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Abreviaturas y Acronimos

Advertencia preliminar:

Esta Tesis esta escrita en espafiol, o castellano, que es la lengua materna de su autor y
uno de los dos idiomas cooficiales de la Universidad de Valéncia. Pero la Ciencia, en el
siglo XXI, se escribe fundamentalmente en inglés, por lo que la transcripcién o
traduccién de muchos términos cientificos es, a menudo, problematica. En esta tesis se
ha intentado siempre utilizar las traducciones de uso frecuente o aceptado en la
comunidad cientifica hispanoparlante, aunque hay términos que son muy dificiles de
encontrar escritos en castellano, por lo que en esos casos se ha optado por utilizar
directamente el inglés, en cursiva. En la lista que resume, a continuacion, las principales
abreviaturas y acrénimos usados en el texto, se muestra su significado en los dos
idiomas, siempre que sea posible.

Por razones similares, en la notacién matematica, el simbolo decimal se ha
representado por un punto en todas las cifras del texto, aun cuando lo correcto hubiera
sido utilizar una coma. Pero se ha preferido mantener una coherencia con toda la
informacién grafica, en ocasiones preparada previamente para su presentacién o
publicacidén en inglés. Esperemos que el lector avisado sepa entender estas licencias de
estilo y este uso entremezclado del inglés y el espafiol, que es, en el contexto cientifico,
dificilmente evitable en la actualidad.

ACRONIMO ESPANOL INGLES

ADA Aproximacion de la Difraccion Andémala Anomalous Diffraction Approximation
Allo Aloxantina Alloxanthin

AOP Propiedades Opticas Aparentes Apparent Optical Properties

APC Aloficocianina Allophycocyanin

ATP Adenosin Tri Fosfato Adenosine Triphosphate

Bet b-Caroteno b-Carotene

CDhOM Materia Organica Disuelta Colora Colored Dissolved Organic Matter
Chl_a Clorofila a Chlorophyll a

Chl_b Clorofilab Clorophyll b

Chl_c Clorofila c Chlorophyll ¢

CLMS Microscopia Confocal Laser de Barrido Confocal Laser Scanning Microscopy
DDX Diadinoxantina Diadinoxanthin

DIN Nutrientes Inorganicos Disueltos Dissolved Inorganic Nutrients

Din Dinoxantina Dinoxanthin

Dix Diatoxantina Diatoxanthin

DMA Directiva Marco del Agua Water Framework Directive

DOM Materia Organica Disuelta Dissolved Organic Matter
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Ech
ESD
FOV
Fuc
FWHM
GUI
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Mix
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NPQ
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OWT
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PE
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PFT
Phe
POM
PPC
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PSII
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PSD
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RT
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SIG
TSI
Vio
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XC
Zea
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Campo de Vision
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Interfaz Grafica de Usuario
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Propiedades Opticas Inherentes

Complejo captador de luz

Luteina
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Error absoluto medio
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Componente(s) Opticamente Activo(s)
Tipos Opticos de Aguas
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Peridinina

Grupos Funcionales del Fitoplancton
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Materia Organica Particulada
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Fotosistema I
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Clases de tamarios del fitoplancton
Carotenoides fotosintéticos
Distribucién de tamarios de particulas
Error Cuadratico Medio

Error Cuadratico Medio Relativo
Transferencia Radiativa

Ecuacion de Transferencia Radiativa
Fluorescencia de la Clorofila Inducida por el
Sol

Sistema de Informacion Geografica
Indice de Estado Tréfico

Violaxantina

Ecuacion de Transferencia Radiativa
Vectorial

Ciclo de las Xantofilas

Zeaxantina

Equivalent Algal Populations
Echineone

Equivalent Spherical Diameter
Field of View

Fucoxanthin

Full Width at Half Maximum
Graphical User Interface
Harmful Algal Bloom

Inherent Optical Properties
Light Harvesting Complex
Lutein

Look-Up Table

Mean Absolute Error
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Nicotiamide-Adenine Dinucleotide Phosphate
Neoxanthin

Non Photochemical Quenching
Optically Active Component(s)
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Phycocyanin
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Peridinin

Phytoplankton Functional Types
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Particulate Organic Matter
Photo Protector Carotenoids
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Photosynthetic Carotenoids
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Root Mean Square Error
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Radiative Transfer

Radiative Transfer Equation
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1. Introduccion

El agua es el medio en el que se desarrolla la vida en la Tierra. Con muy contadas
excepciones, todas las relaciones metabodlicas que sustentan a los seres vivos se
producen en una solucién acuosa. Toda la compleja evolucién de los seres vivos,
desde los primeros registros fosiles de hace unos 3500 millones de afios hasta
que hace 500 millones de aflos comenzd la lenta conquista del medio terrestre,
se produjo en un medio acuatico (Cavalier-Smith, 2006). Y la evolucién de los
organismos terrestres es en gran medida la historia de las adaptaciones para
obtener el agua y mantenerla en las células, para que la maquinaria metabélica
pueda funcionar (Morowitz, 1993).

Los seres humanos no somos una excepcion. Mas del 60% de nuestra masa es
agua y la necesitamos para mantener nuestras funciones vitales (Watson et al,,
1980). La historia de la humanidad también ha sido y es la de la bisqueda de
fuentes de agua, primero para nuestra supervivencia directa, luego para
sustentar la ganaderia y la agricultura (Finlayson, 2014), y en la edad
contemporanea también para infinidad de procesos industriales en la
produccién de bienes y servicios y para gran parte de nuestras actividades de
ocio y recreacion. Sin olvidar el placer estético y el bienestar fisico que
proporciona la simple observacién del agua en todas sus formas, fluyente o
calma, que ha inspirado a artistas de todas las épocas y ha sido fuente de mitos
y creencias ancestrales (Witzel, 2015).

Las actividades humanas dependen de la disponibilidad de agua dulce en
cantidad y calidad suficiente, pero al mismo tiempo son causa de una
disminucién del agua disponible y del empeoramiento de su calidad (Gleick,
1993). El estudio de la calidad del agua es en gran parte el estudio del color del
agua, ya que muchos cambios de calidad se manifiestan en cambios de
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coloracién, que pueden ser percibidos a simple vista y evaluados
cualitativamente, pero que también se pueden cuantificar y correlacionar con
la concentracién de los llamados Constituyentes Opticamente Activos (OAC) de
los medios acuaticos (Mobley, 1994).

Las propiedades 6pticas de la molécula de agua determinan el color de los
ecosistemas lénticos (lagos, embalses, humedales) y sobre todo condicionan la
calidad y cantidad de luz disponible en profundidad. Esa luz es la que utilizan
los organismos autétrofos que habitan las aguas abiertas para realizar la
fotosintesis, convirtiendo parte de ella en energia quimica (Kirk, 1994). Este
conjunto de organismos se denomina fitoplancton y tiene un papel clave en los
ecosistemas acuaticos, pues es el principal grupo de productores primarios y
esta en la base de los flujos de materia y energia que constituyen las redes
troéficas.

El fitoplancton tiene una larga historia evolutiva que ha desembocado en una
gran diversidad taxonomica. Incluye a organismos procariotas (las
Cianobacterias son el grupo principal) y eucariotas, conocidos cominmente
como algas. Son generalmente organismos unicelulares, aunque pueden formar
agregados o colonias multicelulares. Y presentan una gran variedad de formas
y tamafios, que son respuestas evolutivas a la necesidad de garantizar la
flotabilidad en la columna de agua, encontrar las condiciones de iluminacion
adecuadas y obtener los nutrientes esenciales para su metabolismo (Reynolds,
2006). El fitoplancton realiza fotosintesis oxigénica, con la Clorofila-a como
pigmento principal. Pero acompafiado por pigmentos accesorios (otras
clorofilas, carotenoides o ficobiliproteinas, principalmente), que pueden
participar en la fotosintesis o actuar como fotoprotectores y son a menudo
especificos de un grupo taxondmico, por lo que tienen valor indicador.

Los distintos tipos de fitoplancton absorben y dispersan luz de manera
diferente, en funciéon de su composiciéon pigmentaria, de su tamafio y de su
estructura intracelular. El resultado de estas interacciones modifica el valor
absoluto y la forma de la reflectividad espectral, definida como el cociente entre
la luz solar incidente y la que emerge de una masa de agua, detectable por
sensores remotos. Pero el fitoplancton coexiste con otras sustancias disueltas y
particulas en suspension, de origen organico o inorganico, que también
absorben y dispersan luz, por lo que la reflectividad es el resultado de la
interaccion conjunta de todos los OAC de una masa de agua.



INTRODUCCION 5

Alli donde son el OAC dominante, como en los océanos, los organismos del
fitoplancton son los principales responsables de la variabilidad de respuestas
espectrales observables desde un sensor remoto (Mobley, 2022). Con el
desarrollo de misiones espaciales de observacién de la Tierra especificas para
el estudio del color del océano, como MODIS o Sentinel-3, se ha avanzado en la
cuantificacion de la biomasa del fitoplancton a escala planetaria, a partir de la
concentracion de Clorofila-a estimada por teledeteccidn, con errores relativos
del orden del 20% (Tilstone et al., 2021), y para estimar la produccién primaria
marina y su distribucién espacial y temporal (Lee et al,, 2015), que es una
informacién clave en los modelos climaticos. Cuando la resolucién espectral lo
permite, es posible, ademas, no solo estimar la biomasa total, sino la
contribucidn relativa de diferentes tipos de fitoplancton, clasificados en Grupos
Funcionales (PFT, Phytoplankton Functional Types) de acuerdo con su
composicién pigmentaria, su tamafio o su papel en los ciclos biogeoquimicos
(IOCCG, 2014).

En las aguas costeras y continentales, la cuantificacion de la biomasa y tipos de
fitoplancton es mas compleja. Otros OAC, como materia organica disuelta o
particulas minerales en suspension pueden alcanzar elevadas concentraciones
y llegar a dominar la respuesta espectral. Y la propia variabilidad del
fitoplancton es también mayor que en los océanos. Esto hace que la
reflectividad observada varie notablemente de un lago a otro, dependiendo de
su morfologia, altitud, clima, geologia, usos de suelo e impactos humanos en la
cuenca. Pero también muestre un gran dinamismo temporal y espacial dentro
de un mismo lago, en funcién de las condiciones meteorolégicas, el régimen de
mezcla y estratificacion o los aportes de caudal y nutrientes de los tributarios.

El seguimiento de la biomasa y composicidn del fitoplancton es clave para
evaluar el estado ecolégico y la calidad de las aguas continentales. Y el uso de
imagenes obtenidas mediante teledeteccién tiene un gran potencial para ello,
en un momento en el que ya estan en érbita sensores multiespectrales con una
alta resolucién temporal y espacial, como Sentinel-2, y, sobre todo, misiones
hiperespectrales como EnMAP, PRISMA, PACE o FLEX. Los sensores con una
elevada resolucion espectral y una adecuada resolucion radiométrica tienen, en
principio, la capacidad para registrar las sutiles variaciones de la reflectividad
espectral debidas a diferencias en la composiciéon pigmentaria, tamafio y forma
celular.

Sin embargo, el desarrollo de algoritmos para la estimacion de la biomasa y
composicion del fitoplancton en aguas continentales es, hoy en dia, muy
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limitado (Kravitz et al, 2021). La principal causa es que apenas existen
campafias de muestreo en lagos en las que se haya obtenido, de forma
simultdnea en los mismos puntos de medida: una determinacién taxonémica
del fitoplancton; un analisis de su composiciéon pigmentaria; un andlisis de la
concentracion de otros OAC y medidas de reflectividad espectral u otras
propiedades Opticas aparentes.

Sin esas bases de datos, el conocimiento de las propiedades oOpticas del
fitoplancton en lagos sélo puede ser fragmentario y basado en aproximaciones
que no recogen la variabilidad esperada. Y los algoritmos obtenidos sélo
pueden aspirar a estimar una o dos variables (Clorofila y Ficocianina) con la
exactitud y precision requeridas en los modelos ecolégicos o en las aplicaciones
de seguimiento y control de la calidad del agua (Pahlevan et al., 2022). Existen
algunos ejemplos de estudios detallados, pero circunscritos a un solo lago o a
un grupo pequeio de lagos de caracteristicas homogéneas (Zhang et al., 2010;
Matthews et al.,, 2013; Giardino et al, 2014). Y algunas iniciativas de reunir
bases de datos amplias con datos de lagos de diversas regiones del planeta, con
buen nivel de detalle en la informacién de reflectividad y la concentracién de
los principales OAC (Spyrakos et al, 2020; Lehmann et al, 2023), pero
insuficiente en la caracterizacion taxondmica y pigmentaria del fitoplancton.

Esta tesis aspira a proporcionar ese conocimiento, mediante dos estudios
paralelos y complementarios. Por un lado, realizando, por vez primera, la
caracterizacion bio-6ptica de una muestra de lagos y embalses de la peninsula
ibérica, representativa de un amplio gradiente de condiciones climaticas,
geomorfolégicas y ecolégicas. Y por otro, mediante el desarrollo de un modelo
matematico, validado con datos de la caracterizacion bio-6ptica, que permita la
simulacién de la reflectividad de cualquier lago o masa de agua a partir de la
composicién pigmentaria, tipo y tamafio del fitoplancton y concentracién del
resto de OAC.
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1.1. Propdésito, hipoétesis y objetivos

El titulo de la tesis, desarrollo y validacién de un modelo bio-dptico para la
teledeteccion del fitoplancton en aguas continentales, condensa su contenido y
propdésito:

Desarrollo, porque se ha construido un programa informatico que
contiene algoritmos y funciones que simulan la interaccién de la luz
solar con las poblaciones de fitoplancton y con el resto de los
componentes 6pticamente activos presentes en las aguas continentales.

Validacion, porque se ha llevado a cabo una extensa campafia de
medidas 6pticas y limnologicas en embalses y lagos de la peninsula
ibérica, que ha servido para caracterizar la variabilidad esperada y para
verificar el desempefio del modelo y estimar su exactitud y precision.

Modelo bio-6ptico, porque simula las propiedades oOpticas del
fitoplancton y de otros constituyentes de las masas de agua a partir de
su concentracion y propiedades fisicas y bioquimicas.

Teledeteccion, porque, aunque en esta tesis no se ha procesado ni una
sola imagen, el modelo es capaz de simular la reflectividad espectral
observable por cualquier sensor remoto y aspira a ser una herramienta
para el desarrollo de algoritmos de obtencién de variables
biogeoquimicas a partir de imagenes multi- e hiperespectrales.

Fitoplancton, porque es el componente mas complejo y relevante de los
ecosistemas acuaticos que puede ser estudiado mediante teledeteccidn,
el que ha recibido el mayor esfuerzo de caracterizacién y el que esta
simulado con mayor detalle en el modelo.

Aguas continentales, porque, aunque el modelo puede simular cualquier
tipo de agua, se ha validado en embalses y lagos y su propdsito es
contribuir al conocimiento de este tipo de ecosistemas, de mayor
complejidad y diversidad que las aguas oceanicas, pero mucho menos
estudiados hasta ahora.

Como sintesis de su contenido y propositos, el modelo se ha denominado, en el
idioma de la Ciencia: PHYtoplankton-Based Optical Model (PHYBOM) y asi es
citado frecuentemente en el texto. El nombre destaca el énfasis en la simulacién
del fitoplancton, aun cuando es un modelo general para la simulaciéon global de
la respuesta espectral de una masa de agua.
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La hipétesis principal de esta tesis es que es posible estimar y modelizar la
contribucidn de los distintos grupos del fitoplancton a la reflectividad espectral
de las aguas continentales, partiendo de su composicién pigmentaria y tamarnio
celular.

Para verificar esta hipotesis, los objetivos principales de la tesis son:

e Estudiary caracterizar, de forma conjunta, las poblaciones naturales del
fitoplancton y sus propiedades dpticas en una muestra representativa
de lagos y embalses de la peninsula ibérica.

e Desarrollar y validar un modelo bio-6ptico de simulaciéon de la
reflectividad espectral, con un error aceptable para aplicaciones de
teledeteccion, que recoja la variabilidad del fitoplancton, materia
organica disuelta y particulas no algales, asi como otras variables
ambientales.

El objetivo ultimo es disponer de una herramienta de simulacidén versatil, capaz
de generar bases de datos extensas y realistas de reflectividad, que puedan
usarse en el desarrollo y validacion de algoritmos para la teledeteccién de la
biomasa y composicion del fitoplancton en aguas continentales.



2. Antecedentes y fundamentos
tedricos

2.1. Interaccion de la luz con los medios
acuaticos

La naturaleza de la luz fue controvertida desde los albores de la fisica moderna.
Huygens, en 1678, fue el primero en formular una teoria ondulatoria de
propagacion de la luz, mientras que Newton propuso en 1704 una explicacién
alternativa para las leyes épticas como propagacién de particulas discretas. A
finales del siglo XIX, Maxwell explicé la luz como la propagacién de ondas
electromagnéticas, teoria que fue verificada experimentalmente por Hertz en
1887. Este conjunto de teorias estimuld la investigacidon acerca del propio
concepto de materia, radiacidn, y sus interacciones, que cristalizd6 con el
desarrollo de la mecdnica cudntica, a comienzos del siglo XX.

Un concepto fundamental en el desarrollo de la mecanica cuantica fue la
hipdtesis de Planck, en 1900, de que la materia no puede cambiar su estado
energético de manera continua, sino de manera discreta, por “saltos" o cuantos.
Y Einstein, en 1905, publicé su hipdtesis de que la luz también esta cuantizada.
Ambas hipétesis han sido validadas en numerosos experimentos y constituyen
la base de la teoria cuantica del campo electromagnético, conocida como
electrodindmica cudntica, teoria cuantica de campos, que describe la luz como
particulas (fotones), asociadas a un campo de fuerza electromagnético y sus
interacciones de la materia como interacciones (cuantizadas) entre campos de
fuerza.
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La Relacion de Planck-Einstein establece que la energia de un foton € es
inversamente proporcional a su longitud de onda A (m) y directamente
proporcional a su frecuencia v (s-1), o su equivalente angular w (s-1):

hc
S=fl(1)=7 []] 21

Donde h = 6.6 x 10-34] s es la constante de Planck, A = h/2mr yc=3x108m s!
es la velocidad de la luz en el vacio. La luz sélo puede interaccionar con un
material si Aiw corresponde con un salto energético permitido por ese material.
E igualmente, toda radiacion emitida lo hard con una energia
hw'correspondiente a la diferencia entre alguno de los niveles energéticos
permitidos por ese material. Si los fotones absorbidos y emitidos tienen la
misma energia (hw = hw') se habla de proceso eldstico, mientras que si tienen
diferente energia (hw # hw') se habla de proceso ineldstico.

Cuando la luz interacciona con la materia, pueden suceder tres procesos:

e Absorcion, en la que su energia radiante es convertida en otro tipo de
energia, como energia quimica o disipacion térmica. El efecto neto es
que la luz tiende a desaparecer (los fotones son absorbidos).

e Dispersion eldstica. En la que la luz cambia de direccién, pero mantiene
su longitud de onda.

e Dispersion ineldstica, en la que la luz cambia su longitud de onda y su
direccion.

A continuacion se describen brevemente la bases fisicas de esos tres tipos de
interaccion.

Absorcion

Cuando un fotén, entendido como un campo eléctrico oscilante, se aproxima a
un atomo o una molécula, existe una cierta probabilidad de que su energia sea
absorbida por un electrén, que pasara a ocupar un nivel energético diferente.
Los niveles energéticos estan “cuantizados” lo que quiere decir que sélo una
cantidad de energia especifica es capaz de producir ese “salto” del electrén a un
nivel energéticamente superior. Por tanto, sélo cuando la frecuencia de un fotén
coincide con la diferencia de energia entre dos niveles electrénicos (ecuacion
2.2) es posible que se produzca esa transicion del electrén:
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W= 2.2

Como muestra la Figura 2.1, los saltos entre niveles energéticos se producen
para frecuencias (y por tanto longitudes de onda) definidas, que se representan
como lineas de absorcién. Sin embargo, para cada nivel energético existen
varios subniveles vibracionales y rotacionales, correspondientes a los diferentes
modos de vibracién y rotacién de una molécula, respectivamente, que también

estan cuantizados.
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Figura 2.1. Esquema de los procesos fundamentales de la interaccién de la luz con
la materia. Las lineas horizontales representan estados cuantizados de los
electrones en las moléculas (niveles orbitales, vibracionales, rotacionales). La
energia se representa en sentido creciente por las flechas verticales
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En consecuencia, en una molécula existe un gran niimero de saltos energéticos,
definidos como lineas de absorcion en el espectro electromagnético (de la luz
visible en este caso). Cuando la resolucién espectral del instrumento de medida
no es suficiente como para detectar las lineas de absorcioén, el efecto observado
es el de una curva de absorcién continua (Figura 2.1). A las resoluciones
habituales en el estudio de las masas de agua naturales, y ala de PHYBOM, cuya
resolucién espectral por defecto es de 1 nm, la absorcién se manifiesta en forma
de espectros continuos como los de la Figura 2.1.

En las masas de agua, la propagacién de la radiacién electromagnética estd muy
dificultada por la absorcién de la molécula de agua, que a su vez determina la
profundidad de penetracién de la radiacién. Como se puede ver en la Figura 2.2,
la profundidad de penetracién, determinada como la profundidad a la cual el
90% de la luz incidente ha sido absorbida, es muy pequeiia en todo el espectro
electromagnético y sélo alcanza profundidades superiores a 1 metro en la
region de la luz visible (400-700 nm). Los procesos biolégicos relevantes que
hacen uso de la radiacién electromagnética (vision y fotosintesis), asf como la
teledeteccion, estan constrefiidos a este estrecho rango, extendido algo en el
ultravioleta y el infrarrojo cercano. Por ello, en el contexto de las aguas
continentales y marinas se utiliza el término luz como sinénimo de la radiaciéon
electromagnética y se habla de dptica, que alude al estudio de las propiedades
de laluz y su interaccién con la materia.

s s Luz visible . E
e 10 — 108 —
E ? 107 .§
5 100 =Y Z 100 S
5 ~ W g
S 100 Z 104 2
= 10 Z N e 10 &
V402 / Z Iv 102 O
=] Z °
o 10 é 10 5
2
S 10 = 100 3
‘5 107 (LI
%o 107 102 3
8 el el e vl R i i e e e o
10~ 1010 10 107 107 107 107 104 1072 1072 107! 10° o.

Longitud de onda (m)

Figura 2.2. Coeficiente de absorcién del agua pura y profundidad de penetracion
de la radiacion electromagnética. Adaptado de Gege (2017).
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Dispersion elastica

De acuerdo con las ecuaciones de Maxwell, la velocidad de la luz en un medio v
depende de la permeabilidad magnética u y de la permitividad eléctrica € de ese
medio:

1 -1
e msTl 2.3

El indice real de refraccion n es el cociente entre la velocidad de la luz en el vacio
cylavelocidad de la luz en el medio v:

UE

n= —=

Donde u, y €, son los valores de permeabilidad magnética y permitividad
eléctrica en el vacio.

El indice de refraccién de un medio varia segtin la longitud de onda y tiene
también una dependencia con la temperatura. Para el agua pura, en el rango
visible de longitudes de onda su valor es de aproximadamente 1.33, a
temperatura ambiente. La presencia de sales disueltas incrementa la
permitividad eléctrica del agua, por lo que las aguas marinas tienen un valor de
n algo superior, en torno a 1.34.

La dispersion elastica se produce cuando hay un cambio en el indice real de
refracciéon n del medio que esta atravesando la luz. Aunque el principio fisico
subyacente es siempre el mismo, se habla de diferentes tipos de dispersion en
funcion de su modelizacidn. Asi, la dispersion de superficie (surface scattering)
se refiere a la dispersion causada por el cambio en el indice de refracciéon en la
frontera entre dos medios, como es el caso de la interfaz aire-agua. La dispersion
de volumen (volume scattering) se refiere a la dispersién debida a cambios en
el indice de refraccién dentro de un medio, debido a la presencia de particulas,
a fluctuaciones térmicas en la densidad del medio o por mezcla turbulenta de
fluidos con diferentes propiedades fisicas.

Para el caso de luz incidente en particulas esféricas de cualquier radio
embebidas en un medio dieléctrico (que no es buen conductor de la electricidad,
como es el caso del agua), la solucion de las ecuaciones de Maxwell se conoce
como Teoria de Mie. Las formulaciones de Mie y algunas de sus aproximaciones,
han demostrado ser muy tutiles para explicar las propiedades dpticas de
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particulas suspendidas en el agua y en especial el fitoplancton, como se vera en
detalle en el Capitulo 2.1.2.2.

Dispersion inelastica

Cuando un electrén ha absorbido la energia de un fotén, pasando a un nivel
energético superior (excitado), tiende a volver a su estado inicial y en ese
proceso, también cuantizado, pierde esa energia, que es disipada por diferentes
vias. En el contexto que esta tesis, y en especial el de la modelizacién de las
propiedades épticas del fitoplancton, la mas importante es la emisiéon de un
fotén en forma de fluorescencia, que se tratara en detalle en el Capitulo 2.2.5.

2.1.1. Radiometria

La radiometria se puede definir como la ciencia de la medida de la energia
electromagnética (Mobley, 2022). Todas las magnitudes radiométricas se
refieren a energias y flujos de fotones. Asi, el flujo radiante es la energia de N
fotones por unidad de tiempo, t:

Ne(Q)

B ==

st =Ww] 2.5

De acuerdo con la ecuacién 2.1, la energia de un foton depende de su longitud
de onda 1 y por tanto todas las magnitudes radiométricas dependen de 4. No
obstante, para simplificar la notacién matematica, en algunas ecuaciones en
este trabajo, A no se incluye de forma explicita.

Para definir las relaciones geométricas, en radiometria se utiliza un sistema de
coordenadas esférico, con origen en un elemento infinitesimal de area dA. El
dngulo cenital 8 y el dngulo acimutal ¢ definidos por el eje de propagacién de
un haz de luz con origen en dA (Figura 2.3).
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[ R T —

Figura 2.3. Definicién de pardmetros geométricos.

El dngulo sélido Q) es el cociente entre un elemento de area S en la superficie de
la esfera y el cuadrado del radio de la esfera r:

S
Q= ) [sT] 26
El flujo radiante I dentro de ese dngulo so6lido se denomina intensidad radiante:

dp(A
1) =28y o1y 27

Mientras que el flujo radiante por elemento de area se denomina irradiancia:

dp(M)

EN =~

W m™?] 2.8
La intensidad radiante incidente en dA en la direccion (8, ¢) o emitida en esa
direccidn, se denomina radiancia:

_dl6,9,0) _d*¢(6,90,)

L(6,@,A) = oA = —rd0 [Wm™2sr~1] 2.9

Para analizar las relaciones entre la irradiancia E y la radiancia L se suelen
utilizar dos tipos de superficies (planas y esféricas) y el flujo radiante dividirse
en las direcciones hacia arriba (upward) y hacia abajo (downward), que se
indican con los subindices “u” y “d” respectivamente. Para una superficie plana,
el flujo por area es proporcional a |cos 8|, el médulo del coseno del angulo
cenital de incidencia, y las irradiancias en el plano horizontal (plane
irradiances) se obtienen por integracion de la radiancia incidente en un

hemisferio (ecuaciones 2.10 y 2.11).
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2w

E,(D) = f f L(6,¢9,)\)|cos 8| sin6 dO do 210
0 m/2
2 /2

E;) = f f L(6,¢9,\)|cos 8| sinb dO do 211
0 0

Para una superficie esférica, el flujo por area es independiente de la orientacion
de la superficie y las integrales angulares de la radiancia definen la irradiancia
escalar (scalar irradiance).

2m m

Eou(X) =f fL(9,<p,/1) sin@ do do 212
0 m/2
27 /2

an@):f f L(6,p, 1) sinf d6 dg 213
0 O

Las irradiancias planas (E, y E;) son magnitudes apropiadas para describir la
radiacion incidente en un plano horizontal (por ejemplo, la superficie del agua
o0 una determinada profundidad), mientras que para estudiar el campo de
iluminacion que reciben particulas orientadas de manera aleatoria (como el
fitoplancton u otras particulas) se suelen utilizar las irradiancias escalares (E,

Y Eoa)-

2.1.2. Propiedades opticas inherentes

Los conceptos de Propiedades Opticas Inherentes (I0P) y aparentes (AOP)
fueron acunados por Preisendorfer (1961) para distinguir entre propiedades
de los materiales que son independientes (IOP) o dependientes (AOP) de las
geometrias de iluminacion y de observacion.

A su vez, las IOP se pueden diferenciar en propiedades volumétricas y
propiedades de particula. Las primeras estudian la interaccion de la luz con un
volumen de materia, que, en el caso de las masas de agua, contiene moléculas
de agua, sustancias disueltas y particulas en suspension. Son por tanto
propiedades que describen el comportamiento 6ptico de un volumen de agua
con una composicién de OAC dada. Las segundas se centran en la interaccién de
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la luz con los OAC, especialmente con las particulas en suspensién (células de
fitoplancton, bacterias, virus, particulas minerales, coloides, fléculos). Es decir,
describen las propiedades épticas a nivel de particula.

Esta clasificacion es ttil para explicar los conceptos que subyacen a ambos tipos
de propiedades. Pero, como se vera mas adelante, ambos tipos de IOP se
relacionan de forma estrecha, y en la modelizacién bio-6ptica es necesario
combinar la aproximacién volumétrica con la aproximacion a nivel de particula
para poder caracterizar en detalle el comportamiento 6ptico de las masas de
agua naturales.

2.1.2.1. Propiedades volumétricas

Para definir las IOPs se considera una capa imaginaria de un medio con espesor
infinitesimal dz, iluminado de manera perpendicular por un haz de luz plano
paralelo con flujo radiante ¢ (Figura 2.4). Al atravesar el medio, los fotones
pueden ser absorbidos o dispersados. El flujo de fotones absorbidos o
dispersados se denota como d¢, y d¢,, respectivamente. La perdida de luz en
el flujo transmitido es (d¢, + d¢;,), por lo que el flujo transmitido queda como:

b =¢ —ddg —do,

dr

Figura 2.4. Interaccién de un haz de luz de flujo radiante ¢ con una capa fina de
un medio (de espesor dz).

El coeficiente de absorcién se define como la fraccion de flujo incidente que ha
sido absorbido, por unidad de longitud:
1 d¢.(D)

a() =m dz [m™] 2.14
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De manera analoga, el coeficiente de dispersion (scattering) se define como la
fraccion de flujo incidente que ha sido dispersado, por unidad de longitud:

1 dpy(N)

b() = o)) dz [m™] 2.15

Y la suma de ambos coeficientes se define como el coeficiente de atenuacién del
haz (beam attenuation coefficient):
ldp,+dpy, 1¢—¢,

cW=aW+bM =g—— =g 71 g6

Por otro lado, el cociente entre el coeficiente de dispersion y el de atenuacion
del haz se conoce como single-scattering albedo (ecuacion 2.17), e indica la

probabilidad de que un fotén sea dispersado en vez de absorbido (Mobley,
2022).

_@ [ —1]
Wo = cN) m 2.17

Los coeficientes a, b y ¢ son suficientes para describir la interaccién de un
material con la luz en una dimension (un haz de luz paralelo). No obstante, la
dispersion afiade dos dimensiones mas al proceso, ya que los fotones pueden
ser dispersados en cualquier direccion diferente a la del haz incidente. El &ngulo
1 entre las direcciones del haz incidente y el dispersado se conoce como dngulo
de dispersion (scattering angle), tal y como se muestra en la Figura 2.4.

Si consideramos un volumen infinitesimal dV, iluminado con una irradiancia E
(Figura 2.4), la intensidad radiante dispersada por ese elemento de volumen en
la direcciéon i, normalizada por la irradiancia E, se denomina funcién de
volumen de la dispersion (VSF, Volume Scattering Function):

1 dI(y,2) )
ﬁ(¢,1)=m7 m=tsr71] 2.18

Eintegrando £ (y) para todos los angulos de dispersion se obtiene el coeficiente
de dispersion:

2w T

b= f fﬁ(lp,z) simp dip d = anﬁ(tp,/'l) siny dy 2.19
0

0 0



ANTECEDENTES Y FUNDAMENTOS TEORICOS 19

El cociente entre la VSF y el coeficiente de dispersién se denomina funcién de
fase de la dispersion (scattering phase function)

_ A
ﬁ(¢,1)=ﬁ(¢; ) [sr~1] 2.20

Al ser una funcién normalizada, su integral en todas direcciones es la unidad:

o f Bap, 2) simp dip = 1 221
0

La funcién de fase define el patrén de distribucién angular, mientras que el
coeficiente de dispersion indica el valor absoluto de la luz dispersada.
Conjuntamente definen la VSF de una masa de agua, tal y como se puede deducir
de la Ecuacién 2.20.

En las masas de agua naturales, el conjunto de particulas en suspension
dispersa mayoritariamente la luz en angulos pequefios con respecto a la
direccién de propagacion del haz incidente. De hecho, tal y como muestra la
Figura 2.5, la luz dispersada en angulos de +1° es unos cuatro o cinco ordenes
de magnitud mayor que la dispersada en dngulos de +90°.

1wt o 10*
b =130 m" |
T 102\ 107
0 b = 0037 m™' |
TE 10° 10°}
t}‘a 1072 1072}
107* 1007 i
0 45 90 135 180 0.1 1.0 10.0 100.0

scattering angle [deq] scattering angle [deq]

Figura 2.5. A la izquierda, un ejemplo de tres VSF (Volume Scattering Functions)
medidas en aguas ocednicas claras a 514 nm (linea azul), en aguas costeras
turbias a 514 nm (linea verde) y en aguas costeras eutréficas a 530 nm (linea
roja). A la derecha, el dngulo de dispersion se representa en escala logaritmica,
para destacar la forma de la VSF para dngulos pequeiios (near-forward
scattering). Tomada de Mobley (2022).
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phase function [sr™']
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L
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Lo I 107*

0 45 90 135 180 0. 1.0 10.0 100.0
scattering angle [deg] scattering angle [deg]

Figura 2.6. Funciones de fase correspondientes a las VSF de la Figura 2.5. Se
indican los valores del coeficiente de asimetria g y de la fraccion de backscattering
asociadas a cada VSF. Tomada de Mobley (2022).

Un parametro utilizado para indicar de manera rapida la forma de la VSF es el
pardmetro de asimetria de la funcién de fase, g, definido como el promedio del
coseno del dngulo de dispersidn en todas direcciones.

T

9 =21 [ B ) cos simp dy 222

0

El valor de g puede oscilar entre -1 cuando toda la luz dispersada lo hace hacia
atras con respecto al sentido de propagacion del haz (backward) y +1 cuando
toda la luz es dispersada hacia adelante (forward). Los valores de g en aguas
naturales suelen oscilar entre +0.8 y +0.95 (Mobley, 2022).

Tal y como se detallarda mas adelante, una IOP mucho mas utilizada en los
modelos bio-6pticos y muy relevante en teledeteccion es el coeficiente de
retrodispersion (backscattering coefficient), definido como la integral de todo el
flujo radiante dispersado hacia atras, es decir, la integral de la VSF para angulos
entrer/2ym:

by () = 21 f BGp,A) simp dip 223

/2

Y de forma analoga el forward scattering integra todos los fotones dispersados
entre 0 y r/2:
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/2

by = 2n | B simp ay 2.24
0

La suma de ambos coeficientes es el coeficiente de dispersion:
b(A) = bp(A) + by(2) o

Y una IOP de gran interés, como se vera mas adelante, es la fraccién de
retrodispersion by, que es el cociente entre los coeficientes de retrodispersion y
dispersion:

by (1)
b(2) 2.26

by (1) =

Esta fraccién b,es fundamental en teledeteccién, ya que la mayoria de la luz que
emerge de una masa de agua hacia arriba procede de luz solar que
originalmente incidié hacia abajo y fue retrodispersada. Al respecto, es
importante mencionar que en algunos modelos bio-6pticos, las ecuaciones 2.18
a 2.24 se expresan en términos de angulo cenital 8 y no de dngulo de dispersion
Y, al referirse a un sistema de coordenadas en el que 6 distingue dos
hemisferios separados por la superficie del agua. Esa definicion implica que las
magnitudes deben ser consideradas AOP, salvo que se les aplique alguna
correccion por el angulo de incidencia (Sathyendranath & Platt, 1997).

2.1.2.2. Propiedades de particula

A diferencia de las propiedades volumétricas, definidas para un volumen de
medio, las propiedades de particula se definen para particulas aisladas. Se
basan en los factores de eficiencia adimensionales, definidos como la fraccién de
la energia radiante que incide sobre la seccién transversal de una particula
(geometrical cross section) que es absorbida, dispersada, atenuada o
retrodispersada. Estos factores se denominan, respectivamente Q, (1), Qp (1),
Qc(A) and Qp, (4). Y al igual que con las propiedades volumétricas, se cumple la
relacion:

QC(A) =0Qq (A) + Qp (l) 2.27

Si se conoce el numero, tamafio e indice de refracciéon de las particulas
embebidas en un medio, se pueden calcular los coeficientes volumétricos (a, b,
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c y by) a partir de los factores de eficiencia. Y esto es particularmente
interesante a la hora de modelizar las IOP de los OAC de una masa de agua, que
es uno de los objetivos centrales de este trabajo.

Si se asume que las particulas son esféricas y homogéneas, los factores de
eficiencia se pueden determinar utilizando la teoria de Mie-Lorentz (Mie, 1908).
Los coeficientes de Mie dependen del indice de refracciéon de la particula
relativo al medio que la rodea (agua), m, y del tamafio relativo de la particula
con respecto a la longitud de onda de la luz incidente en el medio:

_ d
a= 2 2.28

Donde d es el didmetro de la particula.

Si las particulas absorben, su indice de refraccién relativo al medio es un
numero complejo, con una parte real n, que determina la velocidad de fase de
la onda que se propaga, y una parte imaginaria n" que determina la atenuacion
del flujo radiante. Por tanto, n y n'se relacionan con la dispersion y la absorcion,
respectivamente:

Este indice muestra como de semejante o diferente es el indice de refracciéon de
] . :

la particula (n, — in,) con respecto al del medio en el que se encuentra (n,, —

in,,, en el caso del agua):

m=-—-17" 2.30

En el caso del agua, la parte real es bastante constante en todo el intervalo de
longitudes de onda visibles ( n,, ® 1.33 en aguas continentales y n,, = 1.34 en
aguas marinas), mientras que la parte imaginaria varia unos dos 6rdenes de
magnitud, entre el azul (menos absorbente, con n}, ~ 2.1E719) y el rojo (mas
absorbente con nj, ~ 3.5E7%8), aunque con valores proximos a cero en
cualquier caso (en ocasiones se aproxima como 1.33 -i0). Por tanto, para una
particula con n,=1.43 la parte real de su indice de refraccion relativo al agua
sera n=1.08. Los indices de refraccidn relativos de las particulas presentes en
las masas de agua oscilan entre 1 y 1.26 (Twardowski et al, 2001), con el
fitoplancton en el rango 1.02-1.09 (Stramski et al., 1988) y los minerales entre
1.14 y 1.26 (Lide, 2004).
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Como la formulacién de Mie es muy compleja, se suele utilizar la aproximacién
de la difraccion anémala (ADA, Anomalous Diffraction Approximation) (Van de
Hulst, 1957), que proporciona expresiones analiticas para Q,, Q. y Qp que son
aplicables a particulas grandes con respecto a lalongitud de onda (a > 1) y con
un indice de refraccién relativo al agua cercano a 1 (con n cercanoa 1y
n'cercano a 0, como es el caso de las células del fitoplancton y de la mayoria de
las particulas no algales). La ADA es ttil para obtener Q,, Q. y @p que no tienen
una dependencia angular. Pero esta aproximacién no se puede usar para
derivar la distribucién angular de la luz dispersada o una integral parcial en un
intervalo angular dado, como es el caso del backscattering. En ese caso hay que
llevar a cabo un calculo completo de la formulacién de Mie.

Enla ADA, el factor de eficiencia parala absorcién Q, (A1) se puede obtener como
funcién de un unico parametro p’, que depende a su vez del parametro de
tamarfio a y de la parte imaginaria del indice de refraccion n':

p' = 4an’ 231

Qa(p") =1+ 2(p" ) texp(=p") + 2(p")*[exp(—p") — 1] 232

Para una longitud de onda A, n'se relaciona con el coeficiente de absorcién de
la materia que forma la particula, que en el caso del fitoplancton sera la
absorcion a.,, (1) del material celular (cm, celular matter):

o= Adem
. 2.33

Por tanto, combinando las ecuaciones 2.28, 2.31 y 2.33, se obtiene que:

p' = acgnd 234

Es decir, p’ representa el espesor 6ptico de la particula por su diAmetro. Por
tanto, se puede colegir que el factor de eficiencia para la absorcién Q, depende
Unicamente del tamafio de particula (d) y del coeficiente de absorcién del
material celular a.,, (1). Asi, Q, presenta valores proximos a 0 para células
algales pequefias y poco pigmentadas y se acerca a su maximo de 1 para células
grandes y/o muy pigmentadas.

