los maximos de clorofila se dan a partir de 10 cm
de profundidad con un valor de 11,54 mg/m’ y hasta los 75 cm con un contenido de 10,31
mg/m’, a partir de esta profundidad acaba la capa de agua dulce y los valores de clorofila
son mucho menores. En esta estacion se produce a los 30 cm una bajada importante en el
contenido de clorofila (5,84 mg/m’) que no se observa en la siguiente muestra cogida a 50
cm de3 profundidad, ya que en esta muestra se da el maximo valor de clorofila (11,99
mg/m’).

En la estacion 2 ocurre lo mismo que en la estacion 1 y los maximos valores se dan a las
profundidades comprendidas entre los 10 y 30 cm con valores de 10,48 mg/m® y 10,18
mg/m’, respectivamente.

En la estacion 3 todas las muestras presentan valores similares dentro del intervalo 7,56 y
7,10 mg/m’.

b) Campaiia de muestreo dia 12-2-2008 (Figura A2.8 y Tabla A1.8)
Los valores de caudal proporcionados por la CHJ muestran que en el azud de Cullera el
caudal medio diario fue de 8,2 m’/s (ver Figura 8 Capitulo 2). En esta segunda campaiia,
debido a diversos problemas con el equipo de muestreo, la primera muestra que se toma en

la estacion 1 es a los 5 cm de profundidad y en las estaciones 2 y 3 la primera muestra
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tomada es a los 20 cm de profundidad.

En esta campaiia, la capa de agua dulce amplia su grosor en las 3 estaciones, con respecto a
la campafia anterior, debido al mayor caudal del rio. Ademds encontramos valores de
salinidad menores de 2,50 g/kg en el primer metro de la columna de agua de las estaciones
1 y 2. Asi, en la estacion | la capa dulce llega hasta una profundidad de 1,20 m, en la
estacion 2 llega hasta 80 cm y en la estacion 3 a la profundidad de 40 cm, siendo el valor de
salinidad en ésta ultima de 12,46 g/kg. Las muestras de agua mas salina de esta campaila,
algunas de ellas, si que superan el valor de 35 g/kg.

La clorofila a de este muestreo, en la estacion 1 en la capa de agua dulce (0,5 y 1,20 m de
profundidad) se dan valores de clorofila entre 3,24 y 4,08 mg/m’. A la profundidad de 1,30
m, donde ya no hay agua dulce, se produce un pico de clorofila posiblemente debido a la
retencion de células fitoplancténicas senescentes que en el proceso de sedimentacion en la
interfase pueden producir picos a salinidades intermedias (Naudin et al. ,1997). En las
muestras siguientes tomadas a mayores profundidades la clorofila disminuye hasta los 2,69
mg/m’ que se dan a los 3,50 m de profundidad.

En la estacion 2, los valores de clorofila de las muestras de todo el perfil vertical, no varian
practicamente y oscilan en un intervalo de valores de 3,58 y 3,78 mg/m’.

En la estacion 3 se dan valores menores que en las estaciones anteriores pero como ocurtia
en la estacion 2, no se aprecia un cambio significativo en el valor de clorofila al pasar de la
capa dulce a la salina. En esta estacion los valores oscilan entre 1,78 y 2,85 mg/m’.

Como viene ocurriendo en muchas estaciones de otros muestreos y otras zonas, se aprecia
que en las ultimas muestras (las de mayor profundidad), debido a la sedimentacion del
fitoplancton senescente, tienen un valor de clorofila a superior a muestras tomadas a otras
profundidades menores

c¢) Campaiia de muestreo dia 14-5 2008 (Figura A2.9 y Tabla A1.9)

Los valores de caudal proporcionados por la CHJ (ver Figura 8 en Capitulo 2) muestran
que en el azud de Cullera el caudal medio diario fue de 0,0 m’/s. En esta campaiia
practicamente no existe capa de agua dulce ya que aunque en la estacion 1 la muestra
superficial tiene 9,07 g/kg de salinidad en la siguiente muestra, que ha sido tomada a los 10
cm, la salinidad pasa a ser 26,64 g/kg. En la estacion 2 el valor de salinidad pasa de 11,68
g/kg en la superficie a 26,40 g/kg a los 20 cm. Y por ultimo la estacion 3 no tiene agua
dulce siendo el valor de la muestra mas superficial de 31,41 g/kg. Por tanto podemos
afirmar que el agua salobre que se encuentra en esta campaifia proviene de filtraciones del
azud y/o de aportaciones del entramado de acequias que aportan caudal que no queda
registrado en la estacion de aforos, y no propiamente del caudal del rio.

La clorofila a de estas muestras tiene valores muy bajos en las 3 estaciones y ademas no se
aprecia una pauta clara de aumento o disminucién con la profundidad.

En la estacion 1 se dan valores mas bajos que en las otras 2 estaciones. En la 1 los valores
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estan todos por debajo de 1 mg/m’, aunque hay un valor a los 50 cm de profundidad de
1,03 mg/m’. En las estaciones 2 y 3 los valores de clorofila a de las muestras estan todos
por debajo de los 2 mg/m’.

En las 3 campaiias se aprecia (sobre todo en las 2 primeras) que las estaciones 1 y 2 tienen
una capa de agua dulce de mayor grosor y ademas con valores de salinidad menores que en
la estacion 3. Esto es ldgico si observamos la posicion de las estaciones de muestreo (ver
figura 17) ya que la 1 y la 2 estan situadas dentro del rio y la nimero 3 esta justo en la
desembocadura de éste.

3.1.5.-Estuario del Estany de Cullera

En esta zona en las 3 campaifias efectuadas so6lo se muestrea en una estacion.
a) Campafa de muestreo dia 8-11-2007 (Figura A2.10 y Tabla A1.10)

En la primera campafa de muestreo, todas las muestras tomadas entre 0 y 1 m son dulces,
dandose en todas las muestras valores de salinidad < 2,50 g/kg. La siguiente muestra que se
toma ya es salina con un valor de 34,12 g/kg y que corresponde a 5,3 m de profundidad.
Después de la muestra tomada a 1 m, se cogen 7 muestras mas a profundidades entre 5,3 y
5,9 m, siendo todas estas muestras salinas y con valores de salinidad en el intervalo de
33,42 y 34,55 g/kg.

La clorofila de estas muestras, tiene un valor en la muestra superficial de 5,03 mg/m’ y este
valor aumenta hasta alcanzar un maximo de 5,83 mg/m’ a los 30 cm de profundidad. A
partir de esta profundidad el valor de clorofila disminuye hasta que en la muestra tomada a
5,8 m el valor de este parametro es de 3,46 mg/m’. No se dispone de valor de clorofila para
la muestra mas profunda (5,9 m).

Los resultados de esta campaiia dejan claro que la metodologia de muestreo utilizada en
este caso no fue la mas adecuada. Las muestras de agua mas superficiales se tomaron con el
SWAS (hasta 1 m de profundidad) y las mas profundas con el SWIS (a partir de 5Sm). Del
mismo modo se tomaron datos con una sonda CTD, resultados que se muestran en la
Figura 24 (salinidad y oxigeno disuelto). En esta figura se observa que la haloclina no es
muy marcada y comienza a una profundidad aproximada de 2 m. A esta misma
profundidad comienza también la oxiclina, finalizando a aproximadamente 4 m. Debido a
esta situacion espacial de la haloclina, el uso del SWAS en esta campafia no tuvo el
resultado esperado, pues todas las muestras de laboratorio recogidas con este dispositivo se
encontraban un metro por encima del gradiente de salinidad.
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Figura 24: Haloclina (a) y oxiclina (b) de la estacion 3 del Estany de Cullera (muestreo 8-11-2007).
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b) Campafia de muestreo dia 9-4-2008 (Figura A2.11 y Tabla A1.11)

Como ya se ha comentado anteriormente, en esta segunda campaiia de muestreos realizada
en esta zona, las muestras se cogen a profundidades distintas que las de la campafia
anterior. La primera muestra que se coge es en la superficie y es la Unica de este perfil que
es dulce, con un valor de salinidad de 12,86 g/kg. La segunda se coge a 70 cm de
profundidad y tiene un valor de salinidad de 21,53 g/kg. Entre las profundidades de 70 cm
y 3 m se coge muestra cada 10 cm con el SWIS. Los valores de salinidad de estas muestras
van aumentando conforme aumenta la profundidad, teniendo a 3 m una salinidad de 32,67
g/kg. La muestra mas profunda se coge a 4,3 m y presenta una salinidad de 33,46 g/kg.

La clorofila de estas muestras no varia con la profundidad. Los valores son bajos y dentro
del rango de 1,32 a 2,49 mg/m’.

En esta campafia la haloclina (Figura 25(a)) se sitiia entre los 0,75 y 1,75 m de profundidad
aproximadamente, mientras que como se observa para el oxigeno en la Figura 25(b) no
podemos decir que exista una oxiclina definida, pues el oxigeno va disminuyendo
gradualmente al aumentar la profundidad.
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Figura 25: a) Haloclina y b) oxiclina de la estacion 3 del Estany de Cullera (muestreo 9-4-2008).

c¢) Campaiia de muestreo dia 13-5 2008 (Figura A2.12 y Tabla A1.12)

En esta campafia las profundidades a las que se cogen las muestras, son distintas a las de la
primera y segunda campaiia, pues las sondas multiparamétricas nos indicaban la posicion
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de la haloclina y de la oxiclina. En este caso se cogen muestras en 3 intervalos de
profundidad, el primero entre 0,90 y 1,50 m, el segundo entre 1,80 y 4,10 m y el ultimo
intervalo entre 5,20 y 5,80 m. Dentro de cada intervalo se toma una muestra cada 10 cm.

Segun las salinidades determinadas en las muestras de esta estacidn, solo hay agua dulce
entre la primera muestra (0,9 m) y 1,20 m, siendo el valor de salinidad de las 3 primeras
muestras < 2,50 g/kg y en la muestra correspondiente a 1,20 m de profundidad el valor de
salinidad es de 9,45 g/kg. Este valor continia aumentando con la profundidad y en la
muestra mas profunda (5,8 m) el valor de la salinidad es de 34,24 g/kg.

En estas muestras, a diferencia de la campafia anterior, si que se observa, en general, una
disminucion de la clorofila con la profundidad, aunque existen subidas y bajadas en el valor
de la clorofila en muestras de profundidades intermedias. Ademas los valores de estas
muestras son superiores a los de la campaia anterior. En la primera muestra, a los 90 cm, el
valor de clorofila a es de 5,82 mg/m’, y éste aumenta hasta 1,20 m donde se da el maximo
con un valor de 7,27 mg/m’. A partir de esta profundidad el valor empieza a disminuir,
aunque como ya se ha comentado en algunas muestras el valor aumenta con respecto a la
profundidad anterior, sin embargo la pauta general es de disminucién de la clorofila con el
aumento de la profundidad. El contenido de clorofila a de la muestra de mayor profundidad
es de 1,26 mg/m’.

En esta campaifia la haloclina (Figura 26(a)) es muy marcada, situandose entre 1,5 y 2 m de
profundidad, mientras que la oxiclina (Figura 26(b)) no es tan abrupta pero comienza
también aproximadamente a 1 m de profundidad.
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Figura 26: a) Haloclina y b) oxiclina de la estacion 3 del Estany de Cullera (muestreo 13-5-2008).

3.2.-Composicion fitoplanctonica de las muestras estudiadas

En este apartado se van a comentar los datos de la composicion de fitoplancton que
presentan las muestras, para asi determinar diferencias entre las distintas zonas estudiadas.
También se determinara si existen diferencias, dentro de una misma zona en los muestreos
realizados en distintas fechas. Para poder comentar los datos de fitoplancton de las
muestras se han realizado una serie de graficas que nos ayuden a la organizacion de los
mismos. Las graficas que se muestran en el anexo 2 (figuras de numero impar
A2.13...A2.35) muestran el porcentaje de abundancia de cada clase de fitoplancton dentro
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de las células eucariotas totales. Las graficas del anexo 2 (figuras de numero par
A2.14...A2.36) muestran la densidad celular de las células procariotas en cada una de las
muestras y por ultimo en las graficas del anexo 2 de las figuras A2.1...A2.12 se muestra la
variacion de la densidad celular (cel/L) de las clases de fitoplancton en cada estacion y su
variacion con la profundidad.

Cuando se comentan los datos de porcentajes de abundancia de las clases de organismos
eucariotas, ocurre que pueden darse porcentajes de abundancia altos y densidades celulares
bajas. Esto es debido a que en los porcentajes expresamos la abundancia de una clase de
fitoplancton con respecto al resto de clases de células eucariotas presentes en esa muestra.

Es necesario aclarar que dentro de los organismos procariotas estudiados hay que distinguir
entre las cianobacterias filamentosas coloniales mas tipicas de agua dulce y las
picocianobacterias marinas que estan representadas por el género Synechococcus.

3.2.1.-Pluma de la Albufera de Valencia.

a) Campafia de muestreo dia 21-5-2008 (Tabla A1.13)

En esta campafia de muestreos, en las estaciones 1 hasta la 4 los grupos de eucariotas
(Figura A2.13) que predominan son las diatomeas y cloroficeas. Las diatomeas tienen un
porcentaje maximo del 53,5% que corresponde a una densidad celular de 1,33%10° cel/L y
un minimo de 6,9% con densidad celular de 3,89*10° cel/L. En estas dos muestras ocurre,
como ya hemos explicado anteriormente, que en la primera teniendo un porcentaje muy
superior de diatomeas a la segunda muestra, sin embargo, la densidad celular es menor. Las
cloroficeas tienen un porcentaje maximo del 92,2% teniendo esta muestra una densidad
celular de 5,21*¥107 cel/L, y el porcentaje minimo es de 12,9% que corresponde a una
muestra con una densidad celular de 4,27%10* cel/L. En las estaciones desde la 4 hasta la 7,
a partir de 1 m de profundidad, también son considerables los porcentajes de primnesiales,
teniendo algunas de las muestras mas profundas porcentajes aproximadamente del 45% de
esta clase de fitoplancton con densidades celulares del orden de 10° cel/L.

Dentro de las células procariotas (Figura A2.14) se observa presencia de cianobacterias
coloniales en las estaciones 1 a 4, 16gicamente en las muestras donde existe capa de agua
dulce. Las muestras con mayores densidades celulares de estas cuatro estaciones presentan
valores del orden de 10’ cel/L en la primera estacion y 10® cel/L en las otras tres. En estas
cuatro estaciones también hay presencia del género Synechococcus pero con densidades
menores que en el resto de estaciones. No se observan cianobacterias coloniales en las
estaciones 5 a 7 porque su densidad celular es muy baja con respecto al de otras muestras y
por tanto no se aprecian en la escala de los graficos. De forma general, en las estaciones 5 a
7 las muestras que tienen mas Synechococcus spp son las tomadas entre las profundidades
de 0,75 y 5 m (orden de 107 cel /L).

Respecto de las graficas que nos muestran la variacion de la densidad celular con la
profundidad (Figura A2.1), podemos comentar que la forma en que varia la clorofila con la
profundidad es similar a la que siguen las densidades celulares de cloroficeas, diatomeas y
cianobacterias coloniales. Esto se aprecia sobre todo en las estaciones 1-4 ya que estos 3
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grupos son los que predominan en las aguas dulces y por tanto son los que mas contribuyen
en el contenido de clorofila en esas muestras. Ademas el pico de clorofila a que se detecta
en la estacion 1 a los 20 cm de profundidad se ve reflejado en un pico de cloroficeas.

b) Campaiia de muestreo dia 15-7-2008 (Tabla A1.14)

Como se ha explicado en el apartado de salinidad y clorofila, las 3 estaciones de esta
campaiia no presentan agua dulce en todo el perfil vertical por lo cual los grupos de agua
dulce no van a ser los predominantes en estas muestras.

Dentro de las eucariotas (Figura A2.15) los grupos predominantes son las diatomeas, con
formas adaptadas tanto aguas marinas como dulces, y las primnesiales. El maximo
porcentaje de diatomeas, con un valor del 65,8%, corresponde a una muestra con una
densidad celular de 3*10° cel/L y la muestra con el minimo porcentaje (34,9%) tiene una
densidad celular 2,27*%10° cel/L. En estas dos muestras, a pesar de tener densidades
celulares similares, el porcentaje de la primera duplica al de la segunda debido a que en
esta ultima existen porcentajes de los otros grupos de organismos eucariotas mas elevados
que en la primera muestra. Los porcentajes de cloroficeas son muy reducidos, la muestra
con el porcentaje maximo (14,9%) tiene una densidad celular de 1,49%10° cel/L y la
muestra con el minimo porcentaje (3,6%) tiene una densidad celular de 7,45%10* cel/L.
También se aprecia la presencia de grupos que estan en aguas marinas como prasinoficeas
y dinoflagelados con porcentajes promedio del 6,5 y 3,4%, respectivamente. En ambos
grupos la densidad celular es del orden de 10° ce/L.

En el grafico que muestra la densidad celular de los organismos procariotas (Figura A1.16),
se aprecia mejor la presencia de cianobacterias coloniales y Synechococcus spp ya que, al
ser todas las muestras marinas, las densidades celulares son mas similares entre ellas, lo
que hace que la escala del grafico nos permita apreciar mejor el contenido de éstas en todas
las muestras. La densidad celular de las cianobacterias coloniales (orden de 10° cel/L) es
menor que en la pluma anterior y la densidad de Synechococcus spp tiene un valor medio
de 6*10’ cel/L, siendo del mismo orden que en el muestreo anterior.

3.2.2.-Pluma Marjal de Almenara.

a) Campaiia de muestreo dia 27-2-2008 (Tabla A1.15)

Dentro de los organismos eucariotas (Figura A2.17) predominan las diatomeas. La muestra
con el maximo porcentaje de este grupo (95,9%) tiene una densidad celular de 2,72%10°
cel/L 'y la que tiene el porcentaje minimo (42,2%) presenta una densidad celular de
3,92*%10° cel/L. En estas dos muestras podemos observar que aquella que tiene el porcentaje
minimo tiene la mayor densidad celular. El porcentaje maximo de cloroficeas (42,7%), lo
presenta la muestra mas superficial de la estacion 1 con una densidad celular de 5,28%10°
cel/L, y el porcentaje minimo corresponde a la muestra de la estacion 5 tomada a 1 m con
una densidad celular que esta por debajo del limite de deteccion de la técnica. En el caso de
la estacion 1 en las tres muestras cogidas entre 0 y 0,1 m se aprecia un porcentaje
considerable de criptoficeas (10,6%-14,1%), si lo comparamos con el resto de muestras.
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Estas tres muestras tienen densidades celulares del orden de 10° cel/L. Aquellas estaciones
que presentaban en todo el perfil vertical agua con una salinidad elevada (estaciones 6 y 7),
los porcentajes de cloroficeas son muy pequefios, menores del 8% y lo que se observa es
que ha aumentado el porcentaje de diatomeas, que en algunas muestras llega a ser del 90%,
y de primnesiales con algunos valores préximos al 12 %. Este Gltimo grupo, aunque esta
presente en todas las muestras, es en las estaciones 6 y 7 donde presentan los porcentajes
mayores con densidades celulares del orden de 10° cel/L.

Los organismos procariotas (Figura A2.18) de estas muestras, presentan contenidos de
cianobacterias coloniales en mayor cantidad en las estaciones 1, 4 y 5, sobre todo en las
muestras mas superficiales (hasta 0,2 m), con valores de densidades celulares
comprendidos entre 2,0¥10* y 4,6%10° cel/L. En el resto de estaciones, como ocurria en la
pluma anterior, la densidad celular o bien es muy baja y no se observa en el grafico debido
a la escala de los ejes o el valor esta por debajo del limite de deteccion de la técnica. Los
organismos del género Symechococcus, estan presentes en todas las muestras siendo la
estacién 1 la que tiene en las tres primeras muestras (0, 0,05 y 0,1 m) la mayor densidad
celular de éstos con valores de 5,28%107 cel/L a 0 m y 5,16*10” cel/L a 0,1 m. En las
estaciones 3, 4, 6 y 7 se dan picos de Synechococcus spp en las muestras cogidas a las
profundidades de entre 10 y 30 cm con densidades celulares dentro del intervalo de valores
3,67%10° y 4,1¥107 cel/L, debido posiblemente a que a estas profundidades tienen la luz
adecuada ya que en las muestras mas superficiales sufren la ya comentada fotoinhibicién
junto con otros factores (como el consumo por parte del zooplancton, competencia con las
bacterias, etc.), y en las mas profundas la falta de luz hace que no se den condiciones
optimas para la fotosintesis.

En esta pluma, a diferencia de lo que ocurria en la primera campafia de muestreos realizada
en la Albufera, no se observa tan claramente que la variacién de la clorofila a con la
profundidad, que podemos observar en la Figura A2.3 del anexo 2, tenga una forma similar
a la variacion de la densidad celular de determinados grupos de fitoplancton. Sin embargo,
en la estaciéon 1, la de mayor contenido en clorofila, su variacion con la profundidad tiene
una forma mas o menos similar a cloroficeas, cianobacterias y criptoficeas. Esto también se
observa en la estacion 4 pero sélo con los grupos cloroficeas y cianobacterias coloniales.
En la estacion 2, a la profundidad de 1 m existe un incremento de clorofila que se ve
reflejado en un aumento de la densidad celular de diatomeas y cloroficeas. En las gréficas
de las siete estaciones se aprecia un incremento de la densidad celular de Synechococcus
spp a las profundidades de 10-30 cm.

b) Campaifia de muestreo dia 12-3-2008 (Tablas A1.16)

En las muestras de esta campafia (Figura A2.19), siguen siendo las diatomeas las que
presentan unos porcentajes mas elevados que el resto de grupos de eucariotas y ademas
estan presentes en todas las muestras. El porcentaje maximo de diatomeas es del 78,1% y
corresponde a la muestra mas profunda de la estacion 2, con una densidad celular de
3,58*10° cel/L. La muestra de menor porcentaje (27,9%) es de la estacién 1 a 0,1 m y tiene
una densidad celular de 2,28*10° cel/L.

Se observa en la Figura A2.19 del anexo 2, que en las estaciones de la nimero 1 a la 4 en
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las muestras mas superficiales (hasta 0,3 m en la estacion 1) se dan porcentajes elevados de
cloroficeas con un porcentaje maximo de 54,6% que corresponde a la muestra de 0 m de la
estacion 2 que tiene una densidad celular de 4,48%10° cel/L. En las muestras de mayor
profundidad de estas cuatro estaciones y sobre todo en las estaciones 5, 6 y 7, que tienen
agua salina en todo el perfil vertical, ademds de los porcentajes elevados de diatomeas, se
dan porcentajes elevados de prasinoficeas y primnesiales. El maximo porcentaje de ambas
clases de fitoplancton se da en la estacion 6, las prasinoficeas en la muestra de 0 m con
39,5% y con una densidad celular de 1,32*10° cel/L y las primnesiales en la muestra
tomada a 0,1 m con un porcentaje de 34,3% y una densidad celular de 9,15%10° cel/L.
También es apreciable, por el valor de su porcentaje, el grupo de criptoficeas en todas las
muestras pero principalmente en las estaciones 1, 5, 6, y 7 con un 8,5% de porcentaje
promedio de las cuatro estaciones.

Respecto al grupo de los organismos procariotas (Figura A2.20), estas muestras tienen
densidades celulares de cianobacterias coloniales elevadas en las estaciones 1, 2 y 4, a
profundidades menores de 0,3 m, con valores del orden de 10° cel/L. Los Synechococcus
spp tienen densidades celulares elevadas en practicamente todas las muestras excepto en
aquellas que tienen un valor alto de densidad celular de cianobacterias coloniales, ya que
estas ultimas son de agua dulce y los Synechococcus spp estan mas presentes en aguas mas
salinas. Aunque en la mayoria de estaciones de muestreo, las mayores densidades celulares
de Synechococcus spp no se dan en las muestras mas superficiales si no en las intermedias,
no se aprecia tan claramente como en la pluma anterior el posible fenomeno de la
fotoinhibicion. En la mayoria de las muestras de esta campafia los valores de densidades
celulares tanto de cianobacterias coloniales como de Synechococcus spp son mas elevados
que en las muestras de la campafia anterior.

En los graficos de la variacion de la densidad celular de los grupos fitoplanctonicos con la
profundidad (Figura A2.4), se observa que siguen un comportamiento similar a la clorofila
las diatomeas, cloroficeas, y cianobacterias coloniales, en las cuatro primeras estaciones.
Esto se produce en aquellas estaciones que presentan agua dulce en superficie y por tanto
en esta capa el valor de la clorofila a es practicamente debido a estos grupos de agua dulce.

3.2.3.-Pluma Estany de Cullera

a) Campaiia de muestreo dia 6-5-2008 (Tabla A1.17)

Los porcentajes de abundancia de diatomeas, dentro del conjunto de las eucariotas (Figura
A2.21), son menores en estas muestras que en las plumas de las dos zonas comentadas
anteriormente (valor promedio de porcentaje de abundancia de todas las muestras 24,8%).
En todas las estaciones la muestra que presenta un mayor porcentaje de diatomeas es la mas
profunda. Asi pues, la muestra que presenta el maximo porcentaje de toda la campaiia
corresponde a la estaciéon 5 tomada a 5 m, con un porcentaje de 53,7% y una densidad
celular de 3,32*10° cel/L. La muestra que presenta el porcentaje minimo es la tomada en la
superficie de la estacidon 1 con 2,6% de abundancia, y una densidad celular de 1,88 *10°
cel/L. Las estaciones 1, 2 y 4 tienen en las muestras tomadas entre 0 y 20 cm porcentajes de
cloroficeas muy elevados, en la mayoria de estas muestras el porcentaje de abundancia de
cloroficeas supera el 80%. Sin embargo, el maximo porcentaje de abundancia corresponde
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a la muestra mas superficial de la estacién 3 con un valor de 89,9% y una densidad celular
de 7,32*10° cel/L. El resto de muestras presenta porcentajes de abundancia bajos, siendo la
muestra con el minimo porcentaje la tomada en la estacién 6 a 1m, con 2,3% y una
densidad celular de 2,51*10* cel/L.

Otra cosa que podemos destacar en esta pluma, ademas de los bajos valores de diatomeas,
es que en todas sus muestras se dan porcentajes de primnesiales muy altos sobre todo en las
muestras de las estaciones 5, 6 y 7. El porcentaje de abundancia de primnesiales maximo
corresponde a la muestra de la estacion 6 tomada a 0,2 m con un 65% y una densidad
celular de 8,04%10* cel/L. Ademés los porcentajes de dinoflagelados también son altos en
aquellas muestras con agua salina siendo el porcentaje de abundancia méaximo del 23,4%
en la muestra de la estacion 3 tomada a 0,5 m, teniendo dicha muestra una densidad celular
de 2,95%10° cel/L.

Las células procariotas (Figura A2.22) de estas muestras, tienen densidades celulares tanto
de cianobacterias coloniales como de Synechococcus spp muy bajos en comparacion con
las muestras de las plumas de las zonas anteriores. Tan solo pueden apreciarse densidades
celulares de cianobacterias coloniales altas en algunas muestras de las estaciones 1, 2 y 4.
La maxima densidad celular se da en la muestra de la estacion 2 a 0,05m con un valor de
2,90%10° cel/L. En el resto de muestras por las escalas del eje, o el valor es muy bajo o éste
estd por debajo del limite de deteccion. También ocurre lo mismo con los Synechococcus
spp, los valores de densidades celulares altos se dan también en las estaciones 1,2 y 4 y en
el resto de estaciones el valor es bajo, en la mayoria de muestras las densidades celulares
son del orden de 10° cel/L.

De los graficos de la variacion de la densidad celular con la profundidad (Figura A2.5) tan
solo destacar que el pico de clorofila a que se da en la estacion 3 a 0,5 m s6lo se ve
reflejado en los dinoflagelados, ya que también en éstos se da un pico en la misma
profundidad. En estos graficos también se observa que de forma general, los valores
maximos de células/L se dan entre las profundidades de 0,3 y 0,5 m.

b) Campafia de muestreo dia 20-5-2008 (Tabla A1.18)

Los porcentajes de abundancia de los grupos principales de eucariotas de estas muestras
(Figura A2.23), presentan valores de diatomeas algo mas elevados que en el primer
muestreo de esta zona, a pesar de que tan solo existen 14 dias de diferencia entre el primer
y segundo muestreo. Los mayores porcentajes de diatomeas corresponden a las muestras de
las cuatro primeras estaciones, dandose el valor maximo en la muestra de la estacion 3
tomada a 0,75 m con un porcentaje del 79,9% y una densidad celular de 1,67*10° cel/L. El
porcentaje minimo corresponde a la muestra de la estacion 7 a la profundidad de 0,3 m con
un 8% y una densidad celular de 4,90*10* cel/L. En estas cuatro estaciones en las muestras
mas superficiales también se dan porcentajes altos de cloroficeas, el maximo porcentaje de
abundancia lo tiene la muestra de la superficie en la estacién 4 con un valor de 47,5% y una
densidad celular de 1,45*10° cel/L. En la mayoria de muestras de la estacién 1 también los
porcentajes de criptoficeas son importantes. La muestra de profundidad 0,2 m tiene el
porcentaje maximo con 20,3 % y presenta una densidad celular de 9,04*10° cel/L.
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Mirando la Figura A2.23, también podemos ver que en esta zona se dan porcentajes
elevados de primnesiales (porcentaje promedio de abundancia 29,2%) en aquellas
estaciones formadas en todo su perfil por agua salina (estaciones 5, 6 y 7). El méaximo
porcentaje de abundancia de primnesiales es del 76,1% en la muestra de 0,2 m de la
estacion 7, que presenta una densidad celular de 3,74*10° cel/L. También podemos apreciar
elevados porcentajes de primnesiales en las muestras mas profundas de las estaciones de la
lala4.

Las densidades celulares de cianobacterias coloniales son mas altas en las muestras mas
superficiales de las estaciones 1y 2 (Figura A2.24). En las estaciones 3 y 4 también en las
muestras superficiales los valores de cianobacterias son mas altos que en el resto de
muestras, pero mas bajos que en las muestras superficiales de las dos primeras estaciones.
La maxima densidad celular se da en la muestra de la estacion 2 a 0,05 m con un valor de
4,30%10° cel/L. Algunas muestras de las estaciones 6 y 7 son las que tienen los valores de
densidades celulares de Synechococcus spp mdas altas. La maxima densidad celular la
presenta la muestra de la estacion 7 a 0,1 m con un valor de 3,98%107 cel/L. La estacion 5
es la que tiene las muestras con las menores densidades celulares de Synechococcus spp,
esto sin tener en cuenta las muestras de las estaciones 1 y 2 que tienen capa de agua dulce y
las células procariotas que predominan en este caso son las cianobacterias coloniales.

En los graficos de la Figura A2.6, donde se muestran los perfiles verticales de densidades
celulares y clorofila a, podemos volver a observar que en las cuatro primeras estaciones la
variaciéon de la clorofila a se asemeja a la variacion de las densidades celulares de
diatomeas y cloroficeas, que como ya se ha explicado anteriormente en otros apartados, en
aquellas estaciones que presentan agua dulce en superficie, en las muestras tomadas en esta
capa el valor de la clorofila a es practicamente debido a estos grupos de agua dulce. En
estos graficos también podemos observar una vez mas que los maximos de densidades
celulares, sobre todo en las estaciones formadas en su totalidad por agua salina, se dan a las
profundidades de 0,2-0,5 m.

3.2.4.-Estuario del rio Jucar

a) Campaiia de muestreo dia 8-11-2007 (Tabla A1.19)

En las tres estaciones muestreadas en esta zona (Figura A2.25) observamos como hasta
determinada profundidad, que coincide con la capa de agua dulce en cada una de las
estaciones, las células eucariotas que predominan en las muestras son diatomeas y
cloroficeas. Esto ocurre en la estacion 1 hasta 1 m de profundidad, en la estacién 2 hasta
una profundidad de 0,75 m y en la estacién 3 hasta una profundidad de 0,3 m. En el resto
de muestras mas profundas de cada estacion los porcentajes de diatomeas y cloroficeas
disminuyen y el mayor porcentaje en estas muestras corresponde a las criptoficeas, ademas
en estas mismas muestras aunque con porcentajes pequefios aparecen también primnesiales
(méaximo porcentaje 14,7%). El mayor porcentaje de abundancia de diatomeas se da en la
estacion 2 a 0,3 m con un valor de 70,1%, teniendo esta muestra una densidad celular de
diatomeas de 5,81*10° cel/L. La muestra que tiene el mayor porcentaje de cloroficeas es de
la estacion 1 a 0,05 m con un valor de 40,9% y una densidad celular de 2,14*10° cel/L. Por
ultimo, la muestra con el mayor porcentaje de criptoficeas pertenece a la estacion 2 y fue
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tomada a la profundidad de 1,1 m presentando un porcentaje de 85,5% y una densidad
celular de 3,92*10° cel/L.

Las células procariotas (Figura A2.26) que dominan en las muestras tomadas en la capa de
agua dulce de las tres estaciones son las cianobacterias coloniales. Vemos en los graficos
de la Figura A2.26 del anexo 2, que en las muestras mas superficiales (y por tanto con
menor salinidad) de cada estacion predominan las cianobacterias coloniales tipicas de agua
dulce y en las muestras mas profundas donde el agua ya es salina las células procariotas
que dominan son los Synechococcus spp que son mas tipicos de agua marina. La muestra
de la estacion 3 tomada a 0,2 m es la que tiene la maxima densidad celular de
cianobacterias coloniales con 6,71%10° cel/L. La muestra que presenta la mayor densidad
de Synechococcus spp es la tomada a 1,2 m de profundidad en la estacidon 2 con un valor de
1,69%10° cel/L.

En la variacion de las densidades celulares con la profundidad (Figura A2.7) vemos como
en la capa de agua dulce de cada estacion la variacion de la clorofila a es similar y por tanto
seguramente debida a la presencia de diatomeas, cloroficeas y cianobacterias coloniales.
Esto se observa mejor en las estaciones 1 y 2 donde el grosor de la capa de agua dulce es
mayor. En la estacion 1 a la profundidad de 1,4 m se produce un pico de clorofila a que se
corresponde con picos de densidades celulares de prasinoficeas, primnesiales y
Synechococcus spp aunque estos ultimos tienen en la profundidad siguiente mayor
densidad celular. Esto mismo ocurre en la estacion 2 pero a la profundidad de 1,1 m, ya que
a esta profundidad se produce un pico de clorofila (no tan marcado como en la estacion
anterior) que se corresponde con picos de criptoficeas, dinoflagelados, primnesiales y
también hay picos de prasinoficeas aunque en este ultimo caso la densidad celular mayor se
produce a 1m.

b) Campafia de muestreo dia 12-2-2008 (Tabla A1.20)

En las muestras de esta campafia al igual que en la anterior se repiten los grupos de células
eucariotas que predominan en las muestras, las diatomeas y cloroficeas (Figura A2.27). Y
también como en el muestreo anterior en muestras de mayor profundidad de cada estacion
los porcentajes de criptoficeas son superiores a los de diatomeas y cloroficeas. Esto se
aprecia sobre todo en la estacion 1, ya que es en esta estacion donde se produce el maximo
de abundancia de criptoficeas, en la muestra tomada a 1,4 m con un porcentaje del 86,8% y
una densidad celular de 7,07*10° cel/L. El porcentaje de abundancia de diatomeas maximo
lo presenta la muestra de mayor profundidad de la estacion 3 con un valor de 75,9% y esta
muestra tiene una densidad celular de diatomeas de 9,93*10° cel/L. El porcentaje minimo
de diatomeas se da en la muestra de la estacion 1 a la profundidad de 1,4 m con un 3,6% y
con una densidad celular de 2,90%¥10° cel/L. La muestra que tiene el mayor porcentaje de
abundancia de cloroficeas es de la estacion 2 a la profundidad de 0,5 m con un 64,0% y una
densidad celular de 2,78*10° cel/L. La minima abundancia de cloroficeas se produce en la
muestra de la estacion 1 a la profundidad de 1,4 m con un porcentaje del 3,4% y una
densidad celular de 1,24*10° cel/L. En estas muestras, a diferencia del muestreo anterior,
practicamente no se aprecian las primnesiales.

En la estacion 1 las células procariotas (Figura A2.28) que predominan en las muestras mas
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superficiales son las cianobacterias coloniales de agua dulce y en las mas profundas los
Synechococcus spp de agua marina. El méximo valor de densidad celular de cianobacterias
coloniales en la estacion 1, se da en la muestra de profundidad 1,2 m con 1,85%10° cel/L y
en esta estacion 1 la méaxima densidad celular de Synechococcus spp, que ademds también
es la maxima de todas las muestras de esta campaiia, se da a la de profundidad 1,5 m con
1,11*¥107 cel/L. En la estacion 2 las densidades celulares de cianobacterias coloniales van
aumentando al hacerlo la profundidad de la muestra, alcanzando en la muestra de mayor
profundidad un valor de 1,67¥10° cel/L, y las densidades celulares del género
Synechococcus son bajas y con valores similares en todas las muestras (del orden de 10°
cel/L). En la estacion 3 en todas las muestras las densidades celulares de cianobacterias
coloniales son altas, la maxima densidad celular de todas las muestras de esta campafa se
da en esta estacion a 5 m de profundidad con un valor de 2,73*10° cel/L. Los
Synechococcus spp de esta ultima estacion van incrementando su densidad celular al
aumentar la profundidad de la muestra teniendo en la muestra mas profunda el valor de
9,20%10° cel/L.