En cuanto al factor de eficiencia para la atenuacion Q., de acuerdo con la ADA se
puede expresar como funcién del parametro p = 2a(n — 1) y del cociente ¢ =

n'/(n—1):
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Qc(p, &) =2 —4exp(—ptan)[(p)~" cos ¢ sin(p — &)
+ (p) 7% cos? & cos(p — 2¢)] 2.35
+ 4(p)~2 cos? & cos(2§)

La ecuacién 2.35 muestra como el factor de eficiencia para la dispersién @, (=
Q. — Q,) depende, de manera compleja, del tamafio de la célula (relativo a la
longitud de onda en el medio), de la parte real del indice de refraccion, n, y de
su parte imaginaria n'. Esta formulacién evidencia que, mientras que la
absorciéon puede ser considerada como totalmente independiente de la
dispersion, la dispersidn es directamente dependiente de la absorcion (a través
de las variaciones de n'). Pero, ademads, las variaciones de n’' inducen
fluctuaciones en n en lo que se conoce como dispersion anémala.

F
F
E
F

shape of n and a

Figura 2.7. Efecto de una banda de absorcion (linea azul) en la parte real del
indice de refraccién de una particula (linea roja). Tomado de Mobley (2022).

La dispersion anémala, o dependencia de la parte real del indice relativo de
refraccion n, de la parte imaginaria, n’, se describe en la teoria de Ketteler-
Helmotz, que ha sido aplicada, bien con el uso de una serie de osciladores (que
representan a las bandas de absorcion) calculados a partir de las ecuaciones de
Lorentz-Lorentz (Bricaud & Morel, 1986) o, mas recientemente, con el uso de
las relaciones de Kramers-Kronig (Bohren & Huffman, 2008), que permiten
calcular las variaciones espectrales en la parte real a partir de la parte
imaginaria. En la notacién habitual, las variaciones espectrales An (1), varian en
torno al valor central de la parte real, 1 + €, de acuerdo con:

n(d) =1+¢€+AnQQ) 236
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Estos modelos explican por qué los espectros de dispersion del fitoplancton
(que dependen de n) no varian de forma monétona con lalongitud de onda, sino
que presentan “valles” y “picos” en las regiones espectrales donde se
encuentran los maximos de absorcién de pigmentos. Los espectros de
dispersion presentan, por tanto, una forma espectral “simétrica” a la de los
espectros de absorcion, aunque muy suavizada, con los picos y valles (maximos
y minimos de dispersién) mucho menos marcados que los maximos y minimos
de absorcién (Figura 2.8).

En cuanto al factor de eficiencia para la retrodispersién Qp,, a diferencia de @, y
Q., no puede expresarse de forma explicita en el marco de la ADA. Su evaluacién
requiere de la integracion de la funcién de fase de Mie, para el intervalo angular
90° <1 < 180°. Pero, dada la complejidad de las ecuaciones de Mie que
describen la dependencia angular de la dispersion, la integracion no puede
hacerse de forma analitica, sino mediante aproximaciones de integraciéon
numéricas (Bricaud & Morel, 1986; Mobley, 2022).

Aun cuando la asuncién de una esfera homogénea no se cumple para la inmensa
mayoria de las células del fitoplancton (como ejemplo, 1a Figura 2.14), la teoria
de Mie, y sus aproximaciones de la difracciéon y dispersion anémalas, se han
aplicado con resultados aceptables para la simulacion de las IOP de bastantes
especies de fitoplancton, sobre todo a partir de la formulacién propuesta por
Bricaud & Morel (1986). Cuando se aplica a poblaciones de células, la
orientacion aleatoria de éstas en las tres dimensiones espaciales hace que el
conjunto responda mejor a la hipoétesis de esfericidad (Twardowski et al.,
2001). La aproximacion de la difraccion anémala tiene la ventaja de su relativa
simplicidad computacional y de que permite calcular la parte real e imaginaria
del indice de refracciéon de forma separada, aunque bastantes autores han
mostrado las limitaciones de esta aproximaciéon y han propuesto métodos
alternativos (Quirantes & Bernard, 2004; Sanchez & Piera, 2016; Poulin et al.,
2018). La teoria de la T-Matrix (Waterman, 1965) es la mas utilizada, ya que
permite simular, ademas de esferas, esferoides, cilindros o particulas de
Chebyshev, siempre que presenten simetria axial (Mishchenko et al., 1996).

2.1.2.3. Relacioén entre propiedades de particula y volumétricas

Cuando consideramos poblaciones de particulas en un medio, se habla de una
poblacion monodispersa cuando todas las particulas son de igual tamafio y
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polidispersa (lo habitual en la naturaleza) cuando existe una variedad de
tamafios de particula en distinta proporcion. Para una poblacién monodispersa
de particulas esféricas (células en el caso del fitoplancton), los coeficientes de
absorcidn, a, atenuacién, c, y dispersioén, b, se relacionan con los factores de
eficiencia respectivos, Q,, Q. y Qp a través de la siguiente relacion:

i =(N/V)(rd?/4)Q; 2.37

Donde i indica el tipo de coeficiente o factor (a, c o b), (N/V) es el numero de
células por unidad de volumen y d el didmetro celular

En el caso de una poblacion polidispersa la ecuacién 2.37 se transforma en:
i= /9 [ Q@) F@a? () 238
0

Donde F(d) es la funcién de distribucién de tamafios de las particulas en
suspension.

La distribucién de tamafios de particulas en un medio acuatico (PSD, Particle
Size Distribution) se suele ajustar a una funcién hiperbélica, conocida también
como funcion de Junge, cuyo parametro de pendiente, &, define la forma de la
distribuciéon (mas apuntada o mas aplanada). En la mayoria de los casos, & varia
entre 2.5 y 5, con valores tipicos entre 3.5 y 4.0 (Twardowski et al.,, 2001).
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Figura 2.8. Ejemplo de propiedades dpticas de células de fitoplancton (Microcystis
aeruginosa, una cianobacteria), que contienen vacuolas gaseosas. (A) coeficiente
de absorcién especifica (coeficiente total, a, dividido por la concentracién de
Clorofila-a); (B) funcién de distribucion de tamarios celulares, F(d) estimada para
diferentes varianzas (Veyy); (C) factor de eficiencia de absorcion, Qg calculado a
partir de ay F(d) de acuerdo con la ecuacion 2.38; (D) parte imaginaria del indice
de refraccion,n’, para la célula (linea continua) calculada a partir del ajuste entre
elvalor experimental de Q, y el modelizado mediante la ADA (la linea discontinua
muestra el n'calculado para la vacuola); (E) parte real, n, calculada para la
vacuola; (F) n de la célula, obtenido de acuerdo con la ecuacién 2.36, a partir de
un valor central, 1+ € (linea discontinua), calculado a partir de Q. y Qg
(ecuaciones 2.32 y 2.35) y de unas variaciones espectrales An(A) estimadas
mediante una transformada de Hilbert (relaciones de Kramers-Kronig). Tomado
de Matthews & Bernard (2013).
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2.1.3. Propiedades oOpticas aparentes

Las propiedades dpticas aparentes (AOP) describen las propiedades 6pticas de
las masas de agua en condiciones de iluminacién natural. Se denominan
aparentes porque dependen de la magnitud y distribucién angular de la luz
incidente. Y por ello se definen como cocientes o derivadas en funcion de la
profundidad, pues de esa manera se hacen menos dependientes del campo de
iluminacion que las magnitudes radiométricas, y mas dependientes de las
propiedades biogeoquimicas del medio.

Las AOP son, por tanto, aquellas propiedades 6pticas que dependen tanto del
medio (de las IOP) como de la estructura geométrica (direccional) de la
distribucién de radiancias y que son suficientemente estables como para ser
descriptores utiles de una masa de agua. Todas las AOP que se presentan a
continuacién dependen de la longitud de onda, A, aunque se omita esa
dependencia en las ecuaciones para simplificar su lectura.

La extincidn de la luz que atraviesa una masa de agua se caracteriza por varios
coeficientes de atenuacion, que se definen como las tasas de variacién de las
magnitudes radiométricas con la profundidad. Asi, el coeficiente de atenuacién
difusa de la irradiancia se define como la derivada de la irradiancia con la
profundidad:

o LdE
=—%4, Ml 2.39

Y de forma analoga, el coeficiente de atenuacién difusa de la radiancia se expresa

como:

1 dL(6,¢) .
L0  dz m—] 2.40

k(6,p) =

Las variantes de K son K;,K,,,Kyq y Kpy, €n las que la irradiancia E de la
ecuacion 2.39 es remplazada, respectivamente, por las irradiancias Eg, Ey, Egq
y Ey, definidas en las ecuaciones 2.10 a 2.13. Y las variantes de k son k; y k,,
en las que la radiancia L de la ecuacién 2.40 es medida en la direccion del nadir
(6 = 0) o del cénit (8 = ), respectivamente.
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Los coeficientes de atenuacion difusa se utilizan para conocer la penetraciéon
relativa de los distintos tipos de luz en una masa de agua, y por ello son muy
usados en el estudio de la interaccidn del fitoplancton con la luz disponible para
la fotosintesis y para definir una serie de profundidades dpticas, que sirven
también para determinar las profundidades de muestreo, tal y como se explica
en el Capitulo 3.1.3.

Otra AOP que se utiliza para resumir de forma muy aproximada la estructura
direccional del campo de iluminacién son los cosenos promedio (average
cosines):

_ Ed _ Eu _ Ed - Eu

Ha = 7 Uy =7, b=

Eoq Y Eoy Eoq + Eoy 241

Si la distribucién de radiancia es isotrdpica, entonces jiz = 1, = 1/2yaz=0.Y
si toda la radiancia incide en una unica direcciéon (6, @) en el hemisferio
superior, entonces ji; = cos 6.

La isotropia (o anisotropia) de la radiancia ascendente de una masa de agua se
suele aproximar también con el factor de distribucion de luz, Q:

Q=1 2.42

Para un campo de luz isotrépico, Q = m.

2.1.3.1. Reflectividad

La AOP mas utilizada y 1a mas relevante en teledeteccidn es la reflectividad, que
conceptualmente se define como la proporciéon de la luz incidente que es
reflejada por una superficie, aunque, en la practica, hay varias formulaciones
que dependen de las magnitudes consideradas y la forma de medirlas. En la
Optica hidroldgica, la reflectividad se compone de la luz reflejada por la
superficie del agua (y del fondo) y la dispersada por el volumen de la masa de
agua. Las definiciones de la reflectividad de una masa de agua han de tener en
cuenta, ademas, el hecho de que la reflexion de la superficie del agua es
especular y la dispersién de la masa de agua (y la reflexion del fondo) son
difusas, por lo que son diferentes a las utilizadas en aplicaciones terrestres. Las
tres definiciones mas utilizadas son:
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Reflectancia de teledeteccion (remote sensing reflectance):

_ L, (0%)
Rys = E,(07) [sr~1] 2.43

Cociente de teledeteccién (Remote sensing ratio):

Ly(2) 1
B,y ST 2.44

Trs(2) =

Reflectividad de irradiancia (Irradiance reflectance):

Ev(2)
R(z) = E.2) 2.45
La R,ses el cociente de la radiancia emergente de la masa de agua, L,, justo por
encima de la superficie (de ahi el simbolo 0%) entre la irradiancia planar
descendente E; que alcanza la superficie del agua. L, no puede medirse
directamente, sino que tiene que obtenerse de la medida de la radiancia total,
L., sustrayendo de ella la radiancia reflejada, L,:

by = Ly = Ly 2.46

A diferencia de R,¢, medida desde fuera del agua, las otras reflectividades, se
obtienen de medidas tomadas dentro del agua, como indica el pardmetro de
profundidad z. El cociente de teledeteccién L, /E4 equivale, en la comunidad de
aplicaciones terrestres, al factor de reflectividad hemisférico-cénico, mientras
que la reflectividad de irradiancia E,, / E; equivale a la reflectividad bihemisférica
0 mas comunmente denominada albedo (Schaepman-Strub et al., 2006).
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Figura 2.9. Componentes de (a) la reflectividad de teledeteccidon, R,s; (b) la
radiancia emergente L,; (c) la reflectividad de irradiancia R. Modificado de
Mobley, 2022.

En los inicios de los estudios de las aguas ocednicas y continentales por
teledeteccion, la reflectividad de irradiancia justo por debajo de la superficie del
agua R(z = 0) fue la mas utilizada en los modelos bio-6épticos, debido sobre
todo a su relativa facilidad de medida con respecto a R,;. Pero R, se ha
convertido actualmente en la forma estandar de medir la reflectividad para
aplicaciones de teledeteccion. En parte por las mejoras en la instrumentacion
de medida, pero sobre todo a raiz del trabajo de Mobley (1999), que demostrd
que R, es mucho menos sensible que R a las condiciones ambientales (como el
angulo cenital solar o el estado del cielo), y por tanto relativamente mas
sensible a las IOP del medio.

La Figura 2.10, tomada de Mobley (2022), ejemplifica esas diferencias. Muestra
la R(z = 0) y la R,; calculadas mediante el cddigo de transferencia radiativa
HydroLight (Capitulo 2.1.4) para combinaciones de tres concentraciones de
Clorofila-a (variacién de las 10P), dos velocidades del viento (superficie lisa o
con oleaje moderado) y tres condiciones de iluminacién (cielos despejados con
el sol en el cenit 0 a 50° del cénit, y cielos cubiertos en los que la posicién del sol
no se puede precisar). Como se puede apreciar visualmente, R,; se ve mucho
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menos afectado que R(z =0) por las variaciones de las condiciones
ambientales y de iluminacion, por lo que los modelos basados en R,.; serdn mas
robustos en la estimacion de las IOP del medio (y/o la Clorofila-a en este caso).

0.10 - YRS RaApR 0.015 ’ Chl = 0.1

Chl 0 0, sun sun (
Chl =1, U=0 sun =0 Chi=1,U=0,sun =0

/ A\ Chl = 10, U = 10, sun = 50

/ \ Chl = 1, U = 10, overcast

0) [nondimen]

R(z

300 400 500 600 700 300 400 ‘500 600 700
wavelength A [nm] wavelength X\ [nm]

Figura 2.10.R(z = 0) (izquierda) y R, (derecha) simulados por HydroLight para
diferentes IOP y condiciones del medio. Tomado de Mobley (2022).

2.1.4. Transferencia radiativa

La teoria de la Transferencia Radiativa (RT) es la aproximacion fisica que
describe de manera cuantitativa cdmo la radiaciéon electromagnética se
modifica en su propagacién a través de un medio, desde una fuente emisora
hasta un sistema detector. El formalismo matematico que describe esa
propagacion se conoce como Ecuacidn de Transferencia Radiativa (RTE), que
predice la distribucion de la radiancia dentro de ese medio, a partir de sus IOP
y de unas condiciones de contorno.

Como muestra la Figura 2.11, la RTE conecta las I0P y las condiciones de
contorno con la distribucién de la radiancia, que a su vez permite el calculo de
las irradiancias y de todas las AOP. Es, por tanto el elemento central en la
simulaciéon de las AOP de una masa de agua, observables desde la superficie o
desde un sensor remoto.
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Figura 2.11. Esquema de la conexion entre I0P, variables radiométricas y AOP, a
través de la ecuacion de transferencia radiativa (RTE). Tomado de Mobley et al.

(2022).
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La version mas general de la RTE, que se conoce como VRTE (Ecuacién de
Transferencia Radiativa Vectorial), es capaz de describir la propagacién de la
luz polarizada a través de un medio no isotrépico, que puede absorber luz de
diferentes estados de polarizacién y que contiene particulas dispersivas de
cualquier forma en orientaciones aleatorias o no aleatorias. Aunque esta
ecuacion comprende todas las situaciones que pueden darse en la propagacion
de la luz en un medio acuatico, no ha tenido aplicacién practica por la
imposibilidad de medir todas las IOP que requiere.

Las ecuaciones de la VRTE pueden simplificarse ignorando la polarizacion,
asumiendo simetria especular en las particulas y definiendo una geometria
plana paralela, para obtener una aproximacién conocida como Ecuacién de
Transferencia Radiativa Escalar (SRTE), cuyas variables y pardmetros de
entrada son relativamente faciles de medir o modelar, por lo que es la que se
utiliza normalmente en 6ptica hidrolégica. No obstante, la solucién de las RTE,
ya sean vectoriales o escalares, debe hacerse siempre de forma numérica,
excepto para algunos pocos casos no realistas en limnologia para los que
existen aproximaciones analiticas (medio acuatico no dispersivo, cielo no
dispersivo o single scattering).

El cddigo de transferencia radiativa HydroLight resuelve numéricamente la
SRTE mediante el método de Inmersion Invariante (Invariant Embedding)
(Mobley, 1994), que es mucho mas rapido que los métodos alternativos de
Monte Carlo o de ordenadas discretas (Mobley et al., 1993). A diferencia de
estos, el tiempo de computacién depende de forma lineal de la profundidad (y
no exponencial como en Monte Carlo) y no se ve apenas afectado por la
estructura vertical (como en las ordenadas discretas), todas las cantidades son
calculadas con la misma exactitud y no hay ruido estadistico en los resultados.
Por todos estos motivos y por la relativa simplicidad de su uso, se ha convertido
en el codigo estandar en 6ptica oceanografica y limnolégica y en las aplicaciones
de teledeteccidn.

En el esquema general de la Figura 2.11, PHYBOM es capaz de generar todas las
IOP de una masa de agua a partir de la concentracion de sus componentes
Opticamente activos, con especial énfasis en la simulacion de las IOP del
fitoplancton. Conjuntamente con unas condiciones de contorno definidas por el
usuario, PHYBOM proporciona las I0OP a HydroLight, que resuelve la SRTE,
generando la distribucion de radiancias de la masa de agua simulada, todas las
variables radiométricas y las AOP, incluyendo la “remote sensing reflectance”,
R, (1), como variable principal en teledeteccion.
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2.2. El fitoplancton

El fitoplancton se suele definir como el conjunto de organismos fotosintéticos
adaptados a vivir parcial o continuamente en aguas abiertas (Reynolds, 2006).
Es por tanto la fraccién autétrofa del plancton y la responsable de la mayor
parte de la produccién primaria y de la fijaciéon de carbono atmosférico de los
océanos y aguas continentales. Con s6lo un 1-2% de la biomasa de las plantas,
el fitoplancton es responsable de cerca del 50% de la fijacién de CO; a escala
planetaria (Falkowski & Raven, 2013). Resulta evidente su importancia en un
contexto de cambio climatico, ya que por un lado el fitoplancton es sensible a
los cambios en los balances de energia y materia en los ecosistemas acuaticos,
pero por otro lado es capaz de modular o modificar el clima a escala local y
global (Dokulil et al., 2020).

El fitoplancton es la base de la cadena tréfica en los ecosistemas acudticos
(Figura 2.12), produciendo materia organica a partir de H,0 y CO; mediante
fotosintesis oxigénica. Sirve de alimento a microorganismos heterdtrofos
(ciliados y nanoflagelados), al zooplancton herbivoro y a los peces planctivoros.
Por otro lado, los restos del fitoplancton (detritus organicos) engrosan el
conjunto de materia organica particulada (POM) y disuelta (DOM), que una vez
remineralizada en forma de nutrientes inorganicos disueltos (DIN), mediante
el conocido como “bucle microbiano”, vuelve a ser utilizada por el fitoplancton
(Suthers et al.,, 2019).
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Figura 2.12. Esquema de la red tréfica en medios acudticos (lineas continuas),
mostrando la cadena trdfica cldsica (izquierda) y el “bucle microbiano” (derecha).
Las lineas discontinuas indican el flujo de materia orgdnica particulada (POM) y
disuelta (DOM). Las lineas grises, el ciclo de los nutrientes inorgdnicos disueltos
(DIN). Adaptada de Suthers et al. (2019).

El papel central del fitoplancton en los ecosistemas acuaticos lo convierte en un
indicador del estado ecolégico y de la calidad del agua. Por ello, la estimacion
de la biomasa y composicidn del fitoplancton permite entender procesos de
cambio ligados a alteraciones en las cuencas vertientes o a cambios climaticos
(Yang et al, 2021).

Entre los principales impactos antropogénicos, el aporte de nutrientes
(elementos esenciales para el crecimiento del fitoplancton como el nitrégeno o
el fésforo) acelera el proceso de eutrofizacién de las masas de agua y conduce
en ocasiones a crecimientos masivos (blooms) de ciertos tipos de fitoplancton,
que afectan a la disponibilidad de luz y oxigeno en la masa de agua, alterando la
biodiversidad de todo el ecosistema (Reynolds, 2006). Con frecuencia en estos
blooms (Floraciones de Algas Nocivas, Harmful Algal Blooms o HAB) se



ANTECEDENTES Y FUNDAMENTOS TEORICOS 37

producen toxinas que afectan al uso del agua para abastecimiento humano y
animal, asi como otros usos recreativos. Los impactos debidos a vertidos,
extracciones de agua, cambios de usos de suelo en la cuenca y alteraciones del
ciclo hidrolégico como consecuencia del cambio climatico, alteran las masas de
agua continentales hacia condiciones eutréficas, de pérdida de biodiversidad y
de la calidad del agua, para usos humanos y ecosistémicos.

La importancia del estudio del fitoplancton estd reconocida en directivas
ambientales de control de la calidad del agua, como la Directiva Marco del Agua
(DMA) europea, que obliga a los Estados miembros a establecer programas de
vigilancia, muy costosos de abordar con métodos convencionales de muestreo.
También para asegurar el cumplimiento de algunas de las metas establecidas
en los objetivos de la Agenda 2030 de Espana sobre el Desarrollo Sostenible:
Agua limpia y saneamiento (Objetivo 6) y Accién por el clima (Objetivo 13)
(Gobierno de Espaifia, 2020).

Los cambios en la biomasa y composicion del fitoplancton modifican el color de
las masas de agua. Cuantificar esos cambios, junto con los de otros componentes
Opticamente activos (OAC), ha sido un objetivo perseguido desde los inicios de
la oceanografia y la limnologia (Kirk, 1994), lo que ha propiciado un notable
desarrollo de la instrumentacién éptica para las medidas in situ, asi como de
sensores remotos para el estudio mediante teledeteccién de las aguas
ocedanicas, costeras y continentales.

2.2.1. Tipos de fitoplancton

A lo largo de su historia evolutiva, las adaptaciones al medio acuatico han
generado una gran diversidad morfolégica y funcional en el fitoplancton. Uno
de los factores primarios de variacién es la cantidad y calidad de la luz solar
disponible para la fotosintesis, que ha determinado la existencia de diferentes
tipos de pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores. También la necesidad de
evitar la sedimentacidn, pues la mayoria del fitoplancton es mas denso que el
agua (Reynolds, 2006).

Hay diversas formas de clasificar el fitoplancton, aunque en este capitulo sélo
se revisaran aquellas que tienen mayor impacto en su interaccion con la luz
solar y, en consecuencia, en su respuesta espectral. Una clasificaciéon muy
utilizada es la de Sieburth et al. (1978), basada en el tamario (didmetro celular),
que distingue el picoplancton (0.2-2 um), el nanoplancton (2-20 pum) y el
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microplancton (20-200 um). En aguas oceanicas, en las que el fitoplancton es el
componente dominante en la reflectividad, se han desarrollado algoritmos que
permiten estimar la contribucion de estas clases de tamafio (Phytoplankton Size
Classes, PSC) a la biomasa total, a partir de las imagenes obtenidas por satélites
de observacion del color del océano. No obstante, las asunciones de esos
algoritmos no son directamente extrapolables a las aguas continentales, de
mayor complejidad éptica (Mouw et al., 2017).

La clasificacion segun el origen filogenético es también relevante desde el punto
de vista de lalimnologia 6ptica, ya que los principales linajes se diferencian por
el tipo de pigmentos accesorios que presentan y por tanto en el color de cada
grupo. El mas antiguo es el de las Cianobacterias, que son organismos
procariotas en los que la Clorofila-a y los pigmentos accesorios
(ficobiliproteinas y xantofilas) se encuentran asociados a unas membranas
internas denominadas tilacoides. Se especula que formas ancestrales de las
Cianobacterias ya habitaban la Tierra hace mas de 3000 millones de afios y hace
1500 millones de afios adoptaron la fotosintesis oxigénica, en la que el dador de
electrones es la molécula de agua, liberando oxigeno molecular. Este cambio
condicion6 toda la evolucién posterior de la vida en el planeta al modificar la
composicién de la atmosfera y el clima y permitir el desarrollo de organismos
heterdtrofos.

La hipotesis mas aceptada para explicar la evolucién posterior de todas las algas
(v las planteas terrestres) es la teoria endosimbionte (Palmer, 2003), segtn la
cual se originaron por sucesivos procesos de simbiosis de una cianobacteria con
un organismo eucariota. Como se puede ver en la Figura 2.13, 1a endosimbiosis
primaria dio lugar hace unos 300 millones de afios al linaje verde, que dio lugar
a las algas verdes o Cloroficeas (origen a su vez de las plantas terrestres). Este
linaje se caracteriza por tener clorofila-b y luteina, como pigmentos indicadores
mas relevantes. Por otro lado, en fechas posteriores (hace unos 200 millones de
afios) surgio el linaje rojo, que se caracteriza por la presencia de clorofila-c. La
evolucion de este grupo origind por un lado a las Diatomeas y Crisoficeas (con
Fucoxantina) y por otro a las Criptoficeas, que contienen Aloxantina y
ficobiliproteinas, aunque en mucha menor cantidad que las Cianobacterias.

Por tltimo, el heterogéneo grupo de los Dinoflagelados surge por endosimbiosis
terciaria de un alga verde o roja, por lo que existen diferentes subtipos segtin
su composicién pigmentaria.
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Figura 2.13. Esquema simplificado de la teoria endosimbionte, indicando los
principales grupos taxondémicos del fitoplancton de aguas continentales y sus

pigmentos indicadores mayoritarios. Adaptada de Roy et al. (2011).

La teoria endosimbionte también explica la extraordinaria conservacion del
mecanismo de la fotosintesis oxigénica en todo el arbol evolutivo, pues todos

los cloroplastos tienen su origen en antiguas células de Cianobacterias.

El fitoplancton se puede clasificar también por la morfologia y organizacién
celular, que es muy relevante para explicar diferencias en la eficiencia con la
que absorben y dispersan la luz y en la distribucién angular de la luz dispersada
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(capitulo 2.1.2.2). La forma, nimero y disposicion de los cloroplastos, el grosor
y composicion de la pared celular, 1a presencia de tecas (o caparazones, siliceos
o calcareos), de espiculas, espinas o flagelos y de vacuolas o vesiculas de gas,
son caracteristicas que se han utilizado en la clasificaciéon taxondémica del
fitoplancton (Figura 2.14). Segtn su organizacién celular, el fitoplancton puede
presentarse en forma unicelular, formando cenocitos (células multinucleadas
no divididas) o agrupados en colonias con diferente morfologia,
frecuentemente filamentosas (Figura 2.14).

a) Medios D | b) Medios
oligotroficos 4 | eutréficos

Figura 2.14. Ejemplos de géneros de fitoplancton presentes en aguas
continentales. Chl = Cloroficeas; Crp = criptdficeas; Cya = Cianobacterias; Dia =
Diatomeas; Eug = euglenoficeas.

Adaptado de https://ag.arizona.edu/azaqua/algaeclass/.

La clasificacién taxondmica se halla en constante revision desde el
advenimiento de los métodos de analisis basados en marcadores genéticos. Las
agrupaciones de la taxonomia clasica, basadas principalmente en criterios
morfoldgicos, no siempre se corresponden con las relaciones filogenéticas
reales. Dado que este trabajo no pretende ser un estudio taxondémico, en el
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sentido estricto del término, los grupos considerados en adelante se
denominaran con los nombres que cominmente se han utilizado en el ambito
de la ecologia acudtica, sin entrar en el detalle de si corresponden con las
ultimas actualizaciones de las categorias taxon6émicas (dominio, reino, filo,
divisién, clase, orden...). Los grupos que se han considerado como principales,
tanto en la caracterizaciéon bio-dptica de los lagos y embalses como en el
desarrollo del modelo bio-6ptico, son los que aparecen en la Figura 2.13:
Cianobacterias, Cloroficeas, Criptoficeas, Crisoficeas, Diatomeas y Dinoflagelados.
Las Euglenoficeas son escasas en la zona limnética (zona de aguas abiertas), que
es la zona principal de estudio por teledeteccién, y por tanto se agrupan con las
Cloroficeas, por su cercania filogenética y composicion pigmentaria. Por
idénticos motivos, las Rafidoficeas y Xantoficeas se han incluido con las
Crisoficeas.

2.2.2. Pigmentos fotosintéticos del fitoplancton

La capacidad del fitoplancton, como organismos autétrofos para captar la
energia disponible en el seno de una masa de agua, se debe al conjunto de
pigmentos fotosintéticos, cuyas estructuras moleculares absorben de forma
eficaz la radiacion comprendida en el rango espectral de 400 a 700 nm,
denominada Radiaciéon Fotosintéticamente Activa (Photosynthetic Active
Radiation; PAR).

Quimicamente se distinguen tres grupos de pigmentos: clorofilas, carotenoides
y ficobiliproteinas. Todos los organismos fitoplancténicos contienen clorofilas y
carotenoides, pero so6lo las Cianobacterias, Criptoficeas y algunos
Dinoflagelados contienen ficobiliproteinas.

Las clorofilas son compuestos formados por un anillo tetrapirrélico con un
atomo de magnesio quelado a cuatro atomos de nitrégeno (Figura 2.15). El
sistema de enlaces dobles que circundan el anillo tetrapirrélico constituye una
nube de electrones que puede ser polarizada en dos orientaciones, con dos
estados excitados simples. El nivel mas bajo requiere la absorcién de energia de
un foton en la region roja del espectro (640 a 700 nm), mientras que el segundo
estado excitado simple requiere la energia de un fotén en la region azul del
espectro (435 a 475 nm). Las clorofilas-a y -b contienen una cadena alcohélica
de fitol, mientras que las clorofilas-c (que presentan una gran diversidad de
subtipos en las algas del linaje rojo), carecen de fitol, por lo que son menos
polares.
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Los carotenoides son compuestos isoprenoides (terpenoides) con una larga
cadena de 40 atomos de carbono y al menos 11 enlaces dobles conjugados, lo
que les confiere la capacidad de absorber luz en un rango espectral
complementario al de las clorofilas. Los mas lipofilicos son los carotenos, que
constituyen ademas la base de la biosintesis de un variado grupo de derivados
oxigenados: las xantofilas.

Las xantofilas tienen importantes funciones en fotoproteccion y son los
principales pigmentos captadores de luz (Light Harvesting Pigments) en algas
dellinaje rojo (que contienen Clorofila a y Clorofila ¢; Wilhelm, 1990). En cuanto
a las algas del linaje verde tienen un patrdén bastante uniforme de xantofilas,
que incluye a la Luteina, la Violaxantina y la 9’-cis-Neoxantina como
componentes principales. En el caso de las algas rojas la Luteina o la Zeaxantina
son las xantofilas principales.

Por ultimo, las ficobilinas son pigmentos tetrapirrélicos lineales que estan
ligados de forma covalente a una proteina a través del aminoacido cisteina.

Clorofila-a Clorofila-b Clorofila-c

(b)

NN
Xkin <k

PN NONANINANANANN S
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Fucoxantina

Figura 2.15. (a) Estructura molecular de las principales clorofilas presentes en el
fitoplancton. (b) Ejemplo de carotenoides: un caroteno (f-caroteno) y una
xantofila (Fucoxantina). (c) Ejemplo de ficobilinas: Ficocianobilina (Ficocianina
ligada a una proteina a través de una cisteina)
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2.2.2.1. Espectros de absorcion de los pigmentos fotosintéticos

La diferente composicién quimica de los pigmentos, con diferente niimero y
posicion relativa de enlaces dobles conjugados, determina sus propiedades de
absorcién de luz, que se miden por espectrofotometria mediante espectros de
absorcién. Cuando la absorcidn se relativiza a la concentracién de pigmento, se
habla de absorcién especifica (Figura 2.16).

Aunque cada pigmento tiene una firma espectral Unica, las diferentes familias
de pigmentos comparten espectros de absorcién semejantes, que tienen un
significado bioldgico en funciéon de su rol en el proceso fotosintético o
fotoprotector (Roy et al, 2011). Asi, todas las clorofilas se caracterizan por
tener dos bandas principales de absorcién, con un pico de maxima absorcién en
la region espectral de la luz azul (a veces llamado banda de Soret) y otro
secundario en la region del rojo. Mientras que en las xantofilas se distinguen
dos grupos principales de respuestas: los pigmentos que tienen un rol principal
fotosintético (como la Peridinina o la Fucoxantina), muestran una curva de
absorcién desplazada hacia el verde, mientras que aquellos que desempefian
principalmente un rol fotoprotector, como la Zeaxantina o la Diatoxantina
presentan una banda de absorcién en el azul, solapada con la de las clorofilas
(Figura 2.16).

Las ficobiliproteinas, por su parte, son el resultado de un proceso evolutivo
encaminado a extender el rango de longitudes de onda aprovechables para la
fotosintesis a la region de la luz verde-amarillenta, como se puede apreciar
también en la Figura 2.16.

Durante muchas décadas, el estudio espectroscopico de los pigmentos del
fitoplancton se realizé in vitro, en pigmentos extraidos en un disolvente
organico o en solucién acuosa. Sin embargo, como se vera mas adelante, los
espectros in vivo muestran anchos de banda y posiciones de los maximos de
absorcion diferentes a las medidas en laboratorio, debido a las interacciones
con proteinas y otras moléculas en los fotosistemas.
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Figura 2.16. (a) Espectros de absorcion especifica (absorcion relativa a la
concentracion del pigmento), in vivo, de los principales pigmentos del fitoplancton
de aguas continentales (Adaptado de Bricaud et al, 2004 y de Simis & Kauko.,
2012). (b) Los mismos espectros normalizados a la absorcion especifica mdxima.

2.2.3. Quimiotaxonomia

La aproximacion quimiotaxonémica propone la caracterizacion del fitoplancton
presente en muestras naturales a partir del analisis de pigmentos. Se basa en la
existencia de pigmentos marcadores asignables a diferentes niveles
taxondmicos, generalmente al nivel de clase, excepcionalmente al nivel de
género y especie. La Tabla 2.1 resume los principales pigmentos fotosintéticos
presentes en el fitoplancton, incluyendo aquellos pigmentos marcadores
cuantitativamente mas relevantes.
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Tabla 2.1. Principales pigmentos fotosintéticos presentes en el fitoplancton

EUCARIOTAS

PROC. .
"Algas rojas" "Algas verdes”

CIANO | DIATO | CRISO | CRIPTO | DINO-1 | DINO-2 | DINO-3 | CLORO |EUGLEN | DINO-4

Clorofilas

Clorofila a . . . . . . . . . .
Clorofila b . . .
Clorofila ¢ . . . .

Ficobiliproteinas

Aloficocianina

Ficocianina

Ficoeritrina

Carotenos

B-Caroteno

Xantofilas

Aloxantina

Diadinoxantina

Diatoxantina

Dinoxantina

Equineona .
Fucoxantina . . .

Luteina

Mixoxantofila

Neoxantina

Peridinina .

Violaxantina

Zeaxantina

Pigmento mayoritario
Pigmento relevante pero no siempre presente
Pigmento minoritario

Pigmento presente sélo en irradiancias altas

La quimiotaxonomia se basa en el analisis de la composicién pigmentaria y su
relacion con la clasificaciéon taxondmica del fitoplancton. Como se tratara en
detalle en el Capitulo 4.2.2.4, PHYBOM utiliza esta aproximacién para
reconstruir los espectros de las principales clases taxonémicas.
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2.2.4. Fotosintesis del fitoplancton

Como se ha indicado en el capitulo anterior, la fotosintesis oxigénica es el
elemento metabdlico comin de todos los tipos de fitoplancton, que tiene su
origen en las Cianobacterias ancestrales. El proceso global genera azucares
(C¢H1206), como base de todo el metabolismo celular, a partir de H,0 (que por
fotdlisis libera 02) y CO utilizando para ello energia electromagnética
procedente del sol. Consta de dos fases: Una fase luminosa y una fase
biosintética, conocida como Ciclo de Calvin.

@ o

Thylakoid Stroma

Chloroplast

(sugar)

(C) Photon

Photosystem Il

Thylakoid membrane

Electron lm'llpoﬂ chain
Provides energy for synthesis of - ATP
%’ +2 @ by chemiosmosis ’

Figura 2.17. (a) Esquema de un cloroplasto resumiendo las fases luminosa y
biosintética de la fotosintesis oxigénica. (b) Elementos de un fotosistema. (c)
Esquema de la disposicion y organizacién del Fotosistema I (PS I), la cadena de
transporte electronico y el Fotosistema Il (PS 1l) en la membrana tilacoidal.
Adaptado de Reece et al. (2014).
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La fase luminosa se produce en la membrana de los tilacoides, unas estructuras
intracelulares que se encuentran libres en el citoplasma en las Cianobacterias
(procariotas) y contenidas en los cloroplastos en el resto del fitoplancton
(eucariotas), tal y como se esquematiza en la Figura 2.17.

En la fase luminosa la energia electromagnética se capta en dos complejos de
proteinas y pigmentos situados en la membrana tilacoidal, denominados
fotosistemas. Cada fotosistema tiene un centro de reaccién, compuesto por un
par de moléculas de Clorofila-a, en una configuracion electrénica diferente a la
del resto de moléculas de Clorofila-a, debido a su asociacién con proteinas
especificas. El centro de reaccién estd rodeado por varios complejos de
captaciéon de luz (LHC, Light Harvesting Complexes) que contiene otras
moléculas de Clorofila (-a, -b o -c) y multiples carotenoides (y ficobiliproteinas
en las Cianobacterias), cuya composicién dependera del tipo de fitoplancton
(Tabla 2.1). Los LHC actian como antenas, aumentando la cantidad de luz
absorbida al aumentar la seccién transversal (Capitulo 2.1.2.2) y al extender el
espectro de absorcién (espectro de accién) como combinacién de los espectros
especificos de cada pigmento (Figura 2.16).

Cuando un pigmento del LHC absorbe un foton, uno de sus electrones pasa a un
estado excitado (Figura 2.17). En la vuelta a su estado fundamental, transfiere
parte de su energia a un pigmento contiguo, mediante un proceso muy eficiente
en el que no se produce emision ni absorcién de luz entre el pigmento dador y
el aceptor, denominado transferencia de energia por resonancia de Férster (o
acoplamiento dipolo-dipolo no radiativo). De esta manera la energia es
transferida hasta el centro de reaccion, organizado molecularmente de tal
manera que el electrén que pasa a un estado excitado no disipa esa energia en
su vuelta a su estado fundamental en la molécula de clorofila (emitiendo
fluorescencia) sino que es capturado por un aceptor primario, perdiendo la
molécula de clorofila un electrén y quedando en un estado muy oxidativo.

En la fase luminosa de la fotosintesis intervienen dos fotosistemas de forma
coordinada. Se denominan, respectivamente, Fotosistema II (PS 1II) y
Fotosistema I (PS I), por el orden en el que fueron descubiertos, aunque el PS I1
interviene primero en la cadena de reacciones fotoquimicas. Las moléculas de
Clorofila-a de los dos centros de reacciéon son idénticas, pero su espectro de
absorcion difiere entre el PS I (con un maximo a 680 nm) y el PS I (con un
maximo a 700 nm), por lo que se denominan, respectivamente, P680 y P700
(Figura 2.18).
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Figura 2.18. Resumen de la fase luminosa de la fotosintesis oxigénica. Adaptado
de Reece et al. (2014).

Tal y como se muestra en la Figura 2.18, cuando la energia canalizada por los
LHC es transferida hasta el P680 (1) y un electrén es transferido hasta el
aceptor principal (2), el centro de reacciéon queda en un estado fuertemente
oxidativo (P680+). Una enzima acoplada, repone esos electrones cedidos
mediante hidrdlisis (3), liberando O, y protones (H+) en el interior del tilacoide.
El aceptor primario transfiere los electrones a la cadena de transporte
electrénico (Plastoquinona -> Citocromo -» Plastocianina) situada en la
membrana tilacoidal (4), en un proceso en el que se incrementa el gradiente
protonico a ambos lados de la membrana y que es aprovechado por una ATP
sintetasa (5) para generar ATP canalizando los protones hacia el exterior del
tilacoide. Mientras tanto, la luz recogida en los LHC del PS1 (6) ha hecho saltar
un electréon del P700 a su aceptor primario, que es repuesto por un electréon
transferido desde la plastocianina a P700+. Los electrones excitados en el PS |
pasan a su vez por una segunda cadena de transporte electrénico a través de la
ferredoxina (7) y son utilizados por una NADP+ reductasa situada hacia el
exterior del tilacoide, generando NADPH utilizando H+ del estroma y
manteniendo por tanto el gradiente protdénico a través de la membrana
tilacoidal.

La energia quimica almacenada en el ATP y el poder reductor del NADPH son
utilizados en el Ciclo de Calvin para generar Gliceraldehido-3-fosfato (G3P),
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incorporando CO; gracias a una enzima denominada RUBISCO. El G3P es la base
de la biosintesis de azucares, aminoacidos y acidos grasos.

En las Cianobacterias, aunque el mecanismo de la fase luminosa de la
fotosintesis es el mismo, la organizacion de los fotosistemas en la membrana
tilacoidal es distinto al del fitoplancton eucariota. En el lado exterior de los
tilacoides existen unos complejos antena denominados ficobilisomas y
constituidos principalmente por asociaciones proteina-pigmento denominadas
ficobiliproteinas (Capitulo 2.2.2). Se conectan al PS II por un polipéptido de
conexion (Figura 2.19) y al PS I por interacciones débiles proteina-proteina. La
composicién de ficobiliproteinas es muy variable entre especies de
Cianobacterias, y varia también en funcién de las condiciones de iluminacién y
el estado nutricional de la célula. En el nucleo del ficobilisoma se encuentran
varias unidades de Aloficocianina, rodeadas por Ficocianina y externamente
por Ficoeritrina. Esta disposicién canaliza el flujo energético desde los
pigmentos que absorben la radiacién méas energética, en el exterior del
ficobilisoma, hasta los que absorben la radiacién menos energética en el nticleo,
conectado con PS II.

C-PE
Rods _
ili [9] C-PC
Phycobilisome Core §
Core-membrane + APC
linker 3
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Thylakoid
meymbrane &4 / w Chla (PS Il)
X 9.
Photosystem || Photosystem | Chla (PS 1)

Figura 2.19. Estructura tipica de un ficobilisoma, indicando los tres tipos de
ficobiliproteinas y su posicién en el gradiente de transferencia de energia. C-PE =
Ciano-Ficoeritrina; C-PC = Ciano-Ficocianina; APC = Aloficocianina; Lem =
polipéptido de conexién al fotosistema. Tomado de Grigoryeva (2019).

En las Diatomeas, PS Il y PS I no se encuentran emparejados y la estructura de
los tilacoides es diferente, sin una separacidn clara entre el lumen y el estroma.
Todo ellolleva a una regulacion diferente de la cadena de transporte electrénico
para mantener los gradientes proténicos (Wilhelm et al., 2006).
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2.2.5. Fluorescencia

Aunque todos los pigmentos fluorescen cuando estan aislados en solucién (Roy
et al, 2011), es generalmente aceptado que la fluorescencia in vivo de los
fotosistemas procede solamente de las moléculas de Clorofila-a de los centros
de reaccion (Santabarbara et al, 2020). La organizacién de los complejos
pigmento-proteina en los LHC, transfiere la energia de los fotones absorbidos
hasta los centros de reaccion sin que haya disipacién en forma de emisién de
fluorescencia, al menos en los fotosistemas funcionales, no dafnados. La
fluorescencia en vivo del fitoplancton se produce cuando las moléculas de
Clorofila-a de PS Il y PS I vuelven a su estado fundamental sin haber cedido un
electrén al aceptor primario.

En las algas eucariotas, el espectro de emisién de fluorescencia depende
principalmente del PS II, con un maximo de emisién a aproximadamente 685
nm, y un pico secundario a unos 740 nm procedente del PS I (Figura 2.20).
Debido al elevado coeficiente de absorcién de la molécula de agua por encima
de 720 nm, este pico secundario, visible en condiciones de observaciéon de
laboratorio, queda laminado en la fluorescencia observada en las masas de
agua naturales, por lo que gran parte de la literatura se refiere inicamente al
pico principal de 685 nm.
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Figura 2.20. (a) Espectros de emisién normalizados para distintas longitudes de
onda de excitacion, en un cultivo de la cloroficea Chlorella sorokiniana
(Santabarbara et al, 2020). (b) Espectros de emision normalizados (Aex =465 nm)
en distintas fases del crecimiento de un cultivo de la diatomea Achnanthidium
sibiricum (figura adaptada de Cvjetinovic et al, 2021).
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El rendimiento cudntico de fluorescencia (¢r), puede definirse al nivel del
fotosistema como la fraccion de fotones absorbidos reemitidos como
fluorescencia, o como la fraccion de moléculas de Clorofila-a excitadas que
vuelven al estado fundamental por fluorescencia. En células de fitoplancton
fotosintéticamente activas, ¢pr representa entre un 0.5% y un 5 % de los cuantos
de luz absorbida, mientras que cerca de un 70% son disipados en forma de calor
y el 25-30% restante usados en las reacciones fotoquimicas (Falkowski &
Raven, 2013).

En oscuridad, ¢pr es minimo, ya que todos los centros de reaccion estan abiertos
(oxidados). En condiciones de baja iluminacién ¢r aumenta, dependiendo de la
fraccion de centros de reaccién cerrados, y alcanza su maximo (3-5%) cuando
las células reciben intensidades de luz saturantes. Estos valores son muy
inferiores a los que muestra la molécula de Clorofila-a aislada en un disolvente
organico (y separada por tanto de las proteinas del fotosistema) en las que ¢r
~30% (autofluorescencia). En células moribundas o dafiadas (por ejemplo, en
la fase final de un bloom) se observa un incremento de la fluorescencia debido
a este mecanismo de autofluorescencia de las moléculas de Clorofila-a no
funcionales.

En las Cianobacterias, la fluorescencia en vivo no sé6lo se debe a PS Il y PS I, sino
que también los ficobilisomas emiten fluorescencia. Como se muestra en la
Figura 2.21, una pequena fraccion de los cuantos de luz absorbida por cada
ficobiliproteina es emitida en forma de fluorescencia y la intensidad de luz
emitida dependera de la longitud de onda de excitacién. En la Figura 2.21 se
indican, para cada pigmento, las regiones espectrales en las que se encuentra el
maximo de excitacion (coherentes con los espectros de absorcion mostrados en
la Figura 2.16) y a las que se produce el maximo de emision. El espectro de la
Figura 2.21b, generado con luz de excitacion de 488 nm, muestra que el
espectro de emision medido se puede descomponer como suma de los
espectros de emisidn de las ficobiliproteinas, el PS 11y el PS I.

Las Cianobacterias presentan, por tanto, espectros de emision in vivo de mayor
complejidad que los de las algas eucariotas, reflejando la contribucién de las
ficobiliproteinas, ademas de PS 11 y PS I.



ANTECEDENTES Y FUNDAMENTOS TEORICOS 52

Phycobilisome (LHC I1) (a) PE | atandi i
I \ | ]
CPE PS Il 1 LA (b)
(or PEC) cpe — } } :
. . Chla
Excited —— APC (680 nm) PS | ‘ I
state —— /N — NIT I |
— | | |
AV |
| | |
AN | oz a0 0.5¢ LA
545-565 | |(610-635) | \
(568-575)] (Ao |
| |
620-635 650 AAYA 682-685 /‘ } ‘ I
NS |
670(435) 685-730 // | |
e70(435)| [V N ‘
Ground ¥ Y r 0 / \t‘ _‘ I
state 600 700 Anm

Figura 2.21. (a) Esquema de la transferencia energética en los complejos
captadores de luz (LHC) de las Cianobacterias, indicando transferencia no emisiva
por acoplamiento dipolo-dipolo (lineas curvas), transferencia electrénica (linea
discontinua) y emisién de fluorescencia (lineas onduladas). (b) Ejemplo de
espectro de emision normalizado de una Cianobacteria (Aex = 488 nm). Las lineas
discontinuas indican los mdximos de emision de la Ficoeritrina (PE), la
Ficocianina (PC), la Aloficocianina (APC) y los dos fotosistemas (PS I y PS II).
Tomado de Grigoryeva (2019).

Con el uso de la Microscopia Confocal Laser de Barrido (CLMS), que es una
técnica no invasiva que permite el seguimiento de la fluorescencia in vivo de
células intactas (Santabarbara et al., 2020), se ha observado como los cambios
en ¢r son muy notables cuando las células estin sometidas a situaciones de
estrés, aumentando la luz emitida y variando su composicién espectral
(Grigoryeva & Chistyakova, 2018).

Como se muestra en la Figura 2.22, las células sanas muestran un espectro
ancho de doble pico, con la contribucién de las ficobiliproteinas (650 nm) y el
PSII (682 nm). Conforme van siendo sometida a estrés (alta irradiancia y calor),
la eficiencia del transporte electrénico disminuye y aumenta la emision desde
los ficobilisomas (el pico de 650-660 se hace dominante y la emisiéon de
fluorescencia aumenta). Por ultimo, en las etapas finales (muerte celular), los
ficobilisomas se separan de los centros de reaccién y el complejo fotosintético
deja de ser funcional, disminuyendo la fluorescencia, que mantiene ya solo un
pico debido a la Ficocianina - Aloficocianina (PC-APC).
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Figura 2.22. (a) Imdgenes obtenidas por Microscopia Confocal Ldser de Barrido
(CLMS) de una célula de cianobacteria (Microcystis) sometida a estrés térmico.
La imagen I muestra la emision de fluorescencia (Aex = 488 nm) de la célula sana
(estado fisiolégico normal); en Il la emisién de la célula en estado fisiolégico
deprimido y en Il la emisién de la célula muerta (b) Espectros de emisién no
normalizados (Aex = 488 nm) correspondientes a los tres estados (1, 11 y 1II). Las
lineas discontinuas indican los mdximos de emision de la Ficoeritrina (PE), la
Aloficocianina (650 nm), la Ficocianina (660 nm), y la Clorofila-a (PS II, 682 nm).
(Grigoryeva & Chistyakova, 2018).

2.2.6. Fotoaclimatacion

El fitoplancton esta expuesto a continuos cambios en la cantidad y composicion
espectral de laluz que recibe. Y a los que tiene que adaptarse para mantener su
actividad fisiologica. Estos cambios operan a distintas escalas. A escala mensual
o estacional se producen cambios en la duracidn del dia y en la elevacién solar,
mas acusados en las latitudes medias y altas. A escala diaria, la irradiancia
puede alternar entre periodos en que es insuficiente y otros en los que es
excesiva. La posicion en la columna de agua, relacionada con periodos de
turbulencia o estabilidad en la masa de agua, es variable a escala de horas o
incluso de minutos y también determina la cantidad de irradiancia (que
disminuye de forma exponencial con la profundidad) y su composicién
espectral (que depende también de la presencia de particulas no algales y
sustancias disueltas absorbentes). Existen, por dltimo, variaciones que ocurren
en minutos o segundos, como los cambios de irradiancia debidos a la nubosidad.
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Dependiendo de la escala temporal de los cambios, el fitoplancton responde con
mecanismos de adaptacion o de aclimatacién. La adaptacién es sobre todo un
proceso evolutivo mediante el cual cada especie ha experimentado una
seleccion genética que le confiere ventajas para habitar determinados nichos
ecologicos. Tal y como se ha detallado en los capitulos anteriores, la
composicién pigmentaria permite aprovechar diferentes tipos de luz y por
tanto habitar en zonas mas profundas de la columna de agua o en medios
turbios. Los mecanismos que aseguran la flotabilidad o que permiten ciertos
movimientos en la columna de agua (vacuolas, flagelos) entran también en esta
categoria, asi como la capacidad de fijar el N, atmosférico, caracteristica de las
Cianobacterias.

La fotoaclimatacion opera en escalas de tiempo mas cortas e involucra varios
mecanismos fisioldgicos, bioquimicos y biofisicos, que permiten al fitoplancton
aclimatarse a las fluctuaciones constantes en el régimen de iluminacidn.
Dependiendo de la rapidez con la que se produce la aclimatacién, se pueden
distinguir entre procesos a largo plazo y una aclimatacién a corto plazo,
principalmente por disipacion regulada del exceso de energia absorbida (Non
Photochemical Quenching, NPQ). Los procesos a largo plazo operan a dos
niveles:

Cloroplastos. El numero, tamafio, morfologia y distribucién intracelular de los
cloroplastos determina la eficiencia de absorcién (Capitulo 2.1.2.2) y la
magnitud del efecto de empaquetamiento (Capitulo 4.2.2.2) (Larkum & Vesk,
2003), con diferencias inter- e intraespecificas. Habitualmente las células
aclimatadas a condiciones de baja iluminacién (Low Light, LL) tienen los
cloroplastos distribuidos de manera homogénea en la célula (mayor superficie
de captacién de luz), mientras que en alta iluminacién (High Light, HL) se
encuentran concentrados (menor superficie de captacion de luz).

Composicion y estructura de los LHC. Por lo general, la proporcion de
carotenoides fotoprotectores (PPC) aumenta conforme la célula se aclimata a
condiciones de mayor irradiancia. En algunos tipos de fitoplancton, los
complejos de LHC tienen mayor movilidad en el fotosistema y experimentan
transiciones de estado, que representan, tras el ciclo de las xantofilas (Capitulo
2.2.6.1), el segundo mecanismo de NPQ en capacidad de disipacion.
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2.2.6.1. Ciclo de las xantofilas y NPQ

Cuando la irradiancia es muy elevada, las reacciones fotoquimicas de la fase
luminosa de la fotosintesis se producen con un elevado rendimiento, mientras
que las vias metabdlicas de las fases biosintéticas se llegan a saturar. En esas
condiciones, con una elevada separacién de cargas en el fotosistema, se forman
tripletes de Clorofila-a excitada que generan a su vez especies de oxigeno muy
reactivo y dafiino para proteinas, pigmentos y lipidos. Para evitar esos efectos
deletéreos, las células del fitoplancton cuentan con mecanismos
fotoprotectores rapidos, entre los que la disipacion regulada del exceso de
energia luminosa absorbida o eliminacién regulada de la energia no utilizable
para fotosintesis (Non Photochemical Quenching, NPQ) es el mas importante y
eficaz. E1 NPQ consiste en una disipacién regulada, en forma de calor, del exceso
de energia canalizado por los LHC. El principal mecanismo involucrado es el
Ciclo de las Xantofilas (Xantophill Cycle; XC).

El ciclo de las xantofilas es un mecanismo enzimatico de de-epoxidacion /
epoxidacién de xantofilas acetilénicas, dependiente del gradiente de protones
que se establece entre el interior de los tilacoides (lumen, acidificado) y el
exterior (estroma). En el fitoplancton existen dos XC principales:

e C(iclo de la Violaxantina & Anteraxantina 2 Zeaxantina. Presente en las
Cloroficeas y Crisoficeas. Es el mecanismo principal de todas las plantas
terrestres.

e C(iclo de la Diadinoxantina 2 Diatoxantina: Presente en las Diatomeas y
Dinoflagelados.

e En las Cianobacterias y Criptoficeas no hay un XC propiamente dicho,
pero si se produce una acumulacién enzimatica de Zeaxantina, a partir
de B-caroteno.

Existen otras rutas secundarias de de-epoxidaciéon que involucran a otras
xantofilas y en un mismo grupo de algas pueden coexistir mas de un XC, por lo
que la variedad de los mecanismos en el fitoplancton es significativamente mas
alta que en las plantas terrestres.

Cuando la irradiancia comienza a ser demasiado alta, se produce una
acidificacion mayor del lumen tilacoidal y comienza a aumentar la fluorescencia
de la Clorofila-a en los centros de reaccion, como consecuencia de la saturacién
de la cadena de transporte electrénico. Pero antes de que comiencen a
producirse los efectos oxidativos deletéreos de las clorofilas excitadas, las
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enzimas depoxidantes transforman de forma rapida la Violaxantina en
Zeaxantina o la Diadinoxantina en Diatoxantina, a favor del flujo de protones a
través de la membrana tilacoidal. Esto hace que los LHC pasen de un estado de
captacién de energia a un modo disipativo, liberando la energia de los fotones
absorbidos en forma de calor y desacoplandose de los centros de reaccién, lo
que produce también una disminucién de la fluorescencia. La alta velocidad de
la de-epoxidacion actlla como un mecanismo rapido de fotoproteccién en el
fitoplancton, que es especialmente eficaz en las Diatomeas, en las que puede
llegar a ser hasta 5 veces mayor que en las algas verdes. Esto les confiere una
mejor adaptacion a medios turbulentos y condiciones de iluminacion muy
cambiante. Por el contrario, en las Cianobacterias el mecanismo fotoprotector
de acumulacion de Zeaxantina se produce de forma mas lenta. Estos organismos
han desarrollado mecanismos de regulacién de la flotabilidad (vacuolas o
vesiculas de gas) que les permiten “huir” a zonas mas profundas en momentos
de alta irradiancia solar, aunque son bastante mas lentos que los ciclos de las
xantofilas.

Cuando la irradiancia vuelve a bajar y el gradiente de pH a través de la
membrana tilacoidal disminuye, el proceso se revierte y comienzan a actuar las
enzimas epoxidantes que convierten la Zeaxantina en Violaxantina y la
Diatoxantina en Diadinoxantina. Este proceso es mas lento que la de-
epoxidacion.
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2.3. Modelos bio-dpticos

El término “estado bio-dptico de las aguas oceanicas”, fue acunado en la década
de los 70 del siglo pasado, para destacar el hecho de que en los océanos, las
propiedades Opticas estaban determinadas por la actividad biolégica y, en
ultima instancia por el fitoplancton y los productos de su descomposicion
(Morel & Maritorena, 2001). Por esta razon, los conjuntos de ecuaciones que
describen las propiedades dpticas de una masa de agua comenzaron a
denominarse modelos bio-dpticos.

Los modelos bio-6pticos descomponen las propiedades 6pticas de las masas de
agua en funcién de sus Componentes Opticamente Activos (OAC), entre los que
la propia molécula de agua juega un papel determinante, como ya se menciond
en el capitulo 2.1 (Figura 2.2). Considerados individualmente, el nimero de
componentes Opticamente activos en una masa de agua es inmenso (todo tipo
de moléculas disueltas e infinidad de particulas de todos los tamanos, formas,
estructura interna y composicién quimica, incluyendo burbujas de gas) por lo
que es necesario agruparlos en unas clases mas o menos homogéneas (bien por
la naturaleza del OAC, por sus propiedades 6pticas o por ambas).

La manera de clasificar los OAC distingue unos modelos bio-6pticos de otros y
esta determinada por su propdsito, de manera que hay modelos que establecen
unas pocas clases muy generales, y otros que entran a un mayor nivel de detalle,
normalmente centrandose en aquellas particulas o sustancias disueltas mas
relevantes en el campo de aplicacion del modelo.

Independientemente del nimero de OAC considerados, todos los modelos se
basan en el hecho de que muchas IOP son aditivas. Esto quiere decir que, por
ejemplo, el coeficiente de absorcidn o de dispersion de una masa de agua es
igual a la suma de los coeficientes de absorcion o dispersion, respectivamente,
de sus OAC:

N

a® = a@® M 247

i=1

N
b(2) = Z b;(A) [m™] 2.48
i=1
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N
bp (1) = Z by; (1) [m™] 2.49
i=1

Donde a;, b; y bp;son los coeficientes de absorcion, dispersion y

retrodispersion, respectivamente, del i-ésimo OAC y N es el nimero de OAC en
los que se ha factorizado la IOP total de la masa de agua.

La mayoria de los modelos bio-6pticos incluyen al fitoplancton como un OACYy,
dado que la Clorofila-a es un indicador de la biomasa del fitoplancton, muchos
hacen depender las IOP de su concentracién, [Chl_a]. También es habitual
incluir a toda la materia disuelta que absorbe luz visible en una tnica categoria:
denominada CDOM (Colored Dissolved Organic Matter).

Sin embargo, la manera de clasificar las particulas en suspension es mas
variable. En algunos casos se consideran como un unico OAC (TSM: Total
Suspended Matter), también denominado, seston, que engloba al fitoplancton, lo
que obliga a considerar al fitoplancton como s6lo absorbente y subsumir sus
propiedades dispersivas en las de los so6lidos totales. En otras ocasiones se
clasifican de acuerdo con su naturaleza organica (detritos o detritus y plancton)
o inorganica (tripton). Y, finalmente, otra de las maneras de clasificarlas
considera tres grupos: fitoplancton, detritus organicos (correlacionados con el
fitoplancton) y Particulas No Algales (NAP) que engloba a las particulas
inorganicas (minerales) y a los detritus no correlacionados con el fitoplancton.
Como se vera en detalle en el Capitulo 4.2, esta Gltima aproximacion es la que
se ha escogido en PHYBOM.

Las diferentes clasificaciones de los OAC tienen motivos conceptuales, pero
también practicos, pues estan determinadas por el tipo de medidas disponibles
para su calibracidén y validacidn. Asi, si sélo se cuenta con medidas del total de
solidos en suspension (TSM) es dificil que se pueda validar un modelo que
separe varios tipos de particula. O por ejemplo, validar un modelo para grupos
del fitoplancton cuando sélo se cuenta sélo con datos de validacion de [Chl_a].

Un concepto muy util y utilizado en modelizacion bio-6ptica es el de los
coeficientes especificos (mass-specific), que se obtienen dividiendo los
coeficientes absolutos (a;, b; y bp;) de una volumen de agua, por la

concentracién del 0AC i [C;] (mg m™3) en ese volumen de agua:
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La modelizacién bio-6ptica se ha desarrollado fundamentalmente para su
aplicacion en el Océano, en consonancia con el desarrollo del cuerpo teérico y
las aplicaciones, basadas en sistemas de observacidn remota, de lo que se ha
denominado Color del Océano (Ocean colour). La imposibilidad de estudiar la
vasta superficie ocednica con métodos de medida in situ, ha propiciado una
activa investigacion en la Optica ocednica, un par de érdenes de magnitud
superior (en términos de produccidn cientifica) a la de las aguas continentales,
en las que las ventajas de los métodos basados en teledeteccién no han sido tan
evidentes frente a los métodos limnolégicos clasicos. No obstante, aunque
existen particularidades y diferencias (sobre todo en los rangos de
concentracion de los OAC y en la mayor variabilidad de tipos de particulas y
CDOM), las bases fisicas y la modelizacién bio-6ptica ocednica es aplicable para
el desarrollo de modelos en aguas continentales. En sintesis: los modelos bio-
Opticos en aguas continentales pueden aprovechar todas las décadas de
desarrollo cientifico previo en el Océano, pues, con sus diferencias, las masas de
agua continentales comparten la mayoria de las caracteristicas dpticas basicas
de las oceanicas.

Como se ira tratando en detalle en el Capitulo 4.2, PHYBOM ha incluido, en su
desarrollo, asunciones, modelos fisicos y aproximaciones empiricas
procedentes de la modelizacion bio-6ptica oceanica. Y se ha inspirado en el
disefio de algunos de sus modelos bio-6pticos mas detallados, en especial los de
Bricaud & Morel (1986), Stramski et al. (2001) y Lain et al (2014), entre otros.

En aguas continentales, el nimero de modelos bio-6pticos disefiados para
simular las IOP de masas de agua genéricas (es decir, no desarrollados
especificamente para un lago o caso de estudio) es muy limitado. Sin duda, la
referencia principal es el modelo WASI (Water Color Simulator; Gege, 2004) y
otra interesante aplicacidn, aunque algo diferente del enfoque buscado en
PHYBOM es el modelo BOMBER (Giardino et al.,, 2012). Mas recientemente, las
aplicaciones de Matthews et al. (2020) y Kravitz et al. (2021) han sido también
muy relevantes para el desarrollo de PHYBOM.






3. Metodologia

3.1. Campaiias de muestreo

En este capitulo se describen las caracteristicas principales y el disefio de las
campafias de muestreo llevadas a cabo entre el afio 2001 y 2007 por el grupo
de Teledetecciéon del Area de Calidad de las Aguas del Centro de Estudios
Hidrograficos (CEH-CEDEX), en las que intervino el autor de esta tesis en todas
sus etapas, desde el disefio del muestreo, la adquisiciéon y aprendizaje de uso
del instrumental, su participaciéon en todas las campanas (medidas in situ,
preparacion y filtrado de muestras, radiometria y espectrofotometria in situ),
el procesado de todos sus datos y la preparacion de la base de datos.

Se realizaron cuatro campanas principales (2001-2002, 2003-2004, 2005 y
2007), enmarcadas en diferentes proyectos, pero entre las que hubo una
continuidad metodoldgica y compartieron los mismos objetivos basicos. El
Capitulo 4.1 describe el propésito, descripcion general y principales resultados
de las campafias. A continuacion se describen, en primer lugar los criterios
seguidos para la seleccion de las masas de agua de la campafa de
caracterizacion bio-Optica detallada 2001-2002. Y a continuacién, la
metodologia seguida para la obtencién de los datos de validacién, describiendo
todas las medidas realizadas en las cuatro campafias.

61



METODOLOGIA 62

3.1.1. Diseiio de la campaiia de caracterizacion

La campana 2001-2002 tenia, como primer objetivo, la caracterizacién, nunca
antes realizada, de las propiedades 6pticas de los embalses y lagos espafioles,
de forma conjunta con un estudio limnolégico, con especial énfasis en el estudio
del fitoplancton y de las principales variables de calidad del agua obtenibles
mediante teledeteccion. Como segundo objetivo se pretendia definir un
conjunto de masas de agua para la calibraciéon y validacién de modelos y
productos de calidad de agua con imagenes del sensor Envisat-MERIS. Para
seleccionar una muestra de embalses representativos de la diversidad
ecologica esperada, y en especial de la diversidad de poblaciones de
fitoplancton, se llevd a cabo una clasificacibn basada en criterios
hidrodinamicos, fisicoquimicos y ecologicos.

3.1.1.1. Selecciéon de masas de agua

La clasificacién comenzd por la seleccidn de los 100 embalses de mayor tamaiio,
sobre una poblacién total de 1320 embalses que, de acuerdo con un analisis
morfométrico con el SIG ArcGIS, tuvieran un nimero minimo potencial de
pixeles de agua puros en las imagenes de MERIS (300 x 300 m de resoluciéon
espacial). Se seleccionaron 100 embalses que, incluso en condiciones de baja
capacidad (30%), tendrian al menos 20 pixeles MERIS correspondientes sélo
agua. Evidentemente se trataba de una aproximacion muy grosera pero
perseguia seleccionar y caracterizar los potenciales embalses para la validaciéon
de productos MERIS, con un tamaiio suficiente y una forma adecuada.

Los embalses seleccionados se clasificaron, a partir de la informacion
disponible en el CEDEX de campafias previas realizadas para diferentes
Confederaciones Hidrograficas, segin cuatro criterios principales:

Mineralizacién y composicion iénica: distinguiendo los embalses de aguas poco
mineralizadas y tres grupos de mineralizacién moderada o alta, en funcién del
ion mayoritario (carbonatos, sulfatos o cloruros)

Estado trofico: Distinguiendo entre embalses oligotréficos, mesotréficos
eutrdficos e hipertrdficos, segun el indice de Carlson.

Tiempo de renovacién: Segtn la relacién entre la capacidad de embalse (Hm3) y
la aportacién media anual (Hm3), distinguiendo entre mensuales (tiempo de
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renovacion < 1 mes), estacionales (< 3 meses), anuales (< 1 aio) e hiperanuales
(> 1 afio)

Uso del embalse: Regadio, hidroeléctrico o abastecimiento, como criterio
adicional que puede identificar aquellos en los que es mas probable la
formacidén de una estratificacién prolongada.

La Figura 3.1 muestra el resultado de la clasificacion realizada, a partir de la
cual se seleccionaron los 36 embalses de la campafia 2001-2002. Esta
clasificacion se utilizé también en 2007, para definir los embalses en los que se
realizé la campafia de validacién de productos MERIS L2B para lagos.

bl ~

ECOLOGICAL CLASSIFICATION (based on ionic composition of water) FLOW REGIME CLASSIFICATION (based on retention time)

Figura 3.1. Criterios utilizados para la clasificacion y seleccién de embalses para
la camparia de caracterizacién bio-dptica.
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3.1.1.2. Planificacion de las campaiias de muestreo

Nuimero de puntos por embalse.

El nimero de puntos de medida se determin6, para cada embalse o lago, de
acuerdo con los siguientes criterios:

e Disponibilidad de puntos de acceso para la embarcacion
(embarcaderos, rampas de acceso).

e Distancia y dificultad de las vias de acceso.

e Nivel del agua en el momento del muestreo (capacidad del embalse
sobre su capacidad méaxima).

e Tamafio y forma del embalse o lago.

e Distancia maxima entre puntos de muestreo, en funcion de la velocidad
y autonomia de la embarcacién.

e Profundidad del embalse o lago (posibilidad de anclaje en los puntos de
muestreo).

e Tiempo medio necesario para el muestreo, por punto.

e Duracion del dia y elevacion solar.

En el caso de embalses grandes, con un gradiente marcado presa-cola y/o con
dos tributarios principales, se plantearon inicialmente tres puntos de muestreo,
con el objeto de recoger la previsible variabilidad de condiciones del agua y
poblaciones de fitoplancton:

e Unoenelareadel embalse cercanaala presa (pero no junto ala misma).
e Uno en el centro del cuerpo principal del embalse.
e Uno en el cuerpo principal del embalse hacia la cola del mismo.

No obstante, en las primeras campanas se identificaron varios factores que
limitaban el tiempo util efectivo de muestreo. En particular:

e Lanecesidad de contar con una elevacion solar suficiente, para asegurar
una buena relacion sefial-ruido en las medidas radiométricas y
minimizar la contribucién especular de la superficie del agua.

e Las condiciones meteoroldgicas locales, con presencia de nieblas a
primeras horas y régimen de brisas vespertino, que dificultan la
navegacion, el anclaje y las medidas radiométricas.
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Teniendo en cuenta estos factores limitantes, se restringié el muestreo a dos
puntos por embalse, situados en el cuerpo central, uno mas cercano a la presa
y otro hacia la cola. En aquellos casos en los que el tamafio y/o la variabilidad
horizontal de la masa de agua lo requiriera, se podria aumentar el nimero de
puntos.

Numero de visitas a cada embalse.

Teniendo en cuenta las limitaciones materiales y econdmicas del proyecto, se
planted la realizacién de al menos dos visitas a cada embalse o lago, en
diferentes momentos del afio.

El objetivo era realizar el muestreo a lo largo del ciclo anual de mezcla y
estratificacion de las masas de agua, para acompasarlo a la sucesion esperable
de comunidades de fitoplancton segtn la clasificacién clasica CSR (“Competitive
- Stress-tolerant — Ruderal’) de Reynolds (1988). De esta manera, en los
muestreos realizados en el periodo de mezcla invernal cabria esperar la
presencia de especies “ruderales” (R) adaptadas a medios turbulentos. En
primavera, con el aumento de irradiancia y disponibilidad de nutrientes,
predominarian las especies “competitivas” (C), mientras que en verano, con la
formacion de la estratificaciéon y la menor disponibilidad de nutrientes,
dominarian las especies “tolerantes al stress” (S).

Teniendo en cuenta el gradiente altitudinal y latitudinal de las masas de agua a
estudiar, se ajustaron los calendarios de visita con un cierto desfase entre el
norte y el sur de la Peninsula, donde el periodo de estratificacién puede
comenzar muy pronto. También se intent6 concentrar las visitas en el periodo
de mayor duracién del dia y mayor elevacion solar (abril - septiembre), aunque
sin excluir los meses invernales por los motivos ya mencionados.

3.1.2. Medidas y determinaciones in situ

Los protocolos de muestreo se definieron con el objetivo de asegurar la
representatividad de las medidas y su significacion respecto de la radiancia
medida desde sensores remotos. Tenia que asegurar ademas la posibilidad de
comparacion entre masas de agua y el analisis estadistico conjunto de los datos.
Se basé, principalmente en las guias metodoldgicas, protocolos y criterios de
muestreo contenidas en Fargion (2000), Lindell et al. (1999) y Kirk (1994).
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Las medidas se hicieron desde una embarcacion con cabina (Figura 3.2), que se
remolcaba por carretera de unas masas de agua a otra, que se dotd de un
sistema de filtrado con bomba de vacio, una polea fija (manual hasta 2006, con
cabrestante eléctrico después) para la realizacién de los perfiles verticales y
anclajes para las medidas de radiometria. Ademads, durante las campaifas,
transportaba un contenedor de nitrégeno liquido, para ultracongelar in situ los
filtros para andlisis de pigmentos.

Control of azimth angle with respect to sun

Figura 3.2. Embarcacion principal utilizada en las camparias y sistema de control
de la geometria de observacién para las medidas de R5 ().

Los grupos de medidas realizadas fueron:
(1) Datos del punto de muestreo y estado del agua y la atmésfera:

e Posicionamiento mediante GPS Garmin XL

e Profundidad del agua mediante ecosonda Navman

e Velocidad del viento (anemoémetro portatil Silva Windwatch)
e Descripcion cualitativa del estado del cielo

e Fotografias de estado del cielo y superficie del agua

(2) Profundidad del disco de Secchi (m)

(3) Medidas radiométricas de R, (4) desde la embarcacién, con un
espectroradiémetro de campo ASD FR (350-1000 nm), calibrado en radiancias.

(4) Perfiles de irradiancias en profundidad

e ASD-FR conectado a 2 receptores coseno para medida de E4 (1) y E, (1)
mediante extension de fibra 6ptica de 10 m. (campafia 2001-2002)
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e Dos espectrometros Ocean Optics HR-4000 con receptores coseno
(campana 2007)

(5) Perfiles verticales de profundidad (m) temperatura (°C) y conductividad
(uS cm™) con un CTD SBE-19 plus (SeaBird Electronics), equipado con un
fluorémetro ultravioleta Seapoint para medida de la fluorescencia de CDOM
(Aexcitacion = 370 £ 15 nm; Ae4iqa = 440 £ 15 nm), calibrado con sulfato de
quinona para el rango 0.03 — 150 mg m™3.Y con tres fluorémetros Minitracka
II (Chelsea Instruments) para medida de la fluorescencia de:

e C(lorofila-a (Aexcitacion = 470 £ 15 nm; Apegiagq = 685 £ 15 nm),
calibrado con pigmento en solucién para el rango 0.03 — 150 mg m™3.
e Ficocianina (Aexcitacion = 590 £ 15 nm; Apegiaq = 645 = 15 nm),
calibrado con pigmento en solucién para el rango 0.03 — 400 mg m™3.
e Ficoeritrina (Aexcitacion = 530 £ 15 nm; Aeqiaa = 580 = 15 nm),

calibrado con pigmento en solucién para el rango 0.03 — 150 mg m™3.

(5) Perfil de los coeficientes de atenuacion total, c(4), y de absorcién total, a(1),
medidos en continuo en la columna de agua mediante la sonda WetLabs ac-s con
80 bandas espectrales (campafia 2007)

(6) Perfil del coeficiente de retrodispersion b, (1), medido en continuo en la
columna de agua mediante la sonda WetLabs bb-9 (9 bandas espectrales)

3.1.2.1. Obtencion y conservacion de las muestras

Parala toma de muestras, se utilizé un dispositivo consistente en uno o varios
tubos de PVC, conectables, con un tapén de cierre accionado desde la barca
(Figura 3.3), para obtener una muestra integrada hasta la profundidad del
primer espesor oOptico. Dicha profundidad fue obtenida inicialmente de los
perfiles de K;(1) y, a partir de 2002, con una relaciéon empirica, obtenida de ese
conjunto de perfiles, con la profundidad del disco de Secchi. De la muestra
integrada se separaban varias submuestras:

Analisis de pigmentos: Filtracion a vacio (150 mm Hg) en filtros de fibra de
vidrio de 0,45 pm de tamafio de poro (Whatman GF/F), por duplicado o
triplicado, segin las campanas. Los filtros se doblaban cuidadosamente, tras
secado en papel de filtro, se guardaban en tubos Eppendorf con cierre y se
congelaban inmediatamente en nitréogeno liquido. Posteriormente, en el
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laboratorio, se procedia a la extracciéon de los pigmentos fotosintéticos en
acetona y a su analisis mediante cromatografia liquida (HPLC) o bien a la
extraccion de ficobiliproteinas por el método de choque osmotico

Espectros de absorcion: Filtracion a vacio en las mismas condiciones
anteriores (GF/F). En este caso los filtros, que debian permanecer intactos, se
guardaban en placas Petri de plastico, con tapa y opacas y se congelaban en
nieve carbdnica. Con posterioridad, se obtenian en laboratorio: el coeficiente de
absorcion total a(4); los coeficientes de absorcion de fitoplancton y tripton
(tras despigmentar con hipoclorito sddico) y el coeficiente de absorcién del
CDOM (en el filtrado)

Sdlidos totales en suspension: Una submuestra se recogia en una botella de
plastico para la cuantificacién posterior de la concentracién de sélidos en
suspension, mediante el método gravimétrico, en laboratorio.

Analisis taxonémico: Una submuestra de agua se fijaba con liquido de Lugol
para andlisis posterior de la composiciéon del fitoplancton por microscopia
optica.

WATER PROFILING WATER SAMPLING

1 B

i — S Fier

\ * 150 mm Hg
. J * 6 Filtros GF/F 25 mm

|
2\/\/\_/\ _—— —

ntegrated sample G

:

Figura 3.3. Sistema perfilador completo utilizado en la campafia de 2007 y
esquema del filtrado y proceso del agua recogida de la muestra integrada.

3.1.3. Radiometria de campo

Las medidas de radiometria de campo, y en especial la reflectividad de
teledeteccion, R,;(1) se llevaron a cabo en todas las campafias, utilizando
siempre el mismo espectroradiémetro ASD-FR (350-1000 nm) con un intervalo
de muestreo espectral de 1.4 nm y un FWHM (Full-Width at Half Maximum) de
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3 nm, en el que la luz llega a los elementos detectores por un haz de fibras de
vidrio en cuyo extremo (FOV nominal de 25°) se puede adaptar o una reduccién
del FOV a 8° (paralas medidas desde la embarcacién) o un receptor coseno para
las medidas de las irradiancias planares dentro del agua.

3.1.3.1. Reflectividad (Remote sensing reflectance)

Para el calculo de la R,.4(4) (ecuacion 2.45), se sigui6é el método propuesto por
Mobley (1999), que se basa en:

e Larealizacién de las medidas de la radiancia del agua observada (L,, en
la ecuacién 2.45) con un FOV de 8° (que minimiza la entrada de stray
light, no procedente del agua), un dngulo cenital de observacién 6 = 40°
(que es el angulo menos sensible a las variaciones en la distribuciéon
angular de la radiancia) y un dngulo acimutal con respecto al sol ¢ =
135° (que minimiza el reflejo de solar directo o sun glint).

e Laobtencion de una medida de radiancia del cielo, Lgy,, (4) con el mismo
FOV (8°), un angulo nadiral de observacién 6 = 40° y un angulo
acimutal con respecto al sol ¢ = 135°, que mide la fraccion del cielo que
contribuye a la radiacion solar difusa reflejada por la superficie del agua
que alcanza el detector.

e El uso de una parametrizaciéon de la reflectividad de Fresnel,
dependiente de la velocidad del viento medida, que estima su valor real
r en condiciones de rugosidad de la superficie.

Con esos datos la radiancia emergente de la masa de agua, L,, (1) (water leaving
radiance), se calcula como:

LW(0+I 91 (pl A) = Lu(0+i 9; (P; A) - r(Q)Lsky (0+; 9; (P; /’1) 3.1

El término 0% indica que las radiancias se miden justo por encima de la
superficie del agua. En cuanto a E4(0%, 1), se calcula a partir de la radiancia
reflejada por un panel de referencia lambertiano (Labsphere) calibrado, con una
p =~ 0.25 en todo el rango espectral y medido con la misma geometria de
observacion que la radiancia del agua. Para garantizar esos angulos de
observacidn, se ide6 un dispositivo que se muestra en la Figura 3.2.