En los gréficos de la Figura A2.8 del anexo 2 que representa la variacion de las densidades
celulares de cada grupo fitoplanctonico frente a la profundidad, no se observa una relacion
clara entre la variacion de las densidades celulares de los grupos fitoplancténicos y la
variacion de la clorofila a con el aumento de la profundidad. En la estacion 1 se observa un
pico de clorofila en la muestra de profundidad 1,3 m que solo se corresponde con el
aumento de la densidad celular de los dinoflagelados, ya que otros grupos como las
criptoficeas, prasinoficeas y primnesiales tienen un pico pero a la profundidad de 1,4 m.

¢) Campaiia de muestreo dia 14-5 2008 (Tabla A1.21)

Las muestras presentan una composicion de células eucariotas (Figura A2.29) en la que
predominan las criptoficeas. En la estacion 1 el porcentaje de abundancia mayoritario
corresponde a las criptoficeas con un valor de 90,5% y una densidad celular de 1,12%10’
cel/L, estando presente también diatomeas y cloroficeas pero con porcentajes de
abundancia respecto a las criptoficeas muy bajos, siendo los porcentajes promedio de todas
las muestras 30,3% para las diatomeas y 8,9% para las cloroficeas. En la estacion 1 la
muestra tomada a 0 m es diferente del resto ya que, el mayor porcentaje corresponde a
diatomeas con un valor de 81,7% y una densidad celular de 3,33*10° cel/L, también hay
presencia de cloroficeas aunque en menor proporcion (13,7%). En las estaciones 2 y 3 las
células eucariotas que predominan son las diatomeas, que han aumentado su porcentaje con
respecto a la primera estacion, el maximo porcentaje de abundancia de diatomeas de estas
dos estaciones se da en la estacion 3 a 0,7 m de profundidad con un 68,7% y una densidad
celular de 1,29%10° cel/L. En estas dos estaciones también se observa la presencia de
primnesiales (maximo porcentaje 22,9%) y con bajos porcentajes también existen las
cloroficeas.

Con respecto a las células procariotas estudiadas en estas muestras (Figuras A2.30) las
cianobacterias coloniales presentan densidades celulares bajas en todas las muestras con la
excepcion de cinco muestras. Estas muestras corresponden a la estacion 1 a la profundidad
de 0 m (6,47*10° cel/L) y en la estacién 2 a las profundidades de 0 m (4,04*10° cel/L), 0,1
m (2,05%10° cel/L), 0,4 m (1,81*10° cel/L) y 4 m (4,54*10° cel/L). Los Synechococcus spp
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tienen densidades celulares altas en todas las muestras que se van incrementando conforme
aumenta la profundidad de la muestra en cada estacién. El maximo valor de la densidad
celular se da en dos muestras, una en la estacion 2 a 4 m y la otra en la estacion 3 a 3 m de
profundidad, siendo el valor de la densidad celular en ambas de 1,65%107 cel/L.

En los gréficos de las Figura A2.9, donde podemos apreciar en cada estacion la variacion
de la densidad celular de las muestras con la profundidad, lo inico que podemos observar
es el aumento de la poblacion de cada grupo fitoplanctonico a profundidades intermedias,
que como ya se ha comentado con respecto a otras zonas, posiblemente por la
fotoinhibicién y por condiciones de luz dptimas para la fotosintesis.

3.2.5.-Estuario del Estany de Cullera.

a) Campaifia de muestreo dia 8-11-2007 (Tabla A1.22a)

En la poblacion de células eucariotas (Figura A2.31) predominan las diatomeas con
porcentajes en la mayoria de muestras por encima del 50%. También se observan
cloroficeas y criptoficeas aunque los porcentajes son mucho menores que las diatomeas,
sobre todo el grupo criptoficeas. El maximo porcentaje de abundancia de las diatomeas lo
tiene la muestra tomada a 0,75 m con un porcentaje del 81,2% y una densidad celular de
1,54*10° cel/L. El maximo porcentaje de cloroficeas lo presenta la muestra de profundidad
5,5 m con un valor de 40,0% y una densidad celular de 4,44%10° cel/L. Y por ultimo el
porcentaje de criptoficeas méximo se da en la muestra de mayor profundidad (5,9 m) con
un porcentaje de abundancia de 22,2% y una densidad celular de 5,92%10° cel/L.

En las muestras tomadas a partir de 5 m por las condiciones de las mismas (a esas
profundidades se dan condiciones de anoxia y las muestras tienen mucha materia organica
lo que dificulta los recuentos con el microscopio y en muchos casos es complicado la
identificacion del organismo), se incluyen células en un grupo definido como otros. Por
esta razdn los porcentajes de cada uno de los grupos de eucariotas de algunas muestras no
suman el 100%, aunque este hecho se produce en todas las zonas y campafias es en el
grafico de la Figura A2.31de esta campaiia donde mas se observa.

Los organismos procariotas que presentan estas muestras (Figura A2.32), son las
cianobacterias coloniales con densidades celulares altas en las primeras muestras (hasta 0,5
m de profundidad), dandose el maximo de densidad celular en la muestra a 0 m con un
valor de 1,43*10° cel/L, aunque en la gran mayoria de las muestras el valor de
cianobacterias coloniales estd por debajo del limite de deteccidn de la técnica. En todas las
muestras se observa la presencia del género Symechococcus spp que incrementan su
densidad celular en las muestras mas profundas, dandose la mayor densidad celular a 5,4 m
con un valor de 6,55%10° cel/L.

En los graficos de variacion de densidad celular con la profundidad (Figura A2.10) se
observa que existe una gran diferencia, en cuanto a densidades celulares en la mayoria de
grupos. Las primeras muestras (hasta 1m) presentan mayores densidades celulares que las
mas profundas (a partir de 5 m). En el unico grupo donde no se aprecia esa disminucion tan
importante en la densidad celular a partir de 5 m es en los Synechococcus spp. En la
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clorofila a también se observa una disminucion en las muestras tomadas a partir de 5 m.
Esta diferencia de densidades celulares entre las muestras mas superficiales y profundas se
debe a las condiciones de hipoxia/anoxia que se dan en las muestras tomadas a los 5 m de
profundidad.

b) Campaiia de muestreo dia 9-4-2008 (Tabla A1.22b)

En la poblacion de organismos eucariotas (Figura A2.33) predominan las diatomeas
practicamente en la totalidad de muestras. En las muestras comprendidas entre las
profundidades de 1,1 y 1,9 m el porcentaje de diatomeas supera el 80%, dandose el
maximo porcentaje de abundancia a la profundidad de 1,2 m con una densidad celular de
1,20%¥107 cel/L. En las primeras muestras (superficie; 0,7; 0,8 y 1 m) los porcentajes de
cloroficeas son considerables, dandose en la muestra mas superficial el mayor porcentaje
de abundancia de todas las muestras tomadas en esta estacion de muestreo, con un
porcentaje del 43,4% y una densidad celular de 3,20%10° cel/L. En el resto de muestras el
porcentaje de cloroficeas es muy bajo (porcentaje de abundancia promedio 4,1%) y similar
al de otros grupos como primnesiales y prasinoficeas (porcentajes promedio 2,6% y 2,0%
respectivamente). En las muestras que corresponden a las profundidades entre 2 y 4,3 m se
va incrementando el porcentaje de criptoficeas, estando la muestra mas profunda formada
practicamente por diatomeas (42,7% y una densidad celular de 3,50%10° cel/L) y
criptoficeas (45,5% y densidad celular 3,72*10° cel/L).

Con respecto a las células procariotas de las muestras (Figura A2.34), las cianobacterias
coloniales de agua dulce tienen una densidad importante en las dos primeras muestras
(5,96*%10° y 3,72%10° cel/L). También aparecen muestras de profundidades diferentes (1,3;
1,6; 1,8; 2,4; 2,5; 2,7 y 2,9 m) con densidades celulares considerables de cianobacterias
coloniales, siendo el valor minimo de densidad celular 2,98*10* cel/L y el maximo
2,38*10° cel/L. En el resto de muestras sus densidades celulares son tan bajas que estan por
debajo del limite de deteccion de la técnica. Los Synechococcus spp tienen en las tres
primeras muestras valores de densidades altos (minimo 1,70*10° cel/L y maximo2,94*10°
cel/L) que disminuyen en las siguientes muestras mas profundas, hasta que en la muestra de
1,5 m comienza un incremento de la densidad celular conforme aumenta la profundidad de
la muestra, teniendo el maximo valor de densidad celular de toda la estacién la muestra
tomada a los 3 m de profundidad con un valor de 3,42%10° cel/L. Los valores de las
densidades celulares de Synechococcus spp son mas altos que en el primer muestreo.

Lo tnico destacable de la variacion de la densidad celular con la profundidad (Figura
A2.11) es que en este caso ademas de que las densidades celulares son mayores que en el
muestreo anterior, en la muestra mas profunda al contrario de lo que ocurria en el muestreo
previo las densidades celulares aumentan.

¢) Campaiia de muestreo dia 13-5 2008 (Tabla A1.23)

En el tercer muestreo de esta zona, al igual que en los dos primeros, las células eucariotas
que predominan en las muestras son las diatomeas (Figura A2.35). El maximo porcentaje
de abundancia de las diatomeas corresponde a la muestra tomada a la profundidad de 1,1 m
con un valor de 93,1% y con una densidad celular de 3,73*10” cel/L. Las cloroficeas
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aparecen en todas las muestras pero con porcentajes muy bajos (porcentaje promedio de
toda la estacion 10,9%). En las muestras que corresponden a las profundidades
comprendidas entre 1,3 y 2,4 m el porcentaje de diatomeas disminuye y se incrementa el
porcentaje de criptoficeas y dinoflagelados. EI maximo valor del porcentaje de abundancia
de criptoficeas es del 57,1% y se da en la muestra de 1,4 m de profundidad que presenta
una densidad celular de 1,21*10° cel/L. Para los dinoflagelados el maximo porcentaje se da
en la muestra de profundidad 2,4 m con un valor de 21,2% y con una densidad celular de
1,93*10° cel/L.

Las cianobacterias coloniales de estas muestras (Figura A2.36) tan solo tienen densidades
celulares importantes en las tres primeras muestras entre 0,9 y 1,1 m con densidades
celulares maxima de 8,94*10° cel/L y minima de 2,06*10° cel/L. En el resto de muestras
las cianobacterias coloniales tienen densidades celulares muy bajas (densidad minima
4,43*10° cel/L) por lo cual en algunos casos en el grafico de la Figura A2.36 del anexo 2
son inapreciables por la escala de los ejes. Con respecto al género Synechococcus spp las
densidades celulares son altas a partir de la muestra de profundidad 1,3 m, aunque la
maxima densidad celular se da a 1,4 m con un valor de 4,23*10% cel/L. La densidad celular
va disminuyendo conforme aumenta la profundidad hasta que en la muestra mas profunda
el valor de la densidad de Synechococcus spp es de 1,19%10° cel/L.

3.3- 4* Derivada del espectro de absorcion de las muestras.

La determinacidon de la concentracion de pigmentos fotosintéticos, tanto en muestras de
agua dulce como en muestras marinas, se realiza para estimar la biomasa y las
caracteristicas fotosintéticas de los organismos autétrofos.

La clorofila a es el principal pigmento fotosintético presente en todas las especies de
fitoplancton. Otros pigmentos, con estructuras quimicas muy similares a la clorofila a
(clorofila b, clorofila ¢ y varios carotenoides como la fucoxantina, violaxantina y
neoxantina) tienen una funcién directa en la fotosintesis, mejorando la absorbancia de la
luz y la transferencia de los electrones hacia la clorofila a e incluso jugando un papel de
foto-proteccion (zeaxantina y luteina) frente a altas intensidades de luz. La relacion entre
distintas clases de pigmentos es indicativa tanto de la composicién taxondmica de la
muestra, como del estado fisioldgico de la comunidad. Existe no obstante un problema al
realizar este tipo de calculos, la concentracion de cada pigmento por unidad de células no
es constante. El fitoplancton tiene la capacidad de adaptar las concentraciones de
pigmentos en su interior de acuerdo con su estado fisioldgico, la cantidad y calidad de la
luz disponible y otros factores fisicos y quimicos, como puede ser la salinidad.

La cuantificacion espectrofotométrica de los distintos tipos de pigmentos se basa en la
lectura, mediante un espectrofotometro, de la densidad optica a las longitudes de onda en
las que la absorbancia de luz es maxima para un determinado pigmento. Con el
espectrofotometro se mide la intensidad de luz que absorben estos pigmentos a una
determinada longitud de onda, que estd directamente relacionada con la concentracion de
estos pigmentos (Ley de Beer).
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El problema es que la mezcla de los pigmentos contenidos en la célula, hace que las
absorbancias de éstos se sumen y se obtenga un espectro total en el cual los picos de
maxima absorcion de cada pigmento pueden quedar solapados. Por esta razon se realiza la
derivacion de espectros, como se explica en el apartado 1.4.1 del capitulo 1 (Introduccién).
Mediante la determinacion de la 4* derivada del espectro vamos a aumentar la resolucion y
vamos a obtener fuertes maximos en la posicion de maximos en la banda de absorcidon
normal.

Se ha realizado la determinacion de la 4* derivada del espectro de absorcion de las muestras
de la estacion 1 (mayor influencia continental) y de la estacion 7 (menor influencia
continental), o el caso de la pluma de la Albufera del dia 15-07-2008 las estaciones 1 y 3.
En la figura 27 se muestra la 4* derivada del espectro de las muestras que forman el perfil
vertical de las 2 estaciones consideradas en cada pluma.

En general, no existen diferencias apreciables entre las estaciones 1 y 7 (o estacion 3) de
cada pluma con respecto a la aparicion de “picos” de maxima absorciéon. La unica
diferencia apreciable es que la altura de los picos, al igual que ocurre en el espectro
“normal”, en las estaciones 1 en la mayoria de los casos son de mayor altura que en las
estaciones 7. Este hecho es normal ya que en las estaciones | existe mayor biomasa
fitoplanctonica que en las estaciones 7.

Los maximos de absorcién que podemos apreciar en estos graficos se dan en torno a las
siguientes longitudes de onda: 415, 440, 470, 490, 550, 590, 620, 640, 675 y 710
nanometros. Los picos de maxima absorciéon que mas claramente podemos identificar
corresponden al pigmento mayoritario clorofila a que presenta dos maximos, a 440 y 675
nm. Segun apunta Bidigare et al., (1990) la absorcién a 675 nm puede atribuirse solamente
a la clorofila a ya que los pigmentos accesorios tienen absorciones minimas en esta
longitud de onda. Por el contrario, los pigmentos accesorios y las clorofilas tienen
absorciones en la banda espectral del azul .El resto de picos de maxima absorcién podemos
atribuirlos a pigmentos como la clorofila b que también presenta 2 maximos a 470 y 640
nm, y el resto de picos de maxima absorcién deben corresponder a los carotenoides que
presentan absorciones maximas entre 450 y 550 nm y las ficobiliproteinas (ficocianinas y
ficoeritrinas) que tienen absorciones maximas en las longitudes de onda comprendidas
entre 480 y 600 nm.

Algunos de los maximos de absorcion que podemos apreciar en los graficos de la Figura
27, por la longitud de onda en la que se situan no podemos atribuirlos a ningin pigmento
(algunas muestras presentan picos proximos a 415 nm, 750 nm, etc.), quiza esto es debido a
que estas muestras tienen materia organica coloreada que absorbe en las longitudes de onda
en las que estamos trabajando, y debido a esto se producen picos de absorcion que no se
pueden identificar facilmente.
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Figura 27: 4* derivada del espectro de muestras de estaciones 1 y 7 o 3, de muestras de plumas.
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3.4.-Coeficiente de Absorcion del fitoplancton (a,,) y Coeficiente de

Absorcion Especifico de la clorofila a (a,,*)

Se ha determinado el coeficiente de absorcion del fitoplancton (a,, (1)) y el coeficiente de
absorcion especifico de la clorofila a (a,,*(A)), en las muestras tomadas en el perfil vertical
de las estaciones 5, 6 y 7 de las plumas muestreadas. Se han seleccionado estas estaciones
debido a que son las de menor influencia y por tanto sufren menos variaciones.

El coeficiente de absorcion del fitoplancton se determina por diferencia entre la absorcion
del material particulado total a,(A) y el material no pigmentario (principalmente detritus)

aq(M):

an() =g, —ag(h)  m' (1)
La densidad éptica medida ODy (A) debe ser corregida por el incremento de la longitud de
paso causado por la multiple dispersion en los filtros de fibra de vidrio, usando la ecuacion
de Cleveland y Weidemann (1993):

OD, = 0,378 OD;+ 0,523 OD{ Q).

donde ODy es la densidad optica de la materia particulada en suspension y ODy es la
densidad optica de la materia particulada en el filtro.

Los coeficientes de absorcion (ay(A)) se calculan con la ecuacion 3 (Cleveland y
Weidemann, 1993) de la forma siguiente:

a,(\) =2,30 OD,(L) S/V. m’' (3)
donde S es el area 1til del filtro en m”, y V es el volumen de muestra filtrado en m’.
El coeficiente de absorcion de los detritus ag(A) se determina de forma similar usando las
ecuaciones (2) y (3). La absorcion de luz por el fitoplancton se obtiene como indica la
ecuacion (1), sustrayendo aq(A) de a,(A). Finalmente se obtiene el Coeficiente de Absorcién
Especifico de la clorofila a,,*()), dividiendo a,n(A) por la concentracion de clorofila a:

apn*(A) = apu(A)/[Clorofila a] m’mg”’ 4

En la Figura 28a y 28b se muestra an(A) y a,*(A) para las muestras de la estacion 5 de la
pluma del Estany de Cullera tomadas el dia 6-5-2008.
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Figura 28: a) a,,(A) y b) a,,*(A) de las muestras de la estacion 5 de la pluma Estany (6-5-2008) entre 0 y Sm.

Vemos en los graficos anteriores como existen diferencias entre ambos coeficientes, debido
principalmente al contenido de clorofila a de las muestras, asi la muestra tomada a 0 m
presenta el mayor a,,*(A), cosa que no ocurre con el otro coeficiente debido a que esta
muestra tiene menos clorofila que el resto por la intensa radiacion solar de la superficie que
inhibe el crecimiento de células fitoplanctonicas.

Como el pigmento mayoritario presente en el fitoplancton es la clorofila ¢ y ademas de
conocer su concentracion en las muestras estudiadas, sabemos que produce dos picos de
maxima absorcién en el espectro a las longitudes de onda de 440 y 675 nm, se ha
determinado a,,(440), a,,*(440), a,,(675) y a,,*(675). Los resultados obtenidos para ambos
coeficientes en esas longitudes de onda son los siguientes:

Pluma Albufera 21/05/2008 Pluma Albufera 15/07/2008

_ayt440  ay*675 2,440  ay 675 _ap*440 2y *675 2,440 ay 675
maximo 0,15819 0,07472 0,19947 0,09927 maximo 0,20527 0,07144 0,56245 0,19576
minimo  0,06591 0,03577 0,07646 0,04725 minimo 0,03272 0,02711 0,07754 0,06665
media 0,10848 0,05720 0,13476 0,07135 media 0,10524 0,05182 0,28611 0,14131
desstd  0,02467 0,00954 0,03221 0,01411 desstd  0,04516 0,01420 0,12004 0,03959
Pluma de Almenara 27/02/2008 Pluma de Almenara 12/03/2008

_ayt440  ay*675 2,440  ay 675 _ap*440 2y *675  a, 440 ay 675
maximo 0,16876 0,07420 0,33441 0,14855 maximo 0,16526 0,07199 0,21979 0,11171
minimo  0,02755 0,02655 0,05069 0,03765 minimo 0,02583 0,03070 0,03170 0,04940
media 0,09782  0,05304 0,20013 0,10581 media 0,08970 0,04963 0,13139 0,07291
des std 0,03732  0,01299 0,07451 0,02429 desstd  0,03684 0,00961 0,05145 0,01588

Pluma del Estany 06/05/2008 Pluma del Estany 20/05/2008
am*440  a,,*675 2,440  ap, 675 4, *440  a,,*675 2,440 an 675

maximo 0,15104  0,08553 0,23895 0,12802 maximo 0,31365 0,11561 0,30781 0,07874
minimo  0,06042 0,01843 0,12480 0,04940 minimo  0,01900 0,03446 0,01368 0,02481
media 0,09146  0,05012 0,19305 0,10515 media  0,12625 0,06328 0,09363 0,04552
desstd  0,01779 0,01095 0,03049 0,01740 desstd  0,06863 0,01523 0,06356 0,01031

Tabla 15: Valores de los coeficientes a,,(440), a,,*(440), a,n(675) y a,,*(675) en las estaciones 5,6y 7.
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Como podemos observar en la tabla anterior (Tabla 15) los valores medios de ay(A) varian
no solo entre zonas sino entre muestreos dentro de cada zona. Sin embargo, los valores
medios de a,,*(A) son mds similares en las 3 zonas, y dentro de cada zona también se dan
valores mas similares en los 2 muestreos efectuados.

En la pluma del Estany del dia 20/05/2008 a,;,*(440) y a,,*(675) presentan los valores
medios més altos y en la pluma de Almenara del dia 12/03/2008 tanto a,,*(440) como
a,,*(675) presentan los valores mas bajos.

Si se trabaja conjuntamente con todos los valores obtenidos de a(A) y apn™*(h) a 440 y 675
nm los resultados que se obtienen son:

a) ap,(440), y apn(675)

Los valores de a,,(440) varian de 0,5624 a 0,0137 m”, con un valor medio de
0,172240,0914 m™ (valor medio + desviacién estandar). Los valores para a,,(675) varian de
0,1958 20,0248 m™ con un valor medio de 0,0899+0,0377 m".

En la Figura 29a y 29b se ha representado a,,(440) y a,,(675) frente a la concentracion de
clorofila a. En estos graficos podemos observar como la relacion entre a,,(440) y la
clorofila a presenta mas dispersion que en el caso de a,,(675).

0,60 0,25
* R2 =0,3794 R2 =0,6297
0,50 0,20
< 040 <
3 E 015
§ 0,30 E
= 020 = 0,10
o 0. ©
0,10 0,05 {
0,00 0,00
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
Clorofilaa (mg/m?3) Clorofila a (mg/m?)
a) b)

Figura 29: a) Relacion entre a,;(440), b) au(675) y la concentracion de Clorofila a.

La mayor dispersion de los datos observada a 440 nm es debido a que en esta longitud de
onda la densidad oOptica estd mas afectada por el “efecto empaquetamiento” y por los
pigmentos accesorios, que en el caso de la densidad dptica a 675 nm (Bidigare et al., 1990;
Bricaud et al., 1995; Barocio-Leén et al., 2006).

b) a*(440), y a*(675)
Los valores de a,,*(440) varfan de 0,3136 a 0,0190 m’mg’ con un valor medio de

0,1033+0,0428 m’mg". Para 675 nm el valor de a,,*(675) varia de 0,1156 a 0,0184 m’mg”'
con un valor medio de 0,0543+0,0130 m’mg”. Los valores que obtenemos estdn de
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acuerdo con los obtenidos por otros autores segin bibliografia consultada, ya que aunque
los valores aqui obtenidos son algo superiores a los observados en Suzuki et al., 1998;
Millan-Nuiiez et al., 2004; Barocio-Leon et al., 2006, las muestras de estos autores son
oceanicas y tomadas a profundidades muy superiores (10-40 m).

Al igual que con el coeficiente anterior se ha representado la relacién entre a,,*(440) y
a,,*(675) con la concentracion de la clorofila a.
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Figura 30: a) Relacion entre a,;*(440), b) a,*(675) y la concentracion de Clorofila a.

Se aprecia en la Figura 30a y 30b una relacion inversa entre a,,*(X) y la concentracion de
clorofila a. Esto que ha sido comprobado en estudios previos (Suzuki et al., 1998; Le et al.,
2008), esta asociado con un aumento de la concentracion del pigmento intracelular y no
con un aumento del nimero de células lo que conlleva una menor eficiencia en la absorcion
por el “efecto empaquetamiento”.

También podemos apreciar en los graficos de la Figura 30a y 30b una mayor dispersion de
a,,*(440) en comparacion con a,,*(675), porque la influencia del efecto empaquetamiento
es menor en la absorcion especifica de la clorofila a en las longitudes de onda del espectro
correspondientes a la banda del rojo, en comparacion con la banda del azul (Bricaud et al.,
1995). Ademas en la zona del espectro correspondiente a la banda del azul tienen mayor
influencia los pigmentos accesorios que en la banda del rojo, como ya comentamos
anteriormente.

3.5.- Espectros de absorcion y composicion fitoplanctonica: Modelos

Estadisticos.

3.5.1.-Estudios previos.

En el Anexo 3 se muestra un articulo resultado del trabajo de investigacion, para la
obtencion del Diploma de Estudios Avanzados (DEA), que posteriormente fue publicado.
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Estos estudios previos nos relacionan la composicion fitoplanctonica de las muestras con el
espectro de absorcion de las mismas. Existen diferencias en la parte experimental con
respecto a las trabajos efectuados en esta investigacion, ya que en este caso se trabaja
directamente con el filtro que tiene retenido el material fitoplanctdnico y sobre el cual se
determina el espectro de absorcidn, mientras que en el articulo se trabaja con el extracto de
los pigmentos fitoplanctonicos en acetona, ademdas para determinar el espectro en esta
investigacion se utiliza una esfera integradora en el espectrofotometro que recoge la
radiacion directa y difusa. Las conclusiones que se obtuvieron y que aparecen en dicho
articulo se comentaran posteriormente cuando se realice la discusion de los resultados
obtenidos en el modelado de las variables predictivas.

3.5.2.-Tratamiento de los datos

Antes de aplicar las técnicas estadisticas, se ha realizado un tratamiento de los datos
espectrofotométricos que ha consistido en:

1. Reduccion de datos. Aunque se ha realizado el espectro de absorcion de cada
muestra a intervalos de longitud de onda de 1 nm, para reducir el numero de datos,
tras comprobar que se obtenian iguales resultados con un niimero menor, se
trabaja con valores de densidades dpticas (absorbancias) obtenidas cada 5 nm.

2. Densidad éptica a 750 nm se situa a 0. A todos los espectros de absorcion (400-
750 nm) se les ha sustraido su valor a 750 nm, asumiendo que no hay absorcion
significativa de los pigmentos a esta longitud de onda.

3. Normalizaciéon de los espectros. Se normaliza el espectro de cada muestra
dividiendo los valores del espectro por el maximo valor de absorbancia obtenido
(que generalmente se produce a longitudes de onda de 400-440 nm), de esta forma
conseguimos que todas las densidades opticas del espectro tengan valores
comprendidos entre 0 y 1.

3.5.3.-Exploracion de los datos

Las densidades celulares de fitoplancton del conjunto total de muestras, hace necesario
subdividir en conjuntos de muestras lo mas diferentes entre ellos (méaximas diferencias
entre-grupos), y cada subgrupo formado por muestras lo mas similares posible (minimas
diferencias en las muestras dentro-de-grupos).

Para efectuar esta division del conjunto de muestras hemos introducido dos parametros que
caracterizan las muestras, que son la salinidad y la concentraciéon de clorofila a. Sin
embargo hay que tener presente que la salinidad es un pardmetro conservativo, y no la
clorofila a. Asi ocurre por ejemplo, que en algunas ocasiones en muestras tomadas en la
columna de agua, puede darse el caso que las muestras mas superficiales y de mayor
influencia continental presenten valores de clorofila ¢ menores que muestras tomadas a
profundidades algo mayores, debido a una menor densidad fitoplanctonica posiblemente
por varios factores como la fotoinhibicién (Marcoval et al., 2008). Esto puede verse en los
graficos de perfiles verticales de las estaciones muestreadas en cada campaiia (Figura A2.1
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a Figura A2.12).

Teniendo en cuenta la salinidad, hemos dividido el conjunto total de muestras en 4 grupos
y asi la salinidad nos determinara si la muestra esta formada por agua continental, marina o
es una mezcla de ambas.

De esta forma, los grupos de muestras quedan constituidos de la siguiente manera:

e  Grupo I: salinidad menor de 2,5 g/kg. Muestras de origen continental.

e Grupo II: salinidades entre 2,5 y 21 g/kg. Muestras de origen continental con
influencia marina.

e  Grupo III: salinidades comprendidas entre 21 y 35 g/kg. Muestras marinas con
influencia continental.

e  Grupo IV: salinidades mayores de 35 g/kg. Muestras de origen marino.

Los grupos I y II estan ambos formados por 45 muestras, el grupo III esta formado por 131
muestras y por ultimo el grupo IV tiene 259 muestras.

Analisis de la varianza de la composicion fitoplanctonica de cada grupo de muestras

De los 4 grupos de muestras formados (I, II, III y IV) se ha realizado un ANOVA para
poder determinar si efectivamente con estos grupos conseguimos separar las muestras
segun su mayor o menor influencia continental.

Para realizar el ANOVA hemos seleccionado una clase de fitoplancton que indica
generalmente influencia continental (diatomeas) y otra clase (primnesiales) relacionada con
medios mas oligotréficos y por tanto de mayor influencia marina. Por esta razén se ha
estudiado la relacion diatomeas/primnesiales para ver si existen diferencias entre los cuatro
grupos. Asi, un mayor valor de diatomeas/primnesiales indicaria una mayor influencia
continental. Los resultados obtenidos en el ANOVA se muestran en la Tabla 16a y Figura
31

En la Tabla 16a se aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar qué
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las
diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los
6 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95,0% de confianza. En la Tabla 16a, se han identificado 4 grupos homogéneos
segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente
significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método
empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia
minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que
cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Meétodo: 95,0 porcentaje LSD

GRUPO |Casos |Media Grupos Homogéneos
v 259 6,12054 |X
111 131 34,9546 | X
11 45 85,8116 X
I 45 118,281 X
Contraste  |Sig. |Diferencia |+/- Limites
I-1I * 32,4689 30,3786
I[-111 * 83,3259 24,8985
-1V * 112,16 23,2723
11 -1I1 * 50,857 24,8985
-1V * 79,6911 23,2723
11 -1v * 28,8341 15,4492

Tabla 16 a: Pruebas de Multiples Rangos para la relacion diatomeas/primnesiales por grupos de muestras.

* indica una diferencia significativa

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Figura 31: Resultado del ANOVA relacion diatomeas/primnesiales por grupos de muestras.

El programa estadistico advierte que existe algo de no normalidad en los datos por lo que
aconseja se efectue la prueba de la mediana de Kruskal-Wallis y/o de la mediana de Mood,
donde en ambos casos se establecen comparaciones entre las medianas de cada grupo.

a) Prueba de Kruskal-Wallis para diatomeas/primnesiales por grupos

La prueba de Kruskal-Wallis evaltia la hipdtesis de que las medianas de la relacion
diatomeas/primnesiales dentro de cada uno de los 4 grupos son iguales. Primero se
combinan los datos de todos los niveles y se ordenan de menor a mayor. Luego se calcula
el rango promedio para los datos de cada nivel. En la Tabla 16b aparecen el resultado de
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esta prueba. Puesto que el valor-P es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medianas con un nivel del 95,0% de confianza.

GRUPO  |Tamaiio Muestra  |Rango Promedio
I 45 384,189
11 45 353,856
111 131 279,802
v 259 175,961

Estadistico = 144,93 Valor-P = 0,0
Tabla 16 b: Prueba de Kruskal Wallis para la relacion diatomeas/primnesiales por grupos de muestras.

b) Prueba de la mediana de Mood para diatomeas/primnesiales por grupos

La prueba de medianas de Mood evalia la hipdtesis de que las medianas de la relacion
diatomeas/primnesiales de los 4 grupos son iguales. Lo hace contando el numero de
observaciones en cada muestra, a cada lado de la mediana global, la cual es igual a
4,54999. El resultado de esta prueba se muestra en la Tabla 16¢. Puesto que el valor-P para
la prueba chi-cuadrado es menor que 0,05, las medianas de las muestras son
significativamente diferentes con un nivel de confianza del 95,0%. También se incluyen los

intervalos del 95,0% de confianza para mediana, basados en los estadisticos de orden de
cada muestra.

GRUPO |Tamaiio de Muestra |n<= |n> |[Mediana |LC inferior 95,0% |LC superior 95,0%
1 45 1 44 | 36,4999 18,6465 118,218
11 45 7 38 | 42,5003 15,8778 84,442
111 131 51 80 | 10,4667 6,11612 149116
v 259 181 | 78 | 2,01887 1,78674 2,61444

Estadistico = 109,826 Valor-P = 0,0

Tabla 16 c: Prueba de la mediana de Mood para la relacion diatomeas/primnesiales por grupos de muestras.

Asi, parece ser que separando el conjunto total de muestras de esta forma, las muestras
quedan separadas en 4 grupos segun su mayor o menor influencia continental.
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Diagrama de caja y bigotes de la composicion fitoplanctonica por grupos de muestras

De cada uno de los grupos de muestras (grupo I, I, III y IV) hemos realizado diagramas de
caja y bigotes, de las 8 clases fitoplanctonicas estudiadas. En dichos diagramas, donde
quedan representados los valores maximo, minimo y los percentiles P25, P50 y P75, que se
muestran en la Figura A2.41 del Anexo 2, podemos observar que aquellas clases de
fitoplancton de agua continental (diatomeas, cloroficeas y cianobacterias) tienen “cajas” de
un mayor tamaflo, y por tanto mayor distancia intercuartil en los grupos I y II. Ademas las
cloroficeas, prasinoficeas y cianobacterias tienen una mayor presencia en las muestras del
grupo II que en las del I, mientras que las diatomeas son similares en ambos grupos.
Aquellos grupos fitoplanctdénicos mas tipicos de agua marina (dinoflagelados, prasinoficeas
primnesiales) l6gicamente presentan mayores “cajas” en las muestras de los grupos Il y IV
formados practicamente por agua salina. Otra cosa que destaca de estos diagramas es que
los valores maximos que se dan en cada grupo, representado por los “bigotes” del diagrama
son elevados con respecto al 50% (P50) de los valores de las muestras que estan
representados en la “caja”.

En el grafico de cajas y bigotes de los 4 grupos (Figura A2.41) de muestras para la clase
diatomeas, observamos que el P50 del grupo I (2,48%10° cel/L) y el P50 del grupo II
(2,22*10° cel/L) tienen valores similares. Y los P50 de los grupos III (9,55*10° cel/L) y IV
(4,34*10° cel/L) tienen valores inferiores a los dos grupos primeros. Las diferencias de
diatomeas, en estos grupos de muestras, se establecen en los valores maximos de los grupos
Iy II(3,80%10" cel/L para el grupo Iy 2,99%10 cel/L para el grupo II) que son superiores a
los otros dos grupos.

Para las criptoficeas se observa que el P50 del grupo IV (7,54*10* cel/L) es inferior al de
los otros tres grupos que presentan valores mas similares (2,08%10° cel/L, 1,51%10° cel/L y
1,88%10° cel/L, respectivamente). Otra cosa que destaca es que en el grupo III las
diferencias entre el P25 y P75 son mayores que en los otros tres grupos, ademas es en este
grupo de muestras donde se da el maximo valor de densidad celular en criptoficeas
(1,52%107 cel/L).

Para la clase cloroficeas lo que mas destaca, es que en el grupo II el P75 (6,11%10° cel/L)
es alto en comparacién con los otros 3 grupos (P75 grupo I 3,01%10° cel/L, P75 grupo III
8,53*10° cel/L y P75 grupo IV 2,5%10° cel/L). Este grupo II tiene también un valor
maximo de densidad celular elevado aunque es el grupo III el que tiene el maximo valor de
todos con 5,99*107 cel /L.

En los dinoflagelados las diferencias se establecen entre los grupos I y II con los grupos I11
y IV, ya que los dos primeros presentan cajas de tamafio similar y similares valores de P50
(2,36*10% cel/L y 1,88%10" cel/L respectivamente). Las cajas de los grupos III y IV también
son similares entre ellas en tamafio pero los P25, P50 y P75 son algo mas elevados en el
grupo IV, presentando un P50 el grupo III de 3,77*10* cel /L y el P50 del grupo IV tiene un
valor de 5,60%10" cel/L. El maximo de dinoflagelados en los grupos III y IV son muy
similares, aunque es algo mayor el valor maximo del grupo III (9,43*10° cel/L).

Al observar el grafico de cajas y bigotes para las prasinoficeas destacan dos cosas, valores
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mas o menos similares de P50 en los cuatro grupos (2,40*104, 3,77%10%, 2,07*10* y
3,14*10* cel/L) y un P75 elevado en el grupo IV (1,44*10° cel/L) con respecto al P75 de
los otros tres grupos (3,10¥10%, 6,46%10%y 5,52*10* cel/L respectivamente).

Con respecto a las primnesiales, los valores de P50 y sobre todo los valores de P75 van
aumentando a medida que el grupo estd formado por un mayor niimero de muestras
marinas. Asi pues es el grupo IV el que tiene el mayor P50 (2,64*10° cel/L), P75 (4,99%10°
cel/L) y también presenta el méximo valor de densidad celular (3,07*10° cel/L).

Como ocurre en las otras clases fitoplactonicas de origen continental, las cianobacterias
presentan valores de percentiles superiores en los grupos I y II que en los grupos III y IV.
El P50 de los grupos I y I tienen valores més cercanos (1,10¥10° cel/L para el Iy 1,46%10°
cel/L para el IT) que el P75 (2,86*10° cel/L y 4,04*10° cel/L respectivamente). Sin embargo
el grupo que presenta el maximo valor es el grupo III con valor de 1,91%10° cel/L.

Por ultimo en los Synechococcus spp, el tamafio de la “caja” en el grupo III es muy
superior a los tres grupos restantes como posteriormente se discutird. Sin embargo, el P50
de este grupo es algo similar al grupo IV (2,36*10” cel/L para el grupo Il y 1,59%107 cel/L
para el grupo IV). Es en el P75 donde existe la mayor diferencia con los otros grupos, ya
que el P75 del grupo III tiene un valor de 1,52%10° cel/L, y el P75 del grupo IV que le
sigue en valor es de 2,79%107 cel/L. También la diferencia es muy grande en el maximo del
grupo 11T (4,23*10°® cel/L) con los otros grupos.

Estos graficos de cajas y bigotes ademas de permitirnos ver las diferencias que presenta
cada clase fitoplanctonica entre los cuatro grupos de muestras, nos permiten detectar
muestras con datos extremos que si por alguna razon son erroneos pueden distorsionar los
analisis estadisticos. En el Anexo 2 se muestran los diagramas de caja y bigotes (Figuras
A2.37...A2.40) donde aparecen las muestras de cada grupo con valores extremos. De los
resultados de dichos diagramas observamos en diatomeas del grupo I, que aparecen fuera
de la “caja” ademas con valores 3 veces el rango intercuartil (ver Figura 32) las muestras
C-TES3-0,9; C-TES3-1,0 y C-TES3-1,1 que corresponden al tercer muestreo efectuado en
la zona de transicion del Estany. Estas muestras que se encuentran en la zona de la
haloclina (ver grafico de perfiles verticales en Figura A2.12) presentan una densidad
celular de diatomeas muy superior al resto, y esto puede ser debido al acaimulo de células
senescentes que se produce en la haloclina, por lo tanto no deberian tenerse en cuenta estas
tres muestras en el analisis PLS.
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Figura 32: Diagrama de cajas y bigotes para la variable Diatomeas en las muestras del grupo I.

En el resto de clases fitoplanctonicas del grupo I también se dan muestras con valores
extremos pero se ha considerado que en estos casos no deben ser eliminadas porque no son
valores erréneos o atipicos, sino que son las densidades celulares que corresponden a las
muestras de esas zonas.

En los diagramas del grupo II podemos observar que la muestra C-TES3-1,2 que pertenece
al tercer muestreo del Estany (Figura 33), igual que las 3 muestras que eliminamos en el
grupo I, aparece con valores 3 veces el rango intercuartil en las clases diatomeas,
criptoficeas, dinoflagelados y Synechococcus spp. Esta muestra, como ya comentamos
anteriormente, se encuentra en una zona de haloclina y se pueden producir acumulos de
células senescentes que no corresponde a las densidades celulares reales de la muestra, por
esta razon decidimos eliminarla. Existen otras muestras que aparecen en los diagramas
(Figura A2.38a y A2.38b del Anexo 2) en la misma situacion, pero éstas se consideran
aceptables.

30877 crEs31,2

2,567
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1,567
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1,07 °

5,0E6

0,0E0—

T
DIATOMEAS (cellL)

Figura 33: Diagrama de cajas y bigotes para la variable Diatomeas en las muestras del grupo II.

En el grupo de muestras III en los Synechococcus spp (Figura 34) aparecen 2 muestras (C-
TES3-1,3 y C-TES3-1,4), que al igual que las eliminadas en los dos grupos anteriores
también son del tercer muestreo efectuado en la zona de transicién del Estany, que
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presentan 1,5 veces el rango intercuartil. La muestra C-TES3-1,3 también aparece en
diatomeas (Figura A2.39a y A2.39b del Anexo 2) con 1,5 veces el rango intercuartil, y en
criptoficeas 3 veces el rango intercuartil. La muestra C-TES3-1,4 presenta en criptoficeas
1,5 veces el rango intercuartil. Por las condiciones explicadas anteriormente que se
producen en esta zona y en este muestreo (haloclina, oxiclina) se decide eliminar estas
muestras que no seran utilizadas en los analisis estadisticos posteriores.
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4,088 cTES31,3
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2,0E8—
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T
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Figura 34: Diagrama de cajas y bigotes para la variable Synechococcus spp en las muestras del grupo 111.

Otra muestra que debe ser eliminada del grupo III es la A-PPU3-0,1 debido a que en los
diagramas de cajas y bigotes de primnesiales y diatomeas esta muestra presenta 1,5 veces el
rango intercuartil, y en cloroficeas, crisoficeas y cianobacterias presenta 3 veces el rango
intercuartil. Ademas se ha comprobado que esta muestra presenta una densidad celular de
las clases de fitoplancton anteriormente mencionadas, mas elevadas que las muestras de la
misma estacion tomadas a una profundidad menor (0,05 m) y mayor (0,2 m).

En el grupo de muestras IV tras examinar los diagramas del Anexo 2 (Figura A2.40a y
A2.40b), se decide no eliminar ninguna de las muestras que forman este grupo.

Analisis de Componentes principales.

No se realiza un PCA con datos espectrales ya que como podemos observar en la Figura 35
de pesos de las variables en las componentes 1 y 2, los pesos de los datos espectrales tienen
una forma caracteristica de los datos espectrofotométricos, se forma un “gusano” de puntos
que se origina y finaliza en el mismo punto por lo que dicho grafico no es muy informativo.
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Gréfica de Pesos del Componente
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Figura 35: Pesos de las variables (densidades Opticas) en las componentes 1y 2.

Antes de realizar el modelado de las variables predictivas de cada subgrupo, vamos a
realizar con la totalidad de las muestras (menos las muestras eliminadas anteriormente) un
analisis de componentes principales (PCA) de las siguientes variables: Salinidad, Clorofila
a, Grupos fitoplancténicos. El proposito del analisis es obtener un pequefio numero de
combinaciones lineales de las variables que expliquen la mayoria de la variabilidad de los
datos. En este caso se extrajeron 5 componentes con un autovalor mayor que 1 (Figura 36)

y que explican el 83,526% de la variabilidad de los datos originales (Tabla 17)

Analisis de Com

onentes Principales

Componente Porcentaje de | Porcentaje
Numero Eigenvalor |Varianza Acumulado
1 3,05058 30,506 30,506

2 1,99481 19,948 50,454

3 1,19495 11,950 62,403

4 1,08348 10,835 73,238

5 1,02879 10,288 83,526

6 0,596047 5,960 89,487

7 0,485747 4,857 94,344

8 0,38657 3,866 98,210

9 0,149806 1,498 99,708

10 0,0292191 10,292 100,000

Tabla 17: PCA de las siguientes variables: Salinidad, Clorofila a, Grupos fitoplancténicos.
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Figura 36: Autovalores del Andlisis de Componentes Principales de Salinidad, Clorofila a, Grupos
fitoplanctonicos.

La primera componente explica el 30,506% de la variabilidad de los datos y las variables
que poseen mayores pesos en esta componente (Tabla 18) son cloroficeas (0,553),
cianobacterias (0,542), clorofila a (0,527) y con un peso algo menor diatomeas (0,278) y
salinidad con un peso de signo contrario a las anteriores (-0,206), lo cual podemos
interpretar que esta componente representa aquellas muestras mas relacionadas con el agua
continental ya que los 3 primeros parametros tienen altos valores en muestras de agua
continental y disminuyen al aumentar la salinidad de las muestras. En la Figura 37
podemos observar como las cloroficeas, cianobacterias y clorofila a se situan juntas en el
grafico de los pesos y muy separados de la salinidad.

Tabla de Pesos de los Componentes

Componente |Componente |Componente |Componente |Componente

1 2 3 4 5
DIATOMEAS 0,278412 0,138688 0,447166 -0,472548 0,106939
CRYPTOFICEAS -0,0120807 10,193343 -0,630121 -0,486728 0,164058
CLOROFICEAS 0,55312 0,00584433  |-0,0635702  0,114349 -0,00149728
DINOFLAGELADOS [0,0318166 0,497926 -0,382955 -0,142542 -0,0117395
PRASINOFICEAS -0,00652383 |[0,517098 0,372052 0,0166639 -0,103335
PRIMNESIALES -0,0293554  10,581031 0,173184 0,0389325 -0,203242
CIANOBACTERIAS ]0,542391 0,0378843 -0,100622 0,212034 0,0304644
SYNECHOCOCCUS [-0,00711743 [0,0941989 0,161356 0,0435188 0,941729
CLOROFILA a 0,527201 0,00645698 [-0,113618 0,167573 -0,0249645
SALINIDAD -0,205675 0,282988 -0,186574 0,655496 0,145324

Tabla 18: Pesos de las variables (clases fitoplanctonicas) en las componentes 1 y 2.
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Grafica de Pesos del Componente
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Figura 37: Pesos de las variables (clases fitoplanctonicas) en las componentes 1 y 2.

La segunda componente explica 19,498% de la varianza, y las variables con pesos altos en
esta componente son dinoflagelados (0,498), prasinoficeas (0,517), primnesiales (0,581) y
salinidad (0,283). Esta componente esta relacionada con muestras de agua marina, ya que
los grupos fitoplancténicos que tienen mayor peso son tipicos de agua marina y ademas el
peso de la salinidad es positivo, con lo cual si ésta aumenta también lo hardn las otras 3
variables. En el grafico de los pesos de las componentes 1 y 2 (Figura 37) podemos
observar como estos 3 grupos se sitlian proximos.

Las componentes 3, 4 y 5 explican un porcentaje de variabilidad similar (11,95; 10,84 y
10,29 respectivamente). En la componente 3 y 4 las variables de mayor peso son diatomeas
(0,45 y -0,47 respectivamente) y criptoficeas (-0,63 y -0,49) y en la componente 4 ademas
la salinidad (0,656). En ambas componentes, la salinidad y las diatomeas presentan pesos
con signo contrario lo que podria ser debido a que este grupo estd presente en muestras
continentales y marinas.

En la componente 5 la variable con mayor peso y ademas muy elevado (0,941) es la
variable Synechococcus spp.

En los graficos de la Figura 38 se muestran los pesos o puntuaciones que las muestras
tienen en cada una de las componentes extraidas del andlisis. En la Figura 38a) donde se
representa la componente 1 versus la 2 se aprecia que en la componente 1 las muestras que
mayor peso tienen son las de la pluma Albufera, aunque en la componente 2 que estd mas
relacionada con agua marina también las muestras de la pluma Albufera presentan mayores
pesos. Esto es debido a que las muestras de la pluma Albufera, en general presentan
densidades celulares mayores que el resto de muestras de las otras zonas, sobre todo en

cianobacterias (componente 1) y dinoflagelados, prasinoficeas y primnesiales (componente
2).

En la Figura 38b) se representa la componente 3 vs la componente 4, y se aprecia como las
muestras de las zonas de transicion son las que tienen mayores pesos absolutos en estas dos
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componentes y se separan del resto de muestras de las plumas.

En la Figura 38c se observa que las muestras que tienen mayor valor en la componente 5,
son las de transicion del Estany. Esta componente 5 estd relacionada con los
Synechococcus spp. En principio, estamos relacionando los Synechococcus spp con medios
marinos mas oligotroficos. Sin embargo, vemos como las muestras del estuario del Estany,
especialmente los muestreos segundo y tercero, presentan elevadas concentraciones de
Synechococcus spp a pesar de las condiciones de hipoxia/anoxia que se dan en estas aguas.
Un hecho similar se produce en las aguas estuarinas de la bahia de Chesapeake donde se
pudo apreciar un crecimiento de Synechococcus spp y otras picocianobacterias en aguas
estuarinas estacionalmente andxicas (Crump et al., 2007). También se observo esto en
aguas profundas con anoxia del mar Baltico central (Detmer et al., 1993). Esta gran
cantidad de Synechococcus spp en esta zona de muestreo debido a las condiciones de
anoxia/hipoxia que se producen en el fondo, es la razon fundamental de que encontremos
mayor cantidad de Synechococcus spp en el grupo III que en el IV, como se puede apreciar
en las graficas de cajas-bigotes (Figuras A2.38b y A2.40b del Anexo 2).
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Figura 38: Pesos de las muestras en las 5 componentes del analisis PCA. a) componentes 1 y 2;

b) componentes 3 y 4; ¢) componentes 4y 5.
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Grafico de PCOMP_5 vs PCOMP_4
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Figura 38 (continuacion): Pesos de las muestras en las 5 componentes del analisis PCA. a) componentes 1 y 2;
b) componentes 3 y 4; c¢) componentes 4y 5.

3.5.4.- Regresion de Minimos Cuadrados Parciales (PLSR)

Se ha realizado un analisis estadistico de los datos utilizando la técnica de Regresion de
Minimos Cuadrados Parciales (PLSR). Con este analisis conseguimos obtener modelos que
nos relacionen las clases de fitoplancton (cel/L) contenidas en las muestras con el espectro
de absorcidn de éstas. El programa estadistico utilizado es Statgraphics Centurion XV.

Se ha realizado un modelo para cada uno de los 4 grupos de muestras. El método de
validacién cruzada que se ha utilizado en todos los modelos es eliminar una observacion
cada vez, y utilizarla para realizar una prediccion.

No se utiliza en los modelos estadisticos siguientes la variable dependiente crisoficeas,
debido a que en practicamente la totalidad de muestras no se detecta este grupo
fitoplanctonico, y por tanto el dato que se utiliza es el limite de deteccion de la técnica.
Segtn lo comentado en el apartado 2.4.1, las variables que tengan muy pocos valores por
encima del limite de deteccion se eliminaran antes de la aplicacion del analisis
multivariante (Terrado et al., 2006). Por esta razén se toma la decisién de eliminar esta
variable, que tampoco es introducida en el analisis PCA anterior.

Las variables que tengan muy pocos valores por encima del limite de deteccién se
eliminaran antes de la aplicacion del analisis multivariante (Terrado et al., 2006).
3.5.4.1.-Resultados andlisis PLSR Grupo I de muestras.

La salida del programa estadistico para este grupo nos muestra los resultados de ajustar

modelos para 8 variables dependientes (diatomeas, criptoficeas, cloroficeas,
dinoflagelados, primnesiales, prasinoficeas, cianobacterias y Synechoccoccus spp) basados
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en 69 variables predictoras (densidades oOpticas a 405nm, 410nm, 415nm....745nm). El
nimero de muestras es 42 y el numero de componentes inicialmente extraidas es 10,
aunque después de examinar el valor de R* promedio de las predicciones (Tabla 19) el
mejor modelo parece ser el que usa 6 componentes. El grafico que se muestra en la Figura
39 es util para decidir el nimero de componentes adecuado, ya que muestra el porcentaje
de variacion acumulada en X e Y y la R? promedio de las predicciones. El valor de este
ultimo aumenta hasta un nimero de componentes igual a 6 sugiriendo que un modelo con
este nimero de componentes seria una buena eleccion, pues un aumento del nimero de
componentes hace que R* promedio de las predicciones disminuya.

Variables Independendientes y Dependientes

% Variacion % Acumulado % Variacion % Acumulado Prediccion Promedio
Componente en X de X enY deY R-Cuadrada

1 89,5584 89,5584 30,3838 30,3838 22,3545

2 5,49181 95,0502 12,7638 43,1476 32,6311

3 1,57275 96,623 9,81697 52,9646 36,7952

4 2,11713 98,7401 1,94363 54,9082 35,959

5 0,553458 99,2936 3,49636 58,4045 36,5236

6 0,498487 99,792 2,15939 60,5639 37,5802

7 0,0695352 99,8616 2,43393 62,9979 34,4632

8 0,0668845 99,9285 0,918185 63,9161 31,2562

9 0,0102877 99,9388 3,55242 67,4685 28,9162
10 0,0113562 99,9501 2,30047 69,7689 27,6147

Tabla 19: Resultados del PLSR para el grupo I de muestras.

Gréfica de Comparacion de Modelos
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Figura 39: Porcentaje de variabilidad explicada con el modelo para las variables X e Y del grupo I.

Los resultados que comentaremos seguidamente seran para un modelo con 6 componentes.
La salida del programa estadistico que se muestra en la Tabla 20 es una tabla ANOVA para
cada una de las variables dependientes. Los valores pequefios de P (por debajo de 0,05 si se
trabaja al nivel de significacion del 5%) indican que el modelo es estadisticamente
significativo. Por lo tanto los ocho modelos resultantes son predictores significativos
(valor-P<0,05).
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Andlisis de Varianza para DIATOMEAS cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,00571E14 6 1,67618E13 27,6431 0,0
Residuo 2,12228E13 35 6,06364E11
Total (corr.) 1,21793E14 41
Andlisis de Varianza para CRIPTOFICEAS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 5,18382E12 6 8,6397E11 24,4628 0,0
Residuo 1,23612E12 35 3,53178E10
Total (corr.) 6,41994E12 41
Analisis de Varianza para CLOROFICEAS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 6,71139E13 6 1,11856E13 32,8084 0,0
Residuo 1,19328E13 35 3,40938E11
Total (corr.) 7,90467E13 41
Andlisis de Varianza para DINOFLAGELADOS cel |
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,02054E10 6 1,7009E9 2,98928 0,0182955
Residuo 1,9915E10 35 5,69E8
Total (corr.) 3,01204E10 41
Andlisis de Varianza para PRASINOFICEAS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,17952E10 6 1,96586E9 5,85493 0,000263158
Residuo 1,17517E10 35 3,35762E8
Total (corr.) 2,35468E10 41
Analisis de Varianza para PRIMNESIALES cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 4,62665E11 6 7,71109E10 6,03893 0,000205781
Residuo 4,46914E11 35 1,2769E10
Total (corr.) 9,09579E11 41
Analisis de Varianza para CIANOBACTERIAS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 8,70493E13 6 1,45082E13 7,78426 0,0
Residuo 6,52326E13 35 1,86379E12
Total (corr.) 1,52282E14 41
Andlisis de Varianza para SYNECHOCOCCUS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 4,36822E15 6 7,28037E14 4,63635 0,00145245
Residuo 5,49599E15 35 1,57028E14
Total (corr.) 9,86422E15 41

Tabla 20: Analisis de la varianza para los modelos de las 8 variables Y, (grupo muestras I).

Sin embargo cuando hacemos el método de validacion cruzada y efectuamos predicciones
observamos que solo se obtienen buenas predicciones para criptoficeas (R* = 0,66),

cloroficeas (R* = 0,76) y diatomeas (R* = 0,72), (Tabla 21).
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Modelo para DIATOMEAS cel 1

% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 18,1017 18,1017 1,14032E14 6,37285
2 52,3081 70,4098 4,42258E13 63,6878
3 3,85224 74,262 4,3115E13 64,5998
4 0,190907 74,4529 4,40789E13 63,8084
5 0,997405 75,4503 4,72912E13 61,1709
6 7,12446 82,5748 3,38611E13 72,1979
Modelo para CRIPTOFICEAS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 51,1776 51,1776 3,48793E12 45,6704
2 0,0438444 51,2214 3,59636E12 43,9815
3 12,9285 64,15 3,02975E12 52,8072
4 6,24171 70,3917 2,68207E12 58,2228
5 5,25748 75,6492 2,69462E12 58,0274
6 5,09644 80,7456 2,18015E12 66,041
Modelo para CLOROFICEAS _cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 66,3476 66,3476 3,08127E13 61,0196
2 16,9655 83,3131 1,60058E13 79,7515
3 1,08902 84,4021 1,60939E13 79,6401
4 0,0963458 84,4985 1,64842E13 79,1463
5 0,114281 84,6128 1,76226E13 77,7061
6 0,291302 84,9041 1,93333E13 75,5419
Modelo para DINOFLAGELADOS cel 1
% Variacién Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 6,36686 6,36686 3,09135E10 0,0
2 18,9841 25,351 2,74593E10 8,8348
3 0,924669 26,2756 2,90526E10 3,54524
4 7,32724 33,6029 3,09362E10 0,0
5 0,270749 33,8736 3,15052E10 0,0
6 0,00841443 33,882 3,32719E10 0,0
Modelo para PRASINOFICEAS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 33,1573 33,1573 1,76646E10 24,981
2 0,00750288 33,1648 1,81812E10 22,7869
3 11,6195 44,7843 1,75992E10 25,2586
4 0,34197 45,1263 1,80841E10 23,1994
5 3,23397 48,3603 1,93011E10 18,0309
6 1,73212 50,0924 1,93638E10 17,7647

Tabla 21: Modelos obtenidos para las variables Y (clases fitoplanctonicas) utilizando validacion cruzada, grupo 1.
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Modelo para PRIMNESIALES cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 4,90321 4,90321 1,00157E12 0,0
2 1,56015 6,46337 1,02041E12 0,0
3 37,7075 44,1709 6,92833E11 23,8293
4 0,106162 442771 7,09551E11 21,9912
5 5,93569 50,2127 6,79023E11 25,3476
6 0,653126 50,8659 7,05303E11 22,4583
Modelo para CTANOBACTERIAS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 52,8949 52,8949 9,01627E13 40,7922
2 0,107091 53,002 9,60951E13 36,8965
3 0,394648 53,3966 1,02257E14 32,8504
4 0,724287 54,1209 1,03815E14 31,8273
5 0,697792 54,8187 1,09025E14 28,4058
6 2,34455 57,1633 1,12863E14 25,8855
Modelo para SYNECHOCOCCUS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 10,1211 10,1211 1,0585E16 0,0
2 12,1342 22,2553 9,3602E15 5,10956
3 10,0196 32,2749 8,69714E15 11,8314
4 0,5204 32,7953 8,92946E15 9,47626
5 11,4635 44,2588 7,54606E15 23,5006
6 0,0247564 44,2835 7,81715E15 20,7525

Tabla 21 (continuacion): Modelos obtenidos para las variables Y (clases fitoplanctonicas) utilizando validacion

cruzada, grupo 1.

Aungque en la Tabla 21 vemos como en algunos modelos obtenemos un R? de ajuste de las
variables Y (clases fitoplancténicas) con un valor alto, s6lo consideraremos el modelo
aceptable si el R* de la prediccion tiene un valor por encima de 0,5. Por esta razon solo
hemos considerado los modelos de diatomeas, criptoficeas y cloroficeas.

En la Figura 40 se muestra la representacion de los valores observados frente a los
estimados con el modelo para diatomeas, cloroficeas y criptoficeas, que son las tres

variables para las que se obtiene un buen R? en las predicciones.
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Figura 40: Valores observados versus predichos para las variables: a) diatomeas; b) cloroficeas;
c) criptoficeas. (Grupo I de muestras).

Del resto de clases de fitoplancton no se consiguen modelos aceptables para poder efectuar
predicciones de las densidades celulares.
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En la siguiente tabla (Tabla 22) se muestran los coeficientes de regresion estimados de los
modelos ajustados. Por tanto, para las variables diatomeas, cloroficeas y criptoficeas los
modelos seran:

Diatomeas = 3,3509E7-3,50723E7 DO405nm - 8,36054E6 DO410nm...................... +1,1983E8 DO745nm
Criptoficeas = -4,67099E6 - 1,88018E5 DO405nm + 1,37143E6 DO410nm............ -4,17236E7 DO745nm
Cloroficeas = -3,03702E7 + 6,01584E6 DO405nm + 5,81862E6 DO410nm +........... -3,61984E7 DO745nm

Siendo DO405 la densidad optica (absorbancia) a 405 nm, DO410 la densidad dptica a 410 nm, etc.

DIATOMEAS cel |_ CRIPTOFICEAS cel 1_ CLOROFICEAS cel I_
Constante __|3,3509E7 -4,67099E6 -3,03702E7
nmA405 -3,50723E7 -188018, 6,01584E6
nm410 -8,36054E6 1,37143E6 5,81862E6
nm415 2,22229E6 2,16518E6 4,374E6
nm420 1,00551E6 131511E6 3,61136E6
nm425 -5,27482E6 1,83589E6 3,04979E6
nm430 957512 62848.9 1,72521E6
nm435 242407, 1,71462E6 3,29467E6
nm440 1,63E6 1,24277E6 2,76615E6
nmd45 426796, 984462, 2,10416E6
nm450 1,73166E6 -24660,9 1,02498E6
nm455 1,65313E6 -61084,7 384880,
nm460 1,36829E6 -53016,0 301221,
nm465 1,1677E6 -113688, 679617,
nm470 1,52053E6 316482, 430979,
nmd75 1,63851E6 -308224, 334962,
nm430 1,96476E6 -590873, 154332,
nm4s5 1,96359E6 -666189, 579242
nm490 2,34491E6 -740288, -14299.4
nm495 1,94429E6 -743255, -84262.8
nm500 1,98976E6 -856839, 236583,
nm505 1,4112E6 -862285, -336582,
nm>510 1,94896E6 -1,03485E6 -555642,
nm515 1,84978E6 -1,16265E6 729414,
nm520 1,7776E6 -1,4282E6 -847610,
nm525 1,57909E6 -1,25448E6 908419,
nm530 1,27277E6 -1,2358E6 939221,
nm535 856207, -1,10979E6 -884582,
nm540 559625, 085373, -841422,
nm545 196409, -833932, 775189,
nm550 95394,1 685112, 715363,
nm555 -814622, -359787, -524496,
nm560 -1,38695E6 -107777, -388222,
nm565 -1,86814E6 133244, 242881,
nm570 2,05321E6 342231, 90493,6
nms75 2,26737E6 494905, 182816
nm580 -2,27989E6 595960, 99040,6
nms85 2.38301E6 689242, 173113,

Tabla 22: Coeficientes de regresion no estandarizados para las variables dependientes, diatomeas, cloroficeas y
criptoficeas (grupo I).
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nm590 -2,31002E6 717733, 198208,
nm595 -2,48899E6 794182, 246113,
nm600 -2,6848E6 866757, 296460,
nm6035 -2,6902E6 888896, 329551,
nm610 -2,54209E6 871091, 357927,
nm615 -2,2437E6 848283, 400393,
nm620 -1,86647E6 836401, 458040,
nm625 -1,61389E6 854525, 527649,
nm630 -1,04648E6 740341, 491820,
nm635 -739180, 691610, 478250,
nm640 -341783, 638674, 491431,
nm645 128025, 617820, 557302,
nm650 1,11503E6 439102, 570482,
nm655 2,18202E6 297348, 667320,
nm660 3,91643E6 170933, 897562,
nm665 4,97292E6 293213, 1,2932E6
nm670 5,54289E6 3777717, 1,51833E6
nm675 5,91045E6 488407, 1,7222E6
nm680 6,17553E6 650652, 1,97753E6
nm685 7,0752E6 658122, 2,14217E6
nm690 6,59653E6 491819, 1,90268E6
nmé695 1,94564E6 989355, 1,53727E6
nm?700 -4,34164E6 1,82387E6 1,23662E6
nm705 -8,80487E6 2,21902E6 733762,
nm710 -1,08896E7 2,02104E6 -15425,1
nm715 -1,27486E7 1,99682E6 -563656,
nm720 -1,33228E7 1,818E6 -1,1625E6
nm725 -1,19762E7 863917, -2,25088E6
nm?730 -1,24134E7 57484,5 -3,52722E6
nm735 138729, -3,58392E6 -6,51823E6
nm740 1,71831E7 -9,36729E6 -1,20287E7
nm745 1,1983E8 -4,17236E7 -3,61984E7

Tabla 22 (continuacion): Coeficientes de regresion no estandarizados para las variables dependientes, diatomeas,
cloroficeas y criptoficeas (grupo I).

El programa estadistico muestra también los coeficientes de la regresion estandarizados. El
modelo estandarizado reexpresa cada una de las variables en una forma estandarizada
sustrayendo su media muestral y dividiendo entre su desviacién estandar muestral. El
modelo sin estandarizar es util para hacer predicciones para nuevas muestras, los
coeficientes del modelo estandarizado se comparan mas facilmente entre si cuando las
variables predictoras tienen diferentes unidades. En este caso las variables predictoras
tienen todas las mismas unidades por lo que no mostramos una tabla con los coeficientes
estandarizados.

En la Figura 41 se muestra los coeficientes estandarizados para las variables diatomeas,
criptoficeas y cloroficeas. Los coeficientes proveen un tipo de firma para cada variable
dependiente, y en la Figura 41 se observa que para las diatomeas y cloroficeas los
coeficientes entre 470 nm y 550 nm son positivos para la primera variable y muy negativos
para la ultima. Para las variables predictivas 565 nm hasta 630 nm ocurre lo contrario, las
diatomeas tienen valores de coeficientes negativos y las cloroficeas positivos. También se
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observa que criptoficeas y cloroficeas siguen el mismo patrdn, en la mayoria de longitudes
de onda, exceptuando el rango entre 445 y 475 nm.

Grafica de Coeficientes PLS
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Figura 41: Coeficientes estandarizados para las variables diatomeas, criptoficeas y cloroficeas.
(Grupo I de muestras).

Por ultimo se muestra para este grupo I, los residuos de las variables de las que se ha
obtenido un modelo aceptable (diatomeas, criptoficeas y cloroficeas). Los residuos son las
diferencias entre los valores observados y predichos. En la Figura 42 los residuos que
aparecen en los graficos son los residuos estandarizados. El residuo estandarizado es un
residuo estudentizado internamente calculado dividiendo cada residuo entre una estimacion
de su error estandar dado por:

el./.

r. = -
" JCME (1-h)

donde:
eij es el valor del residuo para i-ésima observacion de la j-ésima variable dependiente que se calcula
como: eij=valor observado (Yij)-valor predicho (Y ij).

hi es el punto nivelador de i-ésimo caso
CME es el cuadrado medio del error o varianza del error (s%)

Las muestras que presentan residuos que en valor absoluto supera el valor de 2, en el caso
de la variable diatomeas son ATJU1-0,1 y ATES3-0,2, para criptoficeas son ATES3-1,0;
BPE1-0 y BPE1-0,2, y para las cloroficeas también hay 3 muestras que son ATJUI-0;
ATJUI1-0,1 y ATJU1-0,75. Observando detenidamente los valores de densidad celular de
estas muestras para cada una de las 3 clases fitoplanctonicas no encontramos error alguno y
tan solo apreciamos que la mayoria de muestras son las que presentan densidades celulares
elevadas.
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Figura 42: Residuos para las variables a) diatomeas, b) criptoficeas, c) cloroficeas de las muestras del grupo 1.

3.5.4.2.-Resultados andlisis PLSR Grupo Il de muestras.

La salida del programa estadistico para este grupo nos muestra los resultados de ajustar
modelos para 8 variables dependientes (diatomeas, criptoficeas, cloroficeas,
dinoflagelados, primnesiales, prasinoficeas, cianobacterias y Synechoccoccus spp) basados
en 69 variables predictoras (densidades oOpticas a 405nm, 410nm, 415nm....745nm). El
numero de muestras utilizadas en este modelo es 44 y el numero de componentes con las
que obtenemos el mejor modelo es 4 (Tabla 23 y Figura 43). Sin embargo, decidimos
utilizar cinco componentes porque de esta forma el modelo de diatomeas mejora y ademas
no existe una diferencia importante en el valor de R* del promedio de las predicciones,
entre 4 y 5 componentes.

Variables Independendientes y Dependientes

% Variacion % Acumulado % Variacion % Acumulado Prediccion Promedio
Componente en X de X enY deY R-Cuadrada
1 59,5993 59,5993 30,4484 30,4484 25,6419
2 22,5826 82,1819 11,6638 42,1123 37,3152
3 13,242 95,4239 10,521 52,6333 45,3062
4 3,29553 98,7194 8,99455 61,6278 46,7556
5 0,357432 99,0769 2,72755 64,3554 46,5882

Tabla 23: Resultados PLSR para el grupo II de muestras.
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Figura 43: Porcentaje de variabilidad explicada con el modelo para las variables X e Y del grupo I1.

En la Tabla 24 podemos ver la salida del programa estadistico que muestra una tabla
ANOVA para las 8 variables dependientes. Observamos que obtenemos 7 modelos que son
predictores significativos (valor-P < 0,05). El modelo de criptoficeas tiene un valor-P =
0,7848 luego este modelo no podemos considerarlo en este caso.

Anilisis de Varianza para DIATOMEAS cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,28326E14 5 2,56652E13 20,1515 0,0
Residuo 4,83973E13 38 1,27361E12
Total (corr.) 1,76723E14 43
Andlisis de Varianza para CRIPTOFICEAS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,42431E12 5 2,84862E11 0,485559 0,784836
Residuo 2,22934E13 38 5,86668E11
Total (corr.) 2,37177E13 43
Andlisis de Varianza para CLOROFICEAS _cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 6,93546E15 5 1,38709E15 86,0698 0,0
Residuo 6,12404E14 38 1,61159E13
Total (corr.) 7,54786E15 43
Andlisis de Varianza para DINOFLAGELADOS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 4,79465E10 5 9,5893E9 22,8596 0,0
Residuo 1,59405E10 38 4,19487E8
Total (corr.) 6,3887E10 43
Andlisis de Varianza para PRASINOFICEAS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 4,19962E10 5 8,39923E9 6,02084 0,0003389
Residuo 5,30111E10 38 1,39503E9
Total (corr.) 9,50072E10 43

Tabla 24: Analisis de la varianza para los modelos de las 8 variables Y, (grupo muestras II).
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Analisis de Varianza para PRIMNESIALES cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,81118E12 5 3,62237E11 23,5352 0,0
Residuo 5,84869E11 38 1,53913E10
Total (corr.) 2,39605E12 43
Analisis de Varianza para CTANOBACTERIAS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 7,73196E18 5 1,54639E18 175,646 0,0
Residuo 3,34553E17 38 8,80404E15
Total (corr.) 8,06651E18 43
Analisis de Varianza para SYNECHOCOCCUS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,58079E16 5 3,16159E15 8,7943 0,0
Residuo 1,36612E16 38 3,59504E14
Total (corr.) 2,94691E16 43

Tabla 24 (continuacién): Analisis de la varianza para los modelos de las 8 variables Y, (grupo muestras II).

En la Tabla 25 donde se muestran los modelos obtenidos para el grupo de muestras II,
vemos que segiin el R? de las predicciones obtenemos buenos modelos para dinoflagelados
(R?=0,63), primnesiales (R’=0,62), cianobacterias (R’=0,93), y cloroficeas (R*=0,87). El
modelo de las diatomeas a pesar de que mejora al utilizar 5 componentes en vez de 4, no se
considera aceptable ya que presenta un R? de las predicciones igual a 0,40.

Modelo para DINOFLAGELADOS cel 1

% Variacién Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 55,8487 55,8487 3,31928E10 48,0445
2 18,7844 74,6331 2,13832E10 66,5296
3 0,0326771 74,6658 2,18808E10 65,7507
4 0,325908 74,9917 2,23812E10 64,9675
5 0,0571618 75,0489 2,33552E10 63,443
Modelo para PRASINOFICEAS cel 1
% Variacién Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 33,7632 33,7632 6,92427E10 27,1185
2 0,310314 34,0735 7,09636E10 25,3072
3 0,215936 34,2895 7,54522E10 20,5827
4 9,87331 44,1628 6,70712E10 29,4042
5 0,0403416 44,2031 6,91396E10 27,227
Modelo para PRIMNESIALES cel 1
% Variacién Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 4,79916 4,79916 2,45441E12 0,0
2 0,779858 5,57902 2,70984E12 0,0
3 62,8566 68,4356 9,30236E11 61,1763
4 2,65593 71,0915 9,85825E11 58,8563
5 4,49881 75,5903 9,21876E11 61,5252

Tabla 25 Modelos obtenidos para las variables Y (clases fitoplanctonicas) utilizando validacion cruzada, grupo II.
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Modelo para CIANOBACTERIAS cel 1

% Variacién Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 63,4265 63,4265 3,46827E18 57,0041
2 30,7502 94,1768 5,89265E17 92,6949
3 0,230271 94,4071 5,91864E17 92,6627
4 1,17474 95,5818 5,0114E17 93,7874
5 0,270771 95,8526 5,37495E17 93,3367
Modelo para SYNECHOCOCCUS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 0,0621828 0,0621828 3,14528E16 0,0
2 2,6878 2,74998 3,10992E16 0,0
3 12,0153 14,7653 2,89188E16 1,86725
4 38,3213 53,0866 3,1016E16 0,0
5 0,555793 53,6424 3,35382E16 0,0
Modelo para DIATOMEAS cel 1
% Variacién Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 17,2005 17,2005 1,57742E14 10,7406
2 17,3512 34,5516 1,30401E14 26,2117
3 5,28004 39,8317 1,19769E14 32,2277
4 16,9707 56,8024 1,06112E14 39,9556
5 15,8117 72,6141 1,05605E14 40,2425
Modelo para CRIPTOFICEAS cel 1
% Variacién Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 0,523655 0,523655 2,52733E13 0,0
2 0,501831 1,02549 2,54131E13 0,0
3 2,57998 3,60546 2,49865E13 0,0
4 2,30204 5,90751 2,60516E13 0,0
5 0,0977524 6,00526 2,01892E13 0,0
Modelo para CLOROFICEAS _cel 1
% Variacién Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 67,9636 67,9636 2,85102E15 62,2275
2 22,1449 90,1086 9,22469E14 87,7784
3 0,957272 91,0658 8,91983E14 88,1823
4 0,332434 91,3983 9,75667E14 87,0736
5 0,488126 91,8864 9,86393E14 86,9315

Tabla 25 (continuacién): Modelos obtenidos para las variables Y (clases fitoplanctonicas) utilizando
validacion cruzada, grupo II.