Cada medida de radiancia, con el rango dinamico del instrumento optimizado a
las condiciones de iluminacidn y correccion de la corriente oscura se guardaba
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como promedio de 10 espectros y la secuencia de medidas (panel - agua - cielo)
se repetia 5 veces.

3.1.3.2. Otras AOP

En la campafia 2001-2002 se midieron, en la mayoria de los puntos, perfiles de
irradiancias en profundidad, conectando el ASD-FR conectado a 2 receptores
coseno para medida de E;(1) y E;, (1) mediante dos extensiones de fibra dptica
de 10 m. Las medidas de ambos receptores se alternaban entre el perfil
descendente y el ascendente mediante un conmutador disefiado
especificamente por una empresa de instrumentaciéon 6ptica. Las medidas se
utilizaron para calcular los coeficientes de atenuacion difusa K; (1) y K, (1) y
diferentes espesores dpticos. En la campana de 2007 se emplearon para este fin
dos espectrometros Ocean Optics HR-4000 con receptores coseno.

3.1.4. Medidas y determinaciones en laboratorio

Los andlisis de pigmentos por HPLC y de s6lidos totales en suspensién por
gravimetria, fueron realizados en el Laboratorio de Calidad de las Aguas del
CEDEX, dirigido por Ana Alonso Garcia. Los andlisis de ficobiliproteinas en el
laboratorio del departamento de Biologia de la Universidad Auténoma de
Madrid por el Dr. Antonio Quesada. La Dra. Caridad de Hoyos, del Area de
Calidad de las Aguas del CEDEX, realiz6 la mayoria de las determinaciones
taxonomicas del fitoplancton. En cuanto a las medidas de coeficientes de
absorcién, en 2002 fueron realizadas por Antonio Ruiz Verdd y en 2007 por
Angel Polvorinos (Universidad de Sevilla)

3.1.4.1. Anadlisis de clorofilas y carotenoides por HPLC

Los filtros Whatman GF/F se conservaron en nitrégeno liquido hasta el
momento del andlisis. La rotura celular se llevé a cabo por sonicacién y los
pigmentos se extrajeron en acetona durante 24 horas a 4 °C. La columna era una
Waters Spherisorb ODS-2 y estaba equipada con un diodo array HP Agilent 1050.
Los picos de elucidén se identificaban con patrones de pigmentos comerciales
(DHI Water and Environment). Para calibrar la respuesta del detector, se afiadia
una cantidad conocida de Cantaxantina a la muestra eluida.
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3.1.4.2. Anadlisis de ficobiliproteinas

El andlisis se llevo a cabo por el método de extraccién de ficobilisomas por
choque osmoético y rotura mecanica de Quesada & Vincent (1993), descrito en
detalle en Simis et al. (2007). Tras la extraccion, las muestras se centrifugaron
y se midio el espectro de absorcién de los sobrenadantes, a partir del cual se
calculé la concentracién de las ficobiliproteinas con las formulas de Bennet &
Bogorad (1973).

3.1.4.3. Sélidos en suspension

La determinacion se realizé por el método gravimétrico (Rice et al., 1998),
solamente con secado de los filtros a 103 °C (sin combustion posterior a 500 °C
para eliminar los sélidos organicos), por lo que los resultados corresponden a
los sélidos totales en suspension.

3.1.4.4. Coeficientes de absorcion

Las medidas se realizaron en las 24 horas siguientes a las campaiias, en las
muestras concentradas en filtros, siguiendo la adaptacion de Tassan & Ferrari
(1995) al método QFT; (Quantitative Filter Technique; Cleveland & Weidemann
1993). Se utilizé un espectrofotémetro Shimadzu UV2110Pc con esfera
integradora para la medida de la absorcidn total de las particulas retenidas en
filtros, a,(A). La conversion de densidades Opticas a coeficientes de absorcion
se calcul6 con el factor f de amplificacién de la longitud de camino 6ptico
propuesto por Lohrenz (2000). Después, tras despigmentaciéon por oxidacidon
con hipoclorito sédico (Ferrari & Tassan, 1999), se volvi6 a realizar la medida
de la fraccion inorganica (tripton), a;,(4), obteniéndose la absorcion del
fitoplancton como diferencia entre ambas medidas:

aphy(l) =ay 1) - Agrp(A) 3.2

En cuanto al CDOM, las medidas espectrofotométricas se realizaron en el
filtrado de los filtros Whatman GF/F, en una cubeta de cuarzo de 10 cm,
utilizando agua destilada como referencia, siguiendo las recomendaciones de
Fargion (2000).



METODOLOGIA 72

3.1.4.5. Determinacion taxonomica del fitoplancton

Las determinaciones taxondmicas cuantitativas se realizaron hasta el nivel de
género, mediante microscopia invertida por el método de Utermohl (Hasle,
1978) con un microscopio Leitz Labovert Fs. El conteo de células se realizé con
el analisis de tantos campos como fueran necesarios para obtener un niimero
significativo de células, de acuerdo con Sournia (1978).

3.2. Desarrollo y validacion del modelo bio-
optico
El modelo bio-6ptico se ha desarrollado con el software MATLAB (version

2022b) y con las versiones de HydroLight 5.3 (desarrollo inicial) y 6.0 (c6digo
final y validacion), ambos instalados en el sistema operativo Linux.

Como se detalla en el Capitulo 4.2.1, PHYBOM calcula las IOP globales de la masa
de agua simulada a partir de unos datos de entrada proporcionados por el
usuario, y un conjunto de tablas y LUT (en Excel) que contienen parametros y
variables intermedias (Figura 4.7). El cddigo de PHYBOM, en MATLAB,
proporciona a Hydrolight las IOP simuladas, que son leidas en el modo de
operacién “Measured IOP”, mediante un script que genera las entradas a
HydroLight para cada simulacién. Para poder ejecutar un nimero elevado de
ejecuciones de HydroLight en una sola ejecucién de PHYBOM, se ha preparado
un script de Linux que ejecuta HydroLight por linea de comandos. También se
han creado scripts especificos para leer y procesar las salidas de HydroLight y
generar los graficos de resultados.

En la validacién de PHYBOM (Capitulo 4.3) se han utilizado las siguientes
férmulas para los estadisticos de error:

Error absoluto medio (MAE):

n

1 . .
MAE = ;ZlVeLst - ;bsl 3.3

i=1

Donde V; es la variable estimada, para la i-ésima observacion, V},, es la
variable observada y n es el nimero total de observaciones de la muestra.
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Error cuadratico medio (RMSE):

n
1 ; . \2

RMSE = ;Z(Velst_ ébs) 3.4
i=1

Error cuadratico medio relativo:

RRMSE = 100 RMSE
B Media(obs) 3.5
Donde Media(obs) es el valor medio de la variable analizada, en el conjunto de
las observaciones.

Coeficiente de determinacién (R?):

RZ =1 _O-_Tzz 1 _Z?=1(:Yi _5/\1)2
o? 2 (i —y)? 3.6
Donde ¢ y o2 son, respectivamente, la varianza residual y la varianza de la
variable dependiente Y; y; es el valor (medido) de la variable dependiente para
la i-ésima observacion; ¥, el valor aproximado por el modelo de regresion e y
la media de la variable dependiente para todas las observaciones.






4. Resultados y discusion

Este capitulo comprende la presentacion y discusidn de los resultados de la
tesis. Esta dividido en tres bloques principales: el resumen de las campafias de
caracterizacion limnolégica y bio-dptica (4.1); la descripciéon del modelo bio-
optico y su desarrollo (4.2) y la validacién y analisis de su desempefio global y
en especial en la simulacién de la reflectividad espectral y la fluorescencia
inducida por la radiacién solar (4.3).

4.1. Caracterizacion bio-dptica de lagos y
embalses ibéricos

La caracterizacion bio-6ptica de una amplia muestra de embalses y lagos,
representativa de la variabilidad limnolégica de la peninsula ibérica, es el
resultado de varias campafias de medidas in situ, llevadas a cabo por el Centro
de Estudios Hidrograficos (CEH) del CEDEX, planificadas y coordinadas por el
autor de esta tesis, que participé en todas ellas, bajo la direcciéon de Ramoén
Pefia, responsable del grupo de teledeteccién del Area de Calidad de las Aguas
del CEH.

Las campafias se llevaron a cabo en el periodo 2001-2007 y constituyeron el
primer estudio sistematico realizado en Espafia, y uno de los primeros de su
tipo en el mundo, en el que se midieron, de manera conjunta, variables épticas
por radiometria de campo y variables limnolodgicas, relevantes para la
teledeteccion de la calidad de las aguas continentales.
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La base de datos generada en estas campafas es la que se ha utilizado en la
presente tesis doctoral, para el desarrollo, calibracién y validacién del modelo
bio-6ptico PHYBOM.

Se llevaron a cabo cuatro campafias principales, con propésitos distintos y
enmarcadas en proyectos diferentes. Todas tuvieron el denominador comtn de
las medidas de radiometria de campo (Remote sensing reflectance, irradiancia
solar, radiancia del agua y correccién de sky glint), medidas limnolégicas
basicas (profundidad del disco de Secchi, temperatura y conductividad del
agua) y la determinaciéon de la concentracion de Clorofila-a, [Chl_a], y
Ficocianina, [PC], mediante andlisis de laboratorio (HPLC y espectrofotometria)
de una muestra integrada y/o perfiles de fluorometria. En un gran porcentaje
de los puntos de muestreo se determin6 también la concentracion de sélidos en
suspensidon por gravimetria, de CDOM por fluorometria, de clorofilas y
carotenoides por HPLC y la composicién del fitoplancton (determinacién
taxonomica y biomasa) por microscopia oOptica, asi como perfiles de AOP
(irradiancia y coeficientes de atenuacién difusa). Y en un numero limitado de
puntos se midieron también IOP volumétricas, con instrumentacién in situ y
medidas espectrofotométricas en laboratorio.

Las campafias fueron las siguientes:

2001-2002. Caracterizacion bio-optica detallada:

Fue la campana mas extensa y completa, preparada con el objeto de cubrir los
principales tipos de embalses y lagos espafioles, en un amplio gradiente de
condiciones ambientales, tipos de embalse (por su morfologia, mineralizacién
del agua, tiempo de residencia), estados troficos, estacionalidad (temperatura
e irradiancia disponible) y condiciones de mezcla o estratificacion.

Se completdé un muestreo en 99 puntos de 36 masas de agua distintas, con
informacién detallada de la composicion del fitoplancton y sus pigmentos
fotosintéticos (por HPLC y extracciéon/determinacién de ficobilinas), con
medidas de radiometria de campo y obtenciéon de AOP (reflectividad de
teledeteccion, R,s, coeficientes de atenuacion difusa), perfiles verticales de
conductividad, temperatura (CTD), fluorometria in situ (Clorofila-a,
Ficocianina, Ficoeritrina y CDOM), profundidad del disco de Secchi y datos
atmosféricos.
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Como se resumird a continuacion, los datos de R, [Chl_a], [PC] y Secchi de esta
campafia han sido utilizados en varios trabajos cientificos de desarrollo,
calibracién y validaciéon de algoritmos de calidad de agua por teledeteccidn,
conjuntamente con otras bases de datos, asf como para clasificaciones de tipos
opticos de agua (OWT; Optical Water Types) e integrados bases de datos mas
amplias. Por otro lado, las determinaciones taxondmicas de fitoplancton se
analizaron de forma separada del resto de medidas 6pticas y bioquimicas en
varios estudios biogeograficos y ecolégicos.

Sin embargo, el grueso de la informacién pigmentaria, taxondmica y
radiométrica no habia sido analizado hasta ahora de forma conjunta, ni se habia
elaborado de manera adecuada para la modelizacién bio-6ptica. Ese analisis,
inédito, se presenta por vez primera en este trabajo de Tesis.

En concreto, los datos de la campafia 2001-2002 son los que se han usado para
validacion de PHYBOM (Capitulo 4.3), simulando la reflectividad espectral, R,,
a partir de los datos in situ y comparando las R,; simuladas y medidas in situ.

También se han utilizado en el andlisis de pigmentos para el mddulo de
generacion de espectros de absorcion del fitoplancton (Capitulo 4.2.2.1), para
la obtencién de la concentracion intracelular de clorofila por géneros (Capitulo
4.2.2.3) y para determinacién de los ratios de Pigmento : Clorofila-a por grupo
taxonomico (Capitulo 4.2.2.4).

2003-2004. Campaiias de calibracion/validacién de algoritmos de calidad
de agua mediante teledeteccion hiperespectral aeroportada (AHS, CASI) y
satelital (CHRIS-Proba).

Se estudiaron 6 embalses y un total de 62 puntos de muestreo, aunque 47 de
ellos corresponden a un tinico embalse (Rosarito), que es donde se centraron la
mayor parte de las actividades de validacion. El namero de variables medidas
se redujo, en la mayoria de los puntos, a las esenciales para la validacion de los
métodos de correccién atmosférica (radiometria de campo) y de los algoritmos
de obtencion de la concentracion de Clorofila-a y Ficocianina.

Por ello, los datos de esta campana no se han utilizado para la validacién de
PHYBOM, aunque si en los andlisis de la composiciéon pigmentaria media
(Capitulos 4.2.2.1y 4.2.2.4).

2005. Campafia de intercalibracion de métodos de determinacion de la
concentracion de ficobilinas.
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Fue llevada a cabo de forma conjunta con el Instituto de Ecologia de los Paises
Bajos (Netherlands Institute of Ecology; NIOO-KNAW) con el objeto de
intercalibrar, con el CEDEX, los métodos de extraccién y analisis de
ficobiliproteinas (Capitulo 3.1.4.2). Se obtuvieron 34 puntos de muestreo en 21
embalses y lagos con presencia esperada de Cianobacterias. En todos ellos se
analizaron estos pigmentos, aunque sélo en 19 se realizaron medidas
radiométricas concomitantes.

Los datos de esta campafia tampoco se han utilizado para la validaciéon de
PHYBOM, aunque si han servido para completar los analisis de la composiciéon
pigmentaria media (Capitulos 4.2.2.1 y 4.2.2.4), en especial en lo referido a la
Ficocianina.

2007. Campaiia de validacion de los productos MERIS L2B para lagos.

Se llevd a cabo en 55 puntos de muestreo de 6 lagos, con una estrategia de
integracion espacial de las muestras para la validacién de los productos MERIS.
Es la inica campafia en la que se midieron de forma sistematica IOP, tanto in
situ (Capitulo 3.1.2) como en laboratorio (Capitulo 3.1.4.4). Sin embargo no se
llevaron a cabo determinaciones taxondémicas del fitoplancton. Por ello, se ha
utilizado para calibrar o validar los mddulos de generacion de las IOP del
fitoplancton (Capitulo 4.2.2), detritus (Capitulo 4.2.3) y materia organica
disuelta (4.2.4), pero no en la validacion de PHYBOM.

La Tabla 4.1 recoge todos los embalses y lagos estudiados durante las campafias
de campo en todo el periodo 2001-2007, resumiendo el nimero total de puntos
de muestreo estudiados en cada punto y el tipo de medidas realizadas
(radiometria de campo, andlisis de pigmentos por HPLC y taxonomia del
fitoplancton). También muestra el amplio intervalo de los valores medidos de
la profundidad del disco de Secchi y de la [Chl_a], que son un indicador de la
diversidad de estados tréficos y tipos de agua presentes en la base de datos final
(Figura 4.1). Hay que destacar también que la profundidad en los puntos de
muestreo es siempre muy superior a la del disco de Secchi, por lo que la
influencia de la reflectividad del fondo se puede considerar despreciable en
toda la base de datos.
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Tabla 4.1. Tabla resumen de las camparias de muestreo (2001-2007)

Datos generales Numero de puntos de muestreo Datos del muestreo
Embalse o Lat. Lon Alt Z méx Zmed. | Z Secchi | Chl_a
lago (ggmmss) | (ggmmss) | (msnm.) (m) Total | Rad. | HPLC | Fito. |Completos (m) | med. (m)| (ng/1)
Aguilar 424849 -041915 942 48 4 4 4 4 4 13.9 1.4 6.6
Alarcén 393658 -021034 806 71 6 4 4 4 4 16.1 2.5 3.5
Albufera 392107 -002016 1 2 30 | 30 22 11 10 1.5 0.2 325.0
Alcantara 394539 -064502 218 135 8 8 7 2 2 31.2 1.7 200.8
Alcorlo 410101 -030135 920 62 1 1 1 1 1 25.7 2.1 1.6
Almendra 411303 -061737 730 202 18 18 11 3 3 30.5 2.1 35.7
Beniarrés 384846 -002118 318 53 1 1 1 1 1 14.7 1.0 57.0
Bornos 364829 -054409 104 52 2 2 2 2 2 10.0 0.9 6.2
Brovales 382105 -064145 303 25 1 1 1 1 1 4.4 0.6 53.8
Buendia 402415 -024606 712 79 1 1 1 1 1 18.2 9.6 0.5
Burguillo 402534 -043612 729 91 4 4 4 4 4 22.3 2.1 18.9
Canelles 420222 003924 506 150 4 4 4 4 4 12.5 6.0 1.0
Castrejon 394959 -041746 425 29 1 0 1 1 0 7.8 0.5 144.8
Cernadilla 420106 -062826 889 69 1 1 1 1 1 17.4 3.3 3.1
Cijara 392237 -050008 428 80 2 2 2 2 2 19.9 5.2 1.4
Contreras 393718 -013255 669 129 2 2 2 2 2 31.7 2.6 1.6
Cortes 391458 -005537 326 112 1 1 1 1 1 29.0 4.0 1.5
C. del Pozo 415129 -024410 1078 40 9 9 7 0 0 14.2 3.2 4.5
Ebro 425841 -040415 838 34 3 3 2 3 2 8.8 0.9 52.8
El Atazar 405406 -033219 873 141 4 4 4 4 4 41.7 7.2 4.5
El Campillo 401736 -033137 538 20 2 0 2 2 0 10 0.7 37.2
El Castro 394821 -034508 559 36 1 0 1 1 0 7.7 0.3 48.2
Entrepefias 403030 -024348 718 85 1 1 1 1 1 25.9 4.5 2.1
Finisterre 393905 -033909 686 33 1 0 1 1 0 28.3 0.7 14.7
Giribaile 380538 -032919 346 84 1 1 1 1 1 20.7 2.3 2.9
Guadalcacin 363943 -054556 102 44 2 2 2 2 2 73.4 3.6 1.0
Guadalén 381002 -032829 350 55 1 1 1 1 1 15.5 1.0 2.5
Guadalteba 365726 -045019 362 84 2 2 2 2 2 16.0 1.3 106.5
Guajaraz 394756 -040509 605 47 1 0 1 1 0 11.4 0.7 12.0
Iznajar 371508 -041819 421 120 14 | 14 9 4 3 39.7 4.2 11.7
Jandula 381531 -035558 360 88 2 2 2 2 2 32.1 5.5 2.9
La Serena 385316 -051051 354 89 4 4 4 4 4 70.3 4.3 2.9
Los Arroyos 403522 -040260 838 17 1 0 1 1 0 4.6 0.8 24.8
M. dela Hoz 403147 -035624 625 19 1 0 1 1 0 3.4 0.6 53.6
Navalcan 400218 -050658 370 26 3 3 3 3 3 3.8 0.6 53.0
Negratin 373355 -025612 638 75 2 2 2 2 2 20.1 4.4 1.1
Pedrezuela 404524 -033727 828 53 1 0 1 1 0 10.5 0.9 21.6
Picadas 402000 -041459 1040 59 1 0 1 1 0 16.6 2.8 9.0
Pinilla 405611 -033352 1089 33 4 4 4 3 3 9.6 1.6 24.3
Porcal 401904 -033035 535 22 3 0 2 3 0 15 0.6 38.4
Rialb 415837 011437 430 99 4 4 4 4 4 22.3 2.0 8.7
Riafio 425836 -050121 1100 101 2 2 2 2 2 30.4 3.4 10.6
Ricobayo 413817 -055435 684 100 4 4 4 4 4 17.9 3.2 5.9
Rosarito 400606 -051832 307 38 54 | 54 38 6 5 6.5 0.7 61.2
San Juan 402300 -042008 580 78 2 2 2 2 2 24.7 5.0 13.1
Sanabria 420710 -064229 998 88 2 2 2 2 2 47.0 5.4 1.3
Sta. Teresa 403916 -053542 887 59 2 2 2 2 2 209 3.0 3.5
Santillana 404325 -035054 894 40 4 3 4 4 3 8.6 1.0 413
Terradets 420334 005310 372 47 2 2 1 2 1 10.1 0.6 0.9
Tremp 421323 005818 501 86 4 4 4 4 4 22.1 4.6 2.4
Ullivarri 425639 -023525 547 37 2 2 2 2 2 9.2 4.0 3.3
Valdecafias 394830 -052634 315 98 5 5 4 5 4 23.3 2.7 15.8
Valmayor 403259 -040258 831 60 6 4 6 6 4 17.5 1.7 28.8
Valparaiso 415851 -061805 833 64 3 3 2 3 2 13.3 3.0 5.0
Valuengo 381814 -064004 297 33 2 2 2 2 2 6.7 0.6 37.3
V. de Jabalén 384551 -034707 639 25 1 1 1 1 1 5.2 0.7 41.0
TOTAL 250 | 232 | 204 | 140 117
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La base de datos obtenida es uno de los escasos ejemplos a nivel mundial de un
estudio sistematico de variables épticas y limnoloégicas, sobre un ntimero alto
de lagos distintos y para un amplio gradiente de condiciones ambientales. Y
parte de sus variables han quedado recogidas en bases de datos globales, como
LIMNADES (Groom et al., 2014), o, mas recientemente en la base de datos
hiperespectrales de libre acceso GLORIA (Lehmann et al, 2023), que
proporciona un conjunto de datos accesibles para el desarrollo y validacién de
algoritmos de calidad de aguas continentales mediante teledeteccidn.

Media [Chl-a]
@]

©C @ @
<1 1-2.52.5-8 8-25 >25

N2 Puntos de muestreo

1-2 3.5 6.10 11-30 31.60

Figura 4.1. Distribucién geogrdfica de los puntos de muestreo de las campanas
realizadas en el periodo 2001-2007. En total se muestrearon 56 embalses y dos
lagos. El didmetro de los circulos indica el niimero de puntos por masa de agua,
mientras que su color indica la concentracién media de Clorofila-a.
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Figura 4.2. Resumen de la variabilidad dptica de la base de datos obtenida, en
relacion con la base de datos global GLORIA (Lehmann et al.,, 2023). Los espectros
de reflectividad estdn representados de acuerdo con su similitud con los tipos
dpticos definidos en Spyrakos et al, 2018. Ocho de los 13 tipos dpticos globales
estdn presentes en la base de datos (indicados en rojo en el histograma, con
respecto al total de GLORIA). Los puntos (en rojo) se distribuyen de forma amplia
en el diagrama de cromaticidad (elaborado de acuerdo con CIE, 1931), ocupando
la zona central del total de puntos de GLORIA (en negro) que corresponde a las
aguas continentales en las que el fitoplancton domina la forma espectral.

La inclusién de la base de datos ibérica en GLORIA (Lehmann et al,, 2023) ha
permitido evaluar hasta qué punto la variabilidad de tipos 6pticos recogida es
representativa de la variabilidad observada a nivel mundial. Y como muestra la
Figura 4.2, ocho de los trece tipos de aguas obtenidos por agrupaciéon estadistica
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de las reflectividades observadas mediante técnicas de andlisis cluster
(Spyrakos et al.,, 2018), lo que indica que no so6lo es representativa de los tipos
opticos de la peninsula ibérica sino de una parte importante de la variabilidad
observada hasta ahora en estudios en muy diferentes lugares del planeta.

De hecho, por sus caracteristicas, ha sido usada en el desarrollo de los
principales sistemas de clasificacion de tipos 6pticos propuestos hasta ahora
para aguas continentales y costeras. Asi, en la clasificacion de Moore et al.
(2014), basada en un algoritmo de clasificacion FCM (Fuzzy C-Means) de los
datos hiperespectrales de reflectividad y los de Clorofila-a, la base de datos
espafiola presentaba un reparto muy homogéneo de sus puntos (N=179) en los
7 tipos o6pticos definidos. Y también fue utilizada en la obtencién de la
clasificacion de Spyrakos et al. (2018), ya mencionada, basada en una base de
datos mas amplia (LIMNADES), y que utilizaba un analisis cluster (k-means) de
las reflectividades medidas.

El conjunto de datos de reflectividad, concentraciéon de Clorofila-a, [Chl a],
Ficocianina, [PC] y disco de Secchi, como variables principales, ha sido utilizado
en el desarrollo y validacién de algoritmos de calidad de agua mediante
teledeteccion satelital, como el indice MPH para MERIS/OLCI (Pitarch et al.,
2017), la validacién de diversos métodos para Sentinel-2 y -3 (Spyrakos et al.,
2020) o un método de obtenciéon simultanea de [Chl a], s6lidos totales en
suspension (7SS) y absorcion del CDOM, aplicable a Landsat y Sentinel-2 y -3
(Pahlevan et al.,, 2022).

Por otro lado, la presencia en la base de datos de determinaciones analiticas de
la concentracién de Ficocianina, [PC], medida muy infrecuente en otras bases
de datos, y la abundancia de puntos con dominancia de Cianobacterias, ha
propiciado su uso en la evaluacion de métodos para la estimacion de biomasa
de Cianobacterias (Simis et al, 2007; Ruiz-Verdd, 2008), asi como sus
aplicaciones en sensores hiperespectrales como HICO o PRISMA (0O'Shea et al.,
2021; Zolfaghari et al., 2021).

Las campanas de campo 2001-2007 se produjeron en el contexto del desarrollo
de la mision Envisat de la ESA, puesta en 6rbita en 2002, que fue de hecho uno
de los principales motivos que inspird el disefio y ejecucion de las campaiias de
campo. Por ello, parte de sus datos fueron usados en la calibracion y validaciéon
de modelos de calidad de agua de aplicacion en imagenes del sensor MERIS de
Envisat (Pefia-Martinez et al., 2005). Los de la campafia de 2007, preparada
especificamente con ese fin, sirvieron para validar los productos de
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reflectividad, atmosféricos, IOP y calidad de agua que ofrecia la versién para
lagos del procesador de L2B de MERIS (Ruiz-Verdu et al, 2008b) y también el
método de correcciéon atmosférica SCAPE-M (Guanter et al, 2010), que
proporcion6 mejores resultados en aguas continentales. En cuanto a la
campafia de 2003-2004, se usé en el desarrollo y validaciéon de indices
espectrales para la teledeteccion de [Chl_a] y [PC] con el sensor CHRIS/Proba
(Ruiz-Verdu et al., 2005).

Por otro lado, las determinaciones taxonémicas del fitoplancton se usaron,
aisladamente del resto de la base de datos, en estudios de distribucion y
abundancia de Cianobacterias (De Hoyos et al., 2004), en el andlisis de los
factores ambientales que influyen en la distribucién de las Diatomeas (Negro et
al., 2005), en el desarrollo de un indice de estado troéfico para la DMA (Phillips
et al,2013) y en la validacion de métodos de evaluacion de la calidad del agua
basados en fitoplancton (Thackeray et al., 2013).

Todos los trabajos mencionados en los parrafos anteriores, que dan una idea de
la capacidad de la base de datos como herramienta en el desarrollo y validacion
de modelos bio-6pticos y de calidad del agua, se han hecho con una parte
pequena de la informaciéon obtenida en las campanas de campo. Toda la
potencialidad de la informacién taxonémica y de variables morfométricas y
poblacionales que se pueden derivar de ella, de la composicidn pigmentaria, de
las I0P medidas y, sobre todo, del uso combinado de estos datos, ha
permanecido inexplorada hasta ahora.

En los capitulos de desarrollo (4.2) y validacién (4.3) del modelo bio-6ptico
PHYBOM se ha hecho uso, con diversos propoésitos, de informacion directa o
derivada de la base de datos. A lo largo del texto aparece citada como base de
datos (de embalses y lagos), base de datos de validacion, camparias de campo o
campaia(s) de caracterizacién bio-6ptica (o sélo caracterizacién bio-dptica).
También a menudo con el adjetivo “espariola” o mas frecuentemente “ibérica”,
primando el criterio biogeografico sobre el politico. El animo de esta diversidad
de términos no es el de confundir al lector sino el de anadir ligereza y variedad
al texto, pues la necesidad frecuente de aludir al origen de los datos puede hacer
la lectura mas densa y mondtona si los términos empleados se repiten
sistematicamente. En cualquier caso, es importante volver a insistir en que
todos los datos utilizados en el trabajo de tesis provienen de la base de datos
descrita en este capitulo, excepto cuando se mencione expresamente.
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4.1.1. Resultados relevantes para el desarrollo del
modelo bio-6ptico

El andlisis de los resultados se centré en la informacion basica taxonémica y
pigmentaria, de la que se extrajo nueva informacion derivada, de utilidad para
la modelizacién de las IOP del fitoplancton. Asi, se calcularon estadisticas de los
tamafios y formas celulares determinados por microscopia, que a su vez, y
conjuntamente con la concentracién de pigmentos, permiten obtener algunas
variables clave en la simulacién de las propiedades 6pticas a nivel de particula
(didmetro esférico equivalente, concentracién intracelular de Clorofila-a)
mediante los métodos derivados de la Teoria de Mie (Capitulo 2.1.2.2) y el
calculo de las volumétricas mediante la PSD (capitulo 2.1.2.3). También se
analizaron las relaciones entre pigmentos, dependientes de los tipos de
fitoplancton, necesarias para la simulacion de los coeficientes de absorcidn.

Del analisis global de los datos de la campafia 2001-2002 (N=99), se obtuvieron
algunos resultados relevantes para el disefio del modelo bio-6ptico y de su
estrategia de validacién, que se resumen a continuacion:

(1) Las poblaciones naturales de fitoplancton eran todas diversas en cuanto a
su composicién taxonémica, tanto a nivel de género, con un promedio de 17
géneros identificados por punto de muestreo (minimo 6 y maximo 29), como a
nivel de clase (Figura 4.3) (5 de media por punto, con un minimo de 3 y un
maximo de 8).

(2) La misma diversidad se observa en la distribucién de tamaiios (diametro
medio equivalente, con un promedio de la desviacidn estandar por punto (9.8
um) muy similar a la media (9.4 um).

(3) La hipétesis de esfericidad so6lo se cumple, en promedio, para el 58% del
biovolumen total (Figura 4.3), y tan sélo en un 52% del nimero de células
contadas en los 99 puntos de muestreo. Analizado punto a punto, el resultado
es muy dispar, con 17 en los que mas del 80% de las células se pueden asimilar
a una esfera, frente a 21 puntos con menos del 20% de células con esa forma
geométrica.
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Figura 4.3. Porcentaje de biomasa (arriba) por clases taxonomicas (arriba) y por

forma celular (abajo). Cada barra representa un punto de muestreo (N= 99)

ordenados por concentracién de Clorofila-a (mg m-3) creciente.
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(4) Hay que tener en cuenta ademas, que en la clasificacién que se muestra en
la Figura 4.3 y en la Tabla 4.2, se ha agrupado como “esféricas” a un conjunto de
formas celulares y estructuras intracelulares diversas, que pueden contenerse
en un esferoide en el que el eje perpendicular tiene una longitud muy cercana a
la del eje de simetria. Ademas, en muchos casos estan asociadas en estructuras
coloniales, que pueden ser filamentosas, formar “tapetes” bidimensionales o
tener una estructura mas desorganizada pero envuelta en mucilagos con
diferente indice de refraccion al de las células.

(5) No se ha encontrado ninguna relacion estadistica significativa en la base de
datos entre la concentracion de Clorofila-a total, [Chl_a] y 1a abundancia relativa
de las 6 clases taxondmicas consideradas. Tampoco entre [Chl_a] y el tamafio
celular.

(6) De los 106 géneros de fitoplancton identificados en la campafia 2001-2002,
15 de ellos aparecen dUnicamente en puntos oligo-mesotréficos ([Chl_a] <
7.6 ug/l) y 23 en puntos eutroficos e hipertréficos ([Chl_a] = 7.6 ug/l). Pero
cuando se analizan los 50 géneros mas frecuentes (Tabla 4.2) la gran mayoria
(84%) no se puede asignar univocamente a ningtn estado tréfico. Cuando se
ordenan los géneros por su biomasa media por punto si se observa, como seria
esperable, una mayor presencia de géneros asociados univocamente a los
puntos eutroficos e hipertroficos.

(7) La mediana de la distribuciéon de tamafos de las 6 clases taxondmicas
principales (Figura 4.4) proporciona un valor indicativo de su tamafio celular,
que puede ser util como valor por defecto en una simulacién bio-6ptica. Pero la
distribucion de tamafios es amplia en todas las clases, solapandose entre ellas
en los intervalos de tamafios mas frecuentes (2-12 um).

(8) No se observan correlaciones significativas entre la frecuencia de aparicion
de clorofilas y carotenoides con valor taxonémico y la [Chla], lo que es
coherente con la variabilidad observada en la composiciéon taxonémica.
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Tabla 4.2. Resumen de los 50 géneros de fitoplancton mds frecuentes en la
campaifia de caracterizacién bio-optica. Las ultimas dos columnas indican la
frecuencia de aparicién del género en muestras oligo-mesotréficas (%0-M) o
eutréficas-hipertréficas (%E-H).

i Frecuenci Promedio Promedio | Promedio Forma

GENERO CLASE aenlaBD ESD (um) Biomasa Num. celular %0-M %E-H
(%) (ug/N) células

Cryptomonas Criptoficeas 93% 139+1.7 339.0 2.70E+08 | elipsoide 54% 46%
Oocystis Cloroficeas 76% 84+19 145.7 4.10E+08 esférica 52% 48%
Scenedesmus Cloroficeas 70% 53+0.6 148.5 1.50E+09 elipsoide 64% 36%
Rhodomonas Criptoficeas 67% 6.2+0.6 94.5 7.63E+08 | elipsoide 52% 48%
Monoraphidium Cloroficeas 55% 4.2+0.8 28.9 5.76E+08 | elipsoide 54% 46%
Cyclotella Diatomeas 52% 89+1.6 385.7 3.60E+09 | cilindrica 40% 60%
Ceratium Dinoflagelados 49% 43.0+0.0 180.5 4.33E+06 conica 27% 73%
Fragilaria Diatomeas 45% 9.7+1.2 165.5 4.03E+08 | elipsoide 54% 46%
Aulacoseira Diatomeas 45% 124+19 241.6 2.27E+08 | cilindrica 49% 51%
Staurastrum Cloroficeas 44% 30.0 + 4.6 1998.2 2.64E+08 | estrellada 53% 48%
Gymnodinium | Dinoflagelados 43% 19.2+6.3 98.8 1.01E+08 | elipsoide 54% 46%
Pediastrum Cloroficeas 42% 10.6 + 6.4 73.9 5.32E+08 clnica 68% 32%
Sphaerocystis Cloroficeas 41% 53%0.5 159.6 1.72E+09 esférica 59% 41%
Aphanothece Cianobacterias 36% 09+0.1 232.6 3.19E+11 elipsoide 61% 39%
Microcystis Cianobacterias 35% 4.6 +0.7 613.0 1.24E+10 esférica 72% 28%
Merismopedia | Cianobacterias 33% 14+04 52.6 4.97E+10 esférica 67% 33%
Anabaena Cianobacterias 33% 5.8+0.9 207.7 2.75E+09 esférica 60% 40%
Coelastrum Cloroficeas 33% 5.5+0.5 170.9 1.13E+09 esférica 53% 47%
Chlorella Cloroficeas 33% 52+13 75.5 5.86E+08 esférica 40% 60%
Aphanizomenon | Cianobacterias 32% 52+0.3 246.9 2.84E+09 esférica 48% 52%
Stephanodiscus Diatomeas 27% 63+1.1 81.5 8.19E+08 | cilindrica 52% 48%
Closterium Cloroficeas 26% 14.8+5.2 8.7 2.53E+07 elipsoide 67% 33%

Trachelomonas | Euglenoficeas 26% 15.0+1.9 28.2 3.03E+07 esférica 54% 46%
Peridinium Dinoflagelados 25% 32.2+8.7 1004.6 7.83E+07 | elipsoide 48% 52%

Tetraedron Cloroficeas 24% 6.2+0.7 25.3 1.82E+08 cOnica 64% 36%
Synechocystis | Cianobacterias 23% 4.0+0.3 657.4 1.93E+10 esférica 67% 33%
Woronichinia Cianobacterias 22% 3.8+0.2 286.4 9.60E+09 elipsoide 35% 65%

Romeria Cianobacterias 21% 1.7+0.3 146.1 1.39E+11 esférica 84% 16%

Elakatothrix Cloroficeas 21% 49+0.4 0.5 9.96E+06 | cilindrica 37% 63%

Planktothrix Cianobacterias 20% 3.9+0.5 12093.5 | 4.49E+11 esférica 72% 28%

Cosmarium Cloroficeas 20% 18.7 + 2.6 150.2 4.41E+07 esférica 67% 33%

Asterionella Diatomeas 20% 9.9+0.5 272.0 5.99E+08 | cilindrica 61% 39%
Nephrodiella Xantoficeas 20% 54 +0.5 4.8 6.20E+07 elipsoide 28% 72%

Crucigenia Cloroficeas 19% 4.6+0.3 65.4 1.65E+09 elipsoide 35% 65%

Nitzschia Diatomeas 16% 10.7+1.8 592.2 1.15E+09 | elipsoide 100% 0%
Pseudanabaena | Cianobacterias 15% 2.3+0.5 12.4 2.74E+09 | cilindrica 57% 43%
Botryococcus Cloroficeas 15% 3.7+0.2 4.9 1.70E+08 esférica 29% 71%
Keratococcus Cloroficeas 14% 4.8+0.5 2.3 3.37E+07 elipsoide 69% 31%

Jaaginema Cianobacterias 12% 1.8+0.3 2163.2 7.24E+11 | cilindrica 100% 0%
Anabaenopsis | Cianobacterias 12% 28%0.1 74.4 6.03E+09 esférica 100% 0%
Didymocystis Cloroficeas 12% 3.8+0.6 16.2 1.07E+09 | elipsoide 27% 73%
Kirchneriella Cloroficeas 11% 3.7+0.8 15.2 8.23E+08 | elipsoide 70% 30%

Cylindrospermopsis| Cianobacterias 10% 29+0.4 4154.7 4.94E+11 esférica 100% 0%

Geitlerinema Cianobacterias 10% 29+0.4 3853.9 3.03E+11 esférica 100% 0%

Lagerheimia Cloroficeas 10% 9.0+2.1 144.1 2.78E+08 esférica 78% 22%
Crucigeniella Cloroficeas 10% 3.9+0.7 18.4 7.40E+08 | elipsoide 44% 56%

Ankistrodesmus Cloroficeas 9% 55+1.5 1.9 1.33E+08 | cilindrica 50% 50%

Kephyrion Crisoficeas 9% 54+0.3 1.8 2.28E+07 esférica 0% 100%

Mallomonas Crisoficeas 8% 119+ 2.8 44.8 1.16E+08 | elipsoide 57% 43%

Limnothrix Cianobacterias 8% 2.8+0.3 28.7 2.82E+09 esférica 43% 57%
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Tabla 4.3. Resumen de los 50 géneros de fitoplancton con mayor biomasa
(promedio por punto) en la campariia de caracterizacién bio-6ptica. Las ultimas
dos columnas indican la frecuencia de aparicion del género en muestras oligo-

mesotrdficas (%0-M) o eutrdficas-hipertréficas (%E-H).