Si observamos la Figura 44 donde se muestran los graficos de los valores observados frente
a los predichos, vemos que excepto en primnesiales existe un grupo de muestras que
presentan valores elevados de densidades celulares. Ese grupo de muestras corresponden a
la zona de la Albufera y a la estacion 1 de dicha zona (la mas proxima a la salida del agua
continental), por esta razon presenta estos valores de células/L muy superiores al resto de
muestras de este grupo.
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Teniendo en cuenta los graficos anteriores (Figura 44), el modelo para cianobacterias (a
pesar del R? tan elevado) no se considera aceptable, porque tan solo se aprecia presencia de
cianobacterias en las muestras de la zona de Albufera y el resto presentan unas densidades
celulares que corresponden en la mayoria de casos al limite de deteccion de la técnica.
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Figura 44: Valores observados versus predichos para las variables: a) dinoflagelados;
b) primnesiales; c) cianobacterias; d) cloroficeas. (Grupo II de muestras).
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Gréfica de Observados versus Predichos para CIANOBACTERIAS cel_|_
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Figura 44 (continuacion): Valores observados versus predichos para las variables: a) dinoflagelados;
b) primnesiales; ¢) cianobacterias; d) cloroficeas. (Grupo II de muestras).

Del resto de variables (clases fitoplanctonicas) Y utilizadas en este analisis de este grupo 11,
no comentamos nada debido a que no obtenemos modelos aceptables para conseguir
predicciones.

La Tabla 26 muestra los coeficientes de regresion no estandarizados de los modelos para
aquellas variables Y de las que se ha obtenido un buen modelo. Debido a la extension de la
tabla ésta ha sido cortada y solo se muestran los primeros y ultimos coeficientes.

DINOFLAGELADOS cel 1 CLOROFICEAS _cel | PRIMNESIALES cel [
Constante 142854, 1,00168E8 806964,
nm4035 -59096,9 -2,92988E7 -481140,
nm410 -80330,2 -3,96252E7 -315654,
nm415 -33516,2 -2,09111E7 147730,

Tabla 26: Coeficientes de regresion no estandarizados para las variables dependientes, dinoflagelados, cloroficeas
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nm420 9947,6 3,09977E6 537730,
nm425 -2140,22 -1,47107E7 -758833,
nm430 8077,8 -5,6054E6 -391826,
nm435 12291,5 105812, -143421,
nm440 13488,4 2,74601E6 -18216,1
nm445 13905,0 4,07934E6 65921,9
nm450 11685,9 3,61755E6 126051,
nm455 3675,45 73319,1 118673,
nm725 -26216,0 2,05889E7 2,2086E6
nm?730 -73847,0 2,32582E6 1,96871E6
nm735 -148889, -3,1512E7 1,0721E6
nm740 -291333, -1,01855E8 -1,17286E6
nm745 -590390, -2,50015E8 -6,45961E6

Tabla 26 (continuacion): Coeficientes de regresion no estandarizados para las variables dependientes,
dinoflagelados, cloroficeas y primnesiales (grupo II).

Una vez conocidos los coeficientes de regresion sin estandarizar, los modelos para las
variables dinoflagelados, cloroficeas y primnesiales seran:

Dinoflagelados = - 142854 — 59096,9 DO405nm — 80330,2 DO410nm.........ccccccevneneee. - 590390 DO745nm
Cloroficeas = 1,00168E8 - 2,92988E7D0405nm - 3,96252E7 DO410nm +................ -2,50015E8DO745nm
Primnesiales = - 806964 — 481140 DO405nm - 315654 DO410nm - 6,45961E6 DO745nm

En la Figura 45 que nos muestra los coeficientes de regresion estandarizados, podemos ver
que las variables predictivas con mayores coeficientes son las de los extremos (405nm-
500nm y 600nm-750nm). El patron que sigue la variable primnesiales es diferente al que
siguen las otras dos variables, dinoflagelados y cloroficeas, que presentan valores mas
similares y del mismo signo entre ellas.

Gréfica de Coeficientes PLS
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Figura 45: Coeficientes estandarizados para las variables cloroficeas, dinoflagelados y primnesiales.
(Grupo II de muestras).
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En la Figura 46 se muestra los residuos estandarizados para las 3 wvariables que
conseguimos modelar con el conjunto II de muestras. Las muestras con residuos
estandarizados que superan en valor absoluto el valor de 2 son para la variable
dinoflagelados APE2-0,2; BPAL2-0,05; APPU1-0; y APPU4-0, para la variable
primnesiales APE2-0,2; BPE1-0,3; APPU1-0,05 y por ultimo para la variable cloroficeas
APE2-0,05; APPUI1-0,2; APPU4-0 y APPU4-0,05. Analizando estas muestras no
encontramos nada que nos indique que los valores de las densidades celulares son erroneos
y lo Ginico que se aprecia es que son muestras con contenidos elevados de fitoplancton.
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Figura 46: Residuos para las variables a) dinoflagelados, b) primnesiales, c) cloroficeas de las muestras del grupo
1L

3.5.4.3.-Resultados andlisis PLSR Grupo 111 de muestras.

La salida del programa estadistico para este grupo III nos muestra los resultados de ajustar
modelos para 8 variables dependientes (diatomeas, criptoficeas, cloroficeas,
dinoflagelados, primnesiales, prasinoficeas, cianobacterias y Synechoccoccus spp) basados
en 69 variables predictoras (densidades opticas a 405nm, 410nm, 415nm....745nm). El
numero de muestras utilizadas en este modelo es 128 y el nimero de componentes con las
que obtenemos el mejor modelo es 16 ya que el R* promedio de la prediccién aumenta
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hasta la componente numero 16 y a partir de ésta empieza a disminuir (Tabla 27 y Figura
47)

Variables Independendientes y Dependientes

% Variacion % Acumulado % Variacion % Acumulado Prediccion Promedio
Componente en X de X enY de Y R-Cuadrada
1 46,0298 46,0298 16,0949 16,0949 13,7393
2 27,453 73,4828 7,497 23,5919 19,8392
3 17,4503 90,9331 4,79068 28,3826 23,9785
4 6,30178 97,2348 2,20255 30,5851 24,9938
5 0,416987 97,6518 10,4145 40,9997 33,4036
6 1,01984 98,6717 2,5436 43,5433 35,9424
7 0,545819 99,2175 3,34636 46,8896 38,3292
8 0,389408 99,6069 2,4578 49,3474 40,2522
9 0,094497 99,7014 5,15791 54,5053 44,6006
10 0,1357 99,8371 2,70347 57,2088 47,0427
11 0,0762367 99,9133 2,60767 59,8165 48,9483
12 0,0266014 99,9399 2,75712 62,5736 50,746
13 0,0173971 99,9573 1,18071 63,7543 50,7941
14 0,00797427 99,9653 1,60771 65,362 51,2159
15 0,00460594 99,9699 1,81045 67,1725 51,3651
16 0,00365727 99,9736 1,70167 68,8741 52,5629
17 0,00247341 99,976 1,5799 70,454 51,6059
18 0,00308371 99,9791 1,16043 71,6145 52,5486

Tabla 27: Resultados PLSR para el grupo III de muestras.
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Figura 47: Porcentaje de variabilidad explicada con el modelo para las variables X e Y del grupo III.
En la Tabla 28 podemos ver la salida del programa estadistico que muestra una tabla

ANOVA para las 8 variables dependientes. Obtenemos 8 modelos que son predictores
significativos (valor-P < 0,05).
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Andlisis de Varianza para DIATOMEAS cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 6,06975E14 16 3,79359E13 41,9982 0,0
Residuo 1,00263E14 111 9,03274E11

Total (corr.) 7,07238E14 127

Andlisis de Varianza para CRIPTOFICEAS cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 2,04054E14 16 1,27534E13 6,69073 0,0
Residuo 2,1158E14 111 1,90613E12

Total (corr.) 4,15634E14 127

Andlisis de Varianza para CLOROFICEAS _cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 2,699E15 16 1,68687E14 52,8736 0,0
Residuo 3,54133E14 111 3,19039E12

Total (corr.) 3,05313E15 127

Analisis de Varianza para DINOFLAGELADOS cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 9,53366E11 16 5,95854E10 8,60776 0,0
Residuo 7,68374E11 111 6,92229E9

Total (corr.) 1,72174E12 127

—

Anilisis de Varianza para PRASINOFICEAS cel

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 6,43283E11 16 4,02052E10 4,13512 0,0
Residuo 1,07924E12 111 9,72286E9

Total (corr.) 1,72252E12 127

Anilisis de Varianza para PRIMNESIALES cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 4,77212E12 16 2,95075E11 10,3655 0,0
Residuo 3,15983E12 111 2,84669E10

Total (corr.) 7,88103E12 127

Andlisis de Varianza para CTIANOBACTERIAS cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 3,10323E18 16 1,93952E17 70,2832 0,0
Residuo 3,06313E17 111 2,75957E15

Total (corr.) 3,40954E18 127

Anilisis de Varianza para SYNECHOCOCCUS cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 8,99617E17 16 5,62261E16 36,5158 0,0
Residuo 1,70915E17 111 1,53977E15

Total (corr.) 1,07053E18 127

Tabla 28: Analisis de la varianza para los modelos de las 8 variables Y, (grupo muestras III).

En la Tabla 29 se muestran los modelos obtenidos para el grupo de muestras III. Segun el
valor obtenido en el R* de las predicciones se considera que los modelos para cloroficeas
(R?=0,78), cianobacterias (R*=0,82), diatomeas (R*=0,78) y Synechococcus (R*=0,77) se
consideran buenos modelos.

112



Resultados y Discusion

Modelo para DIATOMEAS cel 1

% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 10,0885 10,0885 6,51343E14 7,90334
2 2,71084 12,7993 6,43173E14 9,05846
15 5,55623 85,8149 1,67716E14 76,2857
16 0,00838035 85,8232 1,59019E14 77,5155
Modelo para CRIPTOFICEAS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 5,26611 5,26611 4,03651E14 2,88303
2 1,81071 7,07683 3,98621E14 4,09323
15 0,0194013 45,429 3,57755E14 13,9256
16 3,66561 49,0947 3,40573E14 18,0595
Modelo para CLOROFICEAS _cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
15 0,0194013 45,429 3,57755E14 13,9256
16 3,66561 49,0947 3,40573E14 18,0595
15 1,5352 88,3128 6,83049E14 77,6279
16 0,0882122 88,401 6,76403E14 77,8456
Modelo para DINOFLAGELADOS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 0,376078 0,376078 1,76212E12 0,0
2 1,95316 2,32924 1,74487E12 0,0
15 1,04253 54,0115 1,11418E12 35,2876
16 1,36075 55,3722 1,12168E12 34,8517
Modelo para PRASINOFICEAS cel |
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 1,70651 1,70651 1,73303E12 0,0
2 7,43063 9,13714 1,6434E12 4,59346
15 0,442527 33,2105 1,56993E12 8,85829
16 4,13493 37,3455 1,52209E12 11,6358
Modelo para PRIMNESIALES cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 5,63242 5,63242 7,62187E12 3,28837
2 0,0029401 5,63536 7,69538E12 2,35566
15 2,54245 55,9143 4,72235E12 40,0795
16 3,9916 59,9059 4,65836E12 40,8914

Tabla 29: Modelos obtenidos para las variables Y (clases fitoplanctdnicas) utilizando
validacion cruzada, grupo III.

113



Resultados y Discusion

Modelo para CIANOBACTERIAS cel 1

% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 52,8367 52,8367 1,78133E18 47,7544
2 19,4723 72,309 1,11243E18 67,3729
15 3,32093 90,9961 6,43744E17 81,1193
16 0,0199276 91,016 6,02287E17 82,3352
Modelo para SYNECHOCOCCUS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 0,0801779 0,0801779 1,09844E18 0,0
2 10,1591 10,2393 9,99548E17 6,63073
15 0,024311 83,6906 2,38335E17 77,7368
16 0,343989 84,0346 2,42274E17 77,3689

Tabla 29 (continuacién): Modelos obtenidos para las variables Y (clases fitoplanctonicas) utilizando
validacion cruzada, grupo III.

En el conjunto de graficas de la Figura 48 se muestra los valores de las densidades
celulares observadas en las muestras del grupo III frente a los valores predichos con el
modelo. En el caso de la Figura 48c), que corresponde a valores de cianobacterias
observados vs predichos, aunque los resultados obtenidos son mejores que en el grupo 11, al
existir un numero de muestras elevado en este grupo que presenta una densidad celular de
cianobacterias igual al limite de deteccidon de la técnica, ya que sdlo las muestras de la
Albufera presentan densidades celulares considerables de cianobacterias, finalmente se
decide rechazar este modelo.
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Figura 48: Valores observados versus predichos para las variables: a) diatomeas; b) cloroficeas; c) cianobacterias;
d) Synechococcus spp. (Grupo 111 de muestras)
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Gréfica de Observados versus Predichos para CLOROFICEAS _cel_|
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Figura 48 (continuacién): Valores observados versus predichos para las variables: a) diatomeas; b) cloroficeas;
¢) cianobacterias; d) Synechococcus spp. (Grupo I1I de muestras).
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En este caso no mostraremos la tabla con los coeficientes de regresion no estandarizados,
debido al elevado numero de muestras (128). Si mostramos el grafico de los coeficientes
estandarizados (Figura 49). En este caso se aprecia que las diatomeas y sobre todo los
Synechococcus spp son los que tienen unos mayores valores de coeficientes estandarizados.
los coeficientes se dan en las variables X comprendidas entre

Los mayores valores de

450nm y 550nm.
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Figura 49: Coeficientes estandarizados para las variables diatomeas, cloroficeas, cianobacterias y
Synechococcus spp. (Grupo 111 de muestras).

Los residuos estandarizados de las variables diatomeas, cloroficeas y Synechococcus spp se
muestran en los graficos de la Figura 50. Para la variable diatomeas hay 7 muestras que
tienen en valor absoluto un residuo estandarizado por encima de 2, la mayoria de estas
muestras corresponden al segundo muestreo de transicion en el Estany de Cullera. Para la
variable cloroficeas el nimero de muestras con un residuo en valor absoluto mayor que 2 es
de 10, pero en este caso la mayoria de muestras son del primer muestreo de la pluma de la
Albufera. Por tultimo, para la variable Synechococcus spp hay 10 muestras con un valor
absoluto de residuo estandarizado superior a 2, perteneciendo estas muestras al segundo y
tercer muestreo de la zona de transicion del Estany de Cullera.
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Figura 50: Residuos para las variables a) diatomeas, b) cloroficeas, ¢) Synechococcus spp de las muestras del
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Figura 50 (continuacion): Residuos para las variables a) diatomeas, b) cloroficeas, ¢) Synechococcus spp de las
muestras del grupo II1.

3.5.4.4.-Resultados andlisis PLSR Grupo 1V de muestras.

Al igual que para los tres grupos de muestras anteriores la salida del programa estadistico
para este grupo IV nos muestra los resultados de ajustar modelos para 8 variables
dependientes (diatomeas, criptoficeas, cloroficeas, dinoflagelados, primnesiales,
prasinoficeas, cianobacterias y Synechoccoccus spp) basados en 69 variables predictoras
(densidades opticas a 405nm, 410nm, 415nm....745nm). El nimero de muestras utilizadas
en este modelo es 259 y el numero de componentes con las que obtenemos el mejor modelo
es 18 ya que el R? promedio de la prediccion aumenta hasta esta componente disminuyendo
en la componente 19 (Tabla 30 y Figura 51).

Variables Independendientes y Dependientes

% Variacion % Acumulado % Variacion % Acumulado Prediccion Promedio
Componente en X de X enY deY R-Cuadrada

1 38,1262 38,1262 11,5227 11,5227 8,75413
2 36,0654 74,1916 5,64264 17,1653 13,464

3 13,3917 87,5834 5,60017 22,7655 16,2795
4 6,02596 93,6093 4,34538 27,1109 20,409

5 2,85831 96,4676 2,89983 30,0107 22,045

6 1,84442 98,312 4,83677 34,8475 26,3486
7 0,928668 99,2407 2,54826 37,3957 28,799

8 0,412074 99,6528 2,77932 40,175 31,9149
9 0,0936323 99,7464 3,67859 43,8536 34,8007
10 0,0767408 99,8232 2,17847 46,0321 36,5572
11 0,0316125 99,8548 2,77828 48,8104 38,6523
12 0,0260643 99,8808 2,48068 51,2911 39,6418
13 0,0207833 99,9016 2,71517 54,0062 42,6386
14 0,00952543 99,9111 1,8274 55,8336 42,5792
15 0,0146281 99,9258 1,0395 56,8731 43,8427

Tabla 30: Resultados RPLS para el grupo IV de muestras.

117




Resultados y Discusion

16 0,0069063 99,9327 1,74972 58,6228 45,2162
17 0,00715564 99,9398 0,812325 59,4352 45,4724
18 0,00572689 99,9456 0,875946 60,3111 45,6695
19 0,0048165 99,9504 0,624018 60,9351 44,2607
20 0,00256331 99,9529 1,05817 61,9933 43,9104
Tabla 30 (continuaciéon): Resultados RPLS para el grupo IV de muestras.
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Figura 51: Porcentaje de variabilidad explicada con el modelo para las variables X e Y del grupo IV.

En la Tabla 31 podemos ver la salida del programa estadistico que muestra una tabla
ANOVA para las 8 variables dependientes. Podemos observar que obtenemos 8 modelos

que son predictores significativos, puesto que el valor-P < 0,05 en los 8 modelos.

Anilisis de Varianza para DIATOMEAS cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 3,65119E14 20 1,8256E13 47,615 0,0
Residuo 9,12511E13 238 3,83408E11
Total (corr.) 4,56371E14 258
Andlisis de Varianza para CRIPTOFICEAS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 7,49216E13 20 3,74608E12 6,13454 0,0
Residuo 1,45336E14 238 6,10654E11
Total (corr.) 2,20257E14 258
Anilisis de Varianza para CLOROFICEAS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,54785E13 20 7,73924E11 27,9577 0,0
Residuo 6,5883E12 238 2,7682E10
Total (corr.) 2,20668E13 258

Tabla 31: Analisis de la varianza para los modelos de las 8 variables Y, (grupo muestras IV).
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Analisis de Varianza

ara DINOFLAGELADOS cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 1,17794E12 20 5,88968E10 11,0211 0,0
Residuo 1,27187E12 238 5,34401E9

Total (corr.) 2,44981E12 258

Anailisis de Varianza para PRASINOFICEAS cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 6,44814E12 20 3,22407E11 14,5512 0,0
Residuo 5,27331E12 238 2,21568E10

Total (corr.) 1,17215E13 258

Andlisis de Varianza para PRIMNESIALES cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Modelo 4,70227E13 20 2,35113E12 24,4559 0,0
Residuo 2,28808E13 238 9,61376E10

Total (corr.) 6,99034E13 258

Anilisis de Varianza para CIANOBACTERIAS cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 8,35708E15 20 4,17854E14 37,6147 0,0
Residuo 2,64389E15 238 1,11088E13

Total (corr.) 1,1001E16 258

Anilisis de Varianza para SYNECHOCOCCUS cel 1

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Modelo 5,06986E16 20 2,53493E15 22,546 0,0
Residuo 2,67592E16 238 1,12434E14

Total (corr.) 7,74578E16 258

Tabla 31 (continuacioén): Analisis de la varianza para los modelos de las 8 variables Y, (grupo muestras IV).

En la Tabla 32 se muestran los modelos obtenidos para el grupo de muestras IV. Segun el
valor obtenido en el R* de las predicciones se considera que los modelos para cloroficeas
(R?=0,55), primnesiales (R* = 0,53) y Synechococcus (R* = 0,53) se consideran aceptables.
El modelo obtenido para diatomeas (R* = 0,72) se considera un buen modelo.

Modelo para DIATOMEAS cel 1

% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 6,98912 6,98912 4,3386E14 4,93252
2 23,5012 30,4904 3,282E14 28,0847
17 0,0791037 75,9322 1,32432E14 70,9815
18 1,5241 77,4563 1,28563E14 71,8293

Tabla 32: Modelos obtenidos para las variables Y (clases fitoplanctonicas) utilizando validacién cruzada,

grupo IV.
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Modelo para CRIPTOFICEAS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 0,0949354 0,0949354 2,21903E14 0,0
2 3,63681 3,73175 2,15714E14 2,06275
17 0,893392 32,8396 1,96086E 14 10,9741
18 0,105919 32,9455 1,95377E14 11,2959
Modelo para CLOROFICEAS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 26,6671 26,6671 1,73917E13 21,1859
2 1,36129 28,0284 1,72104E13 22,0076
17 0,15782 67,6673 9,9298E12 55,0012
18 0,570074 68,2374 9,93722E12 54,9675
Modelo para DINOFLAGELADOS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 11,1474 11,1474 2,21888E12 9,42651
2 4,14408 15,2915 2,13329E12 12,92
17 0,0719108 44,9222 1,65262E12 32,541
18 1,31717 46,2394 1,64394E12 32,8951
Modelo para PRASINOFICEAS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 0,0909217 0,0909217 1,1965E13 0,0
2 10,1533 10,2442 1,08293E13 7,611
17 2,95148 53,3129 6,75698E12 42,3538
18 0,466501 53,7794 6,77872E12 42,1683
Modelo para PRIMNESIALES cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 14,1879 14,1879 6,20273E13 11,2672
2 0,417682 14,6056 6,20226E13 11,2738
17 1,53246 63,8632 3,30283E13 52,7515
18 1,12219 64,9854 3,31508E13 52,5763
Modelo para CIANOBACTERIAS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 16,7663 16,7663 1,00079E16 9,02714
2 1,07662 17,8429 9,99427E15 9,15107
17 0,378064 74,0878 5,98652E15 45,5819
18 1,83293 75,9207 5,85578E15 46,7703

Tabla 32 (continuacién): Modelos obtenidos para las variables Y (clases fitoplanctonicas) utilizando validacién
cruzada, grupo IV.
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Modelo para SYNECHOCOCCUS cel 1

% Variacion Cuadrado Medio Prediccion
Componente enY R-Cuadrada PRESS R-Cuadrada
1 16,2379 16,2379 6,04636E16 14,1938
2 0,850079 17,0879 6,61478E16 14,6015
17 0,434364 62,8562 3,59451E16 53,5939
18 0,0686847 62,9249 3,65187E16 52,8535

Tabla 32 (continuacién): Modelos obtenidos para las variables Y (clases fitoplanctonicas) utilizando validacion

cruzada, grupo IV.

En el conjunto de graficas siguiente (Figura 52) se muestran los valores de las densidades
celulares observadas en las muestras del grupo IV frente a los valores predichos con el
modelo. En la Figura 52b), que corresponde a valores de densidades celulares de
cloroficeas observados en las muestras vs los valores predichos por el modelo, podemos
ver que practicamente la totalidad de muestras presenta valores de cel/L bajos y tan s6lo un
pequeiiisimo niimero de muestras tienen valores algo mas elevados. Estas muestras con
mayores densidades celulares, como viene ocurriendo en los tres grupos de muestras
anteriores, pertenecen a la zona de la Albufera. Al ser las muestras de este grupo salinas y
por tanto tener mayor influencia marina los valores de cloroficeas en general son bajos y

similares.
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Figura 52: Valores observados versus predichos para las variables: a) diatomeas; b) cloroficeas; c¢) primnesiales;
d) Synechococcus spp. (Grupo IV de muestras).
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Figura 52 (continuacién): Valores observados versus predichos para las variables: a) diatomeas; b) cloroficeas;
¢) primnesiales; d) Synechococcus spp. (Grupo IV de muestras).
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Al igual que en el grupo anterior tampoco mostraremos la tabla con los coeficientes no
estandarizados, debido al elevado nimero de muestras que forma este grupo IV y por tanto
también elevado numero de filas en dicha tabla.

El grafico siguiente (Figura 53) muestra los coeficientes de regresion estandarizados y en
general, se aprecia que los coeficientes siguen un patrén similar para las cuatro clases de
fitoplancton representadas. Tan so6lo en las variables X que van desde 650nm a 710nm se
puede apreciar que diatomeas tiene la mayoria de los coeficientes con signo distinto a las
otras tres clases de fitoplancton.

Gréfica de Coeficientes PLS

—— DIATOMEAS _cel |
—— CLOROFICEAS _cel,
PRIMNESIALES _cel

| “ SWECHOCOCGUS,
Jﬁﬁw 1 41JJ“ﬁJJm4.1TJ.J¢PHM JW | .”JJ.lJ

L
¥
-1
4
&

Coeficiente Estnd.

Figura 53: Coeficientes estandarizados para las variables diatomeas, cloroficeas, primnesiales y
Synechococcus spp. (Grupo IV de muestras).

Los residuos estandarizados de las de las 4 variables modeladas en el grupo IV se muestran
en la Figura 54. El nimero de muestras que tienen valores absolutos de los residuos
estandarizados por encima de 2, para la variable diatomeas es de 11, siendo la mayoria de
estas muestras del primer muestreo de la pluma de Almenara. Para la variable primnesiales
hay 12 muestras con un residuo estandarizado mayor de 2 (valor absoluto), pero en este
caso la mayor parte de las muestras son de la pluma de la Albufera del segundo muestreo.
También en las variables cloroficeas (10 muestras con residuos estandarizados > |2| ) y
Synechococcus (12 muestras con residuos estandarizados > |2| ) las muestras pertenecen a

al primer muestreo de la pluma de la Albufera.
6.0 — 8.0

diatomeas cloroficeas

residuo estandarizado

residuo estandarizado

a) -40 - b)

Figura 54: Residuos para las variables a) diatomeas, b) cloroficeas, ¢) primnesiales d) Synechococcus spp de las
muestras del grupo IV.
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6.0 — 6.0 —
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Figura 54 (continuacién): Residuos para las variables a) diatomeas, b) cloroficeas, ¢) primnesiales d)
Synechococcus spp de las muestras del grupo IV.

3.5.4.5.-Resultados analisis PLSR1 para cianobacterias coloniales.

Debido a que en los grupos de muestras II y III, a pesar de obtener buenos coeficientes de
ajuste del modelo y buenos coeficientes en las predicciones, se decide rechazar los modelos
obtenidos porque solo en muestras de la Albufera la densidad celular de las cianobacterias
coloniales es considerable, se ha realizado un analisis PLSR con muestras de las dos
campaiias de la Albufera y utilizando s6lo como variable dependiente (Y) las densidades
celulares de las cianobacterias.

La salida del programa estadistico para este grupo de muestras de la Albufera nos muestra
los resultados de ajustar un modelo para 1 variable dependiente (cianobacterias) basado en
69 variables predictoras (densidades Opticas a 405nm, 410nm, 415nm....745nm). El
namero de muestras utilizadas en este modelo es 83 y el nimero de componentes con las
que obtenemos el mejor modelo es 8 ya que el R? promedio de la prediccion aumenta hasta
esta componente disminuyendo en la componente 9 (Tabla 33 y Figura 55).

Variables Independendientes y Dependientes

% Variacion |% Acumulado |% Variacion |% Acumulado |Prediccion Promedio

Componente |en X de X enY de Y R-Cuadrada
1 49,0075 49,0075 66,6511 66,6511 63,7318

2 22,5526 71,5601 275714 69,4083 65,7186

3 8,48607 80,0462 1,00005 70,4083 65,6528

4 15,3923 95,4385 0,67074 71,079 65,8622

5 1,63122 97,0697 4,17466 75,2537 69,3245

6 1,50207 98,5718 0,653704  |75,9074 69,5342

7 1,0297 99,6015 0,385835 76,2932 69,5423

8 0,225415 99,8269 1,05188 77,3451 70,2586

9 0,0188911 99,8458 2,40169 79,7468 68,3232

10 0,0610589  199,9069 0,562585 80,3094 70,1943

11 0,0125041  [99,0194 2.02725 82,3366 69,526

12 0,0228063  199,9422 0,731347 83,068 66,1034

Tabla 33: Resultados RPLS para las cianobacterias con muestras de pluma Albufera.
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Figura 55: Porcentaje de variabilidad explicada con el modelo para las variables X e Y (cianobacterias), muestras

pluma Albufera.

En la Tabla 34 se muestra la tabla ANOVA para la variable dependiente cianobacterias, en
la cual podemos observar que obtenemos un modelo que es predictor significativo puesto
que el valor-P < 0,05.

Analisis de Varianza para CTANOBACTERIAS cel 1
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razon-F | Valor-P
Modelo 1,06792E19 8 1,33489E18 31,5801 0,0
Residuo 3,12799E18 74 |4,22702E16
Total (corr.) 1,38071E19 82

Tabla 34: Analisis de la varianza para el modelo de cianobacterias (muestras de pluma de Albufera).

En la Tabla 35 se muestra que el modelo obtenido para las cianobacterias de este grupo de
muestras, segin el valor obtenido en el R” de las predicciones (0,70) se considera un buen

modelo.
Modelo para CIANOBACTERIAS cel 1
% Variacion Cuadrado Medio |Prediccion
Componente  |enY R-Cuadrada |PRESS R-Cuadrada
1 66,6511 66,6511 5,00761E18 63,7318
2 2,75714 69,4083 4,73329E18 65,7186
3 1,00005 70,4083 4,74237E18 65,6528
4 0,67074 71,079 4,71345E18 65,8622
5 4,17466 75,2537 4,23541E18 69,3245
6 0,653704 75,9074 4,20647E18 69,5342
7 0,385835 76,2932 4,20534E18 69,5423
8 1,05188 77,3451 4,10645E18 70,2586

Tabla 35: Modelo obtenido para cianobacterias utilizando validacién cruzada, (muestras pluma Albufera).
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En el grafico siguiente (Figura 56) se muestra los valores de las densidades celulares
observadas en las muestras de la pluma de la Albufera frente a los valores predichos con el
modelo. Vemos como en este caso al utilizar muestras con densidades celulares elevadas
(principalmente en muestras tomadas el dia 21/05/2008), si que obtenemos un mejor ajuste
de los valores observados frente a los predichos.

Existe un numero de muestras situadas en la parte baja de la recta que corresponden en su
mayoria a muestras de la segunda campafia de muestreo realizada en la zona (15/07/2008)
y a muestras de las estaciones 5, 6 y 7 del primer muestreo. Esto es debido a que en el
segundo muestreo no habia salida de agua dulce y por tanto al ser las cianobacterias
coloniales de origen continental su presencia en esas muestras es baja. Lo mismo ocurre en
las estaciones 5, 6 y 7 del primer muestreo, las densidades celulares de las cianobacterias es
baja porque estas estaciones estan alejadas de la salida del agua dulce.

Gréfica de Observados versus Predichos para CIANOBACTERIAS_cel |_
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Figura 56: Valores observados versus predichos para las variable cianobacterias coloniales en muestras de pluma
de Albufera.

Con este analisis se ha comprobado que si es posible obtener un buen modelo para
cianobacterias si el conjunto de muestras utilizado en el ajuste tiene unas densidades
celulares considerables de esta clase fitoplanctonica.

3.5.5.-Discusion de los modelos estadisticos

El grupo I de muestras (salinidades < 2,5 g/kg) estd formado mayoritariamente por
muestras de transicion, y algunas muestras de plumas del Estany y Almenara de la estacion
1 (normalmente la mas proxima a la salida del agua dulce). Estas muestras corresponden a
los dos primeros muestreos del estuario del Jucar, (principalmente las estaciones 1y 2) y al
primer muestreo del Estany de Cullera. Con las muestras del grupo I (muestras de agua
dulce) las clases fitoplanctonicas que conseguimos modelar son diatomeas, criptoficeas y
cloroficeas. Las diatomeas y cloroficeas estan presentes en mayor o menor concentracion
en practicamente todas las muestras estudiadas en este trabajo. Sin embargo, las
criptoficeas tienen un porcentaje con respecto a las eucariotas totales generalmente mas
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elevado en las muestras de transicion que en las muestras de las plumas. Posiblemente esta
es la razén por la que se consigue un buen modelo para las criptoficeas en este grupo de
muestras. Las diatomeas, que en este grupo logicamente son de origen continental, y
cloroficeas son las dos clases mayoritarias en estas muestras dulces, razén por la que
conseguimos un buen modelo de ambas. En el articulo que se presenta en el anexo
(Martinez-Guijarro et al. (2009)) aunque la técnica experimental es algo diferente a la
utilizada aqui y la totalidad de muestras corresponden a zonas de plumas (de las mismas
zonas que en este trabajo), se consiguen buenos modelos también para estas tres clases de
fitoplancton. La conclusion a la que se llegd con las investigaciones del articulo es que se
modelaban bien aquellas clases de fitoplancton cuyas densidades celulares eran altas y
ademas existia una presencia mayoritaria de esta clase con respecto al resto de organismos
fitoplanctonicos presentes en las muestras, ya que puede ser posible que la presencia
mayoritaria de determinadas clases impida poder determinar otras con un tipo y contenido
de pigmentos cuyos espectros se solapen o enmascaren. Esto explicaria que en este grupo
se modele bien las clases fitoplanctonicas que tienen una presencia en las muestras de agua
considerable (densidad celular alta) y un porcentaje con respecto a las eucariotas totales
alto.

En el grupo II (salinidades entre 2,5 y 21 g/kg) también hay muestras de transicion, en este
caso todas son del estuario del Jucar, son muestras de los dos primeros muestreos y de la
estacion 3. El resto de muestras que forma este grupo corresponde a los dos muestreos
realizados en las plumas del Estany y de Almenara y al primer muestreo de la pluma de
Albufera. Estas muestras son principalmente de las estaciones 2 y 4.

Con este grupo de muestras conseguimos buenos modelos, teniendo en cuenta el R? de la
prediccion, para los dinoflagelados, primnesiales, cianobacterias y cloroficeas. El modelo
de cianobacterias a pesar de tener un R* de predicciéon de 0,93, se decide considerarlo no
aceptable porque la mayoria de muestras del grupo II, presenta unas densidades celulares
de cianobacterias que corresponde al limite de deteccion de la técnica de recuentos por
epifluorescencia, y sélo unas muestras de la Albufera presentan datos aceptables de
cianobacterias. El modelo de cianobacterias que se presenta en el articulo Martinez-
Guijarro et al. (2009) también se rechaza por la misma razon, ya que solo en las muestras
de la Albufera se observan densidades celulares altas de cianobacterias coloniales.

Con respecto al modelo de diatomeas que conseguimos con este grupo de muestras, a pesar
de incorporar una componente mas para comprobar si mejora el modelo y a pesar de que el
ajuste de las variables Y consigue un R? alto (0,72) no podemos aceptar el modelo porque
al efectuar la validacion cruzada y evaluar la capacidad de prediccion del modelo el R? de
la prediccion que obtenemos tan solo es de 0,40. El motivo por el que no se consigue
modelar de forma aceptable las diatomeas posiblemente es debido a que en las muestras del
grupo II, las diatomeas que existen mayoritariamente deben ser de agua dulce y aunque sus
densidades celulares no sufren cambios importantes, si aumenta la presencia de otros
grupos de origen marino que posiblemente interfieren en la determinacién
espetrofotométrica de esta clase fitoplanctonica.

En las muestras de las plumas mayoritariamente aparecen cloroficeas y diatomeas, siendo
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estos dos grupos los que alternan los maximos porcentajes con respecto al resto de
eucariotas. Y se observa también que ha aumentado la presencia de grupos de fitoplancton
mas relacionado con agua marina como las prasinoficeas, primnesiales y dinoflagelados.
Razon por la que obtenemos, con este grupo de muestras, modelos buenos para
primnesiales y dinoflagelados.

El grupo I1I (salinidades entre 21 y 35 g/kg) esta formado por muestras de transicion del
Jucar de los tres muestreos efectuados en esa zona y por muestras de transicion de las tres
campaiias del Estany de Cullera, del segundo y tercer muestreo de esta ultima zona
practicamente todas las muestras. De las zonas de plumas, forman parte de este grupo las
muestras de las dos campafias del Estany y de Almenara, estaciones 2 a 4 de profundidades
intermedias. De la pluma de Albufera sélo pertenecen a este grupo III, muestras del primer
muestreo de las estaciones 2 y 3 hasta una profundidad de 0,5 m.

Con este grupo de muestras conseguimos un buen modelo para diatomeas y Synechococcus
spp y un modelo aceptable para cloroficeas.

De los resultados de este tercer grupo lo que destaca es el modelo que obtenemos para
Synechococcus spp debido principalmente a las muestras del Estany de Cullera que
presentan (muestreos de abril y mayo) densidades celulares muy altas, con respecto a las
otras zonas estudiadas. Estas densidades celulares se obtienen en muestras que presentan
condiciones de hipoxia estacionales lo que nos hace pensar que debido a estratificaciones
verticales estacionales se producen zonas de hipoxia y es en estas condiciones cuando se
produce un crecimiento de los Synechococcus spp y otras picocianobacterias, al igual que
ocurre en otras zonas segun bibliografia consultada (Crump et al., 2007; Detmer et al.,
1993). Esto no se observa en el primer muestreo del Estany (8-11-2007) posiblemente
debido a que la toma de muestras no se hizo de forma correcta y solo se tomaron muestras
en el primer metro y a profundidades a partir de 5 m, donde la anoxia ya parece ser total.

En las zonas de plumas en todas las muestras existen cloroficeas y diatomeas razén por la
cual en todos los grupos obtenemos modelos como minimo aceptables de alguna de estas
dos clases fitoplanctonicas. Debido a los valores de salinidad las diatomeas de este grupo
de muestras deben ser de origen marino. En las muestras de la pluma de Almenara son las
diatomeas las que tienen unos porcentajes muy altos con respecto al resto de eucariotas.

En las muestras de las plumas de Almenara y Estany, sobre todo a medida que aumenta la
profundidad de las muestras, aumentan los porcentajes de primnesiales y prasinoficeas,
pero sin embargo, no obtenemos modelos aceptables para estas clases de fitoplancton. En el
caso de las prasinoficeas no conseguimos modelos aceptables en ningun grupo de muestras.
Hay dos factores que tal vez sean los que imposibilitan la obtencion de los modelos, los dos
han sido comentados anteriormente y también aparecen en Martinez-Guijarro et al. (2009)
en el apartado de conclusiones, puede que la cuota celular de pigmentos de estos
organismos fitoplancténicos sean bajos y por tanto sea dificil su determinacion
espectrofotométrica, y/o los picos de absorcion de sus pigmentos queden enmascarados por
los picos de absorcion de los pigmentos de otros organismos que tengan o bien una mayor
presencia en las muestras o una mayor cuota celular del pigmento.
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El grupo IV (salinidades > 35g/kg) de muestras estd formado por las muestras mas
profundas de los dos ultimos muestreos de la zona de transicidn del Jacar y
mayoritariamente por las muestras de las estaciones 5, 6 y 7 de los muestreos de plumas.

Se consigue un buen modelo para diatomeas y modelos aceptables para cloroficeas,
primnesiales y Synechococcus spp. Aunque los resultados que se han conseguido para
prasinoficeas se han considerado no aceptables, en este grupo al estar formado
practicamente en su totalidad por muestras de agua de mar, se obtienen los mejores
resultados para esta clase fitoplancténica (R* del ajuste de las variables Y 0,54 y R* de la
prediccion 0,40).

Las diatomeas de las muestras de este grupo deben ser de origen marino y los porcentajes
con respecto al resto de eucariotas son altos sobre todo en las muestras de las plumas de
Almenara, lo que permite conseguir un modelo con un alto R? de prediccién. Las
cloroficeas tienen una menor presencia en las muestras del grupo IV porque son de origen
continental, debido a esto dentro de las clases fitoplanctonicas que obtenemos resultados
aceptables es la clase que peor se modela.

3.5.6.-Esquema del procedimiento a seguir para utilizar los modelos
estadisticos en la determinacion de la composicion fitoplanctonica.

El proceso a seguir en la determinacion de la composicidn fitoplancténica de muestras
recibidas en el laboratorio seria el siguiente:

Laboratorio

— Determinacion de la salinidad de las muestras.

— Filtrado de las muestras a través de membranas de fibra de vidrio.

— Determinacion del espectro de absorcion en el filtro que contiene el material
particulado retenido, entre 400 y 750 nm, cada 5 nm.

Tratamiento de los datos

— A las densidades 6pticas (absorbancias) se les resta el valor de la densidad optica a 750
nm.

— Se normalizan los espectros dividiendo los valores de las densidades opticas del
espectro por el maximo valor de densidad optica en cada muestra.

Aplicacion del modelo

— En funcidn del valor de salinidad de la muestra utilizaremos el modelo mas adecuado
de los 4 obtenidos.

— Se introducen los datos en el modelo y se selecciona la opcidn de predicciones.

Interpretacion de los resultados

— Una vez obtenidas las predicciones en cada una de las muestras, el conocer este dato
nos permitira decidir la necesidad o no de realizar los recuentos de la muestra con el
microscopio.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES Y FUTURAS LINEAS
DE INVESTIGACION

4.1.- Conclusiones

Salinidad
a) Plumas

Debido a la diferencia de densidad entre las aguas continentales de la Albufera de Valencia,
Estany de Cullera o Marjal de Almenara y las mas salinas del mar Mediterraneo, se ha
encontrado que los valores de salinidad son menores en las capas mas superficiales,
aumentando gradualmente al hacerlo la profundidad. El espesor de las capas de agua
dulce/salobre es pequeflo y los mayores gradientes se producen generalmente en el primer
metro de la columna de agua en las estaciones situadas en la desembocadura de estos 3
sistemas continentales.

Aunque en general los valores de salinidad van aumentando conforme nos alejamos de las
desembocaduras, al estar la ubicacion de la pluma condicionada por los vientos locales
¢éstos pueden dar lugar a que estaciones proximas a la salida del agua continental (situadas
en la misma direccion de donde sopla el viento) tengan menor influencia continental que
otras mas alejadas.

b) Estuarios

El espesor de la capa de agua dulce en el estuario del Jicar estd condicionada logicamente
por el caudal del rio en su tramo final. De los tres muestreos efectuados en la zona, tan solo
en uno de ellos el caudal del rio permite que exista una capa de agua dulce con un espesor
ligeramente superior a un metro.

En el estuario del Estany de Cullera la capa de agua dulce supera el metro de espesor en los

3 muestreos realizados, y la capa de agua salobre llega hasta los 2 metros excepto en el
primer muestreo que existe agua salobre hasta los 4 metros de profundidad.
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Clorofila a

Los mayores valores de clorofila a se producen en las muestras mas superficiales debido a
la existencia de la capa de agua dulce, sobre todo en aquellas estaciones mas proximas a la
salida del agua continental. El valor de la clorofila a disminuye con el aumento de la
profundidad de forma inversa a la salinidad.

En muchas estaciones los mayores valores de clorofila @ no se dan en las dos muestras mas
superficiales (0-5 cm), quiza debido a la fotoinhibicién del fitoplancton que causa una
disminucion del crecimiento y de las tasas fotosintéticas.

Existen muestras a profundidades intermedias que presentan elevados valores de clorofila
a, esto se produce por una sedimentacion en la interfase del fitoplancton senescente debido
al efecto del shock salino.

Composicion fitoplancténica

Respecto a las comunidades fitoplanctdnicas podemos concluir que hay diferencias entre el
comportamiento de los principales grupos fitoplancténicos.

Los grupos que predominan en aguas dulces, como cloroficeas y cianobacterias coloniales,
disminuyen su densidad celular y porcentajes en la poblacion fitoplanctonica cuando
aumenta la salinidad, aunque la retencién de células senescentes en el proceso de
sedimentacion en la interfase puede producir picos a salinidades intermedias.

Los grupos fitoplanctonicos con formas adaptadas tanto a aguas dulces como marinas,
(diatomeas) pueden presentar altos valores de densidad celular a lo largo de todo el
gradiente salino asi como picos de abundancia en la interfase al proliferar debido a la
acumulacion de nutrientes.

La mayor o menor abundancia de otros grupos minoritarios en las plumas depende
fundamentalmente de la poblacion de origen y de la época del aflo.

Al analizar el comportamiento de los organismos procariotas a lo largo de un gradiente de
salinidad hay que distinguir entre dos grupos, las cianobacterias coloniales tipicas de agua
dulce y las picocianobacterias (Synechococcus spp) mas tipicas en aguas de mar. En todas
las estaciones analizadas observamos que la densidad de las cianobacterias coloniales
disminuye a lo largo del gradiente salino. Aunque los Synechococcus spp tienen mayor
presencia en ecosistemas marinos, especialmente en medios oligotréficos donde son un
constituyente fundamental del fitoplancton también estan presentes en agua dulce y
salobre. En principio, estamos relacionando los Synechococcus spp con medios marinos
mas oligotroficos sin embargo, vemos como las muestras del estuario del Estany
especialmente los muestreos segundo y tercero, presentan elevadas concentraciones de
Synechococcus spp por las condiciones de hipoxia/anoxia que se dan en estas aguas.

Espectro de absorcion de las muestras
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En los espectos de absorcion determinados en las muestras dulces-salinas-salobres, no se
han encontrado diferencias apreciables entre ellos, ya que debido a la mezcla de los
pigmentos contenidos en las células, las absorbancias de éstos se suman y se obtiene un
espectro total en el cual los picos de maxima absorcion de cada pigmento quedan
solapados. Tan solo se diferencian, como es logico, en la “altura” del espectro ya que éstos
son mayores en las muestras mas dulces al ser mayor la densidad fitoplanctonica de las
muestras.

4? derivada del espectro de absorcion

No existen diferencias apreciables en la 4* derivada del espectro, entre muestras de
estaciones proximas a la salida del agua continental y muestras de estaciones mas alejadas
de ésta. La tinica diferencia apreciable es que la altura de los picos, al igual que ocurre en el
espectro “normal”, es mayor en aquellas estaciones mas proximas a la salida del agua
continental.

Los picos de maxima de absorcion que podemos apreciar al realizar la 4* derivada del
espectro se dan en torno a las siguientes longitudes de onda: 415, 440, 470, 490, 550, 590,
620, 640, 675 y 710 nanoémetros.

Los “picos” de maxima absorcion que mas claramente podemos identificar corresponden a
la clorofila a (440 y 675 nm). El resto podemos atribuirlos a la clorofila b (470 y 640 nm),
a los carotenoides que presentan absorciones maximas entre 450 y 550 nm y las
ficobiliproteinas que tienen absorciones maximas en las longitudes de onda comprendidas
entre 480 y 600 nm.

Coeficiente de absorcion del fitoplancton (a,,) y coeficiente de absorcion especifico de
la clorofila a (a,,*) a 440 nm y 675 nm

La densidad dptica a 440 nm esta mas afectada por el “efecto empaquetamiento” y por los
pigmentos accesorios, que la densidad dptica a 675 nm. Por esta razén los coeficientes
a,n(L) y ap*(L) presentan mayor dispersion a 440 nm que a 675nm.

Existe una relacion inversa entre a,,*(A) y la concentracion de clorofila a. Esto, esta
asociado con un aumento de la concentracion del pigmento intracelular y no con un
aumento del numero de células lo que conlleva una menor eficiencia en la absorcién por el
“efecto empaquetamiento”.

Los valores que obtenemos de a,,*(1) a 440 y 675 nm estdn de acuerdo con los obtenidos
por otros autores seguin bibliografia consultada, ya que aunque los valores aqui obtenidos
son algo superiores, las muestras de estos autores son oceanicas y tomadas a profundidades
muy superiores (10-40 m).

133



Conclusiones y Futuras Lineas de Investigacion

Modelos estadisticos

Con respecto a los modelos estadisticos obtenidos podemos decir que se modelan bien
aquellas clases de fitoplancton cuyas densidades celulares son altas y ademds existe una
presencia mayoritaria de esta clase con respecto al resto de organismos fitoplanctdnicos
presentes en las muestras, ya que puede ser posible que la presencia mayoritaria de
determinadas clases impida poder determinar otras con un tipo y contenido de pigmentos
cuyos espectros se solapen o enmascaren.

a) Modelo estadistico grupo I de muestras.

El grupo I esta formado por muestras dulces (sal. < 2,5 g/kg) y las clases mayoritarias en
estas muestras son las diatomeas y cloroficeas. Por las muestras del estuario del Jucar
también las criptoficeas tienen una presencia considerable en este grupo de muestras. Por
todo lo anterior se consiguen buenos modelos para las diatomeas, criptoficeas y cloroficeas,
las tres clases son de origen continental.

b) Modelo estadistico grupo II de muestras.

El grupo II estd formado por muestras de agua dulce con influencia marina (Sal. 2,5-21
g/kg). Las clases eucariotas mayoritarias en estas muestras son cloroficeas y diatomeas y se
observa un aumento de la presencia de grupos de fitoplancton mas relacionados con agua
marina como las prasinoficeas, primnesiales y dinoflagelados. En este grupo de muestras se
consiguen modelos para cloroficeas y para las clases de origen marino primnesiales y
dinoflagelados.

Para diatomeas no se consigue un buen modelo quiza por el aumento de la presencia de
otros grupos, en este caso de origen marino, que posiblemente interfieren en la
determinacidn espetrofotométrica de esta clase fitoplanctonica.

¢) Modelo estadistico grupo III de muestras.

En el grupo III formado por aguas salinas con influencia continental (Sal. 21-35 g/kg), se
consiguen modelar las cloroficeas, diatomeas y Synechococcus spp. Se obtiene un buen
modelo para diatomeas pero en este caso el origen de éstas es marino. De los
Synechococcus spp también obtenemos un buen modelo, pero la presencia de este
organismo procariota no es debida a una mayor influencia marina de las muestras, ya que
se debe a que en las muestras del Estany se da un crecimiento de esta poblacion por
episodios estacionales de hipoxia/anoxia.

d) Modelo estadistico grupo IV de muestras.

El grupo IV estd formado por aguas salinas (Sal. > 35 g/kg) sin tener practicamente
influencia continental. A pesar del origen marino de estas muestras conseguimos un
modelo de cloroficeas aceptable, pero los R” tanto del ajuste como de la prediccion
disminuyen con respecto a los que se obtienen en los grupos con aguas mas dulces. El resto
de clases que conseguimos modelar como minimo de forma aceptable son de origen
marino, diatomeas, primnesiales y Synechococcus spp.
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e) Modelo para prasinoficeas y cianobacterias

La unica clase fitoplanctéonica de las consideradas en este trabajo de la que no obtenemos
resultados en ninglin grupo es prasinoficeas, posiblemente porque sus densidades celulares
en los grupos de muestras son muy bajos con respecto a otras clases de eucariotas.

Conseguimos buenos modelos (segin el valor del R* de ajuste y prediccion) para las
cianobacterias coloniales en los grupos de muestras II y III, pero debido a que la presencia
de estas células es solo considerable en muestras de la pluma de la Albufera, y en el resto el
valor de la densidad celular corresponde al limite de deteccion de la técnica, se decide
rechazar los modelos obtenidos. Sin embargo, si realizamos un modelo s6lo con muestras
de la pluma de la Albufera, donde las cianobacterias tienen unas densidades celulares mas
altas, se ha comprobado que si es posible obtener un buen modelo para cianobacterias
coloniales.
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4.2.- Futuras lineas de investigacion
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Validar el modelo. Realizar muestreos en las mismas zonas de plumas y
estuarios, y con los valores de los espectros realizados sobre las muestras
comprobar los resultados obtenidos con el modelo.

Ampliar la base de datos de muestras. Realizar mas campafias de muestreo en
otras plumas o estuarios, o en otras épocas del afio.

Ampliar la base de datos con muestras de aguas costeras (playas). Para la
utilizacidon de estos modelos en una futura aplicaciéon de la Directiva Marco del
Agua. También se podria utilizar para el control de las poblaciones de especies
toxicas, de mareas rojas, etc. en aguas de bafio.

Ampliar con muestras de alta mar. En muestras tomadas a distancias
considerables de la costa las poblaciones fitoplanctonicas cambian, tanto en los
grupos que predominan como en las densidades celulares. Por estas razones es
necesario tener esta informacion en los modelos para que puedan ser aplicados en
estas muestras.

Mejorar el modelo obtenido para cianobacterias coloniales. Muestrear zonas
donde existan densidades celulares considerables de este grupo de procariotas.

Intentar conseguir modelos para las clases crisoficeas y prasinoficeas. Debido
a que no se ha podido obtener modelos en ninglin grupo de muestras en este
trabajo, para estas dos clases de fitoplancton, realizar muestreos en zonas donde
estas clases predominen.

Intentar conseguir informacion de aquellos grupos problematicos para el
estado ecologico. Si no podemos obtener resultados cuantitativos aceptables con
los modelos, intentar con el espectro de absorcion y/o la 4* derivada del mismo
conseguir en aquellas clases de fitoplancton problematicas desde el punto de vista
ecologico (cianobacterias, dinoflagelados), informacidén “cualitativa” que nos
permita conocer la existencia en las muestras de estas clases de fitoplancton.

Aplicacion de los espectros de absorcion en la determinacion de la materia
organica coloreada disuelta. La materia organica coloreada disuelta (CDOM)
esta formada por material cromoférico, por lo que podria afectar a las propiedades
opticas de la capa foética de agua, modificando la cantidad de luz disponible para
los organismos fotosintéticos. Por ello resulta interesante poder estimar el
contenido de la misma en el agua.
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FECHA ESTACION | PROFUNDIDAD SALINIDAD CLOROFILA
m g'kg (mg/m’)
21/05/2008 FPTI01 0 8,810 420,05
21/05/2008 FPUO1 0,05 9,952 423,29
21/05/2008 FPUO1 0.1 11,308 380,80
21/05/2008 FPUO1 0.2 16,824 267,02
21/05/2008 FPUO1 0.z 12,724
21/05/2008 FFPUO1 0.5 24927 158,11
21/05/2008 FPUO1 0,75 36415 2.91
21/05/2008 FPUO2 0 23.640 190,94
21/05/2008 FPUO2 0,05 23632 190,86
21/05/2008 FPUO2 0.1 25266 16541
21/05/2008 FPUO2 0.2 28419 121,93
210052008 FFUOZ 0.3 30146 98,31
210052008 FFUOZ 0.5 34,985 32,11
210052008 FFUOZ 0,75 36,903 2,28
21/05/2008 FFUO2 1 36,985 2,06
21/05/2008 FPTIOZ 1,5 36,561 1,74
21/05/2008 FPTI0Z 0 32,512 57,58
210272008 FRU03 0,05 32,443 26,62
21/05/2008 FPUO3 0.1 32.630 58,72
21/05/2008 FPUO3 0.2 34,684 52,01
21/05/2008 FPUO3 0.z 34.044 45 80
21/05/2008 FPUO3 0.5 35,235 27,16
21/05/2008 FPUO3 0,75 36,365 9.07
21/05/2008 FPUO3 1 37.208 1,89
21/05/2008 FPUO3 4 37.528 1,22
21/05/2008 FPUD4 0 17,781 27141
21/05/2008 FPUD4 0,05 18,829 278,57
21/05/2008 FFUO4 0.1 25756 158,00
210052008 FFUO4 0.2 36,598 10,99
210052008 FFUO4 0.3 37.152 3.1
21/05/2008 FFUO4 0.5 37.072 1,%4
21/05/2008 FPTI04 0,75 37,017 1,71
21/05/2008 FPTI04 1 37,006 1,66
210572008 FFU0O4 2 37178 1,58
21/05/2008 FPUOS 0 37.201 1,05
21/05/2008 FPUOS 0,05 37.021 1,07
21/05/2008 FPUOS 0.1 37139 0,87
21/05/2008 FPUOS 0.2 37.250 0,29
21/05/2008 FPUOS 0.3 37.163 0,24
21/05/2008 FPUOS 0.5 37.132 1,13
21/05/2008 FPUOS 0,75 37123 0,57
21/05/2008 FPUOS 1 37.220 0,21
21/05/2008 FPUOS 5 37.293 1,34
21/05/2008 FFUOG 0 36,779 1,15
210052008 FFUOSE 0,05 36,818 1,45
210052008 FFUOSE 0.1 37.100 1,22
21/05/2008 FFUOG 0.2 37.088 1,27
21/05/2008 FPTI04 0.3 37,044 1,16
21/05/2008 FPTI04 0.5 37,209 1,24
210572008 FFUQG 0,75 36,927 1,29
21/05/2008 FPUQG 1 36,972 1,49
210572008 FPUNG 3 37.013 1,34
21/05/2008 FPUO7 0 36.972 147
21/05/2008 FPUO7 0,05 37.056 1,56
21/05/2008 FPUO7 0.1 37.073 1,35
21/05/2008 FPUO7 0.2 37.094 1,39
21/05/2008 FPUO7? 0.3 37077 140
21/05/2008 FPUO7? 0.5 36,982 145
21/05/2008 FPUO7? 0,75 36415
21/05/2008 FRUOT? 1 37.041 148
21/05/2008 FFUO7? 5 36,936 1,37

Tabla Al.1: Salinidad y Clorofila a en muestras de la pluma Albufera de Valencia (21-05-2008)
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FECHA ESTACION | PROFUNDIDAD SALINIDAD CLOROFILA
m g'kg (mg/m*y
15/07/2008 PPTIO1 0 36,966 3,22
15/07/2008 PPTIO1 0,05 36,856 2,96
15/07/2008 PPTIO1 0,1 37,059 3,05
15/07/2008 PPTIO1 0,2 37,156 2,96
15/07/2008 PPTIO1 0.3 37,125 2,80
15/07/2008 PPTIO1 0.5 37.017 3,01
15/07/2008 FPTION 0,75 36,989 2,96
15/07/2008 FPTON 1 36,669 2,93
15/07/2008 FETIOZ 0 36,805 2,60
15/07/2008 FETIOZ 0,05 36,743 278
15/07/2008 FETIOZ 0,1 37,056 270
15/07/2008 FETIOZ 0.2 36,817 2,58
15/07/2008 FETIOZ 0.3 36,962 2,74
15/07/2008 FETIOZ 0.5 36,769 268
15/07/2008 FETIOZ 0,75 36,968 2.64
15M72008 PPTU02 1 35,240 2,27
15072008 PPTU0Z ] 36,930 2,45
15/07/2008 ITTI03 0,05 37,069 2,67
15/07/2008 DTz 0,1 36,728 2,62
15/07/2008 DTz 0,2 37,090 2,43
15/07/2008 PETI0Z 0,3 37170 2,57
15/07/2008 PETI0Z 0,5 36,816 2,48
15/07/2008 PETI0Z 0,75 36,452 2,43
15/07/2008 PETI0Z 1 36,186 2,37

Tabla A1.2: Salinidad y Clorofila a en muestras de la pluma Albufera de Valencia (15-07-2008)
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FECHA ESTACION PROFUNDIDAD SALINIDAD
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Tabla A1.3: Salinidad y Clorofila a en muestras de la pluma Marjal de Almenara (27-02-2008)
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CLOROFILA
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14,61
15,20
15,05
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3,16
3,13
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2,10
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143
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143
1,62
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FECHA ESTACION | PROFUNDIDAD SALINIDAD CLOROFILA
m g'kg (mgz/m’y
12/03/2008 PATO1 0 2.5 11,80
12/03/2008 PATO1 0,05 2.5 11.21
12/03/2008 PATOL 0,1 2.5 10,66
12/03/2008 FALOL 0,2 15,468 7,05
12/03/2008 FALOL 0,3 21,148 6,43
12/03/2008 FPALO1L 0.5 35,250 367
12/03/2008 FALOL 0,75 37,366 373
12/03/2008 FALOL 1 37443 24
12/03/2008 PATDZ 0 9,843 3.91
12/03/2008 PATDZ 0,05 12,119 B.09
12/03/2008 PATDZ 0.1 16,476 8.%4
12/03/2008 PATDZ 0.2 30779 452
12/03/2008 PATDZ 0.3 35,625 3,35
12/03/2008 PATDZ 0.5 37,506 3,16
12/03/2008 PATDZ 0,75 37.265 3,85
12/03/2008 PALDZ 1 37474 3,33
12/03/2008 PATDZ 2.1 37.134 435
12/03/2008 PALO3 0 16,931 5,73
12/03/2008 PALO3 0,05 20444 5,87
12/03/2008 PALO3 0,1 23302 542
12/03/2008 PALO3Z 0,2 20,936 458
12/03/2008 PALOZ 0,2 34,185 3,55
12/03/2008 PATO3Z 0,3 37,508 3,24
12/03/2008 PATD3 0,75 37,253 4.04
12/03/2008 PATO3Z 1 37433 406
12/03/2008 PATD3Z 3 37,352 5.01
12/03/2008 PATDS 0 18,426 713
12/03/2008 PATDS 0,05 23573 6,35
12/03/2008 PATDS 0,1 25338 5,39
12/03/2008 PATDS 0.2 35323 3,36
12/03/2008 PATDS 0.3 36,693 341
12/03/2008 PALOS 0.5 37,097 3.26
12/03/2008 FPALDS 0,75 37,324 341
12/03/2008 FPALDS 1 37,400 3,32
12/03/2008 FPALOL 1,5 37,394 358
12/03/2008 PALOS ] 37,270 1,332
12/03/2008 PALOS 0,05 37,211 1,12
12/03/2008 PATDS 0,1 37,147 1,46
12/03/2008 PATOS 0.2 37,282 1,47
12/03/2008 PATOS 03 37171 1,37
12/03/2008 PATDS 0.5 37,308 1,61
12/03/2008 PATDS 0,75 37.060 1,61
12/03/2008 PATDS 1 37.327 1,48
12/03/2008 PATDS 3.5 37431 1,77
12/03/2008 PALDG 0 37313 1,34
12/03/2008 PALDG 0,05 36,366 1,05
12/03/2008 PALDG 0.1 37,507 1,27
12/03/2008 PALDG 0.2 37,378 1,23
12/03/2008 PALDG 0,3 37,155 1,28
12/03/2008 PALDG 0,5 37,339 1,53
12/03/2008 PALDS 0,75 37453 1,52
12/03/2008 PATDG 1 36,841 1,16
12/M3/2008 PATDG 3.9 37,116 248
12/03/2008 PATOT 0 35,114 1,38
12/03/2008 PATOT 0,05 35,766 1,35
12/03/2008 PATOT 0,1 36,315 1,53
12/03/2008 PATOT 0.2 37112
12/03/2008 PATOT 0.3 37.544 1,50
12/03/2008 PATOT 0.5 37,791
12/03/2008 PATOT 0,75 37.622
12/03/2008 PATOT 1 37.277 1,21
12/03/2008 PALOT 4.5 37.356 3.25

Tabla A1.4: Salinidad y Clorofila a en muestras de la pluma Marjal de Almenara (12-03-2008)
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FECHA ESTACION | PROFUNDIDAD SALINIDAD CLOROFILA
m g'kz (mz/m)
060572008 PEO1 0 20,565 6,71
06/05/2008 PEO1 0,05 21,408 7,53
0&6/05/2008 PEO 0.1 23662 6,27
06/05/2008 FEO 0,2 35489 2,60
06/05/2008 FEO 0,3 35449 2,60
DE/05/2008 PEOL 0,5 37,395 24z
D&/M022008 PED1 0,75 37,608 2,10
0&/05/2008 PE0DZ 0 2.500 16,07
06/05/2008 PE0Z 0,05 9,559 10,04
06/05/2008 PE0Z 0.1 11,236 9.54
060572008 PE0OZ 0.2 19,959 7.10
060572008 PE0OZ 0.3 33519 3,88
06052008 FEOZ 0.5 37.667 2,16
06/05/2008 PEOZ 0,75 37443 1,%%
DEMNS/2008 PEOZ 1 37,592 1,80
0&/05/2008 PE0DZ 2 37.575 2.83
D&/M05/2008 PE0O: 0 21,599 5,12
060572008 PEOZ 0,05 36,052 1,26
060572008 PEOZ 0.1 36623 2,21
0&6/05/2008 PEOZ 0.2 36,716 3,02
06/05/2008 FEOZ 0.3 36,768 4,22
06/05/2008 FEOZ 0.5 37444 2,73
DE/05/2008 PEOZ 0,75 37,550 3,596
DE/05/2008 PEOZ 1 37,506 2,53
D&/M05/2008 PED: 3 38.052 4,95
0&/05/2008 PE4 0 20449 4 84
06/05/2008 PE04 0,05 20,101 475
06/05/2008 PE04 0.1 21,292 476
060572008 PEO4 0.2 28.393 3,50
06052008 FEO4 0.3 31,869 2,84
06052008 FEO4 0.5 37.507 1,55
DEMNS/2008 PEO4 0,75 37,510 1,53
0&/05/2008 PED4 1 37702 1,29
D&/M05/2008 PE0S 0 36,690 1,46
060572008 PE0S 0,05 37.320 2,34
060572008 PE0S 0.1 37452 242
0&6/05/2008 PE0S 0.2 37.559 241
0&6/05/2008 PE0S 0.3 37.074 2,36
06/05/2008 FEOS 0.5 37.398 2,33
086/05/2008 PEOS 0,75 37469 2,33
DE/05/2008 PEOS 1 37,334 2,23
D&/M05/2008 PEDS 3 37.870 1,91
0&/05/2008 PEDE 0 37.236 1,97
06/05/2008 PE0E 0,05 37463 2,m
06/05/2008 PE0E 0.1 37.360 1,99
060572008 PE0E 0.2 37.526 2.m
06052008 FEOE 0.3 37484 1,57
06052008 FEOE 0.5 37.154 1,57
DEMNS/2008 PEOS 0,75 37,093 1,93
DEMNS/2008 PEOS 1 37,357 2,05
0&/05/2008 PEOE 6.5 38.211 2.21
0&6/05/2008 PEOY 0 37.540 2,20
060572008 PEOY 0,05 37.348 2,15
0&6/05/2008 PEOY 0.1 37.357 2,20
0&6/05/2008 PEOY 0.2 37.569 1,86
06/05/2008 FEOY 0,3 37.383 2,20
06/05/2008 PEOY 0,5 37.651 2,11
DE/05/2008 PEO7 0,75 37,587 2,17
0&/05/2008 PEOY 1 37.645 2,10
D&/05/2008 PEOY 6.5 38.638 2,68

Tabla A1.5: Salinidad y Clorofila a en muestras de la pluma Estany de Cullera (06-05-2008)
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FECHA ESTACION | PROFUNDIDAD SALINIDAD CLOROFILA
m g'kg (mg/m’)
20/05/2008 FEO1 0 25 9495
20/05/2008 FEO1 0,05 25 948
20/05/2008 FEO1 0,1 2.5 9.4%
20/05/2008 FEO1 0,2 2.5 2,50
20/05/2008 FEO1 0,2 6,439 7897
20/05/2008 FEO1 0,5 37,083 1,22
20/05/2008 FED1 0,75 37,109 1,21
20/05/2008 FEO1 1 37,007 1,14
20/05/2008 FEO2 0 7586 7,83
20/05/2008 FEO2 0,05 2,500 8.39
20/05/2008 FEO2 0.1 12,136 7.02
20/05/2008 FEO2 0.2 35117 1,48
20/05/2008 FEO2 0.3 36,646 0,99
20/05/2008 FEO2 0.5 37120 0,92
20/05/2008 FEO2 0,75 36,930 1,13
20/05/2008 FEO2 1 36,902 1,00
20/05/2008 FEOZ 3 36795 1,34
20/05/2008 FEO3 0 25738 2,50
20/05/2008 FEO3 0,05 25838 2,92
20/05/2008 FEO3 0,1 27,936 246
20/05/2008 FEOZ 0,2 22702 1,43
20/05/2008 FEOQ3 0,2 36,013 1,02
20/05/2008 FEOQ3 0,5 37,258 0.21
200272008 FEOZ 0,75 37,295 0,77
20/05/2008 FEO3 1 37,236 0,91
20/05/2008 FEO3 4 3777 0,82
20/05/2008 FEO4 0 14,942 5,92
20/05/2008 FEO4 0,05 19,049 469
20/05/2008 FEO4 0.1 27478 2.54
20/05/2008 FEO4 0.2 36,924 0,97
20/05/2008 FEO4 0.3 37,017 0,95
20/05/2008 FEO4 0.5 37,161 1,00
20/05/2008 FEO4 0,75 37,156 0,91
20/05/2008 FEO4 1 37.045 0,96
20/05/2008 FEO4 1.5 37277 1,44
20/05/2008 FEOS 0 36,798 0,76
20/05/2008 FEOS 0,05 36,777 0,79
20/05/2008 FEOS 0,1 36,793 0,72
20/05/2008 FEOS 0,2 26,879 0,76
20/05/2008 FEQS 0,2 36,803 0.68
200272008 FEDS 0,3 36,843 0,86
20/05/2008 FEOS 0,75 36,820 0,78
20/05/2008 FEOS 1 36,840 0,87
20/05/2008 FEOS 5 37,609 1,19
20/05/2008 FED& 0 37436 077
20/05/2008 FEOS 0,05 37,408 0,74
20/05/2008 FEOS 0,1 37,301 0,70
20/05/2008 FEOS 0.2 37419 0,66
20/05/2008 FEOS 0.3 ETRYE 0,67
20/05/2008 FEOS 0.5 37453 0,69
20/05/2008 FEOS 0,75 37,507 0,72
20/05/2008 FEOS 1 37,505 0,68
20/05/2008 FEOS 5 37450 086
20/05/2008 FEO7 0 37,337 0,68
20/05/2008 FEO7 0,05 37,406 0,62
20/05/2008 FEO7 0,1 37.292 0,69
20/05/2008 FEQ7 0,2 37455 063
20/05/2008 FEQ7 0,2 37,321 0.66
200272008 FEO7 0,3 37,202 0,67
20/05/2008 FEO7 0,75 37,490 0,70
20/05/2008 FEO7 1 37,343 0,70
20/05/2008 FEO7 5 37,301 043

Tabla A1.6: Salinidad y Clorofila a en muestras de la pluma Estany de Cullera (20-05-2008)
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FECHA

08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007
08/1172007
08/1172007
08/1172007
08/1172007
08/1172007
08/1172007
08/1172007
08/1172007
08/1172007
08/1172007
08/1172007
08/1172007
08/1172007
08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007
08/1172007
08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007
08/11/2007

ESTACION

TIo001
TIo001
TIo001
TIo001
TIo001
TIo001
TIo001
TIo001
TIo001
TIT001
TIT001
TIT001
TIT001
TIT001
TIT002
TIT002
TIT002
TIT002
TIT002
TIT00Z
TIT00Z
TIT00Z
TITI00Z
TITI00Z
TITI00Z
TIT002
TIT003
TIT003
TIT003
TIT003
TIT003
TIT003
TIT003

PROFUNDIDAD

SALINIDAD
g'kz
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50

26,180
30,400
29,8590
32,320
32,550
33,170
33,220
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
2,50
9,600
30,380
29730
33,080
34750
34 880
7,060
6,950
7,000
7,340
2,250
28,370
32,620

CLOROFILA
(mz/m)
8,96
846
11,54
11,39
5,84
11,99
10,31
2,68
2,52
3,03
2,20
8,98
2,13
0,74
8,55
8,10
1043
10,09
10,18
8,52
5,15
4,76
6,35
5,58
5,00
5,08
7.51
7.23
7.56
7.37
7.10
7.54
746

Tabla A1.7: Salinidad y Clorofila a en muestras de transicion del estuario del rio Jucar (08-11-2007)
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FECHA ESTACION | PROFUNDIDAD SALINIDAD CLOROFILA
m g'kg (mg/m’)
12/02/2008 TIT001 0,50 2,50 408
12/02/2008 TIIo01 1,00 2,50 375
12/02/2008 TIIo01 1,10 2,50 3.60
12/02/2008 TITT001 1,20 726 3.24
12/02/2008 TITT001 1,30 2074 4732
12/02/2008 TIT001 1,40 34,23 3.68
12/02/2008 TIT001 1,50 34,70 2.49
12/02/2008 TIT001 1,60 35,11 245
12/02/2008 TIT001 3,50 36,77 2,69
12/02/2008 TITI00z2 0,20 2,50 3,70
12/02/2008 TITI00z2 0,20 2,50 3,58
12272008 TITI002 0,40 2,50 373
12272008 TITI002 0,50 2,50 3.64
12/02/2008 TITI002 0,60 2,50 3,78
12/02/2008 TITI002 0,70 2,50 362
12/02/2008 TITI002 0,80 2,50 3.09
12/02/2008 TII002 400 37,36 3.60
12/02/2008 TIT003 0,20 7.31 2.85
12/02/2008 TIT003 0,20 8.37 2,78
12/02/2008 TIT003 0,40 1246 260
12/02/2008 TIT003 0,50 18,78 2,54
12/02/2008 TII003 0,60 25,04 2.19
12/02/2008 TII003 0,70 31,23 1,84
12/02/2008 TITT003 0,20 31,27 1,78
12/02/2008 TIT003 5,00 37,51 2.00