- Frecuencia Promedio Promedio Promedio Forma
GENERO CLASE enla BD ESD (um) Biomasa Num. células celular %0-M %E-H
%) : (ug/) '
Planktothrix Cianobacterias 20% 39+0.5 12093.5 | 4.49E+11 esférica 72% 28%
Cylindrospermopsis | Cianobacterias 10% 29+0.4 4154.7 4.94E+11 esférica 100% 0%
Geitlerinema Cianobacterias 10% 29+0.4 3853.9 3.03E+11 esférica 100% 0%
Jaaginema Cianobacterias 12% 1.8+0.3 2163.2 7.24E+11 cilindrica 100% 0%
Staurastrum Cloroficeas 44% 30.0 + 4.6 1998.2 2.64E+08 | estrellada 53% 48%
Melosira Diatomeas 2% 31.6+14.3 1649.4 3.32E+08 cilindrica 100% 0%
Peridinium Dinoflagelados 25% 32.2+8.7 1004.6 7.83E+07 elipsoide 48% 52%
Monosiga Crisoficeas 1% 10.8 + 0.0 682.4 1.04E+09 esférica 100% 0%
Synechocystis Cianobacterias 23% 4.0+0.3 657.4 1.93E+10 esférica 67% 33%
Tabellaria Diatomeas 8% 12.5+0.5 647.4 5.47E+08 cilindrica 43% 57%
Microcystis Cianobacterias 35% 4.6+0.7 613.0 1.24E+10 esférica 72% 28%
Nitzschia Diatomeas 16% 10.7+1.8 592.2 1.15E+09 elipsoide 100% 0%
Cyclotella Diatomeas 52% 89+1.6 385.7 3.60E+09 cilindrica 40% 60%
Pinnularia Diatomeas 1% 23.0+0.0 370.8 5.79E+07 elipsoide 100% 0%
Cryptomonas Criptoficeas 93% 139+ 1.7 339.0 2.70E+08 elipsoide 54% 46%
Pteromonas Cloroficeas 1% 8.6+ 0.0 314.5 9.39E+08 esférica 100% 0%
Woronichinia Cianobacterias 22% 3.8+0.2 286.4 9.60E+09 elipsoide 35% 65%
Ochromonas Crisoficeas 7% 44+1.6 274.0 2.46E+09 elipsoide 50% 50%
Asterionella Diatomeas 20% 9.9+0.5 272.0 5.99E+08 cilindrica 61% 39%
Chloridella Xantoficeas 2% 9.6+ 0.0 264.5 5.71E+08 esférica 100% 0%
Aphanizomenon | Cianobacterias 32% 52+0.3 246.9 2.84E+09 esférica 48% 52%
Aulacoseira Diatomeas 45% 12.4+1.9 241.6 2.27E+08 cilindrica 49% 51%
Aphanothece Cianobacterias 36% 09+0.1 232.6 3.19E+11 elipsoide 61% 39%
Golenkiniopsis Cloroficeas 2% 5.0+0.0 210.6 3.22E+09 esférica 100% 0%
Anabaena Cianobacterias 33% 5.8+0.9 207.7 2.75E+09 esférica 60% 40%
Ceratium Dinoflagelados 49% 43.0+0.0 180.5 4.33E+06 conica 27% 73%
Coelastrum Cloroficeas 33% 5.5+0.5 170.9 1.13E+09 esférica 53% 47%
Fragilaria Diatomeas 45% 9.7+1.2 165.5 4.03E+08 elipsoide 54% 46%
Sphaerocystis Cloroficeas 41% 53%0.5 159.6 1.72E+09 esférica 59% 41%
Cosmarium Cloroficeas 20% 18.7 + 2.6 150.2 4.41E+07 esférica 67% 33%
Scenedesmus Cloroficeas 70% 53+0.6 148.5 1.50E+09 elipsoide 64% 36%
Romeria Cianobacterias 21% 1.7+0.3 146.1 1.39E+11 esférica 84% 16%
Oocystis Cloroficeas 76% 84+1.9 145.7 4.10E+08 esférica 52% 48%
Lagerheimia Cloroficeas 10% 9.0+2.1 144.1 2.78E+08 esférica 78% 22%
Actinocyclus Diatomeas 1% 15.1 0.0 134.7 7.45E+07 esférica 100% 0%
Quadricoccus Cloroficeas 4% 5.5%0.0 120.0 1.38E+09 elipsoide 25% 75%
Gymnodinium Dinoflagelados 43% 19.2+6.3 98.8 1.01E+08 elipsoide 54% 46%
Rhodomonas Criptoficeas 67% 6.2+0.6 94.5 7.63E+08 elipsoide 52% 48%
Euglena Euglenoficeas 5% 24.6+5.0 91.9 2.78E+07 elipsoide 80% 20%
Westella Cloroficeas 3% 4.0+ 0.0 84.7 2.53E+09 esférica 33% 67%
Stephanodiscus Diatomeas 27% 63+1.1 81.5 8.19E+08 cilindrica 52% 48%
Chlorella Cloroficeas 33% 52+13 75.5 5.86E+08 esférica 40% 60%
Anabaenopsis Cianobacterias 12% 28%0.1 74.4 6.03E+09 esférica 100% 0%
Pediastrum Cloroficeas 42% 10.6 + 6.4 73.9 5.32E+08 cOnica 68% 32%
Katodinium Dinoflagelados 5% 6.1+0.6 70.0 2.87E+08 elipsoide 20% 80%
Crucigenia Cloroficeas 19% 4.6 +0.3 65.4 1.65E+09 elipsoide 35% 65%
Phacus Euglenoficeas 2% 12.8+1.0 62.9 5.38E+07 elipsoide 100% 0%
Spirulina Cianobacterias 1% 4.9+0.0 59.7 9.66E+08 esférica 100% 0%
Merismopedia Cianobacterias 33% 1.4+0.4 52.6 4.97E+10 esférica 67% 33%
Vacuolaria Rafidoficeas 1% 37.8+0.0 52.3 1.85E+06 esférica 0% 100%
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Figura 4.4. Histogramas de la suma del niimero de células/m3 por clases
taxondémicas en el total de la base de datos, ordenados segun el didmetro esférico

equivalente (ESD, en um).
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Figura 4.5. Porcentaje de la concentracion de Clorofila b, Clorofila c, 3-carotenoy
xantofilas sobre el total de la concentracion de clorofilas y carotenoides (excluida
la Clorofila-a). Cada barra representa un punto de muestreo (N= 168) ordenados
por concentracién de Clorofila-a (mg m-3) creciente.
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De los 8 grupos de observaciones anteriores se extrajeron varias conclusiones
acerca de algunas simplificaciones y asunciones habituales en los modelos bio-
opticos, que pueden limitar su aplicaciéon a las aguas continentales y a la
variabilidad observada en sus poblaciones de fitoplancton:

e El usode unos pocos espectros “tipo” para los coeficientes de absorcion
y dispersion especifica no permite simular la variabilidad observada en
la composicién taxondmica y pigmentaria.

e Las hipotesis basicas de la teoria de Mie sobre la forma y estructura
interna de las particulas no son validas en la mayoria de las poblaciones
de fitoplancton estudiadas, que se alejan de la asuncion de esfericidad y
homogeneidad interna de sus células. Es aconsejable explorar
alternativas que reproduzcan mas fielmente el efecto de la morfologia
celular en las I0P del fitoplancton.

e Las simplificaciones o parametrizaciones de muchos modelos bio-
Opticos basadas en relaciones empiricas con la [Chl_a] no parecen
adecuadas para determinar la composicién taxonémica ni el tamafio
celular promedio de las poblaciones de fitoplancton de aguas
continentales.

El modelo bio-éptico desarrollado en esta Tesis pretende ir mas alla de estas
simplificaciones habituales en la modelizacién bio-6ptica, para poder
reproducir la variabilidad observada en las poblaciones de fitoplancton de
aguas continentales y simular sus IOP y AOP con suficiente exactitud y
precision.

Los espectros de reflectividad obtenidos en las campafias de campo 2001-2007
(Figura 4.6) ejemplifican por un lado cémo la variabilidad de IOP y
combinaciones de OAC tiene un reflejo en la variedad de respuestas espectrales
observadas. Pero por otro lado, pone de manifiesto la dificultad de estimar los
OAC a partir Unicamente de datos experimentales de reflectividad, por la
dificultad de conseguir un nimero suficiente de medidas de todos los casos
posibles. Es por ello muy necesario contar con una herramienta de simulaciéon
realista y flexible. Y ese es uno de los principios inspiradores de PHYBOM.
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Figura 4.6. Resumen de los espectros de reflectividad de la base de datos,

agrupados segtn la clase taxonémica dominante (>50% de la biomasa total). Los

puntos en los que ninguna clase supera el 50% se agrupan como “Poblaciones
mixtas”.
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4.2. Desarrollo del modelo bio-dptico

4.2.1. Arquitectura y diseio

El modelo bio-6ptico, denominado PHYtoplankton-Based Optical Model
(PHYBOM), es un conjunto de operaciones y procesos que permite simular las
propiedades o6pticas inherentes (IOP) de una masa de agua, a partir de sus
componentes épticamente activos (OAC).

PHYBOM distingue, ademas de las moléculas de agua, cuatro OAC principales:

o Fitoplancton (Phy), definido segtin su forma (procariota o eucariota),
su tamafio, su composicion pigmentaria y/o su clasificacion
taxondmica.

e Detritus organicos (Det), particulados y disueltos, correlacionados con
el fitoplancton.

e Materia organica disuelta colora (CDOM), no correlacionada con el
fitoplancton.

e Particulas No Algales (NAP), no correlacionadas con el fitoplancton.

El modelo pretende reflejar la complejidad y diversidad de cada componente, y
en especial la del fitoplancton, que es el OAC simulado con mayor nivel de
detalle. Para ello utiliza unas variables de entrada principales, definidas por el
usuario; unas variables de entrada derivadas, que calcula el propio modelo pero
que también pueden proporcionarse por el usuario; un conjunto de pardmetros
y relaciones matemadticas entre las variables de entrada; unas funciones de
transformacion y unas variables de salida: los IOP de 1a masa de agua simulada.

Para algunos propositos, la obtencién de las IOP, para una masa de agua o un
conjunto de masas de agua, puede ser el fin dltimo de la ejecucién del modelo.
Pero PHYBOM estd concebido para proporcionar las propiedades oépticas
aparentes (AOP), en especial la reflectividad espectral, dadas unas condiciones
de contorno (atmosféricas, meteorologicas, variables de estado de la masa de
agua), que determinan la geometria de iluminacién y la distribucién vertical de
los OAC. Estas condiciones de contorno se definen también como parametros
del modelo y, juntamente con las IOP, sirven de entrada al cddigo de
transferencia radiativa HydroLight (Figura 4.7).



RESULTADOS Y DISCUSION 93

En sintesis, PHYBOM es un modelo bio-6ptico capaz de simular las propiedades
opticas inherentes de una muy amplia variedad de combinaciones de OAC, que
alimenta al cédigo de transferencia radiativa HydroLight, para la simulacién de
las propiedades oOpticas aparentes, observables desde un sensor remoto. Su
desarrollo, calibracion y validaciéon se ha hecho con informacién obtenida
preferentemente en aguas continentales y costeras y/o procedente de modelos
fisicos aplicables a este tipo de aguas, que son su objetivo principal. Con ciertas
restricciones, puede usarse también para aguas oceanicas y, dado su disefio, es
facil recalibrar sus parametros y/o ampliar el nimero de variables de entrada.

Tal y como se tratara en detalle en los siguientes capitulos, en el disefio que ha
sido desarrollado y validado en este trabajo de tesis, se han considerado los
siguientes intervalos:

e Paraladefinicion de las poblaciones del fitoplancton y sus I0P:

- 2 tipos morfoldgicos (procariotas y eucariotas) con propiedades
oOpticas diferentes

- 6 grupos taxondmicos (Cianobacterias, Cloroficeas, Criptoficeas,
Crisoficeas, Diatomeas y Dinoflagelados)

- Un rango continuo de tamarios (ESD, didmetro esférico
equivalente) de 1 a 50 um (extrapolable para tamanos
superiores)

- Concentracion (pg/1) de 15 pigmentos fotosintéticos y
fotoprotectores (3 clorofilas, 10 carotenoides y 2
ficobiliproteinas)

- Simulacién de la fluorescencia de PS 11 y PS 1

e Para las particulas no algales, 5 tipos de particulas (calcareas, siliceas,
dos tipos de arcillas y tierra parda) con propiedades Opticas y ratios
backscattering / scattering variables.

e Diferentes tipos de sustancias disueltas y particulas organicas,
mediante los parametros de los modelos de absorcidon de detritus y
CDOM (y de dispersion de detritus).
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Figura 4.7. Esquema funcional del modelo bio-dptico, integrado con el cédigo de
transferencia radiativa HydroLight. Los asteriscos indican las configuraciones
usadas en este trabajo, aunque el modelo puede trabajar también con patrones
de distribucién vertical de las IOPy con profundidades finitas (influencia del fondo

en las AOP).
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En cuanto a la configuraciéon del cédigo de transferencia radiativa, PHYBOM
permite explotar todas las posibilidades de HydroLight, aunque para la
calibracién y validacion, las simulaciones se han circunscrito a las siguientes
condiciones:

e Rango espectral para las simulaciones (IOP y AOP): 400-900 nm
(muestreo espectral a 1 nm)

e Simulaciones con “profundidad infinita” (no se considera la
reflectividad del fondo)

e Tres profundidades de simulacién hasta el primer espesor 6ptico

e Perfil vertical constante para todos los OAC

El modelo bio-6ptico calcula, a partir de los coeficientes de cada OAC, los
coeficientes globales de absorcidn, dispersion y retrodispersién (a, by by) para
la masa de agua simulada, que se proporcionan a HydroLight para la simulacion
de la transferencia radiativa en el modo de IOP medidas (que utiliza los
coeficientes globales, tal y como pueden suministrarlos los instrumentos
opticos perfiladores in situ). A partir de la fraccién de backscattering b;, (1)
proporcionada por PHYBOM, HydroLight calcula tantas funciones de fase para
el scattering B (i, 4) como longitudes de onda simuladas (400 a 900 nm). Esta
aproximaciéon asegura una simulacién mas realista del comportamiento
espectral y angular de la dispersidn, frente a la simplificacién habitual de
considerar una unica funcién de fase para todo el rango espectral.

En cuanto a la dispersion inelastica, PHYBOM no simula “per se” las funciones
de fase B (1), A) para la fluorescencia de la Clorofila-a (Sun Induced Clorophyll
Fluorescence, SICF), pero si que proporciona los datos de entrada para su
calculo por HydroLight: el espectro de absorcion del fitoplancton, las
condiciones de contorno para el calculo de la irradiancia solar incidente y el
rendimiento cuantico de fluorescencia (¢r). Como se tratard mas adelante
(Capitulo 4.3.4), la validacion de la SICF, con la base de datos utilizada en este
trabajo, ha mostrado las limitaciones actuales de HydroLight al no considerar
la fluorescencia de las ficobiliproteinas ni permitir rendimientos cuanticos
variables por fotosistema. Ambos procesos se incluiran en las capacidades
futuras de PHYBOM, mediante la generacion de las funciones de fase de la SICF
a partir de las curvas de excitaciéon y emision de los diferentes elementos
fluorescentes.

PHYBOM esta concebido para trabajar con perfiles verticales complejos, con
IOP variables en profundidad, para simular condiciones de estratificacion, con



RESULTADOS Y DISCUSION 96

maximos profundos de clorofila, o mezcla de aguas de distinta densidad o
temperatura (como “plumas” de rios o zonas intermareales). No obstante, dado
que en la base de datos de validacion, la mayoria de las variables medidas sélo
estaban disponibles para una muestra integrada hasta el primer espesor éptico,
la version actual del modelo s6lo se ha validado para condiciones de mezcla con
concentraciones constantes en profundidad hasta ese espesor Optico.
Igualmente, PHYBOM permite simular los efectos del fondo mediante la
inclusion de la reflectividad de distintos tipos de fondos en HydroLight. No
obstante todos los puntos de la base de datos de validacién se pueden
considerar de “profundidad infinita”, pues la profundidad del embalse o lago en
el punto de muestreo era siempre mayor al punto inferior de la zona eufética,
por lo que los efectos del fondo se pueden considerar despreciables.

En resumen, la version actual del modelo ha sido desarrollada y validada para
su uso en la zona limnética o peldgica (aguas abiertas), asumiendo condiciones
de mezcla en el primer espesor 6ptico, que son las condiciones habituales de
aplicaciéon de los algoritmos de obtenciéon de variables de calidad de agua
mediante teledeteccidn.

El modelo bio-6ptico, PHYBOM, consta de cuatro médulos de simulacion de I0P,
para cada uno de los OAC principales (Figura 4.8):

1) Fitoplancton: es el moédulo principal, disefiado para caracterizar de forma
muy detallada la poblacidén de fitoplancton presente en un lago. En funcién de
las variables de entrada que ha de introducir el usuario, se definen dos modos
de operacion:

e Por grupos de fitoplancton, en el que la poblacion de fitoplancton es
definida a partir de la concentracién de Clorofila-a [Chl a], como
indicador de la biomasa total; el porcentaje de la biomasa de cada uno
de los seis grupos taxonémicos principales y el tamafio celular medio de
cada grupo (definido como el didametro esférico equivalente, ESD, en
pum).

e Por composicién pigmentaria, en el que la poblacién de fitoplancton es
definida a partir de la concentracién de Clorofila-a y de otros 14
pigmentos (clorofilas b y ¢, p-caroteno, 9 xantofilas y 2
ficobiliproteinas); asi como del porcentaje de [Chl_a] y el ESD medio de
eucariotas y procariotas (Cianobacterias).
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2) Detritus: este modulo caracteriza la poblacién de detritus organicos que se
originan como resultado de la descomposiciéon del fitoplancton. Incluye
también la fraccion de materia organica disuelta colora (CDOM) correlacionada
con el fitoplancton (resultado de su composicién) y que aproximadamente
constituye la materia orgéanica disuelta autdctona (Lozovik et al, 2007). No
requiere de inputs de usuario, ya que las IOP de los detritus son calculadas a
partir de las del fitoplancton.

3) CDOM: describe el conjunto de sustancias organicas disueltas coloras no
correlacionadas con el fitoplancton, que en su mayoria es materia organica
disuelta aléctona, pues su origen principal esta en la cuenca vertiente y no en la
descomposicion de la biomasa del propio lago. Su coeficiente de absorcién se
formula con una funcién exponencial que requiere del usuario la definicién de
la absorcion a una longitud de onda (por defecto 400 nm) y la pendiente de la
funcién, dependiente de A.

4) NAP: describe todas aquellas particulas en suspension no fitoplancténicas
(particulas no algales) presentes en un lago. En la version actual de PHYBOM,
validada en este trabajo, consta de 5 tipos de particulas: minerales siliceos y
calcareos; arcillas rojas y amarillas y suelos pardos. El usuario debe definir el
tipo y concentracién de particulas no algales.

La obtencién de las IOP de los cuatro grupos de OAC, resumida en la Figura 4.8,
se lleva a cabo, dentro de PHYBOM, mediante un conjunto de:

Modelos fisicos, que relacionan las propiedades épticas microscoépicas de las
particulas y las propiedades volumétricas de las poblaciones de particulas,
desarrollados a partir de la teoria de Mie y su aproximacion de la difraccion
anémala (descritas en el capitulo 2.1.2.2). Calculan la parte real del indice de
refraccion mediante diferentes aproximaciones para el fitoplancton (Equivalent
Algal Populations, que considera la estructura intracelular) y para el resto de las
particulas (que se asumen esféricas). La parte imaginaria del indice de
refraccion se calcula como suma de la absorcidn de los pigmentos fotosintéticos,
incluyendo los efectos de empaquetamiento, y del resto de sustancias disueltas.

Asunciones, basadas en la caracterizaciéon bio-dptica de los embalses y lagos
ibéricos presentada en este trabajo y en otros trabajos previos, acerca de las
caracteristicas morfolégicas (forma y tamafio) y las propiedades épticas de los
OAC en aguas continentales. Determinan los valores por defecto (configurables)
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que toman algunas variables y pardmetros de los modelos fisicos, asi como los
propios modelos escogidos.

Relaciones empiricas, derivadas en la caracterizacién bio-6ptica presentada
en este trabajo y en otros trabajos previos, para la obtencién de algunos
pardmetros y variables intermedias de los modelos fisicos. Las principales son:
el calculo de la concentracion intracelular de Clorofila-a a partir del didmetro
celular, la relacién entre la concentraciéon de pigmentos y [Chl_a] por grupos
taxonomicos, o la estimacién de la absorcién y dispersién de detritus a partir
del fitoplancton.

Inputsin “phyto-groups” Phytoplankton Detritus

operation mode POM and M correlated with phytoplankton)
P Inputs in “phyto-pigments” (POM and CDOM correlated with phytoplankton)
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Figura 4.8. Diagrama general del modelo dptico para la generacion de IOP,
mostrando las entradas, salidas y funciones de proceso de los cuatro médulos de
simulacién (fitoplancton, detritus, CDOM y NAP).
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En los siguientes capitulos se detalla: el desarrollo de cada uno de los cuatro
modulos del modelo bio-6ptico; los modelos fisicos utilizados y las razones por
las que han sido escogidos; la justificaciéon de las asunciones basadas en la
caracterizacion bio-6ptica y la evidencia previa; y la obtencién de las relaciones
empiricas a partir de esa caracterizacién y otros trabajos en aguas
continentales.

4.2.2. Fitoplancton

El mo6dulo de simulacion del fitoplancton es el médulo principal de PHYBOM y
el mas complejo, tanto desde el punto de vista de su desarrollo y calibracién,
como de su implementacién en MATLAB. El objetivo perseguido con este
modulo era desarrollar una herramienta que, con el minimo nimero de
variables de entrada posible y con el minimo coste computacional,
proporcionara IOPs realistas para poblaciones naturales de fitoplancton. Como
se ira detallando, la revisidn de la bibliografia disponible (mas abundante en
estudios ocednicos y mucho mas escasa para aguas continentales) y el analisis
de los resultados de la caracterizacién bio-6ptica (Capitulo 4.1) determino las
cinco principales funcionalidades del médulo, que se resumen a continuacion:

1) Construccion de los espectros de absorcion a partir de la composicion
pigmentaria. (Capitulo 4.2.2.1). Esta aproximacién permite simular cualquier
poblacién natural del fitoplancton, conociendo la concentracién de clorofilas,
carotenoides y ficobiliproteinas. También simular cambios en la composicién
pigmentaria relacionados con la fotoaclimatacién (Capitulo 2.2.6).

2) Simulacién del efecto de empaquetamiento (Capitulo 4.2.2.2), por el que
la absorcion in vivo del fitoplancton es menor a la de la suma de los pigmentos
en solucion. Esa reduccion se calcula mediante un coeficiente de
empaquetamiento (Morel & Bricaud, 1986), que requiere conocer el tamaio de
las células y la concentracion intracelular de clorofila (Capitulo 4.2.2.3).

3) Aproximacion quimiotaxondmica (Capitulo 4.2.2.4) que permite simular
los espectros de absorcion para clases de fitoplancton a partir de relaciones
entre la Clorofila-a y el resto de pigmentos, obtenidas de la base de datos de
validacion y de otros estudios en aguas continentales (Schliiter et al., 2016).
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4) Simulacién de la dispersidon en funcién del tamafio y estructura celular
(Capitulo 4.2.2.5), a partir del modelo fisico de las Poblaciones Algales
Equivalentes (EAP: Equivalent Algal Populations), distinguiendo entre células
procariotas (Cianobacterias) y eucariotas (Bernard et al, 2009; Lain et al,
2014).

5) Simulacién de la fluorescencia (Capitulo 4.2.2.6), a partir del espectro de
absorcién del fitoplancton y del rendimiento cudntico de fluorescencia,
calculado mediante una funcién empirica a partir de la concentraciéon de
Clorofila-a.

La Figura 4.9 muestra un diagrama funcional resumido del médulo de
simulacién de las IOP del fitoplancton. Los fundamentos y modo de obtencién
de las funciones mostradas en la Figura 4.9 se describen en los capitulos 4.2.2.1
al4.2.2.5.
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Figura 4.9. Diagrama del modelo dptico para el fitoplancton. En el modo de
simulacién por grupos de fitoplancton, las variables de entrada que ha de
introducir el usuario (texto en azul) son la concentracion de clorofila ([Chl_a]), el
% de la biomasa de cada grupo (PHYTO GROUP %) y el didmetro medio por grupo
(ESD GROUP). En el modo de simulacion por composicion pigmentaria (rojo) las
entradas son la [Chl a] y la concentracién del resto de pigmentos ([pigi]), el
didmetro medio de la poblacion de fitoplancton (ESD PHYTO) y la fraccion de
[ChlLa] de Cianobacterias y eucariotas. Las salidas del modelo son ayp,,(4);

byny(A); by phy M)y by, phy (1) (mads detalles en el texto).
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4.2.2.1. Generacion de los espectros de absorcion a partir de la
composicion pigmentaria

Como han mostrado numerosos estudios (Lohrenz et al., 2003; Bricaud et al,,
2004; Chase et al, 2017), los espectros de absorcion especifica del fitoplancton
estan determinados por la suma de los espectros de absorcién especifica de sus
pigmentos, por lo que conociendo estos ultimos es posible construir los
primeros. En la practica, esta construccién no es tan sencilla, debido a varios
hechos:

En primer lugar, los espectros de absorcion de los pigmentos en vivo difieren
de los espectros medidos en solucién, cuando los pigmentos se han extraido con
un solvente organico (clorofilas y carotenoides) o en un medio acuoso
(ficobiliproteinas). La unién de los pigmentos a los complejos de proteinas de
los fotosistemas y a las membranas tilacoidales producen un desplazamiento
de los espectros de absorcién, normalmente a longitudes de onda mayores. Por
ejemplo, el maximo de absorcién de la Clorofila-a en el rojo se encuentra en
solventes organicos en torno a 665 nm, mientras que en vivo se observa en
torno a 676 nm. La mayoria de los carotenoides muestran desplazamientos de
magnitud similar (9-15 nm), aunque en el caso de la Fucoxantina y la Peridinina,
alcanza 40 nm, lo que confiere a las algas del linaje rojo la capacidad de absorber
luz verde que no consiguen otros carotenoides (Kirk, 1994).

Es preciso por tanto, obtener los espectros especificos de absorcion in vivo (no
in vitro) de los pigmentos individuales, pero esto no puede hacerse por andlisis
bioquimico sino matematico, bien aplicando un desplazamiento espectral a los
espectros in vitro (Bidigare, 1990) o bien mediante deconvolucién de los
espectros de absorcion del fitoplancton in vivo, normalmente utilizando
funciones gaussianas (Hoepffner & Sathyendranath, 1993; Ficek et al, 2004;
Wang et al., 2016).

Ambas aproximaciones presentan problemas y fuentes de error. El método de
reconstruccién asume posiciones fijas de los maximos de absorcion, que
pueden variar en funciéon de asociaciones especificas pigmento-proteina.
Ademas, si la lista de pigmentos analizados no es exhaustiva, el espectro
reconstruido tendra zonas en las que la absorcidn total estara infraestimada. En
cuanto al método de deconvolucion, depende de la calidad de la determinacién
experimental de la absorcion del fitoplancton por espectrofotometria (Capitulo
3.1.4.4), ya que puede quedar una absorcion residual de detritus o particulas no
algales, que es necesario eliminar. Y también del nimero de pigmentos



RESULTADOS Y DISCUSION 103

analizados, pues pueden aparecer picos de absorcién no atribuibles a ningin
pigmento. Por ultimo, ambos métodos requieren tener en cuenta la absorcién
de los pigmentos solubles en agua, en especial las ficobiliproteinas, y los efectos
de empaquetamiento que se describiran en el siguiente capitulo (4.2.2.2).

PHYBOM ha adoptado una aproximacién de reconstruccion del espectro total a
partir de los espectros de absorcion especifica de las 3 clorofilas y 10
carotenoides mas abundantes del fitoplancton de aguas continentales,
utilizando como valores iniciales in vivo los calculados por Bricaud et al. (2004),
completados, para pigmentos no presentes en el citado estudio, con valores in
vitro tomados de la compilacion de Egeland et al. (2011) desplazados de
acuerdo con Kirk (1994).

Para las ficobiliproteinas PHYBOM ha utilizado, de partida, los espectros
determinados in vivo por Simis & Kauko (2012) mediante la técnica de
decoloracion selectiva, que es el tnico estudio que ha determinado de forma
cuantitativa los espectros de absorcién in vivo de estos pigmentos (Ficocianina-
Aloficocianina y Ficoeritrina). La tnica limitacién es que esta técnica no es
capaz de separar la absorcién de la Ficocianina (PC) y la Aloficocianina (APC),
por lo que, en adelante, se consideran siempre de forma conjunta, como PC. No
obstante, esta limitacién no tiene apenas repercusion practica, pues las
determinaciones analiticas de las ficobiliproteinas suelen considerar PC+APC
como una Unica fraccién y ese ha sido el caso en las medidas realizadas en este
estudio (capitulo 3.1.4.2).

1) Seleccion de pigmentos. En cuanto a los pigmentos considerados, el
propdsito era incluir todos aquellos cuantitativamente relevantes en aguas
continentales, que son el objetivo principal de simulacion de PHYBOM. La
determinacion de lo “cuantitativamente relevante” no es evidente en aguas
continentales, pues el nimero de estudios de pigmentos por HPLC es muy
inferior a los estudios marinos. En este estudio se siguieron varios pasos:

e Como punto de partida se considero la clasificacion propuesta por el
grupo de trabajo 78 del SCOR (Scientific Committee on Oceanographic
Research) (Jeffrey et al, 1997), que diferencia entre pigmentos
primarios (los mas abundantes en las muestras marinas) y secundarios
o terciarios (menos abundantes) (Canuti et al., 2022).

e Se excluyeron, de la lista de pigmentos primarios aquellos pigmentos
presentes Unicamente en especies marinas (o muy raros en especies
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continentales), de acuerdo con Jeffrey et al. (2011). Tal es el caso de las
variantes mono- y divinilicas de las clorofilas -a y -b, que sélo se han
encontrado en los proclordfitos (Prochlorophyta) de los océanos
tropicales, o las variantes de la Fucoxantina (19’-ButanoloxiFucoxantina
y 19’-HexanoloxiFucoxantina) presentes s6lo en haptdfitos (Haptophyta)
y pelagdfitos (Pelagophyceae) marinos.

Se completé la lista con aquellos pigmentos secundarios que tienen un
valor taxondmico para las clases principales del fitoplancton de aguas
continentales (Violaxantina, Luteina, Neoxantina y Equineona) y que se
han medido con concentraciones significativas en lagos, (Simis et al,

2007; Ruiz-Verdu et al., 2008; Schliiter et al.,, 2016).

La lista final de pigmentos incluidos en PHYBOM se muestra en la Tabla 4.4. No
pretende ser definitiva y el modelo bio-éptico se puede ampliar facilmente para
incluir mas pigmentos, pero se considera suficiente, en base a la informacion
disponible, para reconstruir los espectros de absorcion especifica del

fitoplancton.

Tabla 4.4. Pigmentos incluidos en la version actual de PHYBOM.

Abreviatura | Abreviatura
Pigmento utilizada en | SCOR (Jeffrey Comentarios
PHYBOM etal, 1997)
Clorofila a Chl_a TChl a Incluye Feofitina-a
Clorofila b Chl_b TChlb
Clorofila c Chl_c TChl c Suma de Clorofila c1 + c2 +c3
Aloxantina Alo Allo
-Caroteno Bet Car
Diadinoxantina DDX Diad Suma de Diadinoxantina * Dig’goxantina,
en la base de datos de validacién
Equineona Ech Echin
Fucoxantina Fuc Fuco
Luteina Lut Lut
Neoxantina Neo Neo
Peridinina Per Per
Violaxantina Vio Viol
Zeaxantina Zea Zeax
Ficocianina PC Suma de Ficocianina + Aloficocianina
(PC+APCQ)
Ficoeritrina PE
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2) Completado de la base de datos. Debido a diferentes disponibilidades de
patrones para HPLC en diferentes fases de las campafias de campo, no todos los
puntos de la base de datos tenian informacién de todos los pigmentos de la
Tabla 4.4. Para completar los datos faltantes y lograr una base de datos de
validaciéon homogénea, se buscaron relaciones estadisticas entre pigmentos,
con ayuda de la base de datos de HPLC descrita en Simis et al. (2007), obtenida
en lagos de los Paises Bajos. Los ajustes de regresion encontrados se muestran
en la Figura 4.10.
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Figura 4.10. Relaciones entre pigmentos determinados por HPLC (Simis et al,
2007) utilizadas para el completado de la base de datos de validacién.

3) Ajuste de los coeficientes de absorcion especifica. Los datos compilados
por Bricaud et al. (2004) suponen la mejor informaciéon disponible, por
pigmento, de la forma espectral de las clorofilas y carotenoides principales del
fitoplancton. Otros estudios (Hoepffner & Sathyendranath, 1993; Wozniak et
al., 2000; Lohrenz et al., 2003; Ficek et al., 2004) descomponen el espectro en
grupos de pigmentos, habitualmente en clorofilas y carotenoides o
descomponiendo los carotenoides en fotoprotectores (PPC, Photo Protector
Carotenoids) y fotosintéticos (PSC, Photosynthetic Carotenoids). En los PSC se
incluyen normalmente la Peridinina, la Fucoxantina y la Equineona, mientras
que el resto de los carotenoides de la Tabla 4.4 se consideran PPC. Aunque estos
grupos tienen sentido desde el punto de vista de las funciones de los pigmentos
y de sus espectros de absorcion (Figura 4.12), el objetivo de PHYBOM es el de
simular con el maximo detalle posible el efecto de la composiciéon pigmentaria
en la respuesta espectral del fitoplancton, por lo que se escogi6 inicialmente el
conjunto de espectros de absorcion especifica por pigmento proporcionados
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por Bricaud et al. (2004) en su Figura 1, generados por convoluciéon de
funciones gaussianas.

No obstante, como los autores advierten en ese mismo trabajo, mientras que la
forma espectral es bastante constante, el valor de la absorcion especifica es muy
variable en los diferentes estudios (ver su Tabla Al como ejemplo),
dependiendo de las especies de fitoplancton, de su estado fisiologico y de su
fotoaclimatacién. Los valores proporcionados por Bricaud et al. (2004)
proceden, en su mayor parte de muestreos en aguas oceanicas abiertas,
oligotroficas, en las que el régimen de iluminacién es muy diferente al de la
mayoria de las aguas continentales (mas eutrdficas y/o turbias), por lo que es
preferible acudir a valores obtenidos en este segundo tipo de aguas. El
problema es que no hay estudios con determinaciones de estos coeficientes en
una muestra amplia de lagos, que permita utilizar valores promedio para las
simulaciones bio-6pticas.

El estudio mas completo y detallado es el de Ficek et al. (2004), en el que se
analizaron 1208 espectros de absorcién del fitoplancton y 782 conjuntos de
determinaciones de pigmentos por HPLC, obtenidos de forma concomitante en
muestras del Mar Baltico, para un amplio gradiente de estados troéficos. Aunque
se trata de aguas marinas, el Baltico, con su escasa profundidad, circulacion
cerrada, baja salinidad, ciclos de mezcla-estratificacién y eutrofia (con
frecuentes y extensos blooms de Cianobacterias y otras algas) se asemeja
bastante a un gran lago, por lo que los espectros especificos de Ficek et al.
(2004) se consideraron como mas representativos de aguas continentales y
mas adecuados para las simulaciones de PHYBOM. De hecho, su aplicacién en el
subconjunto de la base de datos de este trabajo con medidas de a,,, (1) y datos
de concentracion de pigmentos (N=25), dio mejores resultados que la
aplicacion directa de los coeficientes de Bricaud et al. (2004). No obstante, como
los datos de Ficek estan agrupados por PPC y PPC y no discriminan por tipo de
pigmento, se decidié una aproximacién mixta en la que los coeficientes de
Bricaud se modificaron a partir los de Ficek, mediante los siguientes pasos:

a) Se consideraron varios conjuntos de concentraciones relativas de
pigmentos, representando tipos de fitoplancton, de acuerdo con los
ratios [Pigmento]:[Chl_a] obtenidos en el Capitulo 4.2.2.4.

b) A partir de los conjuntos de datos de pigmentos, se calcularon los
espectros de a,; . (1) y app,(4), tanto con las curvas de Bricaud como

con las de Ficek.
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c) Los espectros de Bricaud se agruparon en las clases de Ficek (Chla,
ChL_b, Chl_c, PSC, PPC) y ambos grupos de espectros se compararon.

d) Se extrajo el maximo de absorcién de cada espectro y se obtuvo el
promedio de los cocientes (max ag;ce)/ (Max Apyicquq) Para cada clase

e) Los factores resultantes fueron cercanos a 1 para clorofilas y PSC, por lo
que se mantuvieron las curvas de Bricaud para ese grupo de pigmentos.
Sin embargo, para los PPC, el valor promedio fue de 1.75, muy similar
en las distintas composiciones de pigmentos fotoprotectores, por lo que
las curvas de Bricaud et al., 2014 se multiplicaron por ese factor para
todo este grupo de pigmentos.

Tal y como muestra la Figura 4.11, la aplicacion de las curvas especificas de
Bricaud, modificadas con los factores multiplicativos, produjo un mucho mejor
ajuste a los espectros determinados espectrofotométricamente en laboratorio
mediante la QFT (Quantitative Filter Technique), por lo que se adoptaron para
PHYBOM las curvas modificadas paralos PPC. En el caso de las ficobiliproteinas,
aunque para los puntos con Cianobacterias (N=5) se obtuvo un mejor ajuste con
un valor de ap:(620) = 0.017, para PHYBOM se mantuvo el valor de
apc(620) = 0.007, obtenido por Simis & Kauko (2012), que esta validado con
un numero muy superior de datos experimentales.

En los espectros simulados en la Figura 4.11, el valor resultante de la suma de
los espectros de absorcion de los pigmentos individuales, a*,pys01(4), se
encuentra multiplicado por el factor de empaquetamiento Q (1), cuya forma de
obtencidn se describe en el Capitulo 4.2.2.2. La Figura 4.12 resume los espectros
de absorcién especifica in vivo utilizados en la version actual de PHYBOM,
basados en los obtenidos por Bricaud et al. (2004), con la modificacién segtin
Ficek et al. (2004) que se acaba de describir.
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Figura 4.11. Espectros del coeficiente de absorcién especifica del fitoplancton
construidos a partir de la concentracion de pigmentos determinada in situ en 6
puntos de muestreo (capitulo 3.1.4.4) y los espectros de Bricaud et al. (2004)
(clorofilas y carotenoides) y Simis & Kauko (2012) (ficobiliproteinas). La linea
azul muestra el ajuste inicial y la linea naranja el ajuste final, en el que a;igi(/l)

se ha modificado de acuerdo con los valores de Ficek et al. (2004).
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Figura 4.12. Espectros del coeficiente de absorcidn especifica in vivo (absorcién
relativa a la concentracion de cada pigmento), a;‘,igi(l) utilizados en la version

actual de PHYBOM.

La obtencion de los espectros de absorcion del fitoplancton a partir de la
absorcion de sus pigmentos es una funcionalidad que no estd presente en
ninguno de los modelos bio-6pticos de simulacién desarrollados hasta ahora
para aguas continentales. Asi el software WASI (Gege, 2014) utiliza 6 espectros
de absorcion especifica procedentes de medidas en un solo lago para
caracterizar los grupos de fitoplancton, mientras que BOMBER (Giardino et al.,
2012) solo utiliza uno. En cuanto a las modelizaciones bio-6pticas y bases de
datos generadas a partir del modelo EAP (Lain et al,, 2014, Matthews et al,,
2020, Kravitz et al., 2021), aunque se simula un gran numero de espectros de
absorcion a partir de la caracterizacion del indice de refraccion de especies de
fitoplancton, los espectros de absorcién provienen de unas pocas medidas
experimentales.

Esta caracteristica de PHYBOM es por tanto Unica entre los modelos bio-6pticos
de aguas continentales y le confiere una mayor versatilidad y flexibilidad a la
hora de simular los espectros de absorcion del fitoplancton.
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4.2.2.2. Efecto de empaquetamiento

Con el término “efecto de empaquetamiento” se denomina a la disminucién de
la absorcion especifica de un material cuando se encuentra “empaquetado” en
particulas discretas, en vez de distribuido homogéneamente en un medio.
Desde un punto de vista cualitativo se puede entender con la representacién de
la Figura 4.13, que muestra como cuando las moléculas absorbentes se
encuentran agrupadas en particulas discretas (como los pigmentos en las
células del fitoplancton), existe un efecto de “sombreado” de unas moléculas
sobre otras.
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Figura 4.13. (a) Representacion cualitativa del efecto de empaquetamiento. Los
rayos de luz (flechas naranjas) pueden alcanzar mds moléculas cuando se
encuentran dispersas en un medio (izquierda). A la derecha, el mismo ntimero de
moléculas, empaquetadas absorbe menos cantidad de Iluz. (b) Espectros de
absorbancia de células intactas (linea roja) y sonicadas (azul) de una
Euglenoficea (Euglena gracilis). La sonicacién rompe las células y dispersa el
contenido intracelular en el medio acuoso. Adaptada de Kirk (1994) y Mobley
(2022).