Tabla A1.8: Salinidad y Clorofila a en muestras de transicion del estuario del rio Jucar (12-02-2008)

FECHA ESTACION | PROFUNDIDAD SALINIDAD CLOROFILA
m zkg (ng/m’)
14/05/2008 TIT001 0 9,072 0,99
14/05/2008 TIT001 0,1 26,638 0,53
14/05/2008 TIT001 0,2 26,735 0,65
14/05/2008 TIT001 0,3 30,303 0,74
14/05/2008 TIT001 0.4 32,681 0,85
14/05/2008 TIT001 0,5 33,595 1,03
14/05/2008 TIT001 0,6 34,281 0,82
14/05/2008 TIT001 0,7 34,578 0,92
14/05/2008 TIT001 1 35,787 0,52
14/05/2008 TIT001 1,5 35,954 0,74
14/05/2002 TIT001 2 26,177 0,84
14/05/2008 TIT001 2,5 36,396 061
14/05/2008 TIT002 0 11,676 1,48
14/05/2008 TIT002 0,1 18,198 0,83
14/05/2008 TIT002 0,2 26,366 1,38
14/05/2008 TIT002 0,3 32,191 0,96
14/05/2008 TIT002 0.4 33,109 1,06
14/05/2008 TIT002 0,5 33,751 1,88
14/05/2008 TIT002 0,6 34,218 1,12
14/05/2008 TIT002 07 35,014 2,26
14/05/2008 TIT002 0,8 35,463 1,83
14/05/2008 TIT002 0,9 36,093 1,01
14/05/2008 TIT002 4 37,252 2,25
14/05/2008 TIT003 0,1 31,407 122
14/05/2008 TIT003 0,2 31,883 1,58
14/05/2008 TIT003 0,3 34,076 1,83
14/05/2008 TIT003 0.4 34,851 1,05
14/05/2008 TIT003 0,5 35,240 0,95
14/05/2008 TIT003 0,6 35,544 0,91
14/05/2008 TIT003 0,7 36,000 1,18
14/05/2008 TIT003 3 37,545 0,81

Tabla A1.9: Salinidad y Clorofila a en muestras de transicion del estuario del rio Jicar (14-05-2008)
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FECHA ESTACION | FROFUNDIDAD SALINIDAD CLOROFILA
m g'kg (mg/m’)

081142007 TES003 0 2,50 5,03
081142007 TES003 0,05 2,50 5,08
081142007 TES003 0.1 2,50 5,35
081142007 TES003 0.2 2,50 543
081142007 TES003 0.3 2,50 5,83
081142007 TES003 0.5 2,50 5,38
081142007 TES003 0,75 2,50 4,53
081142007 TES003 1 2,50 5,20
081142007 TES003 9.3 34120 3,79
081142007 TES003 5.4 33420 3,68
081142007 TES003 5.5 34,050 END
081142007 TES003 5.6 34.550 3,69
081142007 TES003 5.7 34.340 3,03
081142007 TES003 5.8 34420 346
081142007 TES003 5,8 34.140

Tabla A1.10: Salinidad y Clorofila a en muestras de transicion del estuario Estany de Cullera (08-11-2007)

FECHA ESTACION | PROFUNDIDAD SALINIDAD CLOROFILA
m g'kz (mg/m)
09/04/2008 TES003 0.0 12,860 2,08
09/04/2008 TES003 07 21,531 1,%4
09/04/2008 TESO03 0.8 24269 2,18
09/04/2008 TES003 0.9 25495 149
09/04/2008 TES003 1,0 26721 1,92
09/04/2008 TES003 1,1 27.638 1,%7
09/04/2008 TES003 1,2 28.699 245
09/04/2008 TES003 1,3 28.841 2,28
09/04/2008 TES003 1.5 30808 1,%4
09/04/2008 TES003 1.6 30985 1,98
08/04/2008 TES003 1.7 31,140 1,71
08/04/2008 TES003 1.8 31,146 1,79
08/04/2008 TES003 1,9 31.250 1,81
08/04/2008 TES003 2.0 31401 2,05
09/04/2008 TES003 21 31,927 1,37
05/04/2008 TES003 24 31,876 1,32
09/04/2008 TES003 2.5 31,797 1,53
09/04/2008 TES003 2.6 31,750 1,63
05/04/2008 TEZ003 2.7 32,267 1,72
09/04/2008 TES003 2,8 32427 1,82
09/04/2008 TES003 2.9 32,625 1,89
09/04/2008 TES003 30 32673 1,83
09/04/2008 TES003 4.3 33464 249

Tabla A1.11: Salinidad y Clorofila a en muestras de transicion del estuario Estany de Cullera (09-04-2008)
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FECHA ESTACION | PROFUNDIDAD SALINIDAD CLOROFILA
m g/kg (mg/m’y
13/05/2008 TES003 0,90 2.5 5.82
13572008 TEZ003 1,00 2.9 5,29
13/05/2008 TEZ003 1,10 2.5 6.12
13542008 TESO03 1,20 9447 727
13/05/2008 TEZ003 1,20 23238 4.56
13/05/2008 TES003 1.40 27,523 3.54
13/M5/2008 TEZ003 1,50 29 318 2.55
13/05/2008 TEZ003 1,80 31,157 3,33
13/05/2008 TES003 1,50 31.540 2.16
13572008 TEZ003 2,00 21,719 1,29
13/05/2008 TES003 2,10 32,183 146
1352008 TEZ003 2,20 32403 1.80
13/05/2008 TEZ003 2,30 32,613 1,54
13/05/2008 TES003 2,40 32,723 1,53
13542008 TEZ003 2,50 33464 2,24
13/05/2008 TEZ003 3,60 33,359 1,79
13/05/2008 TES003 370 33635 1.56
12052008 TE=003 3,80 33,827 1.77
13/05/2008 TES003 3,90 33,851 1.71
1352008 TEZ003 400 33,833 1.83
13/05/2008 TEZ003 4.10 33,907 211
13/05/2008 TES003 5,20 34,159 1.50
13542008 TEZ003 3,20 34,227 2,20
13/05/2008 TEZ003 52,40 34,214 145
13/05/2008 TES003 5,50 34,188 1.80
120572008 TE=Z003 2,60 34,160 1.72
13/05/2008 TEZ003 5,70 34,124 1,46
13/05/2008 TEZ003 5,80 34,245 1,26

Tabla A1.12: Salinidad y Clorofila a en muestras de transicion del estuario Estany de Cullera (13-05-2008)
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Anexo 1

0-+E8F qT1> J71> FO+IEF'E FO+EEET SOHIER'E SOHAEY'E FOHEER'T FO+ETL YIRS SP L0TVA BO0TTOLT
LOHISTL CO+I8E"L PO+HILLE  GOHEISE FO+HIE0G FPOHILL'E aT» FO+HIE0'C FO+EE0G S0+400°T I LOTVd B00T/TOLT
90+IFI L al= PO+ISZ T SOHEIST FO+HIZ0S POHERS L al= SO+HEEL'T POHELL'E 90+d88% SL'0  LOTVd BOOT/EOLT
S0+ILT'9 aT» POHISZT  GOHEEL'T aT= SO+HI00'T aT» FO+HIEL'S FO+ERE L 0+920'7  §'0  LOTVd BOOT/ZOLT
LO+I98'T aJl» PO+HI00T  CO+EISE FO+HII0T FO+HILO'E aIl» SO+ILET SO+H00°] S0+ISLT €0 LOTV BOOT/EZOLT
LOHELE'T PO+T00°T POHFI00T  SOHEIET FPOHIZ0' FOHIEO'S FOHI00T SO+HELL'T SOHFTLL 90+IZET  TO  LOTVA BOOT/EO/LT
LOHIL9T PO+IL0T PO+HII0E  SOHEISE FO+HIE0S F0+IE0 FO+HIL0E FO+HIR0'E CO+AIEL S0+d2ee  T'0 LOTVd BOOT/ZOLT
O-+EET'E SO+EZF'E JT1> FOHICY'C FO+ERE'T FOHICY'S qT1> PO+ FO+EEET OHELST 00 A0TV BOOTTOLT
90+H05 1 aT» FO+I88'T  SOHEET'T aT= F0+I88'T aT» FO+HIGY'S PO+HERT S0+ISHE 0 LOTVd B00T/TOLT
90+d16 6 d1= POHISEE | CO+ERE T FOHISE £ FOHISE € FOHICE'E FOHEGE'E FOHECE S 90+IBC T | §'€  90TVd BOOT/EOLT
L0+I0Z°L aT» POHICE'E | SOHARS'T POHILE'S POHILS'T aT» FOHICE'E POHICEE GOHILR'E T 90TVd  BOOT/TOLT
90+89°L d7T» 0+ILES | POHEITE TT= TT= [aged PO+HILS'T 00+500°0 S0+I2LT | SL'0 90TVd BOOT/ZOLT
LOHEEST dJT1> POHEIST | SOHEILT FOHEZ0'S FOHEIZT FOHEIST FOHEIST SOHEELT YHECT'Z | S0 90TV BO0TTOLT
LOHIZLT SO+300°L qT= SO+HIE8'E FOHIIGT FO+HISZ T FO+HISZ T SO+HE9ZT SO+EBE’L S0+968°C | €0  90Tvd BOOT/ZOLT
LOHIER'E J71> POHIICT | COHELTE FO+IZ0C FOHESE T FOHISET SO+HIIOT SO+ET0E 90+d9C°c | TO0  90TVd BOOT/EOLT
LOHI9T'E aT» a1 SOHILO'T aT= FO+HISZ'T aT» SO+HERL'T SO+HERS'T S0+I1Z'Z | T'0  90Tvd BOOT/ZOLT
LOHIEO’E dT= vO+HIST T CO+EI0E FOHIIC T FO+HISE T FOHISET SOHIES'T CO+ESLT S0+d£8T | S0'0  90TVd  BOOT/EOLT
S0+H98'E aT> POHILC'Z | COHEST'Z PO+IRZ'S FOHESE'T aT> CO+HEEY'T PO+ERE'S S0+I0C°T 0 90TVd  BOOT/TO/LT
LOHIELT aT» aT= SO+HI9ZE #O+I8Z9 F0+IE0'C aT» FOHIRG'L POHILLE S0+IF9E £ SOTVd  BOOT/TOLT
LOHEZTL q1> POHESZT  SOHE00'T FOHEIC'T FO+EET'Y qT1> 00+E00°0 POHELL'E OHTLLT T SOTVd  BO0T/TO/LT
90+d£T 6 aT» POHIISE  SOHARYE FO+HI9Z 1 FO+HIZ0'C aT» FO+HIEL'S SO+FEL’L S0+I19Z  SL'0  SOTVd BOOT/ZOLT
LOHICO] FO+ICEE POHILYT  COHEIST FO+ILE'R PO+HILE'R FOHISE'E SO+HIICE SO+H00°L 90+d19% S0 SOTVd BOOTEOLT
LOHICYL aT» PO+HIZ0'E  SOHE00°T PO+HIE0 Y FO+HIE0'S FO+HIL0'E SO+ILY'T SO+ATS'T S0+IFZ'E €0  SOTVd BOOT/ZOLT
LOHIRET 90+363°T FOHIE0E  SOHELLE COHII0T SOHI00T FOHIIEE SO+IEDT SOHAICT 0+IFse 0 SOTVd BOOT/EOLT
0+IRE'E SOHTLL Y POHIIC'E  COHEES'E POHEICE aT= aT> S0+EFL'T SOHEICE S0+F0FF  T'0 SOTVd BOOT/ZO/LT
90+IFLG 90+3£0°L POHIIGT  GOHESY T POHIES aT= aT» S0+309°T CO+I9E"L S0+HLET  S0'0  SOTVd BOOT/ZOLT
0-+E8S L CO+ERY'S POHEEDY  SOHEI0T CO+EIZ T FOHIE0'S qT1- OHEELT FO+ER0'S JOHEIET 0 SOTVd  B00T/TO/LT
LOHISTL PO+HII0E POHILOE | POHARC L FO+HIRS L FO+HILST FO+HILS T FO+HIED'S FO+EI0E S0+HIER T i FOTVd  BOOT/TOLT
LOHIITT adl= POHICYC | COHEDLT IT= JT= POHILL'E FOHERS'L FO+ECSS 90+d89°T 1 FOIVd  BOOT/COILT
LO0+HI90°'L FO+IF0"E aT= SOHILL'E FOHIICT FOHIRS'L FOHILS'T FO+HIZS FO+EL0E S0+I86°Z | SL'0  pOTVd  BOOT/ZOLT
LOHIETL d7l» PO+HISET | GOHEEL'T POHIIC T g FO+HISZT PO+HIE0'E FO+ERS L 0+426°1 | S0 pOTVd BOOT/ZOLT
O0+IR0'E aT» POHIZ0'C | COHEIS'E SOHI9Z'L FOHILC'T aT» SO+HESE'T SOHIOLL SOHILLE | €0 POTVA  BOOT/ZO/LT
LOHILGT PO+EL0T P00 | SOHELYT FO+HIE0 Y FO+HILOE FO+HILOE SO+HELE'T SO+HEIF L S0+d2E | T0  pOTVd BOOT/ZOLT
LOHE0T ' CO+EITE POHEEN'S | SOHEILT J1=> JT=> aT1= 90+IE0'T FO+ER0'E YHEETF | T'0 POTVA  BOOT/TOLT
L0+HIETL 90+3£¢°1 [OgE SOHILE'E aIT= FO+HILO'E FO+HILO'E SO0+H1Z'T FO+EF0"S S0+SE’e | S0'0 pOTVd  BOOT/ZOLT
90+d98°9 90+303't dT= TI= FOHILLE IT= d71= S0+H96°T FOHERS L S0+IEEE 0 FOIVd  B00T/TOLT
LOHIER'L SO+TRE'L aT- SOHIES aT= FOHIZ0'C aT» SOHILO'E FPOHIOL'Y 90+986'7  S§'€  €0TVA BOOT/ZOLT
LOHICE] adT» PO+HIROE  COHEZ0F COHIIZ 1 CO+I00'T FO+HII0E SO+IITT FO+EI0T S0+I8LE L €0TVd  BO0T/TOLLT
0-+IER'S qT1> POHEED'G  SOHEICT FOHEIC'T FOHEIST qT1> SOHEIN'E FO+ERG L YHELLE S0 S0TVA BOOTTOLT
90+H6T 6 SO+HIZFE aT= FO+HIE0'S aT= SO+I00°T aT» SO+HFLET FO+EF0S S0+d81°c  §'0  €0TVd BOOT/ZOLT
LOHIETT qI1- POHIE0  CO+EIET FOHII0E J1= q1- SO+HILST FOHEI0E 90+I9C T €0 0TV BOOT/EOLT
LO+I99'E PO+IF0'S POHIE0'9  SOHETYE POHII0T SO+HI00'T FO+HIL0'E SO+I00°'T SO+ATEL S0+992°F  TO0  €0TVd BOOT/ZOLT
90+L9°8 I~ FPOHIIOE  FOHERDS FOHII0E FO+HI00T FO+HI00T FOHILO'E FO+EE0 Y S0+IFET  T'0 €0TVd BOOT/EOLT
LO+IE0'T 0+T9E°L POHILL'E  COHEBTC aT= aT= aT> SO0+HEEE'T SOHEEL’L S0+AL1F  S0'0  £0TVd BOOT/ZO/LT
L0+HI90T SO+AE5 1 aT= SO+HIELT aT= FOHILLE aT» SO0+318T SO+IRST S0+H92 1 0 €0TVd  BOOT/TOLT
LOFE98'] CO+EICT POHERS L SOHFELL'E FOHEZ0'C FOHEEN'S FOHEE0'C SOHEIST FOHERG L OHICY t TOTVd  BO0T/TO/LT
LOHICHET aTl» PO+HIRGL | GO+EBST aIT= SOHIELT aTl» SO+HIED'S PO+HERS L S0+LEC L L0TVd  BOOT/TOLT
LOHILLTT al= PO+HIE0r | SOHELFT FO+HIR0R FOHIED'S FOHII0T SO+HHED'F FO+ER0R 90+d06°c | SL'0 TOTVd BOOT/EOLT
L0+IZE'L SO+F10°2 SOHI00'T | SO+EST'T aT= FOHILS'E aT» SO+HIED'S SO+HEIL'L 0+9L9°c | §'0  TOTVd BOOT/ZOLT
LOHI9TT FO+IE0° PO+HII0E | CO+EI0E FO+HIED'S PO+HIE0 FO+HIE0 PO+HIED'D FO+EI0T S0+d2e’e | €0 T0TVd BOOT/EZOLT
LOHICZL SO+I0E POHILL'E | SOHTEL'E FPOHICY'S aT> aT= SO+HI08'E PO+ 9049997 | T0  TOTVd BOOT/ZO/LT
LO0HI9LT SO+ASLT PO+HISK9 | POHELYR FOHISTT FO+HILE al» SO+EE0'T FO+EIF9 S0+dekE | 1’0 TOTVd  BOOT/ZOLT
LOHE6ZT CO+EZLE a1 FOHEEN'S FOHEZ0'Y JT=> q1> SOHECE'S FO+EZ0'F YHE0E'T | S0'0  TOTV  BOOT/TOLT
0+FE CO+IBEC FO+HIST'E IT> FO+HI9F'9 FO+HISL'E aTl» S0+380°T SO+HIGL S0+985°2 0 L0TVd  BOOT/TOLLT
LOHILE T dl= POHIEOS  COHEIST FOHIZ0S FPOHELEE adl= SO+HESE'T SOHATS'T S0+H06 1 L TOIVd 800T/TOLT
LO+TBEL aT» POHIEO'Y  GOHELST aT= FOHIZ0 aT» SO+HIL9'T SO+F00°L S0+I0B'E SL'0  TOTVd BOOT/ZO/LT
LOHILE T CO+HIF0S PO+HILLE  GO+EBET [aigey POHILL'E aT» SO+ILCT CO+H88'L S0+IF9F S0 TOTVd BOOT/ZOLT
AHILE'E qT1> JT1> FOHIEN'S J1> JT1= FOHEI0T SOHEIYT FO+EE0'Y IHERLE €0 TOTVA BO0TTOLT
LOHISS T PO+IE09 PO+HII0E  SOHELST aT= FO+HILO'E aT» S0+ICET SO+AIE L S0+IpFe  T0 0TV BOOT/ZOLT
hoﬁmgmm woﬁm%”— mD+m:mHﬁ mo+Mmon VDJRMNDHm FOHEE0C al= mo+m§”v mo+mGNH— mo+m~mﬁ“v T0 TOTVd B800T/TOLLT
LOHE6LE 0+3L0°F POHICOE  GOHFCCE FO+EE0'G aT= FO+ATOG GO+FLEE 0+31¢E°L S0+926'c  S0'0  TOTVd BOOT/ZOLT
LOHIREG 90+398°2 SOHI00T  SO+EI0E SOHI00'L dT= FO+HIE0'E 90+HBE'G 90+ATEL 90+IET G 0 T0TVd 800T/TOLT
i T2 192 192 192 L7 CE L7 CE 92 LT Co) LT 3

SODD0I0HIANAS SVRALIVHONVL) SVHLO STTVISININIAd SVAILIONISVAd SOTVTIIVIIONIA SVADIIO SR

SYVIIMOHO0T) SVAILIOLAIE) SVANOLVIA

‘A0dd NOIDVLSA VHIIL

tras de pluma Marjal Almenara (27-02-2008)

Composicion fitoplanctonica en mues
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Anexo 1
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LOFELST COHAZE PO+HER0'6  GOHEI0E CO+FLLE CO+HA1TL CO+A1E'L COHIRE L SOHELPE 90+31FZ  T'0  €0TVd BOOZ/EO/ZT
LO+E0ET SOHIGE'S 00+F00'0  SO+ERE'L SOHELLT PO+TLYL PO+TLIT 0+ATET SOHIL0T 90+EZ6'T SO0 €0TWd BOOT/E0/TT
S0+H02°E COHALL G POHEICZ  POHERTG POFILLE POFIIE L POFIBL S 0+I50°1 POHIZ0C CO+HZE 6 0 t0TVd BOOT/EO/TT
LO+E0LE SOHELYT FPOHELY T CO+HEZ0' SO+ESE S POHEZ0S POHEZO0'S FPOHEZ0S SOHE00'T 90+HEC’E  T'T | T0TVd BOOL/EO/TL
LO+EESZ aT= POHESE'S CO+ER0'S CO+FZ0'F CO+I00°L FO+HIZ0'C FPOFILE'S COHILO'E J0+T9L°1 1 T0TVd | BOOT/EO/TT
LO+EEST JT= FOHEZ0S  SOHESE & SO+IFET COHELT'T FOHIZO0C FOHIZ0S SOHIRET 90+H9L°1  SL'0 | TOTVA  BOOTL/EO/TL
LOHECO'E [egES POHEZOC  CO+EZSE CO+ELO'E FOHIOLS FOHELY'L FPOHIOL'G COHIRE'T 90+ERL'Z | S0 | T0TVd  BOOT/EO/ZT
LO+EZFE COHAZC POHIZ0C 90+d60°1 CO+FALS PO+FIZO0C POHICE'E COHIRIT COHIZCE 0+981°Z €0 | T0TVd BOOZ/E0/ZT
LO+ERE'D S0+I0F FOHIZ0'C COHERL'G COHEGL'T FPO+IZ0C PO+IZ0C S0+I00°T SOHI00°T Q0+EICT | T0 | T0TVd  BOOT/E0/TT
SO+F06°L S0+A99°T TT> TT= POHIFCL POFILLE CO+ICL OHIZE S COHI92Z 90+HEL’e | T'0 | T0TVd  BOOZ/EO/ZT
QO+EET L SO+EIEE POHELLE dT= TT= PO+HERS L COHEET'T OHERC SOHHEES 0+EELE SO0 | TOTVd BOOL/EO/TL
SO+FSE'S SOHAEG'S TIT> IT= PO+ELL'E IT= e JO+IEP COHISY'S 0+’ 0 T0TVd | BOOT/EO/TT
LO+EESE aJ1= O0+E00'0  SO+HEDLL SO+ELE'9 COHILYT FOHICEE FOHECEE SOHIRIE 0+IES'T 1 T0TVd B00T/EO/TT
LOHEEL'T aT= POHELS'T CO+HERE'S CO+HEZ0'F COHIRE'L FOHIDLG FOHEZO0C COHIRE'T Q0+ERLT S0 TOTVA ROOTEO/ET
LOFEEEE COHASEE PO+HILGT CO+I98°G CO+FLIT COHILT'L CO+IpRE’L COHICT COHIBLZ 904999l S0 T0TVd BO0Z/EO/ZT
LO+EZET GOHICL'T JT=> PO+TRO'E SOHILLT FPOHETOE PO+TEN'S GO+ICLT SOHILE'T Y0+EI0E €0  TOTVd BO0T/E0/TT
S0+F69°L S0+A96'T TIT> TT= PO+IIFS TT= CO+I6E L OHISC T COHISTE 90+35Cl  T0  TOTVd BOOZ/EO/ZT
GO+ELCT OHEELE FPO+ETS S aqT> FO+EISE aql> COHEZLT IOHEBE SOHEZTT 0+H8ZZ  T0 T0TVd S00L/€0/CT
SO+F09°T SOHALE'S SOHA1Z'T CO+A18'L POHIL0'G POFIE0'G CO+A1E'L JO+FILOC SOHIE0°'T J0+F0F'  S0'0  TOTVA BO0Z/E0/ZT
SO+ESTT S0+A86'8 SO+ETE T TI= TI= FO+HIE0S SOHETFE 90+EBE & SO+HEL0T 90+E0L 0 T0TVd B00T/E0/ET
T 190 e e e e e 19 e i [
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tras de pluma Marjal Almenara (12-03-2008)

dOnica en mues!

Composicion fitoplanct
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Anexo 1

JO+ITCE FOHIZ0 SOHIRSTL  FOHEELL FOHIT0T FOHIEL'Y SO+IICT FOHI9E'T FOHIED'S SOHISST &9 LOHD  800T/S0/90
90+3EET aqT= PO+ICT'Z  COHEIE'F aIT= POHILL'E S0+F8EC PO+HI9F'S POHIZE'C COHIECT T LOHA  BOOT/S0/90
90+388°2 dT= POHILLE  GOHEES'D POHIRG L FO+I8L'S dT> FPOHIRS L SOHIS0°] COHISE’T  SL'0 L0HD  8OOT/S0/90
0+IICT JqT> POHII0E  SOHEIFD POHILL'E FOHIRG'L SOHAREL SOHIET'T SOHISE'T SOHISET S0 LOHD  800T/S0/90
S0+316°1 dIT= PO+IER'T  COHARFE FOHIIL FOHILO'L dT= FOHIIL POHICE'S SOHIIZE €0 L0Hd  800T/S0/90
0+HILT FO+I9ZE POHII0E  COHEE09 FO+HIE0'9 FO+HISET E0+ARE L FOHIR0'S FOHI0R'6 COHIEL’C  T0 L0HD  800T/S0/90
0+376°1 JqT> POTIRT'E  COHECH'S FOHIRL 'S SOHISE'T dT=> SOHIET'T SOHIEL'T SOHISE'T  T'0  LOHD  800T/S0/90
S0+HZE’ 1 aIT= PO+I9E L SO+HEEE FO+EZ0G SO+E00°L £0+I61°F FO+E0L'9 FO+HEE T SO+H2ZE  S0'0 LOAD  BOOT/S0/90
0+IERT dIT= SOHIRSL  COHEBLD 0HIRGL FOHI8L'9 dT= FOHIRL9 COHIET COHIROT L0Hd  BOOT/S0/90
0+F0E'E COHAI0'E POHIIZL | POHEZE £0HIE0'9 FOHILL'E COHAICT FOHATE'T FOHISE'T FOHI0E'E €9 90Hd | BOOT/S0/90
S0+301°% £0+982°9 e0+982°9  SO+HEL'F FO+E0F FO+ESSS T FO+E1ST SOHFLS'T [ I 90Hd | BOOT/S0/90
90+302°7 J7T> CO+IZ0°C | COHEZEE FPOHIZEE FPOHIRGL JT=> FOHIE0'L FOHIICT SOHIS0'T  SL'0 | 90HI | 800T/S0/90
C0+395°6 dqT= POHFTICT | COHEZE'E PO+HIZCF FOHIL0'E dT= POHIEC'S POHIEO'L SOHISL'T <0 90Hd | BOOT/S0/90
S0+386°1 JT> E0+I0L°9 SO+ELST PO+I6SF FO+HIL0T JT> FO+I85°T £0+HI0L°9 S0+HIBs’T €0 90Hd | BOOT/S0/90
S0+TLET JqT> POFII0E | 90+EGFT FOHIZ0'F FOHIRO'S dT= FOHIRO'S SOHIZ0'F SOHIICT 20 90Hd | BOOT/S0/90
S0+3PF L age PO+IS8'L | COHHLL'E POHIICL FOHISL'F c0+ALLE POHISL'S POHIEL'T SOHISCT | T'0 90Hd | BOOT/S0/90
COHI9LL JT> POHILLE | COHERLE FPO+HIEET POHICE'E FOHIEET SOHIEL'T SOHISE'D COHIEE'T  S0'0 | 90HD | 800T/S0/90
CO+I0L'8 JT> COHIRS'L | COHELS'L FOHISE'T FOHIZE COHARE'L SO+HIRE'T SOHIL0'E SOHILSF O 90Hd | BOOT/S0/90
SO+AZCE dIT= POFIEL'L  SO+E60°T FO+EEL'L FO+EES IT= FO+ETF9 FO+ESL CO+HTE S s S0Hd  BOOT/S0/90
0+IILT JqT> PO+IERT  COHELOT £0+I80°'8 FOHIRO' CO+IE9T FOHI00°L FOHIEE'T SOHIELT T S0Hd  BOOT/S0/90
90+326°1 aqT= PO+I0Z'Z  COHECE'T S0+IPL'E POHIRL'E dT= PO+HI0F P SOHIPL'E COHICET L0 SOHD  B00T/S0/90
SO+E81°L IT= PO+I9T° L SO+HEZE'L FO+E9E'L FO+ELE'S e0+IF1 e FO+EZ0G FO+E80" So+E6C T S0 S0Hd  BOOT/S0/90
SOHILE'S COHIET'T POHII0E  SOHEOSS FOHIRG'L FOHIE0'Y SOHAREL SOHIOET SOHIEL'T SOHIILT €0 S0Hd  BOOT/S0/90
90+32£°1 dIT= POHI9Z'T  COHELZE FOHIZ0'C FO+HI8Z'9 dT= FO+HI8Z'9 SOHI6L P SOHICOE  T'0 S0Hd  BOOT/S0/90
S0+369°1 FO+RRE E0+IL8'8  SOHTHT £0+959°9 POHILL'E E0+ZTE FPOHILLE £0+I69'9 SOHIELT  T'O S0Hd  BOOT/S0/90
0+ITF T COHTLL'E POHIRS'T  COHEEC'T FOHIYE'T FOHIE0'Y dT= FOHI0E FOHICT SOHILLT  S0'0  SOHD  800T/S0/90
SO+ELE’L aIT= e0+IF0°6  SO+ELST FO+IZSE FO+EES £0+IF0'5 FO+AZEE £0+HE0°9 SO+AF8T 1] S0Hd  BOOT/S0/90
0+406°Z COHIZLT POHIIET COHERE T FOHIIE] FOHIZE ¥ c0+IL0’Y FOHIZE ¥ FOHILLT SOHILLT 1 PO | 800T/S0/90
Y0+ILK'T ALY POTICT'E | SOHESS'T FOHIEE'L FOHICL'L dT= FOHI19'8 FOHISE'E SOHIEL'E  SL'0 | POHA | 800T/S0/90
S0+302°L dIT= FPO+I10°E | SO+EL0F FO+E10°T SO+ESLL £0+920°C SO+E92°L FO+ERS'S SO+FIZT | S0 FOHd | BOOT/S0/90
90+IST'9 dqT> POHIIL Y COHEEC'E POHIIL SOHITFT FO+IER'T SOHIRO'T SOHI0E'E SOHICO’F €0 PO | BOOT/S0/90
90+998'c CO+00°'T PO+IR0'E | COHEPS'L PO+HIZ0'F CO+HF00°T dT= CO+azr'p POHIE0'S COHIZE'E  T'0 POHd | BOOT/S0/90
S0+315°8 SO+IEL POHIISTT | SOHELEF POHIL0'E FPO+HIE0"9 dT> S0+35E'9 POHIE0’S So+dsl’e T'0 POHd  BOOT/S0/90
L0+IE0°T COHIIE'L POHILLE | COHEL0'D FOHICS'S dT> JT=> 90+ILTT FOHISE'T SOHIILF  S0'0 | FOHD | 800T/S0/90
90+409'9 SOHAILE POHAICT CO+HES'D IT= POHIICL T 90+422°1 POHIE0'S SOHILSF O FOHd | BOOT/S0/90
0+HE6 JT= POHIICT  CO+EER'E dJT= SOHILE dT= FOHIRS L SOHIRS'T S0+IBLT € €0Hd  BOOT/S0/90
0+IT0'E dqT> POHIER'T  COHEILT C0+HIRE'Y SOHIICT FO+ISZT FOHITE'E COHISE'T COHIRC'E T €0Hd  BOOT/S0/90
SO+A11°Z FO+HIIST e0+IPCL  PO+EESE S0+ELLE FO+EBEE £0+988°1 FO+EITL FOHE0L T SO+ELFT  SL'0  €0Hd  BOOT/S0/90
0+F08'Z CO+I0L'Y POHICE'E  COHESLT FOHIRET SOHICE'T SO+I0L'Y FOHI0L'Y SOHIRE'D SOHIIET S0 €0Hd  BOOT/S0/90
90+IRET aT= POTIRE'S  COHEZE'L FOHI9F'Y SOHIS0'T FOHIET'E FOHIES'E SOHIS9'E SOHILET €0 €0Hd  BOOT/S0/90
S0+396'C FO+IL0E PO+IZ0'C  SO+ESSS FO+EZ0G SO+E1S'L #O+I00°T SO+E00°L SO+HZE'E So+HZSE  Z'0 €0Hd  BOOT/S0/90
0+TLET JqT> PO+IER'T  COHELR'T FOHIRY'T FOHIST FOHIET'T FOHIEE'E COHIRG'L SOHIROT  T'0 €0Hd  BOOT/S0/90
90+3£1°2 dT= POHIIZ'T  SOHEILE FOHIIZL FOHIRZ'L FO+IIZT FPOHIRE'L COHAC0'T COHIEYT  S0'0  €0HD  BOOT/S0/90
S0+300°L cO+d88°8 dJT= SOHIRE'D FOHISE'E dJT1= FO+ILT S0+IZE L SOHIIST GOHICE'E 0 €0Hd  BOOT/S0/90
0+I10°'F FOHII9'E POHICTE | COHEIZE FOHIES'T FPOHIRCL FO+IE0'T FPOHILL'E COHIER'T COHI0C'E T T0Hd | BOOT/S0/90
S0+300°% TIT= PO+IICTL | SO+HEIEE FO+E10E SO+E00°L T FO+EESS SOHELST SO+ALEE T T0Hd | BOOT/S0/90
0+HECT TT> POHIIPE | COHECST POHIZ'E COHICE'D E0+HIL0Y COHIE0] COHIES'T COHIL0C  SL'0 | T0HD | 800T/S0/90
90+929°1 FOHI90'T POTIILL | SOHEOFT FOHILE'L FO+HIZE'S dT= FOTHTLL'E FOHICE b SOHIZE’T | S0 T0Hd | BOOT/S0/90
S0+E1EE FO+IF9T PO+I62°E | SO+ELFE FO+ERLT FO+EEDS FO+I0T°T SO+EFEE POHEELL SO+ELEE | €0 T0Hd | BOOT/S0/90
LO0HIRET COHILTE POHIIC Y COHESSE dT= FOHISF'S JT=> 90+ILE'S SOHIICT SOHHIRLE  T0 T0Hd | BOOT/S0/90
L0+380°F CO+IE0'Y COHTICT | CO4ESTE COHIICT dT= dT= L0HREL COHICT COHIR0'E  T'0 T0Hd | BOOT/S0/90
£0+388°1 0+306°2 dT= SO+HISS'S POHILL'E dJT~> dT> LOHIERL POHIRG L SOHIELT  S0'0 | TOHD | 800T/S0/90
LOHTLC COHIE0'Y COHIT0'E | COHERE'L JT> JT> JT=> 90+T08'E SOHIICT SOHIRD'E 1] T0Hd | BOOT/S0/90
90+306'C co+d22'T c0+d2k's  COHEZCE POHILL'E SOHIEL'L £0+92k's FOHIER'S SOHI2Y'F SOHIFEF  SL'0 TOHd  B00T/S0/90
90+HEL'E TIT= FOHIETT  SOHELLT FO+HIER'T COHIIE ] dT= FOHIF'S FOHIELT COHIFEE S0 10Ad  BOOT/S0/90
0+F0T 'S FOHIICE POHIER'T  COHESE'T FO+HIEE'T FOHICY'S FO+IER'T SOHIEL'T SOHIEL'T SOHILER €0 T0Hd  BOOT/S0/90
SO0+E0LE aIT= E0+I82°9  SO+EISE FO+E88°L FO+ISSG dT= SO+E92'L SO+ARF T SO+ESFE  Z'0 T0Hd  BOOT/S0/90
L0HIRTE dIT= COHIIZT  SOHER0'E dT= dT> dT=> 0+ K JT= SOHII0E  T'O T0dd  800T/S0/90
LOHTLTT 0+TE0'T POHIRS'L  COHEST'S FOHIICT dT= dT= 0+IRL'E aT= SOHIEC'e S0'0  TOHD  800T/S0/90
A0+H80°E IT= PO+ILLE  SO+ER0'S FO+ILLE 1= PO+ILLE SO+AT1°9 FPOHHLLE GO+H88'T 1] 10Hd  BOOT/S0/90
1Te e "ITe 18 L2 1o e ITe 19 199
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tras de pluma Estany de Cullera (06-05-2008)

Composicion fitoplanctonica en mues
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Anexo 1

LO+EESE COHASLT COHIED9  ROHHESE PO+ILLE POHILTE E0HI1CL POHIERC S0HI20°9 CO+HA91°L g LOHd  800T/SONOT
LO+EGE'T FOHIET'S CO+EZ0'C  CO+ERE'L FOHEGL'T FPO+ET0T COHTREL POHEICT FOHI00°T CO+EIET 1 LOHd  800T/S0/0T
LO+FS8T COHASTT COHIEC Y POHERS L LO+IZS PO+FIICT E0HA1C°L POHIZEE POHIS0°T POHE0S'6  SL'0  LOHd  BOOZ/SO/0T
LOHEILE FOHEZ0S COHETOE  ROHEIOE LO+EZ0°9 C0+ER0'8 a1> FPOHEITZT OHEE0°9 FOHEEE ? S0 LOAd  800Z/S0/0T
SO+ERE'S POHELST COHILLE  GO+ERLR POHELL'E FO+HIZS COHILLE FOHIBE'S POHIGZZ FO+HEDE'Y €0 LOHd  800ZT/SO/OT
LO+EEET POHEIET TTI> CO+IRLE PO+EILE C0+IE0°9 JT= POHEIT T OHEI0°E PO+HEESS  T'0 LOHd  800T/S0/0T
LO+ERE'E FOHERL'E COHATEY  COHESO'y FO+ERL FOHIRE'E aT= FOFICH'E FOHEST'Z OIS0l T'O LOHd  BO00Z/S0/0T
LO+F6EST FPOHA0L'G TIT= CO+HIR9'E FO+00°T FO+FIREL £0+I0L9 POHICE T SOHI0L9 COHAIIL  S0'0  L0Hd  BOOZ/SO/OT
LO+ERL'T FOHIET L COHEREL  GO+E9E'L FOHILO'E FPO+ET0E aT= POHFIT0E FOHIGLT PO+ER0'E 0 LOHd  800T/S0/0T
S0+9£8'9 COHABRCE TT> CO+HIFS 1 PO+ILOE FO+HIF0'S TT= POHFIE0L POHILY T CO+HALS'L s 90Hd | BOOT/SO/0T
LO+EOFT SOHEET e FPOHETE'T CO+HEAT E FOHEZE'E FPO+HECE & CO0HER0'E FPOHEE0S FOHEETS PO+HERE L 1 90Hd | BOOT/SO/0T
LO+EBE'E POHEZT P PO+HATZ'T CO+HIRS'L POHELLZ FOHIZS'E CO0+HIE0'G FOHIET'S POHIEE'S POHASE'S | SL'0 | 90Hd | BOOZ/SO/OT
LO+ERLE POHAZE PO+IES'T SO+ENS'E PO+EST P PO+FIFS'T E0+IRSL POHFICSC POHFIIZ FPO+EDS'E S0 90Hd | BOOT/SO/0T
LO+ERET FOHELE'S COHERF'C  CO+HERE'Z FO+ERL'Z FOHIEZ CO+HIRLT FOHIRE'S FOHISCE POHES0'S | €0 90Hd  BO0Z/S0/0T
LOHELFT POHASEE POHIZLT CO+HIST'G PO+IZLT POFIZLL aTT= [ POHILOE PO+HEFD'E 0 90Hd | BOOT/SO/0T
LOHEER'T FOHIIZ'T COHIE0'Y POHERL'S FOHELE'T FPO+ETE'T CO+TE0"Y POHFIE'S COHIICT FO+EE0L | T'0 90dd | BOOZ/SO/0T
LO+ELEE POHALST CO+HAR0'6  CO+HER0'T L0+IP0°'S POHIZSE C0HI10°E POHIRC L POHIFEL CO+ELZ'l  S0'0 | 90Hd | BOOZ/S0/0T
LO+ERET FOHE00°T TI=» COHETLE FOHEES S FO+HEZO0' FO+HE00T COHEN0T FOHEZ0'S CO+HETFT 0 90Hd | BOOT/SO/0T
SO+ERE'S COHALLT POHIEL'T CO+ILO'E PO+ELST SO0+IRC'L aT= FPOFILLE POHELST CO+EB0'E g SOHd  BOOT/SO/OT
LO+ER0T £0+EZZ°8 I CO+ERLT O+ISFC PO+FIFYT [egEg POHIZE S POFIFYT SO+IRS'1 1 SOHd  BOOT/SO/0T
SO+ERE'E aT= COHATE'Y  COHELCE FOHTEZT FOFING'C CO+HA19'8 FOHIRT S FOHIRCZ COHARE'l S0 SOHd  BOOZ/SO/OT
SO+EPF P POHAZE TIT> SO0 PO+FLET FPOFILI0E POHATEL COHIR6 1 POHIZYE COHEEEl S0 SOHd  BOOT/SO/OT
LO+EES'T FOHIZA'E FPOHEIZ]  CO+ELYC FOHELE'T PO+EZ9E aqT= PO+TREL FOHIZ'E CO+EEZT €0 S0dd  BO0Z/SO/0T
SO+FZFE £0+A20°9 SOHAI0E  CO+ERS’L £0+F20°9 FOHIICL aIT= COHEELL POHIIST COHICT  T0 SOHd  BOOT/SO/0T
S0+HZE'9 FOHEICT FPO+HETS'T CO+HEZ0'E FO+EILE FOHETICT [agES FPOHEZE T COHHEE0°9 SO+EIST T SOHd  BOOE/SO/0T
LOHESLT POHAGZE FPOHEEL'T CO+HITLE SO+ERCL SO0+IRCL aT= FOFIITL POHEGEE CO+ERS'l  $0'0  SO0Hd  BOOZ/SO/OT
LO+ESLT POHFESCE CO0+E198  SOHETLT £0+319°8 PO+FIST T a1 SOHFILLT POHIET T SOHELLT 0 SOHd  BOOT/SO/0T
SOHFLCS COHALLT dT> COHIICT FOHERET FPOHILLE CO+HIRT'G COHIET’L FOHILT'E COHIRES | ST POHd | BOOZ/SO/0T
SO+IPC’S POHAZLG TIT> CO+HIELT POHILLE PO+FIEST IT= POHFIRIG POHILET CO+HIRC'E 1 YOHd  BOOT/SO/0T
LOHEICT FOHIEL'T FPOHEICTT | CO+ESCL FOHILC'T FPO+IZE IT= POHIEL'S FOHISZ'T COHEELT | SL'0 | PO BOOT/SONOE
SO+F8L'G POHAST T PO+HI00°T FO+HI0E 6 POHIILT POHIZC CO0HIRC L POHIZCE POHILCT COHEEEl | S0 YOHd  BOOT/SO/0T
LOHEILT COHELCE COHELEE  CO+HER0T FO+EEL R COHEET'T POHEITT COHHEICT FOHELS SOHEI0E €0 FOHd | BOOE/SO/0T
LO+FZLT POHAZ0'G PO+IET'1 CO+I06'L PO+EEZT FO+IF0'E aT= FOFILLS POHESTE COHEILZ | T0 YOHd | BOOT/SO/0T
LO+EEET COHEDE POHE9ZZ CO+EEL'D PO+IIZZ PO+IRTC E0+IRSL SOHENES POHFIICT CO+E989  T'0 YOHd | BOOT/SO/0T
LO+HE0'Z COHEZIF POHAT0'Z ROHESOL dT= dT= aT= COHIEE'S COHILE'D 90+F00°1 | S0'0 | FOHd | BOOZ/SO/OT
S0+3P0°S COHAZT'Y POHILLE COHFICTL PO+88T FO+HIRE1 (e OISR L POHILLE 90+372°1 0 YOHd | BOOT/SO/0T
LO+ELO'T SOHI0E'T COHER0'E  ROFEEC'S FOHIEO'G PO+IZZ CO+TE0'Y PO+IZE FOHILE'T COHE0ET v €0dd  8O0Z/SO/0T
LOHELLE FPOHAR0S POHEICT CO+I98°Z PO+IZ0' PO+HIE0’L POHATCL CO+I00°L POHIL0S COHLE'E 1 €0Hd  BOOT/SO/OT
LO+EEFT FOHEITT CO+ETS T C0+HETS 1 CO+ERS L FPO+HEIET aI> FPOHEIET Tl> SOHELY]  SL'0  €0Hd  BOOE/SOOT
LOHESET POHALR'S COHARD'S  CO+E0E'L PO+ELZT FO+EZE SO+A10'E FOHFIST'S POHELTE COHELE'T S0 €0Hd  BOOT/SO/OT
S0+336'8 O+EE0°9 SOHET0E  £0+ER0'A O+E10°E E0+IEC 1 [egEg POHFITI0E SO+EI0°E SO+ERET €0 €0Hd  BOOT/SO/0T
LO+E0CT FOHASE'S POHECE'S  CO+HESLC FOHELYT FOFELYL aT= COHIERT FOHILE'R COHEZ0' 20 €0Hd  BOOT/SO/0T
LO+F9LT COHEALT POHEECE  COHIELL POHIASE S0+E81°L IT= COHIBS T POHIIE S co+EsE’ L T'0 €0Hd  BOOT/SO/OT
LO+ISE'T COHIER'T FPOHER0'T  CO+ELEE al» PO+ECT'E aT= COHATR'S FOHIL'E COHE0FE SO0 €0Ad  BOOT/SO/OE
LO+ELEE COHALE'S FO+HE00°T PO+HEZ0' TT= FOFILI0T FO+FI00°L COHIEEg TT= 90+370°1 0 €0Hd  BOOT/SO/OT
LO+E80°T COHEEE T C0+EER T C0+EEL L CO+E99°6 FO+HECE T CO0+HEES | FPOHEZO0S FOHEITT CO+HERE 1 € T0Hd | BOOE/SQ/0T
LOHEEL'E POHALL'E COHARS'L  ROHEZSE COHERCL FO+FEITZ CO+I10'E FPOHIZE'E POHI96'T CO+IE0°L 1 TOHd  BOOT/SO/0T
LO+ES0T FOHEELT TI= CO+HILOT CO+ERSL FOHITE L FO+HIBS'T FOHIBLG FOFELLE SO+EL0T  SL'0 | TOHA  BOOZ/SO/0T
LOHELYT FOHESRE'T PO+HERLT FO+HEEL'E COHELLF FOHEZI'S COHIYE'T FPOHIRE FOHILE'Z CO+EEE'L | S0 TOHd | BOOT/SO/0T
LO+F0LT COHEAET TIT> CO+HIZ0°T PO+ILLE POFIZSE £0+HI10°E POHIERS POHILEE COHELFl | €0 TOHd | BOOT/SO/0T
LO+ELCT FOHIGE'S FPOHIRFT | COHECKHE FOHILE'T FPO+IZ0°C JT= COHIIT Y FOHILE'D CO+EICE | T T0dd  8OOZ/SO/0T
SO+FB8LE COHAZEC TIT> TT= PO+00°T FO+FI00°L IT= COHIELS COHIICE COHERS's | T'0 TOHd  BOOT/SO/0T
SO+EIET SO+HE0E TIL=» COHELLE TT= TT= [agES OHEECT SOHHEICT 90+He6'1 SO0 | TOHd  BOOE/SOIOT
CO+ESLP COHAZS P PO+HEICZ POHEZOC IT= IT= TT=> J0+I18L COHILST J0+IFL'T 0 TOHd | BOOT/SO/0T
LO+E8TT FOHEELE CO+ERSL  SO+EBE'T FO+IE8T FOHETE L COHILLE FOHIERE FOHEI0E SO+ESL'E 1 T0Hd  BOOT/SO/0T
SO+ESL'E FOHERTZ COHAFL'S  COHEZE'L FOHEEET CO+HEDT'L aT= FOHIZO0'C COHILET CO+HARE'L L0 TOHd  BOOZ/SO/OT
LO+306°T FPOHIL0T POHILE'T CO+HICE'L PO+II0°Z FOFIR0°T IT= POHFIR0E POHILLT COHADFZ S0 TOHd  BOOT/SO/OT
GO+HI1ET SOHILGT SOHEIC'T  CO+EZEE al» PO+FET0E aqT= O+IET SOHTRR'S 0+EC0'T €0 T0dd 800Z/S0/0T
CO+I9LE SO+IRE T POHEICZ  POHERS L TT= FOFIZ0C IT= OHATLT COHIR0'6 90+389°1L  T0 TOHd  BOOT/SO/OT
O+ECST COHESEE POHEDL S COHETOE CO+E00°T FO+HEDL G qT= 90+IK8T SOHHEZ0C JU+EBFE  T'0 T0Ad BO0Z/S0/0T
POFIE0'G COHESI'S SO+IET'1 CO+IRE'E PO+ELE P PO+HIIE 7 aT= JOHILIT SOHIE0°'T J0+F8C°'Z  S0'0  TOHd  BOOZ/SO/OT
SO+E99T SO+AFY'E FOHEE0'9  SOHHET & FO+EL0'9 FO+HIE0S [ ES 0HECS0T SOHISE'S 90+IEF T 0 T0Hd  BOOT/SO/0T
T 190 e e e e e e e i [
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80+d20°T JT=> FOHIIOE  SO+HEE'F COHET FO+ET0'T FO+IZ0" FO+EE0'Y O+ICLT SOHATRE I €L LOOT/TL/80
L0+29°8 dT> J1> SOHTLL'E COHISL'S FOHEZ0'C J1> SOHET0E O+IFF L SOHILL’E  SL'0 ENCL  LOOT/TT/E0
LOHIT9T SOHETO0E di1- JqT= aiges POHECE'E J1> 0+E8F'T SOHTLE' L 90+IC0°F €0 ENCL  LO0T/TT/E0
L0+FZET OHETLY FOHTLLE qT= aqT= POHELL'E J1> 0-+388°T SOHIIF9 90+I0E’F  TO  ENCL  LOOT/TT/E0
0+IEL'E 0+ER0'E J1> FOHTRE"L FOHIZ0'C dT> J1> 0-+389°T SOHILT'E 90+d98°7  T'0  E€NCL  LO0T/TT/E0
LOHILCT 90+IIT'1 ai1> aqT= aT> FOHEES"E J1> 0+EES'T SOHISE'E 90+dIFF 00 E€NCL  LOOT/TT/E0
L0+FET'T 90438471 POFICE'E  CO+00°L COHIFE'L dT= a1= 90+A16°T SO+A10'Z 90+96CE 0 €NrL  LOOTTT/B0
L0+99T°6 dTT= dTT= SO+I90°L FO+HILO'E FO+HIIO0E £0+920°C FO+HIZOC SO+HILLE SO+I1EE T el LO0TTL/B0
LO0+HE0S dTT= dTT= SO+HILE’L FO+I00°L FO+HII0E dTT= SO+H00°T S0+302°L SO+HI1TT | €T el LO0TTL/B0
80+369°1 dIT= dTT= SO+HILSL FO+HILOE IT= dTT= SO+HIRE'L O+ILTE So+Ery | T el LO0TTL/B0
LO+HEEL SO+HIED'L dTI= SO+I9LE FO+HI6L"3 FOHILLE dTI= CO+HI9Z'T S0+9Z6°E So+I8E’T | T'T el LO0TTL/B0
LOFHELS SO+HI0S ¥ 0+HIBFG | pO+HCE'S FO+HILE 6 FO+HIOLL £0+I8FC PO+HILL'S SO+ILLY SO+IEST I L LO0TTL/B0
LOHFIZT COHEIR'E J1= FOHII0E aT= FOHETET J1= 0+309°T S0+I01°T 90+422°7  SL'0 TACL  LOOT/TT/E0
90+d18'E COHELLE J1= SOHIIFT aT= JT> J1= ElRRA A SOHILR'E 90+dC6'F - S0 TACL  L00T/TT/E0
90+928'9 COHETEY POHICF Y | ROHILE'E aT= dT> J1= QHELT'E SOHTLLL 90+dI8'C €0 TACL  L00T/TT/E0
Y0+ILLE QAT IE dJ1= SOHIIET FOHII0'E FOHETOE J1= Q0HERF'T FO+IR0'E 90+IF0'F  TO0 | TACL  LO0T/TT/E0
90+92% 0+IEC'T POHIIE Y | SOHICHE FOHIIE dJT> J1= HIES'T SOHI0'E 90+d8F'r  T'0  TACL  L00T/TT/E0
LOHFIZT FOHECE'Y FPOHICES | COHIRLE aT= FOHIEFE J1= HEET'T SOHI0F'E 90+ILLE 00 TNACL  LO0T/TT/E0
S0+3r88 I0+I6F'E SO+HIEL'L IT= g FO+HILL'E TT= 90+H92°C SO+IPSE S0+I5FF 0 nrL  LO0TTL/B0
L0+EFF £0+IF0'6 aIT= FO+ILE L £0+I10°E POHILLE 1= SO+H0E'T FO+ILFE SO+HISLT 9T mrL  LO0TTT/80
LO+ILE'S CO+I9£°Z FOHIL0E  POHHEO'L IT= IT= 1= CO+IZES SO+HIEFE SO+I19'T ST mrL  LO0TTT/80
L0+388°9 CO+HIGS'Z FOFICSTT  SO+HIBL'L E0HIEL L IT= 1= CO+H98°7 SO+IZE'E SO+ILSE T mrL  LO0TTT/80
L0+IFE S FO+HIBT'S aIT= FO+IL0E E0+HILLE FO+HIRSE 1= CO+IZE'T SO+I95°Z SO+I9ET €T mrL  LO0TTT/80
LOHRG T CO+HILS T POHIIST  SO+IST L JT= E0+IRE' L JT1- SO+I9TE SO+HRL'S SOHIILE T rL  LO0TTL/80
LOHIIE d1> 0+I8Z°9  FOHISTY aiges FOHETIE'E J1> COHEOLT SO+I99'9 SOHIZET T'T L LO0TTT/80
YO+ILL'E COHEE0'L J1> qT= aiges FO+EITT J1> HTLE'T FO+IST'9 0+IER'T T L LO0TTT/80
YO+ILE 0+IIE'T d1- FO+IZ0'C aiges FO+EZ0'C J1> HILE'E SO+ITE e 0+ILR'y  SL'0 TACL  L00T/TT/E0
0+IRE'S POHETE POHIIE  SOHII0E aiges POHETE J1> 0-+38C°7 FO+I1S'8 90+d10°F  §0  TACL  L00T/TT/E0
0+I96'C JHILL'E d1- FOHIRLE aiges FO+EET'Y J1> 0+EZE'T SO+I9T'1 0+d96°c €0  TACL  L00T/TT/E0
90+995'8 COHEE0'9 SO+AL0'E aqT= aT= CO+AICT aT- 90+A10°E SO+A20'C 90+34LF  TO  TACL  LOOT/TT/B0
L0+3E8°9 90+IZT ¥ SO+IL0E IT= IT= FO+IE0'9 1= 90+386°F SO+IZSE S0+918°9  T'0  1OLL  LOOTTI/B0
S0+I92°E 90+IPE'E FO+HI6L Y IT= IT= IT= 1= 90+410°F SO+I9T L S0+961°F  S0'0  TACL  LOOTTI/B0
S0+H96°C SO+HII0E 1= IT= qT= FO+HIISE 1= 90+3r1°7 SO+ILLE S0+902F 0 L L00TTT/80
e 1o T3 T3 119 1o T3 e 113 e uw
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90+302'6 0+IELE POHEFI Y RO+HIESD S0HILER £0+ALT8 JT> SO+HITE’L FOHIELS CO+ILE'6 €NrL  800T/T0/TT
J+ILE'S 0+IZET POHEIET  ROHEIET FOHIIET POHILEE JqT= SO+IE0'E CO+EIE'T SHERE'S 80 EACT  BOOT/TOTT
QHISL L SO+I8C'Y POHETES  COHERE'T aT= FO+IRT JqT= SOHIL0'E CO+ERY'E SOHESO'S L0 EACT BOOT/TOTT
0+E08'L SOHIR0'E POHELOT  ROHEOTS FOHILO' FOHILO'T JqT= SOHIASS COHEOT'E SHELOL 90 EACT  BOOT/TOTT
AHIIS 90+496'T POHEZEE  ROHETTT FOHEIT'T dqT> JqT= SO+I0Z'E COHELL'T SHEZFE S0 EACT  BOOT/TOTT
JHIIL'E 0+85°7 POHETICS  ROHERET JqT= FO+IRET JqT= 90+982'1 FO+EEE 9 IS F0 ENCT BOOT/TOTT
+IFE'E 90+I9E'T POHEOTE  ROHESOT JqT= FOHIE0'T JqT= 0+IFL'T POHERE L SHFIES €0 EACT  BOOT/TOLT
90+92E°1 S0+ASL'T aIT= FOHERE'T aT= dT= dT= 90+966°1 FOHERL 'Y SHELFE 0 €NPT BOOZ/ZOZT
90+ILF 6 S0+IL9T PO+HI98T  POHHIBE FO+ETE T £0+I5C 5 IT= FO+I89°9 SO+HIGE L SO+HI90°L TOCL  BOOT/TO/TL
90+IZLL S0+901°T FO+HIFL Y dTT= dT= FPO+I9LT IT= SO0+IZE°L CO+HIGYT SO+H6L°6 | B0 | TALI  BOOZ/ZOITL
90+309°L S0+9rCT FO+HICY ¥ dIT= dT= T IT= SO+ILE'S SO+E60°T 90+962°1 | L0 | TALI  BOOZ/ZO/TL
90+I8F L SO+I0LY POHICS'E  POHHCCE dT= TIT= IT= S0+ L FO+HIZE'S 90+962°1 | 90 | TALI  BOOZ/ZO/TL
SO+HIOF L SO+IZE & PO+HI96' Y POHESRT dT= TIT= IT= S0+I8L°E SO+HI6F T 90+drPEL | S0 | TALI  BOOZ/ZOITL
90+IL0°L SO+IGE L FO+HIILT TI= IT= FO+ISET dT= SO+I6L°6 SO+HIZS'T SOHILS'E | P'0 | TALI  BOOZ/ZOITL
Q0+I0L'T SOHISE'E POHEBE'T  ROHEEED aT= FO+IER'T JT> 90+IFE 1 COHERY'T IS €0 | TACT  BOOTTOTT
JHILT'T SOHI0L'E FOHECS JT> FOHIOT'E JT> JT> S0+ICE’T FOHETIE S QHISET | 0 | TACT | BOOTTOTT
0+90'8 SOHISE'T POHEY6 Y ROHESY'T FOHICYT 0+ILTE JqT= SOHIRE' T COHESE SoHEEZe € TACT  BOOT/TOTI
0-+88'8 SOHIILL POHETE'S  ROHICYE FOHICET FOHIOT'E JqT= SOHIOF T 0+EZE'T SOHIRE'r 9T TNrL  BOOE/EO/TT
LOHELTT SO+I8R'Z POHERT Y ROHEOZ'G JqT= JqT> JqT= SOHIRE' T 0+ERE T o+ ST TNrL  BOOE/EO/TT
0+IZ0'E dqT= POHERT Y ROHELT'E JqT= dqT> JqT= SO+IZS'9 HTLO'L COHI0EE  PT TNrL  BOOE/EO/TT
JHILE SOHASE'T POHEOLE  ROHEOT'S aT= FOHA0T'E aqT= SO+ATE'9 0+A18 cOHA0TY €T TALT  BOOZ/EO/LT
90+I51°E S0+968°T POHIBFE  POHIRTT IT= FO+IBFE IT= S0+I92°1 CO+I9ET 0+IL0TT T TNLL  BOOT/TO/IT
90+62 1 SO+IETT POHIIL L POHESST FO+E0TE FO+ICST IT= SO0+I0F L PO+HIIL L 90+E81°T  T'T TNLL  BOOT/TO/IT
SO+IPE'9 S0+IZS T PO+HIZES dIT= IT= FOFILLT IT= SO+ILYL SO+HILET 90+H1Z L T TNLL  BOOT/TO/IT
90+H89°2 SO+HIEE T POHIZES  POHHILT FO+ASSE IT= IT= S0+I89°1 SO+HI09 T 90+HZ1L  §'0  TAPT  BOOZ/ZO/ZL
199 GhEE] e e 1o GhEE] e a3 e 199 ur
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L0+HCYT CO+EIE T FO+EE0°L  CO+HARE'E FO+EIE0" L CO+ERE'E FOHILLT COHEERT CO+EL 0+LYT €L BOOT/SO/FT
LO+IECT COHEZT L POHILLS  ROHIZ0'E FOHI9Z'E COHEIT'E FPO+I9T'E COHESE'T FO+I9T'E 90+I6Z°T L0 ENCL  BOOTSOFT
I0+ICE'E SOHERLT SOHIRET  SO+IRY'E aqT> SOHERLT SOHIRLT COHERLT 90+7T'1 90+IEETT 90 ENCL  BOOTSOFT
LOHILT'T COHECS'T SOHISHFT  SO+HITLE FOHIRL CO+EIE'1 FOHIRL COHESY'T 0+I91°1 90+IFE’T S0 ENCL  BOOTSOFT
LOHIICT COHETLE POHIILE  90+IZ01 FOHI0Z'9 FOHETE'E SO+I98’1 FO+E0Z'9 YO+ITFE 90+I0'T  #0 ENCT  BOOTSOFT
LOHIEET COHEEF'E SOHISE T S0+ITLL aqT= FOHETE'E FOHI0Z'9 FOHEOT'E 0+IZE' T 90+A19'T €0 ENCT  BOOTSOFT
LO+ILTT SO+HIBLE SOHILLE  SOHASE'L FO+HI0L'E SO+HIRT L SO+IFT L FO+HI0E D S0+I56°L S0+998'1  T0  €NLL  BOOT/SOFT
LO+ETTT SO+HIED'L FOHILTS  SO+HIELS FO+I0Z°9 SO+HIRT L FO+I0Z°9 SO+HILET SO+I0L°L 0+9e6'T  T'0 €ALL  BOOT/SOFT
L0+959°1 0+HIFS ¥ SO+IETE | SO+HHETT SO+HI6Y L SO+HIET'E FPO+IZLE 90+H51°T SO+I98°L O+ISL T ¥ NrL  BOOT/SOMFT
L0+990°1 CO+HICE9 SO+I66L | SO+HIRL'L FO+HI96 Y CO+HEE'S FO+IBFE SO+HILE'E SO+ILLL S0+9F0°T | 60 IACL  BOOT/SOFL
L0+91E°T 90+390°L SO+I98°L | SO+HBE'S FO+HI99°E SO+HIGT ¥ FO+I99°C SO+I66'E S0+902°L S0+952°1 | 80 INCL  8OOT/SOFT
L0HI0ZT COHETED SOHIEET | 90+IR0T POHZES COHEEE Y COHI09°L COHEIFE 0HIFLT 90+402°T L0 ENCL  BOOTSOFL
LO0+F0ET COHECS SOHILIE | S0+ISTL aT= COHEEL'E FOHIOL'E COHELT'S 90+18°1 S0+ILLT 90 ENCL  BOOTSOFT
LOHIE0'T COHEEL' Y SOHIS0L | CO+ECKL aT= COHEEL'E SO+I98’1 CO+E09'T G0+IFE'T 90+92%'1 €0 ENCL  B00TSOFT
L0+I90°'T 0+318°1 SOHIOFT | SO+HISLS FOHISS FOHECS SOHISL'T coHEzL'S S0+IZLL 90+IFI'T 0 ENCL  BOOTSOFT
90+2k'8 COHEEE'E POHI0Z'9 | CO+EIE'Y PSS CO+E9E’1 SOHIILT CO+EEF'Z SO+I86'9 SOHIETL €0 ENCL  BOOTSOFT
0+IkE'S Q0+EEL'T POHIZLE | COHITLE aT= FOHECFL dJ1= COHEZT R FOHISFE SOHIEE’s  TO  ENCL  BOOTSOFT
S0+98Z°E 90+H50°2 FPOFILTE | SO+HI98'L aT= dTT= FO+I0Z°9 SO+I98'L FO+IFL Y SO+IL1T | T'0 IACL  BOOT/SOFT
SO+HELT 90+IF0' Y SO+I6L'E IT= g IT= TT= I0+HIRE'L TT= L0+9F0°T 0 INCL  BOOT/SOMFT
S0+305°9 CO+I86°9 FO+I869  FO+ILE'S SO+HISLL FO+IBE'9 1= CO+IEET SO+I1S°E S0+I86'9  §'T  IALL  BOOTSOFT
S0+916°9 SO+HI9LL FOFIGS Yy GO+IG6T PO+HILE S CO+I95°Z dIT= SO+I9Z'E SO+ILLG SO+IELE L BOOT/SOMFT
S0+358'6 CO+IES'L FO+ICS Y GO+IG6T IT= SO+HISL Y FO+I86°9 CO+I95°T SO0+I9T°L SO+IE0°E ST L BOOT/SOMFT
90+H0E L COHERET POHIICE  SOHISC'] FOHEIOLE COHEEFE dJI= COHELT'E LOHIELL SOHIRE L BOOT/SO/FT
90+496'8 dT> POTIESE  SOHIRLT aiges COHEEFE FOHISFE FO+E0Z 9 SO+IE0'S SOHIECy L0 TACL  BOOTSOFT
Y0+ILCE COHEEFE SOHARET  SO+HI0Z'Y aiges COHEIE FOHIRL CO+E0E'E LOHIZE'T SOHICCE 90 TACL  BOOTSOFT
0+ITEL CO+ER0' POHIEE Y ROHI98'8 aiges COHEEF FPOHIEF CO+EEY'T SOHILL SOHII0E S0 TACL  B00TSOFT
0+ITRL CO+EEC'S FOHIRES  COHI9E'E aqT= COHETZF d1- CO+EZ0'E LOHII0] SOHIEY'T  #0 TACL  BOOTSOFT
0+F0L'S COHATE'S POHIRE L SOHILE'E FOHIE0 T COHESFT FOHIRL COHELT'E SOHILL'S SOHIRE'T €0 AL BO0TSOFT
SO+EEL T SO+HISL Y FO+ILE'S  SO+ISO'S PO+HIEE'E SO+HI9L'L FO+I86°9 SO+I6F S S0+992°2 SO+I61F  T0 TACL  BOOTSOFT
S0+352 SO+HI6F L FOHISF L SO+HE0'F IT= CO+HIGO'E FO+IZLE CO+IEZT S0+I1Z°E SO+9507  T'0 IACL  BOOT/SOFT
SO+ILET 90+ILF9 FOFILES  pO+HEET PO+HIEEE FO+HIEE'E 1= SO+ABGC FO+IEEE SO+HEEE 0 INCL  ROOT/SOMFT
e 1o 1193 EhEH 1199 e T3 e EhEH e uw
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~
=
BOHILF'E aqT> POHICK' L SOHEER'T FOHECE L CO+HIRE'T aqT> SOHIZLE G0HIZL'E 0HI0SE | €'F | £00SAT | BOOZ/PO/G0
BO0+HIZF'E aIT- POHI98' Y POHHRRE F+HARE'T dT- dT- COHIEL'T GO+HIRLT S0+HT96°L £00SHI | B00T/F0/60
S0HHLTE CO+ABET FOHISE'C COHEELT CO+HIET'T PO+ASE'T TT= CO+A8EZ 0+FELT 90+908Z | 6'C | €00SAL 800Z/F0/60
S0+ACET TT= POHIS6'C COHFEL'T POHI96'C CO+AET'T TT= CO+A8EZ COHELE R 90+d6L°1 | 8T | €00SAL 800Z/F0/60
S0+H0L°Z CO+AELT IT= FPOHISET CO+H6FT PO+IABET TT= PO+ILE'S COHE90°C 0+ACST | LT | €00SAL  800Z/F0/60
80+988°2 TT= COHER0T FPOHIEE'S TT= TT= TT= CO+AELT COHEELT 90+F9F L | 9T | €00SAL 800Z/F0/60
S0HILFZ PO+ASE'T FPOHESE'C COHER0T POHIRE'T POFAGE'C TT= CO+AELL COHEILY 90+APFZ | ST | €00SAL 800Z/F0/60
S0+FZE°L PO+AGEC FPOHESET FPOHIIE'C CO+HIET'T POFILE'S TT= PO+ILE'S [ =rtA 90+F£ZZ | F'T | €00SAL 800Z/F0/60
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Figura A2.1: Perfiles verticales de salinidad, Clorofila a, y fitoplancton en muestras de
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Figura A2.1 (continuacion): Perfiles verticales de salinidad, Clorofila a, y fitoplancton en muestras de pluma
Albufera (21-05-2008)
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Figura A2.2: Perfiles verticales de salinidad, Clorofila a, y fitoplancton en muestras de
pluma Albufera (15-07-2008)
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Figura A2.3: Perfiles verticales de salinidad, Clorofila a, y fitoplancton en muestras de pluma
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Figura A2.3 (continuacién): Perfiles verticales de salinidad, Clorofila a, y fitoplancton en muestras de pluma
Marjal de Almenara (27-02-2008)
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Figura A2.4 (continuacion): Perfiles verticales de salinidad, Clorofila a, y fitoplancton en muestras de pluma
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Estany de Cullera (06-05-2008)
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Figura A2.5 (continuacion): Perfiles verticales de salinidad, Clorofila a, y fitoplancton en muestras de pluma
Estany de Cullera (06-05-2008)
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Figura A2.6: Perfiles verticales de salinidad, Clorofila a, y fitoplancton en muestras de pluma
Estany de Cullera (20-05-2008)
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Figura A2.6 (continuacién): Perfiles verticales de salinidad, Clorofila a,
Estany de Cullera (20-05-2008)

y fitoplancton en muestras de pluma
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Figura A2.7: Perfiles verticales de salinidad, Clorofila a, y fitoplancton en muestras
del estuario rio Jucar (08-11-2007)
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Figura A2.8: Perfiles verticales de salinidad, Clorofila a, y fitoplancton en muestras
del estuario rio Jucar (12-02-2008)
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Densidades celulares de procariotas (cianobacterias coloniales y Synechococcus spp).
Muestras pluma Marjal de Almenara (12-03-2008)

Figura A2.20



Anexo 2

100 =—— i i T - —— e =
90 H{HHHHH HHAHHHHHH =T HHHHHAHHAHHEH A HHHARRRRHAAAAAHHHHHR B
80 HHHHH H H A EE HERE L EELERE L FREt L EE R e R E A R
i
u || M . H
70 ol HAFUTH A HH AU alslsls slalstslalstalstaatatalalatalalalatals H M HA
H |_ = N
60 HHEHHHHHHHHH o F B 0w P o e Fed PR
I I LU il e [
H An I . =
o 50 i = 0
= I H H u u
H Ll B H o N
40 |-I I [ ||| I ! Il il II
=l
30 I | I
i
20
10
O e e L o e e e L B e e e e e L A b b
Q@ T M Q9 - ® L QY N O T Q T ML O T ML VAN D T Q T O LY
- @ o d g o N 4 2 o g wm s+ S o™ I o ™y 2@ oo & N 8 o N oo
w = W QW s WWg g QW QW2 o W NN QN
LT S - A O
o o o o o o
m % Diatomeas 0O % Criptoficeas @ % Cloroficeas @ % Crisoficeas @ % Dinoflagelados m % Prasinoficeas 0O % Primnesiales

Figura A2.21: Porcentajes de clases de fitoplancton con respecto a las eucariotas totales.
Muestras pluma Estany de Cullera (06-05-2008)

3.0E+006 5.0E+007
I cianobacterias
[ Synechococcus spp

4.0E+007
2.0E+006 — —_
~ =
[}
s 3.0E+007 &
o QU
~ QU
2] 12
o) 1
2 7 3
S 3
o o
o
=4 <
H 2.0E4007 §
© S
1.0E+006 —| @

1.0E+007

0.0E+000 —1 0.0E+000

Figura A2.22: Densidades celulares de procariotas (cianobacterias coloniales y Synechococcus spp).
Muestras pluma Estany de Cullera (06-05-2008)

A2-20



Anexo 2

%

100 T — a7 N —— A nnhe = n = 1 A =
i o N Nn nllna = n n
H H
90 H
H
80 0 | i |
70 u I I I
H H I H
0
[ A
50 HHH ,,,,,l,,,,, f H ,,,_,,,I,,,,,,,
40 | H ||
. | dlFiE
! I
20 i I
10
0
2 g MV o S ML ® Y N W T O = ML NN T O < MWL Y Ny Y
< 22 o d g g & 2 90 g Hh + o R <2 o9 By &5 o K6 2 o o N
w5 <« W & &4 W o & W W9 5 2 3 2 v W W e o 2 W L LW
L T T L T 1 I L I TR T
oo o oo W W oa a a o Wa Wwa o oo uw 4 o a

m % Diatomeas [0 % Criptoficeas @ % Cloroficeas [ % Crisoficeas @ % Dinoflagelados m % Prasinoficeas 0 % Primnesiales

Figura A2.23: Porcentajes de clases de fitoplancton con respecto a las eucariotas totales.
Muestras pluma Estany de Cullera (20-05-2008)

5.0E+006 5.0E+007

I ci:nobacterias
[ Synechococeus spp

4.0E+006 — — 4.0E+007

3.0E+006 — — 3.0E+007

2.0E+006 — — 2.0E+007

cianobacterias (cellL)
|
T
Synechococcus spp (cellL)

1.0E+006 — — 1.0E+007

0.0E+000 —1 T — 0.0E+000

Figura A2.24: Densidades celulares de procariotas (cianobacterias coloniales y Synechococcus spp).
Muestras pluma Estany de Cullera (20-05-2008)

A2-21



Anexo 2

L-enrL
S2'0-enrL

zo-enrL
L'o-enrl

z'ienrL
L'i-znrL
LenrL

s'0-znrL
€'0-znrL

L'oznrL
S0'0-2NrL

g-nrL
y'L-inrL
€1-inrL
Z'h-inrL
Li-inrL

SL'0-LNrL
s'o-lnrL
€0-lnrL
zo-nrL
L'o-lnrL
S0'0-LNrL

0 %Primnesiales

W %Pr

d

0 % DDi

@ % Clorofi

0 %Cript

| % Diatt

Porcentajes de clases de fitoplancton con respecto a las eucariotas totales.