El efecto neto del empaquetamiento es que disminuye la absorcion especifica
por unidad de masa. Como esta disminucion es mayor en las regiones de mayor
absorcion (mayor efecto de “sombreado”), se produce ademas un
“aplanamiento” de los espectros de absorcion (Figura 4.13). En las poblaciones
naturales de fitoplancton se observa este efecto en los espectros de a;hy(/l)
conforme aumenta la biomasa. Por una parte porque hay una tendencia a que
las células del fitoplancton sean de mayor tamano en los medios eutrdéficos, y
por otra porque la mayor densidad celular produce ese efecto de sombreado en
el medio.
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Morel & Bricaud (1981) formularon por vez primera el efecto de
empaquetamiento en el fitoplancton, partiendo de las definiciones de los
factores de eficiencia, a nivel de particula, descritos en el Capitulo 2.1.2.2.

Tal y como expresa la ecuacién 2.32, el factor de eficiencia para la absorcién
Q. () se puede obtener como funcién de un Gnico parametro p’ = a.,,d, donde
a.m(A) es el coeficiente de absorcion del material celular y d es el didmetro de
la particula. Si los pigmentos algales estuvieran uniformemente distribuidos en
el medio (como ocurre cuando se encuentran en solucidn, al ser extraidos en
laboratorio), el factor de eficiencia seria Q, = (2/3)p’, el limite de la funcién de
Q. cuando p' tiende a cero. En una suspension, la relacién entre Q, y p’ es no
lineal, de manera que cuando la absorcién intracelular (a.;,)o el diAmetro (d)
aumentan en una proporciéon dada, Q, lo hace en menor proporcion. El
resultado es que el coeficiente de absorcion de una suspension, aggp,, €s
siempre menor al de la misma concentracién de pigmentos dispersos en el
medio, ag,;. Bricaud & Morel (1981) definieron el indice del efecto de
empaquetamiento Q, (adimensional) como el cociente agp/asor Y
demostraron que decrece de acuerdo con la ecuacién 4.1:

Qa(p") = (3/2)Qa(p") /P’ 41

El valor maximo del factor Qg es 1 cuando a5, = a0 y decrece para valores
crecientes de a.,, y de d. Es por tanto menor (mas préximo a cero) en células
grandes y/o muy pigmentadas. Por tanto, varia de una poblacion de
fitoplancton a otra, debido a variaciones en el tamaiio celular medio (Bricaud et
al, 2004), y dentro de una misma poblacién, como resultado de cambios en la
concentracion intracelular de pigmentos por fotoaclimatacién (Johnsen &
Sakshaug, 1993).

En PHYBOM se ha adoptado la formulaciéon de Bricaud & Morel (1981),
modificada segiin Wozniak et al. (2000) adaptada para obtener Q a partir de
la concentracién intracelular de clorofila; C;, (mg m=3) y del didametro medio de
la poblacién d (m).

PHYBOM calcula en primer lugar el coeficiente de absorciéon total del
fitoplancton en solucion, appysor(4),como la suma de los productos del

coeficiente de absorcion especifico de cada pigmento i, a,;4 (1), por su
concentracién, Cpigi:
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n

aphySOL(A) = Z a;igi(l) ' Cpigl- [m_l] 4.2

i=1

El modelo multiplica el vector “[pigi]” con las concentraciones de los 15
pigmentos (mg m™3) por la matriz “a*(1)pigments” (Figura 4.9), que contiene
los espectros de absorcién especifica (m? mg~1) de los 15 pigmentos para el
intervalo espectral 400-900 nm (Figura 4.12).

Posteriormente calcula el coeficiente de absorcidn especifica del fitoplancton
en solucién, dividiendo por la concentracion de Clorofila-a.

AphysoL @)

Apnysor (1) = [Chl_d] [m*mg~"] 4.3

El indice del efecto de empaquetamiento para el fitoplancton se define como:

a*h (A)
1) = —PhY
Qa(W) a;hySOL(A) 4.4
Donde a;hy(l) es el coeficiente de absorcidn especifica de la poblacién de

fitoplancton en suspensién en el medio acuoso.

Insertando la ecuacién (2.32) del factor de eficiencia para la absorcién, Q, (1),
enla ecuacion 4.1, se obtiene la siguiente expresion para el cdlculo de Q a partir
dep”:

3 2¢~P' (D) e P _1
= 1+ + 2
2007 D () >

Y a su vez p’ (adimensional) se puede calcular a partir de la concentracion
intracelular de Clorofila-a, C; (mg m~3), mediante la expresion:

p'() = apnyso(A) - C; - d 4.6

Qa

Por tanto, para el calculo del factor de empaquetamiento es necesario conocer
los valores promedio del didmetro celular (d) y de la concentracion intracelular
de Clorofila-a (;).

Hay que resaltar que la formulaciéon del efecto de empaquetamiento aqui
mostrada (ecuaciones 4.1 y 4.5) deriva de la aproximacién de la difraccion
anémala (ADA, Anomalous Diffraction Approximation) a la teoria de Mie (Van de
Hulst, 1957) y por tanto participa de las asunciones de ésta, como ya se comentd
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en el Capitulo 2.1.2.2. Por tanto, se asume que las células del fitoplancton son
esféricas y homogéneas, lo que en principio parece una simplificacién excesiva.
No obstante, como ya se coment6 anteriormente, la orientacién aleatoria de las
células de fitoplancton hace que el conjunto de la poblacién responda mejor a
la hipotesis de esfericidad, por lo que la aproximaciéon al empaquetamiento
basada en las ecuaciones de Morel & Bricaud (1981) se ha aplicado
ampliamente, con resultados satisfactorios cuando se ha comparado con
medidas experimentales (Huan et al., 2022).

El didmetro d utilizado en esta formulacion es por tanto el didmetro de una
célula esférica. En la practica, para calcularlo en células con formas no esféricas,
se parte del volumen celular y se calcula el didmetro de una esfera de igual
volumen. Por ello se suele llamar también Didmetro Esférico Equivalente (ESD)
y con esa notacion aparece en la formulacién del scattering que se describe en
el capitulo 4.2.2.5.

4.2.2.3. Calculo de la concentracion intracelular de Clorofila-a

PHYBOM requiere, para la simulaciéon del efecto de empaquetamiento, la
concentracion intracelular de Clorofila-a (C;) y el didametro esférico equivalente
(ESD), didmetro que también se utiliza para la simulacién de la dispersién y
retrodispersion de las poblaciones de fitoplancton. El ESD puede provenir de
datos experimentales o proporcionarse directamente por el usuario para
simular cualquier poblacién de células. Proporcionar un ESD realista es factible
incluso para un usuario no experto, pues la informacién del diametro celular es
facil de obtener de cualquier fuente de datos taxonémicos. Y laidea de PHYBOM
es que el usuario pueda “jugar” con diferentes tamafios celulares para evaluar
su impacto en las IOP y AOP de una masa de agua.

Sin embargo, proporcionar valores realistas de C; no es evidente ni sencillo,
pues, a diferencia del didmetro celular, no hay informacién disponible de
manera general por especies o géneros de fitoplancton, su calculo preciso sélo
se obtiene de cultivos y varia notablemente en funcién de las condiciones de
fotoaclimataciéon de las células algales (Masuda et al., 2021; Masuda et al.,
2023). Ademas, muestra una clara dependencia con el didmetro celular, por lo
que su valor no puede proporcionarse de forma independiente de éste
(Wozniak et al., 2000). Por ello, en PHYBOM C; no es un parametro introducido
por el usuario sino que es calculado a partir de ESD por una relaciéon empirica
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basada en datos experimentales obtenidos en la campafia de caracterizacién
bio-6ptica de embalses y lagos ibéricos, que se describe a continuacion.

La estimacion de C; de las células de fitoplancton de una muestra de agua suele
hacerse a partir de la medida de la concentracion de Clorofila-a, [Chl_a], y del
volumen celular medio (y/o el ESD) en la muestra. La determinacién de [Chl_a]
es rutinaria en limnologia y existen diferentes métodos estandarizados, como
los descritos en el Capitulo 3.1.4.1. En cuanto al didametro esférico equivalente
(ESD), si la muestra procede de un cultivo de fitoplancton en el que el medio
esta filtrado, se puede inferir de la funcién de distribucién de tamafios de las
particulas (PSD) obtenida mediante contadores de particulas (habitualmente
contadores Coulter) o citometros de flujo (Poulton & Martin, 2010). Sin
embargo, en el caso de muestras procedentes de masas de agua naturales, la
PSD incluye particulas no algales de todos los tamafios, por lo que es necesario
algin tipo de aproximacion adicional para calcular el ESD, normalmente
mediante microscopia 6ptica o electroénica.

Para calibrar y validar PHYBOM con datos de ESD del fitoplancton, se parti6 de
las determinaciones taxondmicas cuantitativas hasta nivel de género,
realizadas mediante el método de Utermohl y microscopia invertida (Hasle,
1978) en 140 muestras de lagos y embalses espafioles (Tabla 4.1), tal y como se
detalla en el Capitulo 3.1.4.5. En esta metodologia, el volumen de las células se
calcula asignando a cada género el modelo geométrico que mas se asemeja a su
forma, habitualmente acudiendo a tablas de calculo o software especifico (Sun
& Liu, 2003). Los datos de biovolumen y/o biomasa asi obtenidos permiten
reconstruir la PSD del fitoplancton en muestras naturales, en las que suelen
coexistir decenas de especies distintas y un sinnimero de particulas no algales,
con resultados semejantes a las determinaciones por citometria de flujo (Edler
& Elbrachter, 2010).

Seguidamente se obtuvo, para cada una de las 1541 determinaciones
taxondmicas de la base de datos, el didmetro esférico equivalente (ESD)
correspondiente al biovolumen calculado. Posteriormente se agruparon por
géneros y se calculd, para cada género, la media y la desviacién estandar de su
distribucion muestral de ESD. Los resultados, para los 47 géneros de
fitoplancton mas frecuentes, se muestran en la Tabla 4.2. Se obtuvieron también
los promedios de ESD por punto de muestreo, como la suma ponderada de los
ESD por el porcentaje del biovolumen de cada género.
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Finalmente se estim6 (; para cada una de las 1541 determinaciones
taxondmicas, como el producto entre su fracciéon del biovolumen (%) y la
concentracion de Clorofila-a total del punto de muestreo. Esta aproximacién
asume un reparto homogéneo de la [Chl_a], por unidad de volumen, en todas las
células dela poblaciéon de fitoplancton de una muestra dada, lo que, obviamente,
no puede darse como cierto, por lo que hay que asumir un error de partida en
el calculo de C;. No obstante, teniendo en cuenta la importancia que tiene la
irradiancia disponible a la hora de determinar la C; (Masuda et al., 2021) cabe
esperar que la poblaciéon de una muestra, en la que todas las células se
encuentran expuestas al mismo régimen de iluminacion, la concentracién
intracelular de Clorofila-a se asemeje en todos los géneros, minimizando las
diferencias taxonémicas. Ademas, los errores derivados de la hipotesis del
reparto homogéneo en funciéon del biovolumen, tienden a cancelarse
parcialmente al obtener el promedio de C;, por género, para un intervalo de
concentraciones de clorofila.

Con objeto de obtener una relacién empirica que permita calcular C; dentro de
PHYBOM, a partir de los ESD de entrada, se analizé la relacién entre ambas
variables, obteniéndose (Figura 4.14) la siguiente ecuacion de regresion:

C; = 0.0057 - ESD*8148 (N = 110; R? = 0.71) 47
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Figura 4.14. Correlacion entre el didmetro esférico equivalente promedio (ESD) y
la Concentracion intracelular de Clorofila-a (C;) para cada uno de los 110 géneros
de fitoplancton determinados en la campaiia de caracterizacion bio-dptica.
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Para verificar la representatividad de la ecuacién encontrada, se buscéd
informacién de estudios en los que se hubiera determinado C; y ESD en cultivos
monoespecificos de fitoplancton. Se encontraron dos estudios en los que esta
informacién estaba disponible. En Vaillancourt et al. (2004) para 29 especies
marinas y en Zhou et al. (2012) para 13 especies, 10 de ellas marinas y 3 de
géneros presentes en aguas continentales (Amphidinium, Chlorella y
Microcystis).

Larelacién entre C; y ESD en los estudios analizados (Figura 4.15), en los que el
calculo de C; es, en principio, mas preciso, es semejante a la obtenida en esta
tesis, con ajustes de regresidon parecidos y una distribuciéon de los puntos
coherente con la encontrada en las masas de agua ibéricas, en poblaciones
naturales de fitoplancton.
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Figura 4.15. Comparacion entre el ajuste de regresion obtenido con la base de
datos ibérica y los estudios previos de Vaillancourt et al. (2004) y de Zhou et al.
(2012).

Los resultados que muestra la Figura 4.15 confirman que la hipdtesis de partida
de un reparto de la [Chl a] total proporcional a la fraccién del biovolumen por
punto de muestreo, no introduce un error significativo en el calculo de C;, por
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lo que la ecuacién 4.7 se incorpor6 a PHYBOM para el calculo del indice del
efecto de empaquetamiento Q.

En la Figura 4.16 se muestra con un ejemplo el resultado de la cadena de
proceso del modelo bio-6ptico para el fitoplancton, hasta la obtencion del
espectro de absorcion simulado, como resumen de lo presentado en los
capitulos 4.2.2.1,4.2.2.2y 4.2.2.3.
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Figura 4.16. Ejemplo de la obtencién en PHYBOM del coeficiente de absorcién del
fitoplancton, ayy,, (derecha), a partir de aypysor, obtenido como suma de los
espectros de absorcion de los pigmentos de la poblacién, y del efecto de
empaquetamiento, calculado a partir de C; y ESD. Nétese el impacto del
empaquetamiento en a,p,, de mayor magnitud en las regiones de mayor

absorcion.

4.2.2.4. Generacion de espectros de absorcion por grupos
taxonomicos

Como se ha descrito en los capitulos anteriores, PHYBOM es capaz de construir
los espectros de absorcion de cualquier poblacion de fitoplancton, conociendo
su composicion pigmentaria. Normalmente esta composicion procede del
resultado de analisis de laboratorio (HPLC y/o espectrofotometria) y, para
algunos pigmentos, de fluorometria in situ. Pero esta aproximacion depende de
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la disponibilidad de esos datos. Para un usuario no experto, o que no disponga
de informacion pigmentaria pero si de informaciéon taxonémica, se ha
desarrollado un moédulo que genera los espectros de absorcién a partir de la
proporcion de la biomasa y/o de la [Chl_a] total, de las 6 principales clases
taxondmicas presentes en aguas continentales.

El usuario debe proporcionar una [Chl a] total, de la poblacién que se desea
simular y el porcentaje de la biomasa de Cianobacterias, Cloroficeas,
Criptoficeas, Crisoficeas, Diatomeas y Dinoflagelados. El médulo convierte esas
proporciones en concentraciones de Clorofila-a para cada grupo taxonémico. Y
a partir de esas 6 [Chl a] se construye la composicién pigmentaria de cada
grupo a partir de una matriz de ratios [pig;] : [Chl_a]. Finalmente, se suman las
concentraciones de pigmentos para obtener la composiciéon pigmentaria de la
poblacion (Figura 4.17).
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Figura 4.17. Diagrama funcional del médulo de generacién de espectros de
absorcién por grupos taxondémicos.

El elemento clave de este moédulo es la matriz de ratios Pigmento : Clorofila-a,
que contiene las relaciones matematicas entre la concentracion de los 14
pigmentos simulados con la Clorofila-a, para cada grupo taxondmico. Su
desarrollo y obtencion, a partir de la base de datos de la caracterizacién bio-
Optica y de informacion procedente de otros estudios en aguas continentales,
se describira a continuacidn.

La construccion de estas matrices es una practica habitual en oceanografia. En
las campafias oceanograficas se genera un gran volumen de datos, por lo que
las determinaciones taxon6micas por microscopia son dificiles y costosas. Por
el contrario, los buques oceanograficos suelen llevar equipos muy
automatizados de extraccion y analisis de pigmentos por HPLC, lo que permite
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obtener gran cantidad de datos de pigmentos marcadores, con valor
taxonomico: A partir de la década de los 80 del pasado siglo, la rapida
generalizacion de los andlisis pigmentarios por HPLC en oceanografia propicié
numerosos estudios en los que se correlacionaban la composicién taxonémica
determinada por microscopia con las concentraciones de pigmentos
marcadores, normalizados con la Clorofila-a (ratios Pigmento : Clorofila-a).

Partiendo de esos estudios, Mackey et al. (1996) desarrollaron el software
quimiotaxonémico CHEMTAX que calcula abundancias de clases taxondmicas a
partir de medidas de clorofilas y carotenoides por HPLC y de una matriz de
correlaciones de ratios de pigmentos y abundancias, mediante un algoritmo de
optimizacién iterativo. Desde entonces, CHEMTAX se ha usado de forma
frecuente en estudios ocednicos y se ha ido ampliando el conocimiento de las
relaciones entre la composicién taxondmica y la composicion taxondémica
(Armbrecht et al, 2015). En aguas continentales, por el contrario, el uso de
CHEMTAX ha sido hasta ahora muy poco frecuente y, como se vera mas
adelante, limitado a unas decenas de lagos, por lo que la informacion disponible
de esas relaciones quimiotaxonémicas es mucho mas escasa (Wright & Jeffrey,
2006; Hammerstein, 2019).

El enfoque de PHYBOM es el inverso al de CHEMTAX: En el modelo bio-6ptico,
la composicion taxonoémica (las abundancias de las clases taxondémicas en una
muestra) son conocidas (son las entradas del modelo) y lo que se pretende
obtener es la composicién pigmentaria de la poblacion de fitoplancton (como
salida intermedia del modelo). Pero, al igual que CHEMTAX, el modelo bio-
Optico requiere de una matriz que contenga esos ratios Pigmento : Clorofila-a
para las 6 clases taxonémicas de entrada. Y la obtencién de esa matriz no es un
proceso trivial, pues no sélo hace falta compilar mucha informacién
quimiotaxondémica para obtener los ratios promedio, sino que la variabilidad de
esos ratios es grande y responde a diversos factores ambientales, como el grado
de fotoaclimatacion o la disponibilidad de nutrientes (Descy et al., 2009).

Para construir la matriz de ratios Pigmento : Clorofila-a en PHYBOM, se realizé
en primer lugar una revision de la bibliografia disponible en aguas
continentales. El trabajo con informacién mas amplia y relevante es el de
Schliiter et al. (2016), que compara las determinaciones taxon6micas y el
analisis de pigmentos por HPLC en poblaciones de fitoplancton de 46 lagos
centroeuropeos con un amplio gradiente de estados tréficos. Proporciona una
tabla de sintesis con los ratios Pigmento : Clorofila-a obtenidos tras el ajuste de
la base de datos con CHEMTAX, diferenciando entre los resultados obtenidos
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para lagos oligotréficos y meso-eutréficos. Sus resultados muestran una
elevada correlaciéon (r > 0.9) entre la biomasa determinada por microscopia y
la composicién pigmentaria en las Cianobacterias, Cloroficeas, Diatomeas y
Dinoflagelados, y algo menor (r=0.7) para Criptoficeas. Sin embargo en las
Crisoficeas la correlaciéon es mas débil, lo que los autores achacan a su baja
frecuencia en las muestras, en especial en los lagos meso-eutroficos. Otros
trabajos muestran resultados obtenidos en un dnico lago eutréfico somero
(Tamm et al., 2015) u oligotréfico de alta montafia (Buchaca et al., 2005), con
ratios diferentes a los de Schliiter et al. (2016). O bien estudian 8 lagos y un rio
con una amplia distribucién geografica (grandes lagos africanos en la zona
intertropical, lagos oligotréficos de montafia de Norteamérica y eutroéficos en
Bélgica), comparandolos con muestras ocednicas de referencia, y analizan como
la variabilidad ambiental condiciona los ratios Pigmento : Clorofila-a obtenidos
(Descy et al., 2009).

Del analisis de la bibliografia se extrajeron varias conclusiones, respecto de la
construccion de la matriz de ratios y de su uso en la simulacién bio-éptica:

1) El uso de ratios fijos por grupo taxondmico, que reflejan condiciones
promedio, requiere asumir un cierto error y limita la simulaciéon de la
variabilidad de adaptaciones del fitoplancton a la disponibilidad de luz y
nutrientes.

2) No obstante, la generaciéon de una Unica matriz se considerd como una
solucién aceptable para esta version de PHYBOM, pues cumple con el objetivo
principal de este médulo, que es el de permitir la simulacién de poblaciones
mixtas de fitoplancton sin informacidn a priori de la composicién pigmentaria.
Para una simulaciéon de cambios por fotoaclimatacion, el usuario siempre puede
modificar los valores por defecto, o trabajar directamente con la composiciéon
pigmentaria global.

3) Se decidié construir la matriz principalmente a partir de la informacion
obtenida en la campaiia de caracterizacion bio-dptica ibérica, que es el ambito
primario de simulacién de PHYBOM. La informacién procedente de otros
estudios se utiliz6 para contrastar los resultados obtenidos o para completar la
matriz alli donde la informacién propia no fuera suficiente.

4) Como matriz de referencia se adoptd la de Schliiter et al. (2016), tanto por la
semejanza de los lagos considerados con los de la caracterizaciéon bio-6ptica
ibérica como por la significacion estadistica de sus resultados.
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5) Teniendo en cuenta que en un modelo bio-éptico la matriz debe incluir todos
los pigmentos, no sélo aquellos con valor taxondémico, para reconstruir
adecuadamente los espectros de absorcién del fitoplancton, se incluyeron
también carotenoides no considerados habitualmente en quimiotaxonomia, asi
como las ficobiliproteinas, que no se determinan por HPLC, a partir de la
informacién de la base de datos propia.

La construccion de la matriz fue, en sintesis, una combinaciéon de analisis
estadistico de la base de datos propia y completado de datos por analisis
comparado de estudios previos. Los principales resultados se resumen a
continuacién y los ratios finalmente adoptados se muestran en la Tabla 4.5. La
metodologia seguida para extraer los ratios Pigmento : Clorofila-a fue la
siguiente:

e Paracada clase de fitoplancton sélo se analizaron aquellos puntos en los
que es mayoritaria. Para los grupos en los que habia puntos suficientes
(Cianobacterias, Cloroficeas y Diatomeas) sélo se consideraron los
puntos en los que su contribucién a la biomasa era superior al 80%. En
las clases menos frecuentes se rebajo al umbral al 50 % para aumentar
el nimero de puntos en el analisis.

e En cada grupo de puntos, la [ChLa] de la clase taxondmica mayoritaria,
Jj, se calcul6 como:

Biomasaj

[Chl_aj] = - [Chl_atotar] 4.8

Biomasa;yiq;
Asumiendo la hipétesis de un reparto homogéneo, que se puede
considerar aceptable de acuerdo con los resultados mostrados en el
capitulo 4.2.2.3.

e Para los pigmentos especificos de una clase taxonémica, se dividio
directamente la concentracidn del pigmento medida por HPLC por la
concentracion de Clorofila-a calculada para esa clase

[Pig;]

Ratio Pl'gi,j = W
=]

4.9

e Paralos pigmentos presentes en varias clases taxondémicas, se calcula la
concentracion del pigmento en cada clase, como:
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Biomasaj

Pig; ;] = ——2— . [Pig, 410
[ l‘g”] Biomasa;yeq [Pigi]

Donde [Pigi,j] es la concentracion del pigmento i en la clase j, y [Pig;]
es la concentracion total del pigmento i.

e Finalmente, para cada clase se calcula la mediana de los ratios de
Pigmento : Clorofila-a, que es el valor que se incorpora a la matriz de
ratios (Tabla 4.5).

Tabla 4.5. Ratios [Pigmento]:[Clorofila-a] incluidos en la version actual de
PHYBOM.

Ratio [Pigi]:[Chl_a] CIANO CLORO CRISO CRIPTO DIATO DINO
Clorofila b 0.0 0.2255 0.0 0.0 0.0 0.0
Clorofila c 0.0 0.0 0.1721 0.1276 0.2551 0.0
Aloxantina 0.0 0.0 0.0 0.3648 0.0 0.0
f-Caroteno 0.0526 0.2217 0.1255 0.0558 0.0665 0.0564
Diadinoxantina 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0995 0.0995
Equineona 0.0710 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Fucoxantina 0.0 0.0 0.1829 0.0 0.2711 0.0
Luteina 0.0 0.1430 0.0 0.0 0.0 0.0
Neoxantina 0.0 0.0054 0.0 0.0 0.0 0.0
Peridinina 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3036
Violaxantina 0.0 0.0049 0.0198 0.0 0.0 0.0
Zeaxantina 0.0632 0.0373 0.0109 0.0 0.0194 0.0
Ficocianina 2.1412 0.0 0.0 0.4071 0.0 0.0
Ficoeritrina 0.0638 0.0 0.0 0.0991 0.0 0.0

En la construccién de la Tabla 4.5, se hicieron las siguientes aproximaciones y
asunciones:

e En los datos de partida, tanto en la base de datos propios como los de
Schliiter et al. (2016), s6lo se determin6 por HPLC la concentracién de
Clorofila c;, por lo que los ratios iniciales se refieren solo a esa variante.
Pero en Diatomeas y Crisoficeas esta presente también la Clorofila cz, en
una relaciéon aproximada de 1:1, por lo que el ratio inicial se multiplico
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por 2 para que las dos variantes tengan su efecto en la generacion de los
espectros de absorcion.

e (Cuando los datos procedentes de la base de datos propia eran
insuficientes o correspondian a concentraciones de partida préximas a
cero (y por tanto mas propensas a errores al estar cerca del limite de
deteccion de la técnica de HPLC) se utilizaron los de Schliiter et al.
(2016).

e Paralasficobiliproteinas (pigmentos hidrosolubles que no se miden por
HPLC) se utilizaron los datos propios. Para la Ficocianina (PC) se utiliz6
el valor obtenido previamente por Ruiz-Verdu et al. (2008), mientras
que para la Ficoeritrina se calcul6 a partir del cociente PE:PC de los
datos de fluorometria in situ, pues este ultimo pigmento no se
determiné analiticamente en laboratorio.

e Segun su origen filogenético, los Dinoflagelados pueden tener una
composicién pigmentaria diferente, segtn fuera el origen de su ancestro
endosimbionte. Roy et al. (2011) diferencian cuatro tipos principales
(Figura 2.13). En esta version de PHYBOM se ha considerado el Tipo 1,
perteneciente al linaje rojo y conteniendo Peridinina como pigmento
marcador mas destacado. A la hora de simular, por ejemplo, un bloom
de una especie de dinoflagelado concreta, hay que tener en cuenta a qué
grupo pigmentario pertenece. Si es del Tipo 1, la tabla actual de
PHYBOM puede servir. Si no, habria que intentar conseguir informacion
pigmentaria para simularlo de forma directa a partir de las
concentraciones de pigmentos o modificando la tabla de ratios.

Los ratios finales de PHYBOM quedaron dentro de los intervalos de variacion
de los ratios obtenidos en estudios previos en aguas continentales, por lo que
se considera que representan una aproximacion realista para reconstruir
espectros de absorcion tipicos de las principales clases taxonémicas, tal y como
se ejemplifica en la Figura 4.18 y en la Figura 4.19.
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Figura 4.18. Espectros del coeficiente de absorcion en solucion, appysor, obtenidos
para las 6 clases taxonomicas simuladas en PHYBOM, a partir de los ratios de
pigmentos de la Tabla 4.5 y una [Chl_a] = 20 mg m™3 en todos los casos.

La tabla de ratios debe de considerarse como el conjunto de valores promedio,
que PHYBOM ofrece, por defecto, para que cualquier usuario pueda simular
poblaciones de fitoplancton como combinacién de distintos grupos
taxondmicos, partiendo Unicamente de la [Chl_a] total y el tamafio (ESD) de
cada grupo simulado, sin necesidad de introducir la composicién pigmentaria.
Pero es una tabla que puede editarse, si el usuario tiene informacidén diferente
o quiere simular diferentes escenarios de composicion pigmentaria.

Un ejemplo es la simulacién de los estados de fotoaclimatacion, que, como se
introdujo en el 2.2.6, dependen en gran medida de cambios en las proporciones
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relativas de pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores. Un ratio que identifica
el estado de aclimatacién es la relaciéon entre carotenoides fotoprotectores
(PPC) y fotosintéticos (PSC), PPC:PSC, con valores muy variables pero
correlacionados con la irradiancia solar disponible (Pérez et al, 2021).
Normalmente se consideran como PPC (fotoprotectores) los carotenoides
Aloxantina, 3-Caroteno, Diadinoxantina (y Diatoxantina), Luteina, Neoxantina,
Violaxantina y Zeaxantina. Y como PSC (fotosintéticos), la Equineona,
Fucoxantina y Peridinina (Roy et al,, 2008). No obstante, la separacién no es
estricta, pues hay carotenoides que pueden jugar ambos roles. La Figura 4.19
(c) es un ejemplo del potencial de PHYBOM para simular este tipo de efectos.
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Figura 4.19. (a) Espectros del coeficiente de absorcion del fitoplancton, a,p.y,
obtenidos por PHYBOM a partir de los espectros de aypysoy, de la Figura 4.18 y el
indice de empaquetamiento Q. (b) Los mismos espectros normalizados por su
valor de absorcién mdxima (Max a,py). (c) Simulacion PHYBOM de estados de
fotoaclimatacién para una diatomea ([Chl_a] =20mgm™3;ESD =5 um)
mediante la variacion de los ratios entre carotenoides fotoprotectores (PPC) y
fotosintéticos (PSC), desde PPC: PSC = 2.0, estado de fotoproteccion por alta
irradiancia, hasta PPC:PSC = 0.2, estado de fotoaclimatacion por baja
irradiancia (intervalo tipico de valores de PPC:PSC tomado de Kauko et al,
2019).
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4.2.2.5. Simulacion de la dispersion y retrodispersion

El coeficiente de dispersién del fitoplancton, b (m™1), fue simulado, durante
varias décadas, a partir del tamafio y del indice de refraccidn relativo de sus
células, mediante la Aproximacion de la Difraccién Anémala (ADA) a la Teoria
de Mie, asumiendo una forma esférica, un contenido homogéneo, un tamafio
celular grande con respecto a las longitudes de onda estudiadas y un indice de
refraccion relativo al agua, m, cercano a 1 (con n cercano a 1 y n’cercano a 0).
Por su parte, la influencia de n’ en n (dispersiéon anémala en la cercania de las
bandas de absorcién) fue abordada con las ecuaciones de Lorentz-Lorentz o,
mas recientemente, con el uso de las relaciones de Kramers-Kronig (ver detalles
en los capitulos 2.1.2.2 y 2.1.2.3).

De las cuatro hipotesis de partida mencionadas, las dos segundas (tamafio
relativo a Ay m = 1) se cumplen con caracter general para todos los tipos de
fitoplancton, pero no las dos primeras (forma esférica y contenido homogéneo),
teniendo en cuenta la diversidad morfoldgica del fitoplancton y su complejidad
estructural. No obstante, como ya se introdujo en el Capitulo 2.1.2.2, durante
bastante tiempo, las aproximaciones basadas en esta hipédtesis se utilizaron
para simular b, pues proporcionaba resultados con un error aceptable con
respecto a los datos experimentales (Morel & Bricaud, 1986; Ahn et al., 1992;
StramsKi et al.,, 2001).

Sin embargo, conforme fueron desarrolldindose instrumentos y métodos de
medida mas accesibles y precisos, se puso de manifiesto que las aproximaciones
basadas en la Teoria de Mie infraestimaban sistematicamente el coeficiente de
retrodispersion o backscattering, b, (m~1) del fitoplancton y otras particulas en
suspension (Quirantes & Bernard, 2004; Vaillancourt et al., 2004; Clavano et al,,
2007; Zhou et al., 2012). Los datos experimentales mostraron una dependencia
importante de la VSF, y en especial de la fraccién retrodispersada, con la forma
de la particula. Y los modelos para particulas no esféricas (introducidos en el
Capitulo 2.1.2.2) obtuvieron una mayor exactitud y precision en la estimacion
de b; para especies de muy diferentes formas (Dauchet et al., 2015; Poulin et
al,, 2018).

Una simulacion realista de la VSF y del backscattering del fitoplancton es
fundamental en un modelo como PHYBOM, que esta orientado a las aplicaciones
en teledeteccidn, en las que el backscattering determina la sefial observada por
sensores remotos. Por ello, 1a eleccion del método de simulacién era un aspecto
clave. Por un lado, los modelos basados en la hipdtesis de la esfericidad
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permitian un calculo sencillo y rapido de estas IOP, pero con un error
inaceptable para aplicaciones de teledeteccion. Por otro lado, los modelos de
formas no esféricas (T-matrix, Discrete Dipole Approximation, aproximacion de
Schiff y otros), proporcionan resultados mucho mas exactos, pero tienen un
coste computacional muy alto y requieren, o bien aproximar cada especie de
fitoplancton a una forma basica predefinida o bien construir la forma de la
particula a partir de subelementos de volumen, lo que puede llegar a ser muy
laborioso. Aunque no se ha descartado explorar su uso en futuras versiones, se
consider6 que para un modelo como PHYBOM, orientado a la generacion de
simulaciones de poblaciones naturales de fitoplancton, con un ntimero alto de
ejecuciones, los modelos de formas no esféricas afiadirfan demasiada
complejidad a la ejecucion y un coste computacional demasiado alto.

Entre ambos extremos, se exploré un tercer tipo de modelos, denominados
multicapa, que, manteniendo las aproximaciones de Mie (ADA, Kramers-
Kronig), intentan representar la complejidad estructural de las células de
fitoplancton mediante dos o tres capas con diferente indice de refraccién. Estas
capas representan, segun el enfoque de los diferentes modelos, las membranas
o paredes celulares, las frustulas siliceas de las Diatomeas, las placas calcareas
delos cocolitoféridos marinos, los cloroplastos o las vacuolas gaseosas (Kitchen
& Zaneveld, 1992; Quirantes & Bernard, 2004; Moutier et al., 2016). En todos
los casos, la combinacién de una capa con un indice de refraccién, normalmente
representando el citoplasma y otra u otras capas representando las cubiertas
celulares, tiene como resultado un incremento del backscattering con valores
mas préximos a los determinados experimentalmente (Zaneveld & Kitchen,
1995; Poulin et al., 2018).

De entre los modelos multicapa, mas sencillos y orientados a la simulacién del
fitoplancton, se escogié para la generacion de las IOP de PHYBOM el
denominado Equivalent Algal Populations (Bernard et al., 2007; Bernard et al.,
2009). A nivel celular, para la obtencion de los factores de eficiencia, es un
modelo esférico de dos capas concéntricas con diferentes indices de refraccion
relativos. Y para la obtencion de las IOP volumétricas utiliza una funcién de
distribucién de tamafios particulas (PSD), que se aproxima de forma realista a
la de las poblaciones naturales de fitoplancton. Es un modelo centrado en la
simulaciéon de las IOP del fitoplancton, con un énfasis particular en el
backscattering como determinante de la sefial detectable por teledeteccion.
Ademads, ha sido validado, en sus diferentes versiones, evaluando la
reflectividad simulada (R,s) en aguas continentales y costeras,
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predominantemente eutroéficas (Lain et al., 2014; Matthews et al., 2020), 1o que
lo hace especialmente adecuado para los propdsitos principales de PHYBOM.

En su versién mas reciente (Matthews et al.,, 2020), el modelo EAP (Equivalent
Algal Populations) simula dos tipos de células de fitoplancton:

e Una célula eucariota consistente en un citoplasma interno rodeado por
un cloroplasto.

e Una célula procariota (cianobacteria), configurada con una vacuola
interna que ocupa el 50% del volumen celular, rodeada por
cromatoplasma.

Los indices de refraccion relativos (m = n — in’) de las cuatro capas simuladas,
se derivaron de medidas experimentales de la PSD de poblaciones naturales de
Ceratium hirundinella (un dinoflagelado) y Microcystis aeruginosa (una
cianobacteria). Posteriormente se utilizaron para simular un conjunto de
poblaciones hipotéticas para los dos tipos de células con didmetros efectivos
(ESD) de entre 1 y 50 um para las que se obtuvieron las IOP.

;hy
(m?mg~1), y retrodispersion especifica, Db ony (m?*mg~1), obtenidos por el EAP

PHYBOM utiliza la coleccion de espectros de los coeficientes de dispersion, b

para construir cuatro tablas de busqueda o Look-Up Tables (LUT), dos para las
IOP eucariotas y dos para las [OP procariotas (Figura 4.20). A partir de las ESD
definidas por el usuario para ambos grupos, PHYBOM interpola entre los dos
espectros mas cercanos en la LUT para obtener el espectro especifico asignado
a esa poblacion (Figura 4.21).

Los espectros del EAP se consideraron como los mas idéneos para PHYBOM,
pues son coherentes con las predicciones tedricas y reproducen las principales
caracteristicas observadas experimentalmente en el fitoplancton (Vaillancourt
etal.,, 2004; Zhou et al.,, 2012; Whitmire et al., 2010):

e Menor dispersion especifica conforme aumenta el tamafio celular.

e Dependencia de la pendiente espectral con el tamafio celular.

e Mayor efecto de las bandas de absorcion (dispersion anémala) en la luz
retrodispersada.

e Mayor dispersion especifica, a igualdad de tamafio, en las células
procariotas (Cianobacterias) que en las eucariotas.

Es esperable que el uso de estas LUTs, dependientes de los grupos taxondémicos
principales y del tamafio celular, le permita a PHYBOM calcular con mayor
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realismo y exactitud la reflectividad espectral de las poblaciones de
fitoplancton con respecto a los modelos bio-épticos disponibles para aguas
continentales, en los que el backscattering es calculado a partir de una Unica
funcién (BOMBER, Giardino et al., 2012) o de dos espectros de referencia
distinguiendo sélo dos categorias de tamafio (WAS]I, Gege, 2004; Gege, 2014).

Cyanobacteria

0.8 0.018
4 —_— _—12 —3 : —] — —3 a4 5
; g —g ] —5 7 8 9 10
10 15 20 0.015 4 T
o £0.012 1
B0 ]
= = ]
E £ 0.009 +
s ] E ]
] ] \ 3 7/k/_\/f’_\
0.006 -
'__,--\——'—-—___\/‘——*5 < 'M
0.2 - :N\
] 0.003 ]
[ R — ]
1 -M
L e —— o FPM——_
400 600 800 400 600 800
Wavelength (nm) Wavelength (nm)
Eukaryota
0.4 0.004
] —1 —2 —3 —_1 —2 —3 4 5
i 4 5 —6 —f 7 8 9 10
] 7 8 9 —15 —20 —50
i 10 =15 =—20
—50
v :\
Te ]
£ ;\\ NN
= “’A\/—\\
*_Dé \\ N
] AN \\.\
h ﬁ
0 — T+
400 600 800
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Figura 4.20. LUT de PHYBOM para la dispersién y retrodispersion. A la izquierda:
los espectros del modelo EAP (Matthews et al., 2020) del coeficiente especifico de
dispersion del fitoplancton, por unidad de Clorofila-a, by y by, (m*mg™1),
para Cianobacterias (arriba) y Eucariotas (abajo). A la derecha los espectros
respectivos del coeficiente de retrodispersién especifica, by, eyay bp e (m?mg™1).
Los espectros corresponden a poblaciones de fitoplancton con didmetros medios
efectivos (ESD) desde dgpr = 1um hasta dgpr = 50um.
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Los espectros de los coeficientes de dispersién y retrodispersion especifica son
multiplicados por la concentracién de Clorofila-a, para obtener los coeficientes
finales (Figura 4.21). Como han puesto de manifiesto numerosos autores, la
dependencia de la dispersion total con la Clorofila-a no es lineal (Morel, 1980;
Babin et al., 2003). Se suele ajustar a una funcién potencial, con un exponente
ajustado empiricamente en diferentes tipos de aguas. En PHYBOM se adopt6 el
valor (0.62) propuesto por Gordon & Morel (1983) y validado por Gould et al.
(1999) en aguas de turbiedad variable. Aun cuando en PHYBOM no se disponia
de espectros de by, la comparacion de los espectros simulados con la pequena
base de datos (N=11) de las campaias de 2007, en las que se midid b;¢4; in situ
(Capitulo 3.1.2) mostré una sobreestimacion del by, simulado (byny > brotar)
para [Chl_a] altas, obteniéndose valores inferiores y con sentido fisico cuando
se multiplicaba [Chl_a] por la funcién potencial mencionada.
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Figura 4.21. Diagrama funcional del médulo de generacion de espectros de
dispersion y retrodispersion del fitoplancton.

(%cya/euk) - [Chl_a]

4.2.2.6. Rendimiento cudntico de la fluorescencia

La fluorescencia emitida por los fotosistemas (PS Il y PS I, ), habitualmente
denominada Fluorescencia de la Clorofila Inducida por el Sol (SCIF, Sun Induced
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Chlorophyll Fluorescence), se simula por el coédigo de transferencia radiativa
HydroLight, a partir de dos salidas de PHYBOM: el espectro del coeficiente de
absorcién del fitoplancton, a,p, (1), cuyo calculo se describe en los capitulos
4.2.2.1y4.2.2.2 y el rendimiento cudntico de la fluorescencia, ¢, definido como
el cociente entre el total de fotones absorbidos (en el intervalo 370 < A' <
690 nm) y el total de fotones emitidos.

El rendimiento cudntico de la fluorescencia, ¢, es un pardmetro que depende
del tipo de fitoplancton, la irradiancia disponible, el estado de fotoaclimatacién
y el estado fisioldgico del fitoplancton, tal y como se detall6 en el Capitulo 2.2.5.
La version actual de PHYBOM no simula ¢ a partir de ninguna de esas
variables, pero si proporciona un valor realista, a partir de una aproximaciéon
empirica, dependiente de la [Chl_a]. Asi, para [Chl_a] < 5mg m~3 se asume un
¢r = 0.02, y para [Chl_a] > 5mg m~3 se calcula la disminucién observada de
¢r con la [Chl_a] de acuerdo con la siguiente aproximacién empirica:

¢r = 0.0994 - [Chl_a]~%75 411

Para construir esta relacién se han usado los valores de ¢ promedio, por
intervalos de [Chl_a] definidos en la modelizacion bio-6ptica de las eutroéficas
de la corriente de Benguela (Lain et al., 2014), que a su vez estdn basadas en la
climatologia de ¢, estimada mediante teledeteccién satelital (MODIS) por
Behrenfeld et al. (2009) y en el modelo de Ostrowska et al. (2012). Y son
coherentes con los valores modelizados para aguas costeras eutréficas por
Gilerson et al. (2007).

La ecuacién 4.11, obtenida por ajuste de regresion de los valores de ¢
aproximados para diferentes [Chl_a], solo sirve para proporcionar unos valores
de entrada por defecto. Pero el usuario de PHYBOM puede introducir cualquier
valor de ¢, en caso de que lo haya determinado experimentalmente o se quiera
simular el efecto de diferentes rendimientos cuanticos de fluorescencia en la
reflectividad aparente observada.

4.2.3. Detritus

De entre las diferentes maneras de compartimentar la materia particulada
(POM) en un modelo bio-6ptico, en PHYBOM se ha optado por modelizar tres
componentes: Fitoplancton, detritus y particulas no algales
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En PHYBOM los detritus representan la materia organica particulada
procedente de la descomposicion del fitoplancton de un lago. Por tanto, de
acuerdo con su definicion, esta correlacionada con la biomasa de fitoplancton
existente en un momento dado. Por razones conceptuales, pero también
practicas, la categoria de los detritus incluye también la fraccién de la materia
organica disuelta colora (CDOM) resultante de la descomposiciéon del
fitoplancton. Conceptualmente, porque de esta manera se puede simular, de
forma independiente, la materia organica disuelta autdctona, originada por
descomposicion del fitoplancton de la aléctona, originada en la cuenca vertiente
al lago (Lozovik et al, 2007). Pero también porque se puede simular la
absorcién de la materia organica disuelta y particulada en un tnico espectro,
como, de hecho, es frecuente simular estos OAC en las aguas Caso 1 (Bricaud et
al, 1981; Roesler et al., 1989).

De las diferentes aproximaciones empiricas que relacionan la [Chl_a] y la
absorcion de los detritus a una determinada longitud de onda, se ha escogido
la de Lain et al.,, 2014) obtenida en una zona de afloramiento oceanica eutrdfica,
con [Chl_a] semejantes a las encontradas en aguas continentales, pero
clasificable como Caso 1, por su alejamiento de fuentes de CDOM y NAP
terrigenos: estos autores encontraron la siguiente relaciéon con datos
experimentales:

Age: (400) = 0.0904 - log[Chl_a] + 0.1287 [m™1] 412

A través de la ecuacion 4.12, PHYBOM obtiene el espectro del coeficiente de
absorcién de los detritus a través de una funcidn exponencial dependiente de A
(Ecuacién 4.13), que es la funcion comunmente empleada tanto en aguas
oceanicas como continentales (Roesler et al., 1989; Bricaud et al., 1998).

Aget (D) = ager (400) - ex p[—S4(A —400)] [m™] 413

Donde S, suele tener un valor de entre 0.010 y 0.013 nm ™! (Babin et al., 2003).
En la campaiia de validacién de 2007 (Capitulo 3.1.4.4) se midi6 a4.;(1) en 26
puntos de muestreo, obteniéndose un valor promedio de S; de 0.009 y una
desviacién estandar de 0.002. Dado el limitado nimero de puntos medidos, en
PHYBOM se ha adoptado, por defecto, por un valor algo mas altode S; = 0.010,
que se aproxima al mas habitual en la modelizacion bio-6ptica (S; = 0.011).

Para simular la dispersion de los detritus se ha seguido la aproximacién de
Stramski et al. (2001), que propusieron un modelo bio-6ptico para aguas
oceanicas en el que combinaron determinaciones experimentales (para las
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propiedades opticas del fitoplancton y generales de la masa de agua) con
modelizaciéon basada en la Teoria de Mie. Tiene el interés afiadido de que
separaron una componente de detritus orgdnicos y otra de particulas
minerales, lo que coincide, a grandes rasgos con el enfoque adoptado en
PHYBOM, en el que la fraccién de NAP representa normalmente particulas
minerales, pero también puede representar materia particulada al6ctona.

En Stramski et al. (2001) el coeficiente de dispersion de los detritus, b, (1), se
modeliz6 como una poblacién de particulas con la parte real del indice de
refraccion n = 1.04, un intervalo de didmetros de 0.05 a 500 ym y una funcién
de distribucién (PSD) hiperbélica (tipo Junge) con una pendiente de § = —4.

En PHYBOM se ha definido un parametro p = bge(550)/bppy (550), que
representa la fracciéon de la dispersiéon que representan los detritus con
respecto a la del fitoplancton para 4 = 550 nm. Y se ha calculado el valorde p a
partir de los espectros del coeficiente de dispersién de Stramski et al. (2001),
obteniéndose p = 0.43, que se ha adoptado como valor por defecto:

baet (550) = 0.43 - by, (550) i14

El valor asi obtenido de bg.;(550) se utiliza para modelizar la respuesta
espectral de by (1), de acuerdo con la funcién potencial mas cominmente
utilizada en modelizacién bio-6ptica (ecuacién 4.15) y adoptando un exponente
m = 1, de acuerdo con Gordon & Morel (2012):
550\"
bdet(l) = bget (550) - (—)

1 4.15

Para el calculo del coeficiente de retrodispersion, by, ;,, (1), se ha partido en
PHYBOM de una parametrizacién del modelo de Twardowski et al. (2001).
Dicho modelo predice el ratio b, = b, /b, a partir de la parte real del indice de
refraccion, n, y de la pendiente del espectro de atenuacion total y, que a su vez
se puede estimar a partir de la pendiente de la funcidn hiperbélica de la PSD,
como Yy = ¢ — 3. Asumiendo esa relacion, para la poblacién de detritus de
Stramski (n = 1.04; £ = —4.) se obtiene una pendiente y = 1. Para esa y se ha
obtenido un ajuste lineal de n y b, (b, = —0.177 + 0.178n; R? = 0.99),
resultando un Bbdet = (0.015, que se asume constante para toda 4 y se utiliza
para obtener by, ;. (1):

bbdet(/‘l) = 0.015 - bdet(A) 416
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El conjunto de ecuaciones que se utilizan para el calculo de las IOP de los
detritus en PHYBOM se resume en la Figura 4.22.

Bye:(550) =p - by, (550) | Stramski etal. (2001)
Gordon & Morel (2012)

550\"
bagr(4) = bggr (550) - (T) =043
m=1

Twardowskietal. (2001]

By ger (M) = 0.015 - baee () |

Stramski etal. (2001)

|sd=a.w %|amu)—adgt(400) exp[—S,(2 — 400)] e () o
501X1 501x1

Figura 4.22. Diagrama funcional del médulo de generacién de IOP de los detritus.

Lain et al. (2014)
| @4, (400) = 0.0904 - log[Chl_a] + 0.1287 |

4.2.4. CDOM

El coeficiente de absorcion de la materia organica disuelta colora (CDOM) se
suele simular como una funcién exponencial, propuesta inicialmente por Jerlov
(1968):

acpom) = acpom (o) - exp[—=S.(A = 29)] [m™] 417

En la que 4, es una longitud de onda de referencia (habitualmente 440 nm) y S,
representa la pendiente espectral. Esta funciéon se ha explicado como la
superposiciéon de un gran numero de absorciones, de forma gaussiana o
lorentziana correspondientes a los dobles enlaces conjugados de la infinidad de
moléculas que componen el CDOM (Shifrin, 1998). Por ello, algunos autores han
propuesto otros modelos que descomponen el espectro en varias funciones o
que utilizan una funcién potencial (Twardowski et al., 2004). No obstante, la
funcion exponencial suele ser suficiente para simular el espectro de absorcion
del CDOM en el rango de la luz visible, por lo que ha sido el adoptado en
PHYBOM, utilizando una 15 = 400 nm:
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acpm (1) = acpy (400) - exp [—Sc (A — 400)] 418

Para utilizar la misma extension que el resto de OAC (Phy, Det, NAP), PHYBOM
utiliza la notacion “CDM” para el CDOM. En cuanto al valor de S., es mucho mas
variable que el del exponente andlogo de los detritus, tomando valores entre
0.007 y 0.026 nm™! (Twardowski et al.,, 2004). Ademas, esas variaciones de la
pendiente espectral se han relacionado con tipos diferentes de materia
organica, como los acidos humicos y fulvicos, por lo que es un parametro que el
usuario del modelo bio-éptico puede estar interesado en variar. Por ello no se
ha fijado un valor por defecto para S;, que es, junto con acpy (400), las dos
entradas que el usuario debe introducir para simular. Como referencia, en la
campaia de validacién de 2007 (Capitulo 3.1.4.4) se midi6 acpy (400) en 26
puntos de muestreo, obteniéndose un valor promedio de 0.013 y una
desviacion estandar de 0.0022.

4.2.5. Particulas no algales (NAP)

Aunque PHYBOM es un modelo bio-6ptico centrado en la simulaciéon del
fitoplancton, en las aguas continentales nunca se puede descartar la simulaciéon
de las particulas no algales. En algunos casos pueden ser el OAC dominante,
pero incluso cuando se encuentran en concentraciones bajas, pueden modificar
sustancialmente la sefal observada (Sun et al., 2010). Su modelizacién puede
hacerse, de manera analoga al fitoplancton y los detritus, a partir de las
propiedades oOpticas a nivel de particula y de modelos de la PSD. No obstante,
para esta primera version de PHYBOM se ha optado por una aproximacion
empirica, basada en espectros representativos de los tipos de NAP mas
frecuentes en aguas continentales.

El usuario de PHYBOM debe seleccionar el tipo de particula que quiere simular,
de entre las opciones disponibles, y su concentracion. Y el modelo bio-dptico
selecciona los espectros de absorcion y dispersion especifica del tipo elegido,
que se multiplican por la concentracién de NAP (Figura 4.23).
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Figura 4.23. Diagrama funcional del médulo de generacion de IOP de las
particulas no algales.

Los espectros de referencia proceden de Ahn (1990), que es el Unico estudio
realizado hasta la fecha, en aguas continentales, en el que se haya medido la
absorcién especifica (por unidad de concentracion) de particulas no algales,
anap(4), de forma conjunta con la dispersion especifica, by 4p (1). La dispersion
de las NAP, para la que existen muchas mas medidas experimentales, se suele
modelizar mediante un modelo potencial como el de los detritus (ecuacion
4.15), mientras que la absorciéon es modelada mediante un modelo potencial o
exponencial (Stramski et al., 2007). Sin embargo, estos modelos no recogen las
variaciones en la forma espectral observadas en los cuatro tipos de particula
medidos por Ahn (1990) que son, ademas facilmente interpretables desde una
perspectiva mineraldgica o edafoldgica (arenas, arcillas o tierra parda).

Para el calculo del coeficiente de retrodispersion, b, ,,(1), se ha seguido en
PHYBOM la misma aproximacién que para los detritus, basada en una
parametrizacion del modelo de Twardowski et al. (2001), ya que en Ahn (1990)
no se realizaron medidas de backscattering. Para ello se siguieron los siguientes
pasos:

Se calcul6 la pendiente del modelo potencial, y, que mas aproxima los espectros
de cy,p(1) de Ahn (1990), obteniéndose un valor préximo a 1 en todos los
casos, para el intervalo espectral de 500 a 900 nm.

Se asign6 un valor de la parte real del indice relativo de refraccion, n, a cada tipo
de NAP, de acuerdo con su composicién mineraldgica, a partir de los valores
tabulados en Twardowski et al. (2001) y Lide (2004).

Se aplic6 la parametrizacion del modelo de Twardowski et al. (2001) para
obtener BbNAP (Tabla 4.6), que se asume constante para toda 4, lo que es una
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aproximacion realista, a falta de mas informacién de la VSF de las particulas
simuladas (Stramski et al.,, 2001).

Tabla 4.6. Parte real del indice relativo de refraccion, n, asignada a cada tipo de
NAP y ratio backscattering / scattering (b, nap) calculado segin Twardowski et
al. (2001).

Tipo de NAP n EbNAP
Arcilla amarilla 1.18 0.032
Arcilla roja 1.18 0.032
Calcarea 1.24 0.043
Silicea 1.17 0.032
Tierra parda 1.16 0.029

4.2.6. Condiciones de contorno de HydroLight

PHYBOM se puede utilizar inicamente para simular las IOP de masas de agua
naturales, pero su objetivo principal es la simulacién de las AOP, y en especial
R,s, para unas condiciones de contorno dadas, que se proporcionan al cédigo
de transferencia radiativa HydroLight. Estas condiciones son configurables por
el usuario, aunque PHYBOM se ha disefiado para proporcionar unos valores por
defecto y/o utilizar unas determinadas opciones en HydroLight, que se
consideran apropiadas para la simulacién en aguas continentales.

Las principales condiciones preconfiguradas en PHYBOM son:

IOP de las moléculas de agua: PHYBOM proporciona a HydroLight las IOP
globales de la masa de agua (a, b, cy by,) como suma de todos los OAC menos la
molécula de agua. Dado que HydroLight incorporalas IOP del agua, la suma final
para obtener los coeficientes que se utilizan en la transferencia radiativa se
realiza ya en HydroLight. El calculo final se muestra en las ecuaciones 4.19, 4.20
y 4.21, en las que se omite, por brevedad, la dependencia con la profundidad, z,
de todos los coeficientes. Los coeficientes proporcionados por PHYBOM se
muestran en negro y los proporcionados u obtenidos finalmente en HydroLight
en azul.
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a() = ay, (1) + apny (D) + agec (D) + ayap(D) + acpy (1) [m™1] 419
b = by () + by ) + baee D) + byap@ [ 50

bb(A) = bbW(A) + bbphy(l) + bbdet(l) + bbNAp(A) [m_l] 421

HydroLight tiene varios conjuntos de IOP para el agua. Por defecto, PHYBOM
selecciona la opcion especifica de scattering (by, y bp,,) para aguas dulces

(freshwater), y la absorcién (a,,) segiun Pope & Fry (1997).

Profundidades de la simulacién: PHYBOM calcula, por defecto, 3
profundidades geométricas (zsg, z; ¥ Zm, €n metros) que se corresponden con
un 50%, 63% y 90% de atenuacion difusa de la irradiancia fotosintéticamente
activa (PAR; 400-700 nm) incidente en la superficie del agua. La profundidad
intermedia, z;, corresponde al primer espesor dptico, {, que es la profundidad
de la que procede aproximadamente el 90% de la luz reflejada de forma difusa
por una masa de agua (Gordon & McCluney, 1975) y por tanto la observable
desde un sensor remoto mediante teledeteccién. La inferior, zq9, al punto medio
de la zona eufética, que es donde se concentra el grueso de la actividad
fotosintética del fitoplancton.

Las tres profundidades se calculan en PHYBOM de manera muy aproximada, a
partir de relaciones empiricas obtenidas de los puntos de la base de datos 2001-
2002, en los que se midieron, conjuntamente, perfiles verticales de irradiancia
descendente, E;(A1) y de concentracion de Clorofila-a por fluorometria. Se
calcularon las profundidades geométricas para los tres espesores Opticos a
partir de los K;(PAR) medidos y se obtuvo un ajuste de regresioén con las
[Chl_a] integradas hasta dicha profundidad:

Zgo = 2.148 - [Chl_a]~***5 [m] 422

z; = 7.127 - [Chl_a]™**** [m] 423

Zgo = 14.255 - [Chl_a]~%**> [m] 424
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Estas relaciones son aproximaciones muy groseras y no deben considerarse
como un medio de calcular rigurosamente esas profundidades, sino como una
manera automatica de asegurar en HydroLight que el primer espesor 6ptico
quede incluido en las simulaciones.

Rendimiento cuantico de la SICF: Es un parametro configurable por el usuario
pero para el que se proporciona un valor por defecto utilizando la ecuacién 4.11
(Capitulo 4.2.2.6).

Funciones de fase de Fournier-Fourand: Para computar la transferencia
radiativa en una masa de agua, no basta con conocer los coeficientes a, b y by,
sino que es necesario conocer la funcién de volumen de la dispersién (VSF,
Volume Scattering Function; ecuacion 2.18) o la funcidn de fase de la dispersion
(scattering phase function), que es la normalizacién de la VSF con b (ecuaciéon
2.20) que describe la distribucién angular de la dispersion. Las funciones de
fase y la VSF son muy complejas y laboriosas de medir con alta resoluciéon
angular. Las mas completas son las de Petzold (1977), que realiz6 tres medidas
en aguas ocednicas claras, aguas costeras y aguas turbias en un puerto. Las VSF
de Petzold (o bien un promedio de las tres) se han utilizado hasta hace pocos
afios como Unica alternativa de los codigos de transferencia radiativa, ya que
alternativas analiticas de la funcién de fase, de facil computo (como las de
Henyey-Greenstein), no reproducian con demasiada fidelidad las VSF medidas
(Mobley 2022).

Sin embargo, la funcién de fase de Fournier-Forand (Fournier &Forand, 1994)
ha demostrado una muy buena aproximacién a las VSF medidas con un coste
computacional relativamente bajo. Su aplicacion debe limitarse a PSD
asimilables a una funcién hiperboélica con una pendiente § en el rango 3 < § <
5 y a particulas en el rango 1 <n < 1.33 para la parte real del indice de
refraccion. Ambas condiciones se cumplen en la simulacion de la dispersion de
detritus y NAP y también en la aproximacién de EAP para el fitoplancton, y son
condiciones frecuentes en las poblaciones de particulas de las aguas naturales,
por lo que se ha adoptado esta funcién de fase en PHYBOM.

La funcién de Fournier-Forand (FF) requiere para su calculo conocer &, n y el
ratio backscattering/scattering b, (1) de la masa de agua a simular. No obstante,
las variaciones de b;, (1), tienen mucho mas impacto en la forma y magnitud de
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la funcién que las de & y n. Este hecho se aprovecha en HydroLight para
seleccionar una FF para cada valor de by, (1) dado, mediante una aproximacién
de ¢ y n (Mobley et al., 2002) lo que es una indudable ventaja para PHYBOM,
pues b, (1) es una de las salidas del modelo. Otra ventaja es que, para cada A se
construye una funcién de fase distinta en funcién de su valor de b, lo que
proporciona resultados mucho mas realistas que las aproximaciones que
asumen una uUnica VSF para todo 4.

Modelo de distribucion de la irradiancia solar incidente: PHYBOM
selecciona por defecto el modelo semi-empirico RADTRAN-X, que es una
version, extendida al intervalo espectral 300-100 nm, del modelo RADTRAN
(Gregg & Carder, 1990). Una primera subrutina de HydroLight genera, con
RADTRAN-X, los componentes directos y difusos de irradiancia planar
descendente E; que alcanza la superficie del agua, en funcién del 4ngulo cenital
solar, SZA (o bien la fecha y coordenadas geograficas del punto) y de los
pardmetros atmosféricos proporcionados por PHYBOM: presion atmosférica,
(mm Hg; importante para considerar altitud del lago); visibilidad horizontal
(km); humedad relativa (%); contenido de agua precipitable (cm); ozono total
(D.0O,, si no se conoce utiliza una climatologia en funcion de la fecha y posicion
geografica del punto simulado) y tipo de masa de aire (en una escalade 1 a 10
donde “1” es marina y “10” continental). Una segunda subrutina genera la
distribucién angular de la radiancia del cielo (sky radiance) utilizando por
defecto el modelo semianalitico de Harrison & Coombes (1988) y el porcentaje
de nubosidad proporcionado por PHYBOM.

Tanto RADTRAN-X como el modelo de Harrison & Coombes (1988) son
aproximaciones relativamente simplificadas de las condiciones de iluminacion,
pero se han considerado suficientes para las simulaciones realizadas en el
desarrollo y validacion de PHYBOM, debido a (1) la relativa insensibilidad de
R,s(A) a la distribucién angular de la radiancia del cielo, (2) la resolucién
espectral utilizada (1 nm) en la que el efecto de la estructura fina de las bandas
de absorcién de los componentes atmosféricos es pequefio y (3) la simplicidad
de configuracion, muy ventajosa cuando se trata de simular un niimero elevado
de puntos con condiciones atmosféricas diferentes. No obstante, HydroLight
permite al usuario proporcionar la irradiancia total y 1a distribucién angular de
la radiancia de una fuente externa (MODTRAN, por ejemplo), lo que puede ser
interesante en futuras versiones del modelo bio-6ptico o en simulaciones en las
que se la composicion atmosférica sea especialmente relevante.
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Interfaz agua-aire: PHYBOM proporciona un valor de temperatura y salinidad
del agua (por defecto, para aguas continentales poco mineralizadas los valores
son: T = 20 °C; S = 0) a partir de los cuales HydroLight calcula el espectro de
la parte real del indice de refracciéon del agua, n,,. Alternativamente se puede
suministrar un valor promedio para aguas dulces de n,, = 1.33.

También se proporciona un valor de la velocidad del viento U (m/s) que se
utiliza para calcular la rugosidad de la superficie (y a partir de ella su efecto en
la reflectividad y transmisividad de la superficie del agua) mediante tres
posibles opciones: dos de ellas basadas en las estadisticas de Cox & Munk
(1954) y en simulaciones de Monte Carlo, con distribuciones isotrépicas o
anisotrépicas de las pendientes del oleaje y una tercera opcién, mas pensada
para simulaciones oceanicas, que tiene en cuenta el oleaje de fondo (Mobley,
2015). En las simulaciones de la validacién de PHYBOM se adopt6 en todos los
casos la opcion de Cox-Munk isotrépica, como una aproximacion aceptable para
el tamafo pequeiio de los lagos estudiados y las velocidades de viento medidas
(promedio de 2.73 m/s, con s6lo 10 puntos con 5 < U < 7.5m/s, que son
velocidades bajas comparadas con habituales en aguas ocednicas).

Intervalo y resolucion espectral: Durante la mayor parte del desarrollo de la
versién actual de PHYBOM, la version de HydroLight disponible era la 5.3, que
tenia una limitacién de 500 bandas espectrales y 1 nm de ancho de banda
maximo, para las simulaciones ordinarias (ampliarlo era posible pero con
modificaciones complejas del cdigo que no se contemplaron). Principalmente
por ello, las simulaciones de las IOP se han hecho para el intervalo 400-900 nm,
con un ancho de banda de 1 nm. Actualmente, se dispone de una nueva version
6.0, que es con la que se han hecho todas las simulaciones de la validacion, que
no tiene esa limitaciéon en el intervalo espectral. Pero el rango no se ha
extendido pues requiere cambios notables en el codigo de PHYBOM.

Extender el rango espectral (por ejemplo a 300-1000 nm) requeriria actualizar
la definicion de todas las IOP del modelo bio-6ptico. En algunos casos es posible
de forma sencilla, pues se dispone de informacion (por ejemplo los espectros
de absorcion de pigmentos para A < 400 nm). En otros se pueden extrapolar
las funciones analiticas que describen los IOP, aunque hay que analizar posibles
cambios (por ejemplo en la pendiente del modelo exponencial del CDOM para
A < 400 nm o en los modelos de scattering fuera de los intervalos actuales de
A). Pero en otros casos la extrapolacion es compleja, por no disponer de datos
suficientes, y puede requerir asunciones sobre el comportamiento espectral de
los OAC sin un sustento empirico o tedrico.
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4.3. Validacion del modelo bio-optico

La validacién del modelo bio-6ptico se hallevado a cabo evaluando su exactitud
y precision en la simulacion de la reflectividad espectral (R,s(1),sr™1), que es
el resultado final de la simulacién y el objetivo principal en estudios de
teledeteccion. Para ello se ha contado con los 72 puntos de muestreo con
informacién completa de todos las variables y parametros de entrada del
modelo, ademas de la reflectividad, como variable de salida a evaluar.

Las simulaciones se han realizado en el modo de operacién por composicion
pigmentaria (descrito en el Capitulo 4.2.1), utilizando como entradas las
siguientes variables, medidas in situ o en laboratorio:

e Concentracion de Clorofila-a y de otros 14 pigmentos (Clorofilas by c, B-
caroteno, 9 xantofilas y 2 ficobiliproteinas), obtenidas mediante HPLC
en las muestras integradas hasta el primer espesor 6ptico.

e Concentracion de Clorofila-a de eucariotas, [Chl_a] ., y Cianobacterias,
[Chl_a]cyq, calculado como el producto del porcentaje de la biomasa de

cada grupo, determinado por microscopia, y la [Chl_a] total.

e ESD medio de eucariotasy Cianobacterias, obtenido de los biovolimenes
estimados por microscopia.

Para la concentracidn de particulas no algales [NAP] y el CDOM no se contaba,
en la base de datos 2001-2002, con determinaciones directas mediante
métodos analiticos estandar, por lo que se partié de estimaciones indirectas,
segun las siguientes aproximaciones:

e EICDOM, en unidades de absorcion, se estimo a partir de las medidas de
CDOM por fluorometria in situ (fluorémetro Chelsea MiniTRACKA,
Capitulo 3.1.2), mediante un ajuste empirico (R? = 0.96) entre el voltaje
de salida del fluorémetro y un nimero limitado (N=6) de medidas del
coeficiente de absorcion del CDOM a 400 nm. De esa manera, se obtuvo
un valor de partida para la acpoy(400) para todos los puntos de
validacién.

e A partir de los espectros de absorcion de ese subconjunto de 6 puntos,
se obtuvo un valor promedio de la pendiente de la funcion exponencial
para el CDOM (ecuacién 4.18) de S, = 0.11, coherente con los valores
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habitualmente utilizados para el intervalo de 400 a 700 nm (Mobley,
2022).

e Parala [NAP], no se disponia de determinaciones directas, ya que las
medidas de s6lidos en suspension por el método gravimétrico (3.1.4.3)
se corresponden con el total de los sélidos (TSS). Como aproximacién
indirecta se estimé la fracciéon de sélidos no algales como diferencia
entre los sdlidos totales y la biomasa del fitoplancton estimada por
microscopia (en mg/l). Los valores obtenidos no pueden considerarse
como homologables a las determinaciones realizadas con los métodos
estandar, pero son suficientes como valores de entrada iniciales del
modelo bio-0ptico.

e El tipo de NAP se asign6 a cada punto de acuerdo con los valores de
conductividad y alcalinidad del agua, la litologia de la cuenca, la posicion
del punto de muestreo en el gradiente presa-cola y la profundidad en el
punto de muestreo, como indicador de la resuspension de sedimentos.

e En cuanto alos detritus, se mantuvieron los valores por defecto para los
parametros de los modelos de absorcién (S; = 0.10; ecuacion 4.13),
dispersiéon (p = 0.43; ecuacion 4.14; m =1; ecuaciéon 4.15) y
retrodispersion (Ebphy = 0.015; ecuacion 4.16)

Para las simulaciones de HydroLight se proporcionaron los valores del dngulo
cenital solar (SZA4; °), la velocidad del viento (U; m-s™1) y la fraccién de
cobertura nubosa (0-100%). Las variables de contorno de HydroLight se
definieron de acuerdo con lo detallado en el Capitulo 4.2.6.

Con los valores y configuraciéon arriba mencionados, se lanzé una primera
simulacioén, sin fluorescencia de la Clorofila-a (SICF), cuyas reflectividades
simuladas se compararon, para cada punto de muestreo (N=72), con las
medidas in situ, haciendo una primera evaluacion cualitativa de los resultados
y del error en cada punto (RMSE, RRMSE). Se plante6 entonces hacer una
segunda simulacién en la que se mantuvieran constantes los valores iniciales
de todas las concentraciones y parametros de fitoplancton (y detritus) y se
ajustaran o refinaran las estimaciones iniciales de NAP y CDOM. El objetivo de
esta segunda simulacién no era disminuir artificiosamente el error global del
modelo en la estimacién de R, mediante una optimizacion de los valores de
entrada, sino disminuir inicamente el error asociado a las variables de entrada
(NAP y CDOM) cuyo valor inicial era una aproximacién grosera, precisamente
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para poder evaluar mejor el error imputable a la simulacién del fitoplancton,
que es el ndcleo principal y la aportacién mas novedosa de PHYBOM.

Llevar a cabo una optimizacién no lineal con un ndmero alto de iteraciones
(ejecuciones de HydroLight) para los 72 puntos de validacion, se descarté por
la dificultad de integrar el c6digo de HydroLight y PHYBOM y por el coste
computacional y de tiempo de ejecucion que requeriria (1 dia al menos por cada
ciclo). La versién actual de PHYBOM permite generar simulaciones masivas con
un ndmero muy elevado de puntos, pero no hacerlo en bucle. Sin duda es una
capacidad muy interesante que se intentara en futuras versiones, pero dadas
las limitaciones temporales para la finalizacién de esta tesis doctoral se opt6
por una aproximacion mas sencilla, que se describe a continuacién.

(1) Se asumi6, como expresion analitica que relaciona la reflectividad con las
IOP de la masa de agua, la relacién obtenida inicialmente, mediante
simulaciones de Monte Carlo, por Gordon et al. (1975) para la reflectividad de
irradiancia R(4) (ecuacion 2.45) y posteriormente para la R, en los modelos
semianaliticos de Lee et al. (1998) y de Albert & Mobley (2003):

B by (1)
Rys(1) = fm 425

Esta es una aproximacién muy utilizada, que requiere estimar el parametro f,
que depende a su vez de la distribucién angular de la radiancia (normalmente
expresada mediante el factor Q, definido en la ecuacién 2.42), del angulo cenital
solar y el de observacion, de la velocidad del viento (rugosidad de la superficie)
y de dos parametros que relacionan la R,; medida fuera del agua con la
subsuperficial (un factor de divergencia agua-aire y otro que computa las
reflexiones internas de la superficie del agua).

(2) Los modelos de Lee et al. (1998) y de Albert & Mobley (2003) proponen
métodos para estimar o aproximar el parametro fde la ecuacion 4.25, pero en
este caso no era necesario, pues se podia calcular directamente, para cada
punto, a partir de los IOP de entrada, a(1) y b, (1), y con la R,4(1) generada en
la simulacién inicial de HydroLight.

(3) Asumiendo constantes esos valores de f, derivados de la simulacién inicial
en HydroLight, se modificaron los valores iniciales de [NAP], acpou (400) y S, y
por tanto de a(1) y by, (1), generandose una nueva R,(1) mediante la ecuacion
4.25, lo que permitié realizar la optimizacion fuera de HL, con un coste
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computacional muy bajo, minimizando el valor global de RMSE entre los valores
de R, simulados y medidos in situ.

Esta asuncidn no es correcta pero introduce un error pequefio sila variacion de
las IOP iniciales es pequefia. En cualquier caso, cumplia el objetivo buscado, que
no era el de hacer un ajuste espectral (spectral fitting) sino minimizar el error
debido a la estimaciodn inicial, muy aproximada, de [NAP] y el CDOM.

Con los valores de [NAP], acpom(400) y S. ajustados, se volvié a lanzar la
simulacién, manteniendo intactos el resto de variables de entrada de la
simulacién inicial. En este caso se hicieron dos ejecuciones idénticas, con y sin
fluorescencia de la Clorofila-a, para analizar en detalle la sefial de SICF simulada
y la presente en los espectros de R, in situ (Capitulo 4.3.4).

4.3.1. Resultados globales

El andlisis global de las diferencias entre los espectros de R, simulados por
PHYBOM y medidos in situ, muestra los siguientes estadisticos de error, (Tabla
4.7) calculados, de acuerdo con las ecuaciones 3.4, 3.5 y 3.6 (Capitulo 3.2) para
los 72 puntos de validacién y para todo el rango espectral (400-900 nm), o de
forma separada para el espectro visible (400-700 nm) e infrarrojo (700-900
nm).

Tabla 4.7. Estadisticos globales de la simulacién de validacion de PHYBOM.

400- 900 nm | 400-700 nm | 700-900 nm
RMSE (sr~1) 0.00105 0.00109 0.00099
RRMSE (%) 20.35 15.40 43.86
MAE (sr~1) 0.00057 0.00064 0.00046

Los estadisticos que miden el error absoluto muestran que éste es mas bajo en
la region infrarroja, aunque es una interpretacion engafiosa, pues en promedio
en esa region la reflectividad es mucho mas baja que en el visible. El RRMSE,
que proporciona una interpretacién mas inmediata (salvo para alguien muy
habituado a interpretar espectros de R,.; en aguas continentales), muestra que,
en términos relativos, el desempefio del modelo es mejor en la region visible,
con un error global del 20% y del 15% en el visible.

Si se examina la distribucion espectral del promedio de los errores absolutos
(Figura 4.24) o relativos (Figura 4.25) se observa que PHYBOM tiene tendencia
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a sobreestimar la R,; en los 72 puntos simulados. Llaman la atencién dos
regiones en las que la desviacion es mayor: una en torno a los 530 nm, que
podria estar asociada con una infravaloracion de la absorcidn especifica de las
xantofilas fotosintéticas (o con la presencia de algiin pigmento no incluido en
PHYBOM) y otra en la regién 670-710 nm, cuyo patréon de infra- y
sobreestimacion sugiere un posible desplazamiento relativo de los maximos de
absorcion simulados respecto de los reales. No obstante, en estas dos figuras, el
efecto de cancelacion de sobre- e infraestimaciones y el peso de los puntos de
mayor reflectividad puede estar sesgando las tendencias generales.
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Figura 4.24. Promedio del error absoluto, (R,ssimulado — R,¢in situ), del
modelo bio-6ptico PHYBOM.
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Figura 4.25. Promedio del error relativo ( ), en %, del modelo

bio-optico PHYBOM.
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Para analizar con algo mas de detalle la distribucién de los errores en los 72
puntos simulados, la Figura 4.26 y la Figura 4.27 muestran tres percentiles de
la distribucién del valor absoluto de los errores. Es decir, en este caso lo que se
examina es la magnitud del error y no su desviacién positiva o negativa respecto
del valor medido. Se observa una tendencia general de disminucién de los
errores absolutos desde el azul hacia el infrarrojo, lo que podria sugerir que la
estimacién de alguna de las IOP que tienen un marcado incremento hacia el azul
(la dispersion de NAP o detritus o, en sentido inverso la absorcién del CDOM)
pudiera estar afectando el resultado global.

1 X 1072 Absolute Error
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Figura 4.26. Percentiles del error absoluto |R,g¢simulado — R,gin situl| del
modelo bio-6ptico PHYBOM.

No obstante, de nuevo, la interpretacion que se puede extraer de los errores
relativos es diferente. Y de hecho la Figura 4.27 puede interpretarse como la
constatacion de un buen desempeiio global para PHYBOM, pues muestra como
la mediana de los errores relativos esta por debajo del 10% en practicamente
todo el espectro visible, que es la region que tiene mas interés desde el punto
de vista de la informacidon que se puede obtener de los OAC de las masas de
agua. Da la impresion de que los errores mas altos de los puntos de mayor
reflectividad estan afectando notablemente a las estadisticas globales, cuando
en la mayoria de los puntos los errores son mas bajos.

Lo que sise observa en la Figura 4.27 es un error relativo mayor en los extremos
del espectro, lo que es coherente con el hecho de que la reflectividad es mas
baja en estas regiones (tanto en el azul-violeta como, sobre todo en el infrarrojo
cercano o NIR).
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Figura 4.27. Percentiles del error relativo , en %, del modelo

bio-éptico PHYBOM.
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Asumiendo que los 72 puntos de validacion representan una muestra
suficientemente variada de tipos épticos de aguas y de concentraciones de OAC
(v poblaciones de fitoplancton), el ajuste de regresion lineal que se muestra en
la Figura 4.28 , puede dar una idea de la exactitud global de PHYBOM y su
distribucién espectral.
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Figura 4.28. Pendiente, ordenada en el origen y R*de la regresién lineal entre la
R, simulada e in situ

4.3.2. Resultados por punto

Dado que la simulacién de la reflectividad de las masas de agua naturales es uno
de los objetivos principales de PHYBOM y es la tnica variable que se ha podido
evaluar con un ndmero de puntos estadisticamente significativo, se ha
considerado conveniente representar, uno a uno, los espectros de R, simulada
y medida (in situ) para los 72 puntos de validacion, con objeto de hacer un
analisis cualitativo y cuantitativo del desempefio de PHYBOM.
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Para facilitar la interpretacién de los resultados e identificar posibles
tendencias asociadas a un OAC o a un tipo de respuesta espectral, los puntos se
clasificaron inicialmente de acuerdo con los siguientes criterios:

1) Composicion taxonoémica: considerando dominancia cuando la
biomasa de un grupo taxonémico supera el 50% de la biomasa total y
mezcla cuando ningdn grupo alcanza el 50%

2) Concentracion de Clorofila-a: Distinguiendo entre puntos
oligotréficos (<2.6 mg m-3), mesotrdficos (2.6-7.3 mg m-3), eutrdficos
(7.3-56 mg m-3) e hipertréficos (>56 mg m-3) de acuerdo con el Indice de
Estado Tréfico (TSI) de Carlson (Carlson & Simpson, 1996).

3) Profundidad del disco de Secchi: De acuerdo con los intervalos
definidos por Carlson & Simpson (1996) para definir un estado
oligotrdfico (> 4 m), mesotréfico (4-2 m), eutrdfico (2-0.5 m) e
hipertrdéfico (<0.5 m).

4) Concentraciéon de particulas no algales: Con tres intervalos de
concentracién baja (<1 g m3), intermedia (1-10 g m-3) y moderada-alta
(>10 g m3).

5) Tipode particulas no algales: Distinguiendo cuatro grupos, en funcion
del tipo de particula dominante, entre minerales calcareos, minerales
siliceos, arcillas y tierras pardas.

6) CDOM: con dos intervalos de absorcién (a 400 nm) baja (<0.5 m1), e
intermedia (>0.5 m-1).

Aunque la clasificacion resultante se ha utilizado como un primer agrupamiento
delos puntos, al final, la necesidad de componer nueve figuras con igual nimero
de espectros (con un sentido practico y estético) ha determinado unos
agrupamientos algo méas arbitrarios. En cualquier caso, con contadas
excepciones, en cada una de las figuras que resumen los resultados (de la Figura
4.29 a la Figura 4.37) se agrupan puntos de caracteristicas semejantes en
cuanto a las concentraciones de OAC y/o clases taxonémicas dominantes.