Figura A2.25

(08-11-2007)

Jacar

on rio

Muestras transici

2.0E+008

1.6E+008

(7/199) dds snoooooyosufs

— 1.2E+008
8.0E+007

4.0E+007

0.0E+000

|

|

cianobacterias

[ Synechococeus spp

[T

1.0E+007

8.0E+006

6.0E+006
4.0E+006

(7/199) selsyoeqoOUEID

2.0E+006

0.0E+000

LenrL
SL0€nrL
£0eNnrL
zoenrL
voenry
S00€NrL
0-enrL
zznrL
£'hznrL
z'hznrL
Viznre
LenrL
sroznrL
§'0ZNrL
£0ZNrL
z'oznrL
roznrL
s002nrL
0znrL
9'bLnrL

LLnrL

SL0iNrL
S0LNrL
£0LNrL
zZoLnrL
volnrL
5007 4NrL
o-inrL

Densidades celulares de procariotas (cianobacterias coloniales y Synechococcus spp).

Figura A2.26

Muestras transicion rio Jucar (08-11-2007)

A2-22



Anexo 2

%

TJU1-0,5
TJU1
TJU1-11

| % Diatomeas

TJU1-1,2

TJU1-1,3

TJU1-1,4

O % Criptoficeas

TJU1-1,5
TJU1-1,6
TJU1-3,5
TJU2-0,2
TJU2-0,3
TJU2-0,4
TJU2-0,5
TJU2-0,6
TJU2-0,7
TJU2-0,8
TJU3-0,2

@ % Cloroficeas @ % Dinoflagelados

TJU3-0,4

m % Prasinoficeas

TJU3-0,5
TJU3-0,6

0O % Primnesiales

TJU3-0,7

TJU3-0,8

Figura A2.27: Porcentajes de clases de fitoplancton con respecto a las eucariotas totales.

4.0E+006

Muestras transicion rio Jucar (12-02-2008)

3.0E+006 —

2.0E+006 —

cianobacterias (cel/L)

1.0E+006 —

0.0E+000 —

TIV1-05

TIU1-1

TIU1,2

I cianobacterias

[ Synechococcus spp

TIU24

TIU11,3
TIU1-15
TIU1-16
TIU1-35
TIU2:0.2
TIU2:0.3
TIU2-04
TIU2-05
TIU2-06
TIu20,7
TIu208
TIU30.2
TIU3-0.3
TJU3-0.4
TIU305
TIU306
TIU30.7

TIU3-0.8

TIU3S

12E+007

— 8.0E+006

— 4.0E+006

— 0.0E+000

Synechococcus spp (cel/L)

Figura A2.28: Densidades celulares de procariotas (cianobacterias coloniales y Synechococcus spp).

Muestras transicion rio Jucar (12-02-2008)

A2-23



Anexo 2

%

TJU1-0
TJU1-0,1
TJU1-0,2
TJU1-0,3
TJU1-04 [
TJU1-0,5
TJU1-0,6
TJU1-0,7

TJU1-1
TJU1-1,5

TJU1-2
TJU1-2,5

TJU2-0
TJU2-0,1
TJU2-0,2
TJU2-0,3
TJU2-0,4
TJU2-0,5
TJU2-0,6
TJU2-0,7
TJU2-0,8
TJU2-0,9

TJu2-4
TJU3-0,1
TJUS
TJUS-0,3
TJU3-0,4
TJU3-0,5
TJU3-0,6
TJU3-0,7

B %Diatomeas 0O % Criptoficeas @ % Cloroficeas O % Crisoficeas O % Dinoflagelados B % Prasinoficeas 0O % Primnesiales
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Muestras transicion Estany de Cullera (09-04-2008).
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Muestras transicion Estany de Cullera (13-05-2008).
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Characterisation of phytoplankton communities in aquatic ecosystems is a costly task in terms of time,
material and human resources. The general objective of this paper is not to replace microscopic counts but
to complement them, by fine-tuning a technique using absorption spectra measurements that reduces
the above-mentioned costs. Therefore, the objective proposed in this paper is to assess the possibility of
achieving a qualitative determination of phytoplankton communities by classes, and also a quantitative
estimation of the number of phytoplankton cells within each of these classes, using spectrophotometric
determination.

Samples were taken in three areas of the Spanish Mediterranean coast. These areas correspond to estu-
ary systems that are influenced by both continental waters and Mediterranean Sea waters. 139 Samples
were taken in 7-8 stations per area, at different depths in each station. In each sample, the absorption
spectrum and the phytoplankton classes (Bacyllariophyceae (diatoms), Cryptophyceae, Clorophyceae,
Chrysophyceae, Prasynophyceae, Prymnesophyceae, Euglenophyceae, Cyanophyceae, Dynophyceae and
the Synechococcus sp.) were determined.

Data were analysed by means of the Partial Least Squares (PLS) multivariate statistical technique. The
absorbances obtained between 400 and 750 nm were used as the independent variable and the cell/l of
each phytoplankton class was used as the dependent variable, thereby obtaining models which relate
the absorbance of the sample extract to the phytoplankton present in it. Good results were obtained for

Keywords:

Absorption spectra
Phytoplankton classes
Partial Least Squares
Phytoplankton pigments

diatoms (Bacillarophyceae), Chlorophyceae and Cryptophyceae.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Phytoplankton is one of the organic components of natural
waters and, therefore, phytoplankton diagnosis is important to
assess the ecological condition of coastal waters [2].

As explained in Millan-Nifez et al. [8], the light absorp-
tion by particulate matter, including phytoplankton in the ocean,
is of great significance, since the absorption and dispersion of
light cause colouring of the sea. The particle variability allows to
determine the attenuation of light, the primary productivity and
the biomass of phytoplankton pigments. Moreover, some authors
(Yentsch and Phinney [12], Nelson and Prezelin [10], Cleveland
[1]) showed that changes in the optical characteristics of masses
of water were related to cellular biochemical processes inherent
in the consumption of energy by photosynthesis. Many of them
concluded that there is a non-linear relationship between the
light absorption coefficient by phytoplankton and the chlorophyll

* Corresponding author. Tel.: +34 96 3877616; fax: +34 96 3877618.
E-mail address: mmarting@hma.upv.es (R. Martinez-Guijarro).

0039-9140/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.talanta.2008.12.073

a concentration. This relationship is complicated due to phyto-
plankton properties, such as, size, particles shape and accessory
pigments.

Phytoplankton contains pigments (chlorophylls a, b and c,
carotenoids and phycobiliproteins) in different proportions; thus,
phytoplankton identification on the basis of the absorption
spectrum depends on pigment composition in cells. Pigment com-
position in the chloroplasts provides a way to classify the algae
group. For example, coloured chloroplasts in diatoms (Bacillario-
phyceae) are usually yellow-brown due to xantophylls, whereas
blue-green colours (cyanophytes) are variable, within a range that
encompasses from blue-green to red due to phycobiliproteins, phy-
coerythrins (red) and phycocyanins (blue).

Pigments that form the basis for chemical taxonomical dis-
crimination absorb light in wavelengths in the visible spectrum
[9]. Therefore, an alternative way to obtain qualitative information
about phytoplankton composition is to analyse samples absorp-
tion through the visible spectrum. Qualitative information about
phytoplankton classes and photoadaptation is included in such
spectrum data, but the key is the interpretation thereof [9]. In
general, it is better to interpret or evaluate the spectrum data
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Fig. 1. Phytoplanktonic composition (eukaryota) of the Albufera plume samples.

by means of chemometrics, a branch of chemistry devoted to
extracting information from large sets of data.

Furthermore, if the presence of blooms or toxic species of phy-
toplankton (such as some dinoflagellates) is detected in advance in
the phytoplankton population, the harmful effects produced could
be mitigated and even prevented [6]. Microscopic examination of
water samples is the main method used to detect such toxic groups.
Unfortunately, this method is slow, laborious and intermittent. For
this reason, optical detection methods and automated methods
have been developed to determine the presence of these species in
the phytoplankton population in a quick and continuous manner.

Some laboratory works suggest that it is possible to perform
group discrimination on the basis of cellular absorption. For exam-
ple, Johnsen et al. [5] used discriminant analysis to classify the
absorption spectrum amongst 31 bloom-formers (which represent
the four main groups of phytoplankton with respect to accessory
chlorophylls, for example Cl b, Cl ¢; and/or Cl ¢y, Cl c3 and non-
accessory chlorophylls), thereby distinguishing dinoflagellates and
toxic prymnesiophytes which contain Cl c3 from taxons that do not
have this pigment.

It could be argued that, if the absorption spectrum of each
individual pigment is known, the absorption spectrum of the phy-
toplankton may be easily reconstructed from the concentration of
pigments. However, the relation between pigments concentration
and phytoplankton absorption coefficients is not linear, due to the
“package effect”. This effect is caused by the fact that pigments are
not in solution, but rather, packed inside the cells (and in cells inside
chloroplasts). The package effect varies with cell size, with intra-
cellular concentration of several pigments and with wavelength.
Due to these sources of variation (which depend on environmental
factors), it is difficult, if not impossible, to precisely model and pre-
dict this effect for natural populations. Given the complexity of this
effect, it is expected that neuronal network techniques will make it
possible to approach the relation model between pigment concen-
trations and absorption spectra using current measurements that
implicitly take the package effect into consideration.

As explained in Perry and Darling [ 11], phytoplankton, other par-
ticles and chromophoric dissolved organic matter are susceptible to
radiometric optical sensors because they absorb, disperse, attenu-
ate and fluoresce light with optical pattern characteristics (models).

Phytoplankton, as a photosynthetic organism, absorbs electromag-
netic radiation primarily within the blue, blue-green and red bands
of the visible spectrum and absorption coefficient is determined
by pigment composition. Because they are particles, phytoplank-
ton disperse light. The manner in which dispersion of the spectrum
takes place is dependent on size (of the phytoplankton), compo-
sition and absorption spectrum. Other non-algal organic particles,
such as bacteria and detritus, are relatively weak absorbers, with
the maximum absorption in the UV region. As is the case of phyto-
plankton, the way in which dispersion of the spectrum takes place
is dependent on the size distribution. Suspended sediments gener-
ally disperse more than they absorb, although a strong absorption
has been observed in mineral sediments, particularly in iron-rich
minerals.
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Fig. 2. Absorption spectrum of superficial samples from the Albufera plume.
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2. Experimental
2.1. Sampling

The study was performed in three areas of the Eastern coast
of Spain. These areas correspond to estuarine systems which are
formed when the fresh/brackish waters of the continental systems
flow into the Mediterranean Sea. Samplings campaigns were per-
formed on 29 March 2006 at the area called Almenara plume, on 30
March 2006 at the Albufera plume in Valencia and on 17 May 2006
at the Estany plume in Cullera.

Water samples were collected in 2-1 polyethylene bottles and
250-ml glass bottles. They were kept refrigerated until arrival at
the laboratory, which never took longer than 12 h. A total of 139
samples were collected, corresponding to 7-8 stations per area, and
in each station samples were taken at different depths.

2.2. Analytical techniques

Determination of the absorption spectrum was performed on
a 90% acetone extract obtained filtering water samples through
a cellulose acetate membrane (Millipore 0.45 um HAWP04700).
Subsequently, they were frozen to break the cells and to facilitate
the pigments release. Filters with the retained particulate material
were introduced in 6 ml of 90% acetone. On this extract absorbance

R. Martinez-Guijarro et al. / Talanta 78 (2009) 814-819

was determined at 1-nm intervals, at wavelengths between 400 and
750 nm. A 1-cm quartz cuvette and a PerkinElmer Lambda 35 spec-
trophotometer were used. Absorbance values obtained at 750 nm
were subtracted from the values between 400 and 749 nm, in order
to eliminate the absorbance which is not caused by the pigments.
In order to analyse phytoplankton communities, epifluores-
cence microscopic count method was used. Samples contained in
a250-ml glass bottle were fixated with glutaraldehyde until a final
concentration of 2%. They were filtered with 0.2-pm membranes
(Millipore GTTP), filters were washed with distilled water to elimi-
nate the retained salt and, subsequently, they were dehydrated with
successive washes with 50%, 80%, 90% and 99% ethanol. Each dried
filter was placed onto a drop of immersion oil in the centre of a slide
and two more drops were added on the top side of the filter. Finally,
a coverglass was placed on the top of the filter [3]. Phytoplankton
counts were performed by epifluorescence microscopy with a Leica
DM2500, using the 100x-o0il immersion objective. A minimum of
300 cells was counted and at least 100 cells of the species or genera
more abundant were counted with an error lower than 20% [7].

2.3. Statistical techniques

Statistical technique called PLS (Partial Least Squares) was used
for the multivariate analysis of the experimental data obtained [4].
To develop the model that relates absorbances to phytoplankton

Table 1
PLS results of model 1 and model 2 with X filtered variables (OSC).
A R2X R?X(cum) Eigenvalues R2Y R?Y(cum) Q?* Limit Q%(cum) Significance Iterations
Model 1
0 Cent Cent
1 0.878 0.878 81.70 0.369 0.369 0.303 0.05 0.303 R1 3
2 0.0788 0.957 733 0.026 0.395 0.00295 0.05 0.305 R2 9
3 0.0123 0.969 1.14 0.036 0.431 —0.0144 0.05 0.295 R2 25
Model 2 (0SC)
0 Cent Cent
1 0.999 0.999 929 0.373 0373 0.303 0.05 0.303 R1 2
2 0.000452 1 0.0421 0.0608 0.434 0.0545 0.05 0.341 R1 g
3 9.05e-005 1 0.00842 0.0806 0.515 0.0832 0.05 0.396 R1 1
1 MODEL 1 1— MODEL 2
(a) VY [1] (cum) (b) — Y (3] (cum)
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Fig. 3. Statistical adjustment (R2) and prediction capacity (Q?) for each individual responses. (a) Model with 1 component; (b) model with 3 components (OSC filter).
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Fig. 5. Graphical representation of the observed values versus the predicted values

Fig. 4. Graphical representation of the observed values versus the predicted val-
ues from model 2 with samples used for the adjustment of the model. (a) Diatoms

(Bacillariophyceae); (b) Cryptophyceae; (c) Chlorophyceae.

from model 2 for an external group of samples. (a) Diatoms (Bacillariophyceae); (b)
Cryptophyceae; (c) Chlorophyceae.
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classes, 2/3 of the total number of samples (139) were used to fit
the model, and the remaining one-third of samples (46) were used
to validate it. Even though the statistical programme used, SIMCAP
9.0, makes an internal estimation of the model prediction ability
by means of “cross-validation”, the only way to be absolutely sure
regarding a model prediction ability is to make external predic-
tions, that is, to make predictions for an independent system of
observations.

After developing this first model, a second model was devel-
oped which made it possible to verify that the results improved
when a filter called OSC (Orthogonal Signal Correction) was applied
to the X variables (absorbances). The purpose of this method was
to correct the matrix of X data by removing the information that
was orthogonal to the Y response matrix, that was, the information
which was not related to the response of interest. This prelimi-
nary pre-processing method was jointly applied to all the spectra
in the calibration set. Subsequently, the correction made on the X
matrix was applied to the external set of data in order to verify
the true prediction ability of the model built from the corrected
data.

3. Results and discussion

At the three sampled areas, it was found that the closest stations
to the continental water outflow exhibited a vertical salinity and
chlorophyll a gradient, due to freshwater surface layer present in
those stations. This layer was not very thick; in most cases it was
less than 40 cm thickness, for that reason practically all the samples
analysed were saline (36.84 + 1.68 g/kg) (salinity and chlorophyll a
date are not showed).

Samples had a phytoplankton composition with a high con-
tent of diatoms, Prasinophyceae and Chlorophyceae as compared
to the rest of eukaryotes cells, as it is shown in Fig. 1 for the
Albufera plume. Although we have not included prokaryotes (colo-
nial Cyanophyceae and Synechococcus genus) in Fig. 1, it is worth
mentioning that at the Albufera plume area there are Cyanophyceae
which are not present in the other two areas.

Absorption spectra of the pigment-containing extracts in each
sample had a similar shape, with peaks at 440 and 664 nm, which
correspond to chlorophyll @, the main pigment present in phyto-
plankton cells. An example is shown in Fig. 2 for the Albufera plume.
Differences should be studied in the accessory pigments (chloro-
phylls b and c, carotenoids, etc.); for that reason the area between
400 and 500 nm would have to be enlarged, since these pigments
maximum absorption peaks are in this region.

A first model that related the absorption spectra of the sample
extract to phytoplankton composition (model 1) was developed.
Subsequently, in order to improve the results obtained with model
1, a second model was developed, but in this case the OSC filter was
applied to the X variables (absorbances).

To decide the adequate number of components for model 1,
it must be taken into account the general model fit, which is
defined by parameter R2, and the prediction ability thereof, which
is defined by parameter Q2. Table 1 shows that the eigenvalue of
the first component (81.7) is greater than the one from the other
two components; furthermore, Q%(cum) values decrease for the
third component and, consequently, the model ability prediction.
Also, when components 2 and 3 are used, the increase in R? is very
small. For all these reasons, it is sufficient to use only one com-
ponent in this model. Results obtained with model 1 are shown
in Fig. 3a, where it can be observed that very good results for the
individual model responses for phytoplankton classes are achieved
for diatoms (Bacillariophyceae), Chlorophyceae and Cyanophyceae,
both in terms of the model fit (R?) and its ability to predict
these phytoplankton classes content (Q2). However, results for
Cyanophyceae were discarded because the presence of this class

was only significant in samples from the Albufera plume area,
whereas in the remaining samples most of the Cyanophyceae values
were equal to the technique detection limit.

As previously discussed, model 2 was obtained by applying the
OSCfilter to the X variables previous to performing the PLS analysis.
Results obtained with this model improve the former. Table 1 shows
that eigenvalue of the first component (92.9), as was the case with
model 1, is very large by comparison to the following ones. In this
case, it was decided to use three components because, in addition
to taking into consideration the R? and Q2 values (Table 1), this was
the number of components that led to the best individual response
results. Fig. 3b shows that this model produced adequate results
also for Cryptophyceae.

Fig. 4 shows diatoms, Cryptophyceae and Chlorophyceae values
predicted with model 2 against the real contents of the samples. In
this figure, it can be observed that good predictions were obtained,
since the R? of the linear fit between predicted and real values
was 0.9197 for diatoms, 0.7808 for Cryptophyceae, and 0.9758 for
Chlorophyceae.

Once obtained model 2, it was validated by means of the external
set of samples, which were used to make predictions of the phyto-
plankton content. As in the case of the calibration set, the OSC filter
was first applied to the absorbances. This set corresponded to one-
third of the total samples taken, which were not used for the model
fit. Prediction results for these samples can be seen in Fig. 5. In this
case, good predictions were still obtained for diatoms and Chloro-
phyceae, but not for Cryptophyceae (Fig. 5a-c, respectively), since
the predicted values obtained were not acceptable.

4. Conclusions

In this paper, the absorption spectra of the sample extracts led
to good results in determining of diatoms and Chlorophyceae con-
tent. An acceptable model was also obtained for Cryptophyceae,
although in this case, in order to obtain good results, the absorbance
values must be processed prior to applying the multivariate statis-
tical technique. Phytoplankton classes for which good results were
not obtained were due to either they had a limited presence in
most of the samples studied or they had low pigments cellular
quota.

In order to improve this work, a study should be performed on
samples with different phytoplankton abundance and composition
to the samples already studied, since it is possible that the majority
presence of certain classes makes it difficult to determine other
classes with type and pigments content that have overlapping or
masking spectra.

Phytoplankton determination through extract samples absorp-
tion spectra is a simple and cheap method that, albeit having
limitations, may be used to complement microscopic counts.
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show that the wild-type PALMI gene complemented the pa/m1 leaf mutant phenotype. The conversion of the trifoliolate wild-type leaves into palmate
pentafoliolate leaves in the mutant suggests that the M. truncatula leaf form can be modulated by PALM1 possibly through regulation of the
expression of the SINGLE LEAFLET1 (SGL1), which we show previously encodes the M. truncatula LFY ortholog. We will discuss these results and a
genetic model of compound leaf development in M. truncatuld"

(a) Plant Biology Division, The Samuel Roberts Noble Foundation, Ardmore, OK 73401, USA (b) USDA-ARS-PSERU, Department of Agronomy, Kansas
State University, Manhattan, KS 66506, USA (c) IBMCP, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas-Universidad Politecnica de Valencia, 46022
Valencia, Spain (d) Institut des Sciences du Vegetale, CNRS, 91198 Gif sur Yvette cedex, France

SESSION P69 — WATER RELATIONS

P69001 Effects of short-term salt stress by the application of the concentrated deep seawater on phloem transport and quality of
tomatoes

Araki, Takuya-presenter araki@agr.kyushu-u.ac.jp(a)  Wajima, Takahiro (b)  Kitano, Masaharu (a)

" Suitable application of the concentrated deep seawater for the high quality production was examined by analyzing phloem transport. Tomato plants
(Lycopersicon escultentum Mill.) were grown by soil-less culture with non-woven fabric system, where short-term salt stress was induced for just two
weeks at the stage of rapid fruit growth by adding the concentrated deep seawater to the standard nutrient solution (electric conductivity (EC), 1.2
dS m™') to increase EC by 13.5 dS m. A heat-ring method was applied to the tomato pedicel to evaluate phloem fluxes of sap and soluble solids and
concentrations of soluble solids in the phloem sap, and effect of the short-term application of the concentrated deep seawater was analyzed with
special reference to osmoregulation in the phloem transport to tomato fruits. Although fresh weight of the fruits was restricted by salt stress, dry
matter ratio of the fruits was increased. Soluble solid concentration and flux in the phloem sap was accelerated not only during the short-term salt
stress but also after the removal. Concentrations of Na™, K*, and Mg™ in the phloem sap were also enhanced by the concentrated deep seawater.
From these quantitative analyses of the phloem transport to tomato fruits, it was verified that the short-term application of the concentrated deep
seawater at the stage of rapid fruit growth can induce the osmoregulation in the phloem transport to fruits and produce the high quality tomatoes
enriched with sugar and minerals."

(a) Kyushu University (b) Prefectural University of Kumamoto

P69002 Estimation of transpiration rates during table grapes rachis development

Varela-Ovalle, Jose I-presenter jivarela@uc.cl(a)  Bahamonde-Migueles, Diego I (a)  Defilippi, Bruno G (b,d) ~ Campos-Vargas, Reinaldo

(c,d)  Perez-Donoso, Alonso G (a)

"The rachis is the stem-like structure that holds the berries in a grape cluster ( Vitis vinifera). The browning of the rachis is a major problem seen
during table grape cold storage and transport overseas that has been attributed mainly to water loss. We developed a novel methodology to estimate
the epidermal diffusive (i.e., stomatal and cuticular) and aerodynamic resistances for water vapor and to study transpiration rates from the rachis
surface during its development. The method is based on establishing the energy budgets of three pieces from the same grape cluster that are treated
S0 as to be under different evapo-transpirative conditions. The grape cluster pieces were placed inside a small wind tunnel and high frequency
temperature measurements were taken at the rachis surfaces to characterize sensible heat and latent heat (evapo-transpiration) energy flux densities
at different horizontal wind speeds. Relative water contents of the rachis samples were also determined before and after exposing the cluster pieces
to wind. Preliminary results indicate that water vapor transference from the rachis of cv. Red Globe is highly dependent on wind speed, and that
epidermal resistances increase rapidly as the wind speed reaches values close to 0.6 ms, perhaps revealing a biological regulation mechanism
similar to the stomatal closure control present in leaves. FONDECYT 1085025."

(3) Pontificia Universidad Catolica de Chile (b) Instituto de Investigaciones Agropecuarias (c) Universidad Nacional Andres Bello (d) Plant Cell
Biotechnology Millennium Nucleus

P69003 Temporal variations of Ostreococcus blooms in the surf zone of Valencian Coast (Mediterranean)

Paches, Maria-presenter mapacgi@upvnet.upv.es(a) ~ Gonzalez del Rio, Julio (a) ~ Martinez-Guijarro, Remedios (a) ~ Romero, Inmaculada (a)
"Here are presented the results from phytoplankton counts carried out in the surf zone of Valencian coast for Water Frame Directive. With regard to
the Ostreococcus spp. counts were made by epifluorescence after dehydrating the membrane. Results belong to 65 sampling stations that have been
established along the coast line. Data are from the sampling campaigns carried out from August 2005 to July 2006. From the results obtained it can
be appreciated that: During the sampling period, in most of the stations, blooms of Ostreoccocus spp. occurred. Temporal patterns are quite
irreqular, although it is worth emphazising between them that in most of the sampling stations a bloom of Ostreacoccus spp. was detected in
December, periods when Ostreococcus spp. reaches in some of the stations up to 40x10E6 cel/l and dominates the eukaryotic population with
percentages higher than 95%. In several stations this peak accompanies another of similar significance in March. This March s bloom, although it is
detected in fewer stations, sometimes reaches cellular densities higher than December, with a maximum of 35x10E6 cel/I. Although in most of the
stations this picoeukaryotic bloom disappears between the two peaks (December-March) there are a few stations that keep significant values
between them and in some, bloom events occur even from November to April. There are stations where blooms are different from the general
patterns with significant increases (even peaks) during springtime (April-May) and even in some of them, proliferations have been detected in
summer months, especially in August, although significant values have been also detected in June and July. From April to October, despite these
peaks, cellular densities are lower and never exceed the value of 10x10E6cel/l. "

(a) Institute for Water Engineering and the Environment-Polytechnic University of Valencia

P69004 Determination of phytoplankton c ities composition using visible spectroscopy and their relation with
epifluorescence microscopic counts.

Martinez, Remedios-presenter mmarting@hma.upv.es(a)  Romero, Inmaculada (a)  Paches, Maria (a)  Gonzalez del Rio, Julio (@)
"Characterisation of phytoplankton communities in aquatic ecosystems is a costly task in terms of time, material and human resources. The aim of
this poster is to fine-tune a technique through spectrophotometry that reduces these costs doing absorption spectra measurements. This new
technique would not replace microscopic counts but would complement them. Phytoplankton communities analyses were done by the epifluorescence
microscopic count method. Absorption spectra were carried out using a UV-VIS spectrophotometer equipped with an integrating sphere. Each water
sample was filtered through a Whatman GF/F membrane, placed on a Petri plate and kept at -20 grade C. On the membrane, absorbance was
determined at 1-nm intervals at wavelengths between 400-750nm. After that, the membrane is wet with warm methanol in order to eliminate
pigments. Optical density was analysed again on the same membrane as it was done before. A multivariate statistical technique (PLS) between
phytoplankton counts and absorption spectra was done finding high correlation between them. Thus, the models obtained (one per each
phytoplankton class) could be used in a future to speed up phytoplankton counts. From each water sample, absorption spectra could be done,



introducing data into models, getting results and, depending on these, deciding on the need or not of doing phytoplankton counts. *
(3) Institute for Water Enginecring and the Environment-Polytechnic University of Valencia

P69005 Light sensitivity of shoot hydraulic conductance of temperate deciduous tree species

Aasamaa, Kroot-presenter kroot.aasamaa®emu.ee(a)  Sober, Anu (b)

"Shoot hydraulic conductance of several temperate deciduous tree species was measured in different light conditions. It was found that the hydraulic
conductance is sensitive to light intensity and wavelength. Under high intensities of white or blue light, shoot hydraulic conductance was up to two
times higher in slow-growing species and up to 20% higher in fast-growing species, as compared to the conductance in darkness. High red light
increased the conductance of all the species about by 1/3 less than white and blue light. The effect of the lights was also significant under low fight
intensities. And changes in low light intensity were more efficient to the hydraulic conductance than changes in high light. Under half-maximum
intensities of the lights, the hydraulic conductance was almost equal to the conductances measured under maximum intensities of the lights. Same
results were got by two different methods of hydraulic conductance measurement - by high pressure flow method, and by Scholander pressure
chamber method that includes holding the shoot in darkness during the measurement about ten minutes. The species with high sensitivity of shoot
hydraulic conductance to light were also characterised with high sensitivity of xylem hydraulic conductance to xylem sap ion concentration, and with
high stomatal sensitivity to changes in light intensity, in atmospheric carbon dioxide concentration and in atmospheric humidity. It was concluded
that: 1. phytochromes are important in mechanism of the light sensitivity; 2. the methods that include some minutes of darkness periods are also
suitable for studying the light effect; 3. high sensitivity of hydraulic conductance to light intensity could be also included to sct of characteristics of
conservative water use strategy.”

(3) Estonian University of Life Sciences, Institute of Forestry and Rural Engineering (b) University of Tartu, Institute of Ecology and Earth Sciences,
Department of Botany

P69006 Hydraulic properties of xylem in seasonal stems of hops (Humulus lupulus L.)

Gloser, Vit-presenter VitGloser@sci.muni.cz(a)  Balaz, Milan (a)

Herbaceous vines represent a group of plants where transport efficiency and cavitation safety need to be particularly well balanced. Long stems of
vines usually supply water to large leaf area on shoot but are also highly vulnerable to embolism. We explored properties of xyiem in stems of hop
plants that are only 8 to 12 mm thin and serve to rapid water transport along shoot axis up to 12 m long. We examined hydraulic conductance along
the stem axes and analyzed anatomical traits that are responsible for its variation. The diameter of xylem vessels varied from 20 to 130 micrometers.
More than 40% of conduits were shorter than 5 cm but some vessels reached 50 cm. Relatively small decrease of conductance along the stem that
we found could be possibly explained by continuous presence of small number of long vessels with big internal diameter that provided high transport
capacity. Relationships between the mean dimensions of vessels and their vuinerability to embolism are also presented.

(a) Masaryk University, Institute of Experimental Biology

P69007 The role of stomatal density in governing growth and competitive interactions in relation to water stress: experimentai
observations with Arabidopsis

Ferrero-Serrano, Angel-presenter anxo@liv ac.uk(a)  Mortimer, Martin (a)  Hartwell, James (hartwell@liverpool.ac.uk,a)

"Stomata allow atmospheric carbon dioxide to reach the plant's mesophyll for photosynthetic fixation. Stomatal aperture is a compromise between
conservation of water and the optimization of CO, fixation. We studied Arabidopsis thaliana as a model system to examine the effect of stomatal
density on individual plant growth, and within populations. The stomatal density and distribution mutant 1-2 (sdd-2) mutant line which shows
increased stomatal density, was tompared with wild type under well watered and water limited conditions. We aimed to address two questions: i)
does increased stomatal density translates into a differential photosynthetic CO, fixation, leading to increased growth (RGR)? And if so: ii) how does
this differential growth affect plant-plant interactions? Results suggest, that despite the fact that the relative water content under both water regimes
remained constant, CO, assimilation rates were similar for both genotypes under high water conditions, but reduced in sddz-2 under water limitation.
Consequently, water use efficiency was significantly reduced by water stress. As a result, higher vegetative RGR's were recorded under well-watered
regimes the wild type exceeding the mutant, whereas both genotypes established a similar pattern of growth under water limitation. Under this water
regime, the root:shoot biomass ratio of the wild type was significantly increased, but did not alter in sddz-2. Studies of intra-genotypic competition
using a plant biomass-density model, revealed that vegetative biomass was more sensitive to density under the high water regime in both genotypes.
Contrastingly in terms of reproductive biomass, sddZ-2 mutants under well watered conditions showed the lowest yield in comparison to other
genotype-water regime combinations. "

(a) University of Liverpoo/

P69008 The role of ethylene-induced tyloses in canopy hydraulic failure of mature walnut trees afflicted by apoplexy disorder
McElrone, Andrew J-presenter ajmcelrone@ucdavis.edu(a,b)  Grant, Joseph A (¢)  Kluepfel, Daniel (a)

"In the Central Valley of California, mature walnut trees afflicted with apoplexy disorder exhibit rapid and complete canopy defoliation within a few
weeks of symptom initiation. Symptoms are typically found throughout the entire canopy and are initially expressed as scorching and chlorosis of
leaflet edges. The cause of apoplexy disorder is unknown, so we set out to elucidate the water relations physiology underlying this condition. Leaf
water potentials (Ws) on healthy, asymptomatic trees remained high throughout the growing season while those of afflicted trees decreased
significantly with the onset of symptoms. Ws were significantly reduced in the lower, middle, and upper portions of the symptomatic canopies
compared to those from healthy trees. Sap flow velocities measured in the main trunk at three radial depths consistently plummeted with the onset
of symptoms. Hydraulic conductivity (K.) of symptomatic branches was dramatically lower than that of healthy branches, however, shallow root K. did
not differ between trees. This finding suggested that hydraulic failure was isolated to the canopy of these grafted trees. Light and scanning electron
microscopy of stem and trunk sapwood xylem revealed significant tylose development in vessels of symptomatic trees, which was later linked to
increased ethylene production in the active sapwood. Continued work is planned to determine the cause of increased ethylene and tylose production
that lead to apoplexy symptoms."

(a) USDA-AR?Z, Crops Pathology and Genetics Research Unit Davis, CA 95616 (b) Department of Viticulture and Enology, University of California,
Davis, CA 95616 (c) Department of Plant Sctences, University of California, Davis CA 95616
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INTRODUCTION

Phytoplankton is one of the organic components of natural waters and therefore
phytoplankton diagnosis is important to assess the ecological condition of coastal
aters.
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he sea. The partide vanablhty TR T ot light, the
primary productivity and the biomass of phytoplankton pigments. Moreover, some
authors showed that changes in the optical characteristics of masses of water were
related to cellular biochemical processes inherent in the consumption of energy by
photosynthesis.

@ ion of ities in aquatic ecosystems is a costly
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tune a technique through spcctrophmommry that reduces these costs doing
absorption spectra measurements. This new technique would not replace
microscopic counts but would complement them.
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Figure 1: sampling points along Valencian ~ future to speed up phytoplankton counts. Figure 2: bsorption spectra and 4th
freen derivative absorpion specta ofthe same
sample

The tudy was performed i five areas of the Eastern coast of Spain (Figure 1), Threcof ¢ which are formed when the fresh/brackish waters of the continental
systems flow into the Mediterranean Sea. The other two areas are continental ecosystems slmngly influenced by marine waters called transition zones and correspond to the mouth of the river Jucar and
the Estany Gran of Cullera. So, o this 5 areas wm waters and
i count method. spectrawere carried out usmg aUV-VIS spectrophotometer equipped with an integrating
sphere (Figure 2). Each water sample was nhered through a Whatman GF/F membrane, placed on a Petri plate and kept at -20°C. On the membrane, absorbance was determined at 1 nm intervals at
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RESULTS AND DISCUSSION

lassified into 4 groups according to their salinity:

In group I, formed by freshwater samples (salinity <2,5 g/Kg), 3 continental origin classes can be
modelled: Diatoms, Cryptophyceae and Chlorophyceae (Figure 3).

Ingroup II, formed by freshwater samples with marine influence (salinity 6-20 g/kg), good models
can not be achieved for the continental origin classes diatoms and Cryptophyceae, but it can be
for Chlorophyceae. Due to the marine influence, marine origin classes, like cae
and Dinoflagellates (Figure 4), canbe modelled.

igure 3: Cellular densities : a)Diatoms;

Fig
b)Cryptophyceae; c)Chlorophyceae

Figure 4 : cellular densities observed versus predicted samples from group II for: a)Chlorophyceae;
b)Prymnesiophyceac; oDinoflagellates

Figure 5 : Cellular densities observed versus predicted samples
from group Il for: a)Diatoms; b) Chlorophyceae; c)Cyanophyceae;
vy In group 1, formed by salty waters with continental mﬂucncc (sallm(y 21-35 g/KgL good results can
I be obtain for the
= e DM S O S G T (A I prcdmlmn dccrcasc w.m regard to i
ones obtained in the groups I and II withy/in fresh waters. Besides it has been achieved an acceptable
‘model of Cyanobacteria owing to the greater number of samples from Albufera’s zone in group Ill and
that C: have a greater presence in this waters. Again, a good model is obtained for
but the higher cellular density of isnot due toalarger marine influence
on the samples, as it is due to the fact that the samples from Estany's zone have a growth in the
population in seasonal stages of hypoxia/anoxia (Figure 5).

Group IV is compound by brackish waters (salinity > 35 g/Kg) without practically any continental
influence. Even though the marine origin of this samples, an acceptable Chlorophyceae model is
achieved, but as it occurred in group 1l the R* from the prediction are lower than in group I and IL. The
remaining classes that can be at least modelled in an acceptable way have marine origin diatoms,
Prymnesiophyceae and Synechococcusspp. (Figure 6).

Figure 6 : cellular densities observed versus predicted samples
from group IV for: aiDiatoms; b)Chlorophyceae; c)Primnesiophyceae;
d)Synechocoecusspp.
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-In freshwater samples good models are achieved for phytoplanktonic classes
with continental origin.

-In brackish water samples models obtained are, at least, acceptable for
phytoplanktonic classes with marine origin.

~Factors as cellular densities, aby
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obtaining the statistical model.

“The presence of determine classes can shadow the others with lower cellular
densities or less abundance percentages.