AL20520A C020521A
. Zea | [ChLa] | [NAP] | acq 400
Point L¥ Phyt 0.02 RRMSE RRMSE
ot | ey |(mary | m) |7 mLzo | 002 ALL: 7.8%
VIS: 6.3% VIS:3.1%
AL20520A|32| 12 | 11 | 02 | cyp NIR:10.7% NIR: 43.6%
C020521A | 23| 1.8 1.7 0.6 | cyan 0.015 0.015
GC20416A | 45| 09 0.5 0.3 dino
JN20423B | 5.1| 22 | 05 | 06 | diat 0.01 0.01
LS20716A 52| 14 | 01 | 06 | chlo
15207168 (55| 11 | 02 | 04 | chlo
NG20425A| 40| 11 | 07 | 01 | dino 0.005 0.005
VP20717A| 38| 24 | 08 | 06 | chlo
400 600 800 400 600 800
«107  GC20416A x103  JN20423B x10"  LS20716A
10 RRMSE RRMSE RRMSE
ALL: 5.3% 3.5 ALL: 11.8% ALL: 18.0%
VIS: 4.0% VIS:9.8% VIS: 15.0%
8 NIR: 27.7% 3 NIR: 17.0% 15 NIR: 25.4%
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Figura 4.29. Espectros de reflectividad obtenidos por PHYBOM (rojo) y medidos
in situ (promedio: linea negra; +2 desviaciones estdndar: sombreado gris) en ocho
puntos de muestreo oligotrdficos. El error cuadrdtico medio relativo (%) entre los
datos simulados y medidos se indica para todo el intervalo espectral (“ALL”: 400-
900 nm) y para los intervalos visible (“VIS”: 400-700 nm) e infrarrojo (“NIR”: 700-
900 nm). La tabla muestra los valores medidos in situ y utilizados para la
simulacién de la reflectividad con PHYBOM. La columna “phyto” indica el tipo de
fitoplancton dominante (>50% de la biomasa total). Cuando ningtin grupo supera

el 50% se indica como “mix”.
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%1073 AL20520B %1073 BD20514A
. Zsa | [Chl_a] | [NAP] | aca 400
Point L2500 | pputo RRMSE RRMSE
(m) | (ug/y | (mg/n| (m") ¥ ALL: 20.9% 10 ALL: 15.3%
AL20520B | 40| 09 06 o1 mix 15 VIS: 16.6% VIS: 11.9%

NIR: 15.7% NIR: 104.1%

BD20514A( 96| 05 | 03 | 01 | mix 8
207024 |57 11 | 03 | 05 | mix
€J207028 | 47| 17 | 05 04 | mix 10 6
€020521B[29| 15 | 1.2 | 04 | mix
NG20425B| 47| 11 | 07 | 01 | dino 5 4
se20703A | 51| 1.7 | 11 | 05 | mix 2

SE20703B | 59| 18 0.2 0.5 mix
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Figura 4.30. Espectros de reflectividad obtenidos por PHYBOM (rojo) y medidos
in situ (negro) en ocho puntos de muestreo oligotrdficos. Los detalles de los
grdficosy la tabla son los mismos que los descritos en la Figura 4.29.



%1073 AM20925A %1073 CN20717A
) Zga | [Chl_a] | [NAP] | acq 400
Point 1400 | ppovo RRMSE 5 RRMSE
(m) | (ug/) | (mg/y)| (m) 4 4 ALL: 10.8% ALL: 7.8%
VIS: 7.2% VIS: 6.4%
AM20925A| 5.8 | 5.4 0.4 0.8 chlo NIR: 37.7% 4 NIR: 8.5%
CN20717A[33| 31 | 07 | 05 | dia 5
JN20423A | 58| 40 | 04 | 06 | mix
RI20821B 37| 59 | 07 | 05 | mix
RY20718B |37 | 47 | 14 05 | cyan 2
ST11106A 36| 54 | 08 | 08 | mix
UV10919A |34 | 54 | 09 | 05 | euge 1 1
VC11023B|50| 31 | 01 | 09 | cayp
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x103  JN20423A %1073 RIZ0821B %10  RY20718B
35 RRMSE RRMSE 16 RRMSE
ALL: 9.0% 8 ALL: 22.8% ALL: 30.5%
3 VIS: 6.9% VIS: 17.0% 14 VIS: 25.8%
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Figura 4.31. Espectros de reflectividad obtenidos por PHYBOM (rojo) y medidos
in situ (negro) en ocho puntos de muestreo mesotréficos, dominados por el
fitoplancton (concentracion de particulas no algales y CDOM baja). Los detalles
de los grdficos y la tabla son los mismos que los descritos en la Figura 4.29.



%103 AC11024B AG10920A
i Zs | [ChLa] | [NAP] | acq 400 12 RRMSE
Point -3 | Phyto RRMSE
m)| tug/) | (mgs) | (m?) | AL 520 0.02 ALL: 6%
VIS: 4.0% VIS: 3.9%
AC11024B | 3.2 | 44 2.1 0.5 diat 10 NIR: 15.1% NIR: 5.4%
AG10920A| 1.2 | 47 | 54 03 | diat 0.015
AG109208[ 11| 39 | 66 | 02 | diar 8
AL21023B|1.6| 54 | 38 05 | diat
6 0.01
BN20416A| 09| 28 | 38 03 | dino
GL21014A[1.0| 28 | 105 | 1.2 | chlo 4
RY10913A| 2.3 5.0 2.0 0.7 mix 0.005
SE11025B (32| 43 | 15 | 06 | mix 2
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Figura 4.32. Espectros de reflectividad obtenidos por PHYBOM (rojo) y medidos
in situ (negro) en ocho puntos de muestreo mesotrdficos, con concentraciones de
particulas no algales mds altas (y menor transparencia) que las de los puntos de
la Figura 4.31. Los detalles de los grdficos y la tabla son los mismos que los
descritos en la Figura 4.29.
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%x10°%  AC11024A AL21023A

0.035
Point Zsqa | [Chl_a] | [NAP] am,iiiUU Phyto RRMSE RRMSE

(m) | (ug/l) | (mg/)| (m”) 8 ALL: 6.1% 0.03 ALL: 9.5%

VIS: 5.1% VIS: 6.6%

AC11024A (38| 51 | 1.8 | 08 | diat NIR. 8.4% NIR: 44.1%
AL21023A[ 10| 70 | 105 | 02 | mix 0.025

6

BU20321B|1.8| 21.1 | 09 | 05 | diat 0.02

1220424B | 1.5 | 40.8 | 0.0 1.2 | ayp
RI20821A | 3.1| 155 0.9 0.4 chry 4 0.015
RY10913B | 22| 65 2.3 1.0 mix

0.01
RY20718A |44 | 75 | 04 03 | chlo 2
SE11025A (31| 42 | 13 | 07 | mix 0.005
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Figura 4.33. Espectros de reflectividad obtenidos por PHYBOM (rojo) y medidos
in situ (negro) en ocho puntos de muestreo meso-eutrdficos, con [NAP] bajas
(excepto en AL21023A). Los detalles de los grdficos y la tabla son los mismos que
los descritos en la Figura 4.29.



10 AM11107A BN20416B
- Zsa | [Chla] | [NAP] | aca 400
Point 1400 | ppto 14 RRMSE RRMSE
(m) | (ug/) | (mg/)| (m*) ¥ ALL: 28.4% 0.025 ALL: 14.5%
12 VIS: 25.1% VIS: 10.8%
AM11107A| 12| 179 | 28 05 cyan NIR: 33.2% 0.02 NIR: 67.0%
BN20416B | 0.9 9.6 5.1 0.2 cyan 10
BU20711B| 3.1 | 133 1.2 0.2 chlo
‘ 8 0.015
1221015A | 3.3 | 11.1 0.7 04 dino
PI20710A | 15| 115 23 0.6 cyan 6 0.01
$j20924A |48 85 | 02 | 07 | dino '
SJ20924B |52 | 184 0.1 0.2 dino 4 0.005
VC11023A |22 | 127 2.1 0.5 cyan 2
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Figura 4.34. Espectros de reflectividad obtenidos por PHYBOM (rojo) y medidos
in situ (negro) en ocho puntos de muestreo eutrdficos, con [NAP] bajas (excepto
en BN20416B). Los detalles de los grdficos y la tabla son los mismos que los
descritos en la Figura 4.29.



AB0917B0 %103 AGZ0820A
B Zsa | [ChiLa] | [NAP] | aca 400 RRMSE
Point 5 | Phyt RRMSE
oMt om) | uar) | (mg/m | on) [T 0.035 AL 11.5% ALL: 9206
VIS: 8.1% VIS: 7.1%
AB0917B0| 03 | 29.9 | 220 | 0.7 | cyan 0.03 NIR:27.5%] 15 NIR: 30.9%
AG20820A| 17| 87 | 45 02 | diat
. 0.025
AG20820B (18| 93 49 0.2 mix
EB10920B | 1.8| 9.3 5.3 0.6 | diat 0.02 10
1220424A | 1.0 | 454 | 13 05 | cyp 0.015
VC20704A | 16| 192 | 20 03 | chlo
vc20704B | 18] 290 | 32 | 03 | mix 0.01 5
VP10912A | 2.5 8.3 1.2 0.6 mix 0.005
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Figura 4.35. Espectros de reflectividad obtenidos por PHYBOM (rojo) y medidos
in situ (negro) en ocho puntos de muestreo eutréficos. con proporciones de [Chl_a]
y [NAP] variables. Los detalles de los grdficos y la tabla son los mismos que los
descritos en la Figura 4.29.



%103 AM11107B %103  BU20321A
3.5
. Zsa | [Chl_a] | [NAP] | acq 400
Point = Phyto RRMSE RRMSE
m) | (ug/) | (mg/) | (m?) o’ 10 ALL: 21.1% 3 ALL: 17.5%
AM11107B| 12| 171 | 21 08 | cyan VIs: 18.8% VIS:15.3%
NIR: 21.4% NIR: 18.8%
BU20321A| 14| 276 | 10 | 20 | dia 8 2.5
PI21003A | 1.1 | 31.1 3.6 1.7 cyan 2
SN20322A | 1.0 | 422 1.2 1.4 diat 6
SN20322B| 1.0 | 56.0 | 19 14 mix 1.5
VY20308A| 19| 119 | 17 | 11 | di 4 .
VY20308B | 25| 156 1.5 1.1 diat 2
VY20724A| 1.3 | 584 0.4 11 chlo 0.5
400 500 600 700 800 900 400 500 600 700 800 900
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Figura 4.36. Espectros de reflectividad obtenidos por PHYBOM (rojo) y medidos
in situ (negro) en ocho puntos de muestreo eutrdéficos. con proporciones de [Chl_a]
y [NAP] variables. Los detalles de los grdficos y la tabla son los mismos que los
descritos en la Figura 4.29.



AB0523C2 AB0917A0
) Zga | [Chl_a] | [NAP] | acq 400
Point =1, | Phyto RRMSE 0.03 REMSE
)| e/ |ma/n | oY) |7 0.035 ALL: 16.2% ALL: 26.6%
VIS: 17.9% VIS: 39.0%
AB0523C2| 03| 666 | 445 | 1.3 | cyan 0.03 NIR: 17.0% 0.025 NIR: 15.2%
AB0917A0| 02| 3968 | 101 | 19 | cyan
AB0918A1| 03| 747 | 360 | 07 | mix 0.025 0.02
AB0918A2 | 0.3 | 3747 | 225 | 08 | cyan
0.02 0.015
AB0918A3| 0.3 | 2384 | 345 | 16 | cyan :
AB0918B2 | 0.2 | 397.4 | 341 | 0.6 | cyan 0.015 0.01
AB21113D| 0.1] 6933 | 35 | 04 | an 0.01 '
VY20724B | 1.0| 702 | 2.4 0.9 | chlo 0.005
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Figura 4.37. Espectros de reflectividad obtenidos por PHYBOM (rojo) y medidos
in situ (negro) en ocho puntos de muestreo hipertréficos. con proporciones de
[Chl_a] y [NAP] variables. Los detalles de los grdficos y la tabla son los mismos que
los descritos en la Figura 4.29.
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El andlisis pormenorizado de los 72 puntos mostrados en las figuras anteriores
excede el proposito de este capitulo, del que, no obstante se pueden extraer
algunas conclusiones:

(1) Tanto un andlisis cualitativo (capacidad de reflejar diferentes formas
espectrales, ajuste de los valores absolutos, simulacién de regiones concretas)
como cuantitativo (RRMSE por punto) permiten calificar el resultado global
como bueno o muy bueno, asumiendo que errores inferiores al 10% ya son un
buen resultado.

(2) No hay patrones facilmente identificables que asocien mayores errores con
alguno de los grupos definidos, aunque si se observa que en los puntos
hipertroficos los errores tienden a ser mas altos. Esto se puede asociar con el
efecto de las reflectividades mas altas, pero también con errores en las medidas,
in situ o en laboratorio, de alguna de las variables de entrada como los
pigmentos o las NAP (problemas en el filtrado, bajos rendimientos de
extraccion, pequeiios volumenes filtrados).

(3) El buen resultado general permite centrarse en aquellos puntos con errores
significativamente altos en alguna region espectral. Se han identificado varios
tipos de desviaciones:

En la pendiente de la reflectividad en el azul (por ejemplo LS20716A4, Lago de
Sanabria, en la Figura 4.29), indicando un posible desajuste en la pendiente de
la absorcién del CDOM.

En la forma espectral en el verde. El caso mas llamativo es el de 1Z720424B
(Figura 4.33) e [Z20424A (Figura 4.35), dos puntos medidos en el mismo dia en
el embalse de Izndjar, con un dominio de las Criptoficeas (algo poco habitual)
con valores de [Chl_a] bastante elevados (40 — 45 mg m™~3). No parece muy
descabellado hipotetizar que hay un pigmento que absorbe en la regién de 550
nm (probablemente la Ficoeritrina) que no ha sido simulado por el modelo, bien
porque no esta en la lista de los 15 pigmentos simulados por PHYBOM o bien
porque se infraestimoé in situ.

Desajustes en el azul-violeta. Como es el caso de §J20924B (embalse de San Juan,
Figura 4.34), en el que parece que PHYBOM esta sobreestimando la absorcion
de algtn pigmento (tal vez una xantofila) y/o subestimando la absorciéon del
CDOM.
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Sobreestimacién del pico de 705 nm. Este es un patrén que se repite en varios
puntos y que parece tener un efecto en los cémputos globales de error
mostrados en el Capitulo 4.3.1. Y no es una buena noticia, pues esta es una
banda espectral presente en varios sensores satelitales para el estudio del agua
y muy utilizada en modelos de obtencion de variables de calidad del agua, en
medios eutréficos, por teledeteccién. Ejemplos de este efecto, cuya causa
requiere una investigacion mas detallada se pueden observar en la Figura 4.36.

Finalmente, otra de las desviaciones observadas, ya comentada en el analisis de
los resultados, es el desplazamiento aparente de los maximos y minimos de
reflectividad, que se observa en la Figura 4.37, por ejemplo en AB21113D
(Albufera de Valencia). El hecho de que todos los puntos en los que se observa
este desplazamiento estén dominados por Cianobacterias, parece un indicio de
que, o bien la curva de absorcidn o la absorcién especifica de alguna de las
ficobiliproteinas no estan bien parametrizadas en PHYBOM. Pero también
podria ser un efecto debido a la fluorescencia de estos pigmentos que
HydroLight no esta teniendo en cuenta (al simular sélo el pico de la PS II).

Todas las hip6tesis anteriores son razonables y estan razonadas, aunque no hay
que olvidar que en las aguas naturales la respuesta espectral no se puede
imputar a un dnico OAC, con contadas excepciones, por lo que no dejan de ser
posibles causas que debieran ser verificadas. Una primera aproximacion ha sido
el andlisis de sensibilidad que se muestra en el siguiente capitulo.
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4.3.3. Analisis de sensibilidad

Este anadlisis tenia la intencién de evaluar qué impacto tienen en la R,s(4) las
variaciones de algunas de las variables o parametros de entrada claves en
PHYBOM. Para evaluarlo se han afiadido tres niveles de error relativo aleatorio
(£10%, *20%, £50%),) a diferentes entradas del modelo y se ha analizado su
impacto en el error en la estimacién de la reflectividad.

El disefio del analisis perseguia tener una estimacion del impacto, en el error en
la estimacion de R,s, de errores de medida (in situ, en laboratorio) o de
estimacion (cuando el pardmetro no se ha medido, sino que se aproxima a partir
de una hipdtesis mas o menos realista) y por tanto se han analizado de forma
conjunta incrementos y disminuciones, definiendo el error afiadido al valor
inicial (el de la simulacién de referencia) como *¢, donde € es el porcentaje de
error. A la hora de interpretar los resultados hay que tener en cuenta este
disefio.

Comenzando por el fitoplancton, en la Figura 4.38 se observa que la
reflectividad es bastante insensible a errores en los valores iniciales de hasta
un +20% en la [Chl_a]. E incluso con errores del +50% respecto a los valores
iniciales no alcanza a incrementar la mediana del error final por encima del
10%, en la parte de la regién visible (550-700 nm) donde su efecto es més
notorio. Hay que recordar que se esta analizando el efecto de errores aleatorios,
por lo que el impacto de incrementos y disminuciones tiende a compensarse.

Sin embargo, tal y como se muestra también en la Figura 4.38, el tamaiio celular
(ESD, didmetro esférico equivalente) si que tiene un efecto mas notable en los
errores en R, en especial para errores en el valor del ESD de +50%. El efecto
se observa en todo el espectro visible, mientras que en el infrarrojo su magnitud
es mucho menor.
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Figura 4.38. Mediana de los errores relativos de PHYBOM en la estimacién de la
reflectividad. Resultado de afiadir un error aleatorio (#10%, +20% y +50%) a los
valores nominales (linea negra) de la concentracion de Clorofila-a, [Chl_a], y el
tamano celular del fitoplancton (ESD, didmetro esférico equivalente).

Como se observa en la Figura 4.39, las variaciones en los valores iniciales de la
absorcion del CDOM a 400 nm, no tienen ningun efecto significativo en el
infrarrojo, como cabe esperar dada la absorcidn casi despreciable del CDOM en
esta region espectral, dominada por la absorcién de la molécula de agua. Pero
si tienen un efecto, mayor que el de la [Chl_a] y del mismo orden de magnitud
que el ESD, en la region visible.

El impacto en el error final de los cambios en los valores iniciales es mucho mas
marcado para la pendiente, S;, del modelo exponencial de absorcién del CDOM
(Figura 4.39). El efecto no es apenas notable en el extremo azul-violeta, donde
la absorcion del CDOM es maxima, aunque esto es debido a que la 4 de
referencia es 400 nm y S, multiplica al término (1 — 400) en la ecuacién 4.18.
El maximo efecto se da en la region 450-600 nm, ya con errores del +10 0 +20%
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en S;, pues en este intervalo espectral se combinan valores crecientes de (4 —
400) con una absorcién total todavia relativamente alta. Por encima de 600 nm,
la baja absorcién del CDOM compensa el efecto de S.(1 —400) altos y el
impacto en la R,; es menor.
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Figura 4.39. Mediana de los errores relativos de PHYBOM en la estimacién de la
reflectividad. Resultado de afiadir un error aleatorio (#10%, +20% y +50%) a los
valores nominales (linea negra) del coeficiente de absorcion del CDOM a 400 nm;
acpm (400), y la pendiente de su funcion de respuesta espectral, S,.

En cuanto a las particulas no algales (NAP), incrementos en su concentraciéon
[NAP] aumentan el backscattering y por tanto la R,;, mientras una menor [NAP]
disminuye el valor absoluto de R,. En el infrarrojo, con R,¢ bajas y dominadas
por la absorcién de la molécula de agua, el resultado del analisis de sensibilidad
de PHYBOM (Figura 4.40) es coherente con este comportamiento esperado,
pues los errores positivos (mas [NAP] que la inicial) y negativos (menos [NAP]
que la inicial) se compensan, por lo que el efecto neto es que el modelo es
insensible a variaciones en la [NAP]. Sin embargo, en la region visible si que hay
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un impacto significativo de los errores iniciales de [NAP] en el error final en la
estimacién de R,, aunque se observa una cierta “saturacion” al aumentar el
error inicial desde un #20% a un +50%.

El impacto del tipo de NAP (Figura 4.40) se ha evaluado de forma diferente, al
no ser una variable cuantitativa. En este caso se cambi6, para cada punto, el tipo
de NAP utilizado en la simulacidn inicial por uno cualquiera de entre los cuatro
restantes. El diferente disefio del andlisis dificulta la comparacién de los
resultados con el resto de las variables analizadas, por lo que hay que ser
cuidadoso al extraer conclusiones. En cualquier caso, el impacto del cambio del
tipo de NAP es muy significativo, mas notable en el visible, donde aumenta los
errores en la estimacion de R,.; de menos de un 10% a un 20-35%, pero también
en el infrarrojo, con incrementos menores respecto del error inicial, pero
igualmente significativos.
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Figura 4.40. Mediana de los errores relativos de PHYBOM en la estimacién de la
reflectividad. Resultado de afiadir un error aleatorio (#10%, 220% y *50%) a los
valores nominales (linea negra) de la concentracién de particulas no algales,
[NAP], y de cambiar aleatoriamente el tipo de NAP por uno diferente al de la
simulacién nominal.



RESULTADOS Y DISCUSION 166

Para analizar la sensibilidad del modelo a cambios en la concentraciéon de
pigmentos (aparte de la Clorofila-a), se escogio la Ficocianina, [PC], por ser un
pigmento muy relevante (como indicador de la biomasa de las Cianobacterias)
y por tener un espectro de absorcién centrado en una regién en la que la
absorcién del resto de pigmentos es baja (clorofilas) o muy baja. Como era de
esperar, los errores en el valor inicial de [PC] afectan al error final de R, en el
intervalo 550-650 nm, pero el impacto es muy pequefio, incluso con variaciones
de +50% respecto del valor inicial (Figura 4.41).

El rendimiento cuantico de la SICF (¢) tiene un efecto muy similar al de la
Ficocianina: pequefio y restringido a una regién espectral muy estrecha, en
torno a 685 nm (Figura 4.41). Hay que indicar, no obstante, que la sefial de la
emisién de fluorescencia en R, es ya de por si muy baja, por lo que pequefios
cambios en R,; pueden tener un impacto notable en la estimacién de la SICF
(como se vera en el Capitulo 4.3.4).
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Figura 4.41. Mediana de los errores relativos de PHYBOM en la estimacion de la
reflectividad. Resultado de anadir un error aleatorio (210%, +20% y *50%) a los
valores nominales (linea negra) de la concentracién de Ficocianina, [PC], y del
rendimiento cudntico de fluorescencia (¢g ).
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Finalmente, se analiz6 el impacto de dos condiciones de contorno: la velocidad
del viento (U) y el angulo cenital solar (SZA). Tal y como se explic6 en el
Capitulo 2.1.3.1, la R, es muy robusta a cambios en las condiciones de
iluminacion. Y los resultados que se muestran en la Figura 4.4 2 asi lo confirman.
Cabe indicar que los porcentajes de variacién respecto de las condiciones
iniciales no son muy extremos, pero aun asi no hay que esperar errores
significativos en PHYBOM si no se conoce con exactitud el valor de estos dos
parametros y so6lo se tiene una aproximacién razonable.
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Figura 4.42. Mediana de los errores relativos de PHYBOM en la estimacién de la
reflectividad. Resultado de afiadir un error aleatorio (#10%, *20% y *50%) a los
valores nominales (linea negra) de la velocidad del viento en el punto de muestreo,
[U], y del dngulo cenital solar (SZA).
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4.3.4. Estimacion de la SICF

Como se introdujo en el Capitulo 2.2.5, la fluorescencia en vivo del fitoplancton
se produce cuando las moléculas de Clorofila-a de los fotosistemas (PS Il y PS I)
vuelven a su estado fundamental sin haber cedido un electrén al aceptor
primario. El espectro de emision de fluorescencia depende principalmente del
PS II, con un maximo de emisién a aproximadamente 685 nm, detectdndose, en
medidas en laboratorio, un pico secundario a unos 740 nm procedente del PS |
(Figura 2.20). No obstante, debido al elevado coeficiente de absorcion de la
molécula de agua por encima de 720 nm, este pico secundario suele ser
indetectable en las masas de agua naturales, por lo que la SICF se suele simular,
en los modelos bio-dpticos que la consideran, como una tinica curva de emisiéon
con un maximo a 685 nm.

Este es el caso de HydroLight, que simula la emisiéon de la SICF como una
gaussiana con un maximo a 685 nm y una desviacion estdndar de 10.6 nm, que
se corresponde con un FWHM de 25 nm. Sin embargo, como se introdujo
también en el Capitulo 2.2.5, esta aproximacion no s6lo obvia la contribucién
del PS I sino que tampoco tiene en cuenta la emisién de las ficobiliproteinas
(Figura 2.21) ni permite simular como afectan los cambios en la emisién
relativa de los fotosistemas (y/o de las ficobiliproteinas) a la magnitud y forma
espectral de la curva de emision debido a cambios en el estado fisiolégico, como
se ha observado experimentalmente, en vivo, con técnicas de fluorometria
inducida (Figura 2.22).

No obstante, esa informacidon espectral, si bien no puede simularse actualmente
con HydroLight (aunque es viable su implementacién en un futuro cercano) si
es posible que esté presente en los espectros de R,;(1) medidos en masas de
agua naturales, como los que constituyen la base de datos de validaciéon
utilizada en esta tesis. La cuestion es como desacoplar la fraccion de la
reflectividad (aparente) que es debida a la emision de fluorescencia de la
reflectividad total medida. Las aproximaciones simples, basadas en una linea
base, como el indice FLH, no reproducen, en la mayoria de los casos, el espectro
de emision real, pues ésta no se superpone sobre una reflectividad que decrece
monoétonamente, sino sobre un pico de reflectividad resultado de la
combinacién del backscattering de particulas y las absorciones (de las propias
clorofilas y muy significativamente de la molécula de agua) en la misma region
espectral de emision como ya mostraron Gilerson et al. (2007) y, mas
recientemente Tenjo et al. (2021), entre otros trabajos.
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Existen varios algoritmos propuestos para obtener la SICF de los espectros de
reflectividad (Gupana et al., 2021), pero s6lo el de Tenjo et al. (2021) se basa en
la reconstruccién de la forma de la curva de reflectividad (elastica) subyacente
a la reflectividad aparente, a partir de tres longitudes de onda en las que es
estimada por un modelo estadistico obtenido de datos simulados.
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Figura 4.43. Ejemplos de espectros de R,;(1) normalizada a 560 nm, obtenidos
por PHYBOM sin fluorescencia (rojo) y medidos in situ (negro).
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El andlisis aqui realizado se inspira en la aproximaciéon de Tenjo et al. (2021)
pero en este caso lo que pretende es ajustar las curvas de reflectividad
simulada, sin SICF, y la medida in situ, para obtener, por diferencia, la curva de
emisién efectiva. Cualitativamente es facil de entender si se superponen las
curvas de reflectividad, normalizada a una 4 dada, como se muestra en la Figura
4.43, que sugiere que la diferencia de espectros de reflectividad normalizados
basta para obtener la curva de emision.

Sin embargo, en la mayoria de los puntos, el ajuste entre las curvas en el entorno
de la regién espectral de emision de la SICF no permite hacer una diferencia
directa entre el espectro in situ y el simulado, bien porque ambas curvas van
paralelas, pero no se superponen, o porque se cruzan (diferente pendiente de
la reflectividad simulada y la medida). Para conseguir una superposicion de las
dos curvas de reflectividad elastica se siguid el siguiente método:

(1) Los espectros de R,; simulado (sin fluorescencia) y medido (in situ) se
normalizaron a 720 nm, que es una longitud de onda muy cercana a la regién
de emision, por encima de la cual (A1 > 720 nm) se puede asumir que la sefial
de fluorescencia en la R, es despreciable, debido a la fuerte absorcion de la
molécula de agua.

(2) Se obtuvo un espectro inicial de reflectividad ineldstica (es decir, de la
fraccion de la curva de reflectividad medida que es debida a dispersiéon
inelastica) o reflectividad de fluorescencia, Rysp;:

RrsF,-(/l) = RysN720 D insitu — RrsN720 (D etastic 4.26

Donde R,sN750(A)insicu €S la R, medida in situ, normalizada a 720 nm, y
R,sN720(A) erastic €S 1a R, simulada sin fluorescencia (sélo dispersion elastica)
y normalizada también a 720 nm.

(3) Para eliminar los efectos residuales de diferencias en la pendiente de las
reflectividades se calculd la reflectividad final, R,.cr, sobre la linea base entre
655y 705 nm, como:

Rrsr, (655) — Rygr, (705
Rrsp (1) = Rrsp, () = [( ! )50 d )> (655—/1)] 4.27

En la Figura 4.44 se resume graficamente el procedimiento seguido,
ejemplificado en dos puntos con diferentes pendientes relativas de

Rrs N720 (/1) insitu Y Rrs N720 (A)elastic-
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Figura 4.44. Resumen de la metodologia empleada para obtener los espectros de
R,sr(1) en un punto en el que las pendientes de RysN;20(Dinsitu V
R, sN720(A) erastic SOn muy semejantes (izquierda) y en otro punto en el que son
diferentes (derecha).
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Los espectros resultantes de R,sz(1) para 655 < 1 < 705 nm, se examinaron
cualitativamente, organizados en grupos segun la clase taxon6mica dominante
y la [Chl a], de acuerdo con los siguientes criterios:

a) Composicion taxonémica: considerando dominancia cuando la
biomasa de un grupo taxondmico supera el 60% de la biomasa total y
mezcla cuando ningtn grupo alcanza el 60%

b) Concentraciéon de Clorofila-a: Distinguiendo entre concentracién
“baja” (<30 mg m-3) y “alta” (>30 mg m-3)

Se observaron patrones comunes y diferencias en la forma espectral y en la
posicién de los maximos de emisidn. Las figuras 4.45 y 4.46 muestran ejemplos
de los espectros obtenidos, normalizados al maximo de R,sr(1) para resaltar
Unicamente la forma espectral.
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Figura 4.45. Espectros de R,ss(A) (ver texto) normalizados al valor de
R,r(D)max.
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Figura 4.46. Espectros de R,s(A) (ver texto) normalizados al valor de
R,sr (D)max.

A falta de andlisis cuantitativos mas precisos (reconstrucciéon de la curva de
emision eliminando los efectos de la atenuaciéon en la columna de agua,
descomposicidn gaussiana para identificar contribuciones de ficobiliproteinas,
PS Il y PS 1), el simple analisis cualitativo preliminar, permite extraer varias
observaciones relevantes:
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- En poblaciones dominadas por eucariotas (como, por ejemplo,
Diatomeas o Cloroficeas), la forma de la curva es muy semejante en
todos los puntos, con un maximo a A = 687 nm.

- No obstante, se observan diferencias en la forma espectral entre los
puntos de baja y alta [Chl_a], que podrian deberse a un efecto mayor de
reabsorcién de la emision de fluorescencia en los segundos.

- En poblaciones dominadas por Cianobacterias se observa una gran
variedad de formas espectrales, que es coherente con la variedad
esperada a partir de los espectros de emisién de fluorescencia en vivo
(Figura 2.21). Los espectros de R,s;r(4) obtenidos muestran la
contribucion de al menos dos curvas de emisién combinadas en
proporciones variables, con un pico a 687 nm, atribuible al PS Il y otro
pico, en torno a 670 nm que es muy verosimil pensar que se debe a la
fluorescencia de las ficobiliproteinas (contando con la modificacién de
la forma espectral debida a la reabsorcién de la Clorofila-a).

- Las diferencias observadas pueden deberse a diferencias
interespecificas dentro de las Cianobacterias, pero también a diferentes
estados fisiolégicos en el conjunto de las poblaciones observadas (y/o
diferentes proporciones de células vivas y muertas, en especial en los
puntos de elevada biomasa). El andlisis mdas detallado de los géneros de
Cianobacterias en cada punto, asi como del perfil de [Chl_a], indicador
de situaciones de blooms con alto porcentaje de células muertas en
superficie, podria dar informacién adicional en apoyo de una u otra
hipdtesis.

- En aquellos eucariotas en los que la presencia de ficobiliproteinas es
variable, segin las especies (Criptoficeas y Dinoflagelados-Tipo-3,
Figura 2.13) se observa también en algunos puntos el efecto de un
segundo pico a 670 nm.

- En puntos con poblaciones mixtas, se observan también curvas anchas,
con varios picos o sin un pico definido.

La forma espectral de los espectros obtenidos parece estar proporcionando, no
s6lo informacién cuantitativa relacionada con la emisiéon de SICF (y del
rendimiento cuantico, como se vera mas adelante), sino también informacién
taxondmica y probablemente una indicaciéon del estado fisiolégico del
fitoplancton, especialmente en el caso de las Cianobacterias.
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4.3.4.1. Estimacion del rendimiento cudntico

Para hacer un andlisis cuantitativo de las curvas de R,sz(A) obtenidas de la
reflectividad in situ, se llevé a cabo una comparacién con las obtenidas por
HydroLight (HL), R,sr (1)1, al hacer la diferencia entre la simulacién con y sin
fluorescencia:

Rysr (D1 = RrsN720(A)r — RrsN72o (D eiastic 4.28

Donde R,4N,¢(1)r es la reflectividad simulada con fluorescencia, utilizando el
rendimiento cuantico calculado segun la ecuacién 4.11 (Capitulo 4.2.2.6); y
R,-sN720(A) erastic €s la reflectividad simulada sin fluorescencia,

La Figura 4.47 muestra varios ejemplos de los espectros obtenidos por
Hydrolight al correr dos simulaciones idénticas de PHYBOM, con y sin
simulacién de fluorescencia, comparandolos con los que se obtuvieron a partir
de los datos in situ, con la metodologia detallada en el capitulo anterior. Del
analisis de esa comparacion, en todos los espectros simulados, se extrajeron las
siguientes conclusiones:

- Losespectros de R,z (1) y, obtenidos no muestran, como era esperable,
la diversidad de formas espectrales que se obtiene de los espectros in
situ, pues en HydroLight la simulacién se hace siempre con la misma
gaussiana, por lo que las diferencias observadas se deben sélo a los
efectos de atenuacion en la columna de agua y de reabsorcién por la
Clorofila-a.

- No obstante, el efecto de esa reabsorcién es similar en ambos casos (in
situ y en HL), de manera que mientras que en los puntos de baja
concentraciéon de Clorofila-a las curvas mantienen una cierta simetria
en torno al maximo, para [Chl_a] altas la curva queda “laminada” en la
region 655 < 1 < 685 nm, alejandose de la forma de la gaussiana y
disminuyendo la magnitud de la curva y la pendiente espectral.

- El efecto neto es que, en los espectros obtenidos con la fluorescencia
simulada, el maximo de R4 (1), se encuentra siempre en 1 = 687 nm.
Esta longitud de onda coincide con el maximo observado con los datos
in situ cuando el fitoplancton estd dominado por eucariotas. Pero, como
ya se comenté anteriormente, la simulacién con una tinica gaussiana no
permite reproducir la forma espectral observada en Cianobacterias.
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Figura 4.47. Ejemplos de espectros de R,sr(1) obtenidos a partir de las
reflectividades in situ (izquierda) y los obtenidos por HydroLight (derecha) con el
valor inicial del rendimiento cudntico (¢r ;) calculado segiin se detalla en el

Capitulo 4.2.2.6.

Otra conclusion del andlisis de los espectros de R,sz (A1), es que la estimacion
inicial, basada en el rendimiento cuantico, ¢ ini” calculado con la aproximacion

empirica descrita en el Capitulo 4.2.2.6 (ecuacion 4.11), era demasiado grosera
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como para reproducir la variabilidad de rendimientos cuanticos que se dan en
condiciones reales, en las que las diferencias interespecificas y el estado
fisiolégico tienen un mayor peso que la [Chl_a], teniendo en cuenta que el ajuste
empirico de la ecuacion 4.11 ya asumia un error alto.

Aunque en algunos puntos la altura del pico en R,4z(1)y, es semejante a la de
R,sr (1), las diferencias son muy notables en algin caso, como se puede
comprobar en los ejemplos mostrados en la Figura 4.47. A la vista de estos
resultados se planted la siguiente hipétesis: si existiera una relacién lineal entre
la altura del pico y/o el area de la curva y el rendimiento cuantico ¢, se podria
recalcular el ¢ para los puntos de validacién y lanzar con esos nuevos valores
una nueva simulacién en la que, si bien la forma espectral seguiria estando
limitada por el método usado en HydroLight, la altura del pico y el area
resultante serfan mas préximos.

Para verificar esa hipotesis se comenzé calculando el area, la posicién del
maximo y su magnitud (altura del pico), tanto en R4z (1), como en R,z (1).

Se calcularon las fracciones de alturas, fyeqk, 0 de areas, fureq, definidas como:

max [Rysp ()]

fpeak ~ max [Rysk (A)HL] 4.29
705
f _ 1=655 RTSF (A) 2430
area — 705 .
f/1=655 RTSF (A)HL
Y se calcularon los nuevos rendimientos cuanticos, ¢Ffin' como:
¢Fﬁn(peak) = fpeak ’ ¢Fim' ; ¢Fﬁn(area) = farea - ¢Fim' 431

Se analiz6 la relacion entre los ¢, obtenidos a partir de fpeqr, 0 de fareq

obteniéndose:
¢Ffin(area) = 1.204 - ¢Ffin(peak) R? = 0.989 432

Es decir, la estimacion a partir de las areas daba un valor un 20% mas alto, de
forma sistematica, que la estimaciéon a partir de la altura de los picos. La
estimacion de ¢Fﬁn(area) se consider6 potencialmente mas inexacta, al partir

de diferencias muy notables en la simulacién de la forma de la curva, por lo que
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se adoptd la estimacion de (,‘bFﬁn(peak) como la potencialmente mas aproximada

al rendimiento cuantico real de los datos in situ.

Con esta estimacion de qbpﬂ.n para los 72 puntos de la validacion, se repitio la

simulacién de HydroLight con exactamente los mismos datos de entrada que la
simulacién inicial, salvo el rendimiento cuantico de la SICF. En los espectros
obtenidos se volvié a obtener R,;z (1), y se calcularon las alturas del pico. El
resultado mostré una correlacion muy alta (Figura 4.48) con las alturas
obtenidas a partir de los datos in situ, lo que confirmaba que la hipétesis de
partida era adecuada para recalcular ¢p.

1.2
< 1.0 1
= y=1.0102x .
£ R%=0.9997 P
é 0.8 T+ "o
B
E 067 o
= ®
3 o
E 041 /
=T}
3 /’
2 0.2 T /‘
2+
a o
&
—
Z 00 +2 : : : :
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Peak height estimated from in situ Rys

Figura 4.48. Ajuste por regresién lineal entre el pico de la curva de R,z obtenido
de los datos in situ y el obtenido de la simulacién final con la estimacién final de

b

Los resultados, analizados punto a punto (Figura 4.49) muestran como en la
simulacién final con ¢)Fﬂn los espectros de R,z (1) y, son ahora muy semejantes

alos de R,z (1), en cuanto a la altura de pico, confirmando que la aproximacién
escogida ha servido para recalcular el rendimiento cuantico de la SICF y asi
obtener un espectro de reflectividad aparente mucho mas cercano al de las
R, (1) medidas in situ.



RESULTADOS Y DISCUSION

179

0.80

0.60

Ris F

0.40

0.20

0.00

0.80

0.70 +

0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00

Ris F

0.20

0.15

0.10

Rys F

0.05

Chloro - low [Chl_a] In situ - Sim noF

—— 15207168
LS20716A
——VP20717A
|——cL21014 -\
—— AM20925A /4 \
——RY20718A 4 \
BU20711B  J \
__—vczn‘/o47 \
\
s \
/
655 665 675 685 695 705

Wavelength (nm)

Chloro - high [Chl_a] In situ - Sim noF

——VY20724A

3 H VY20724B

665 675 685 695
Wavelength (nm)

655 705

Cyano - high [Chl_a] In situ - Sim noF

I~ AB0917B0
PI21003A
[~ AB0918A3
—— AB0918A2
- AB0917A0
—— AB0918B2

1 I 1 I

675 685 695
Wavelength (nm)

705

Chloro - low [Chl_a] Sim F - Sim noF

0.80 T—isz0718
LS20716A
~———VP20717A
—GL21014A /
0.60 +——AM20925A
~——RY20718A /
BU20711B 7
——VC20704A 74
0.40 A
0.20 A
0.00 - .
655 665 675 685 695 705
Wavelength (nm)
Chloro - high [Chl_a] Sim F - Sim noF
0.80
——VY20724A VY20724B
0.70
0.60
0.50
0.40
0.30
0.20
0.10
0.00 T -
655 665 675 685 695 705
Wavelength (nm)
Cyano - high [Chl_a] Sim F - Sim noF
0.20 ~———AB0917B0 PI21003A ——AB0918A3
~——AB0918A2 ——AB0917AQ - AB0918B2
AB21113D
0.15 +
N
0.10 + J
4
0.05 + gy
000 =——+——+———+—+—
655 665 675 685 695 705

Wavelength (nm)

Figura 4.49. Ejemplos de espectros de R,sr(1) obtenidos a partir de las
reflectividades in situ (izquierda) y los obtenidos por HydroLight (derecha) con el
valor final del rendimiento cudntico (¢g fi ,J calculado segiin se detalla en el texto.

Al margen de la utilidad para refinar los resultados de la simulacion, la
aproximacion utilizada podria aplicarse con caracter general, como un método
para estimar el rendimiento cuantico real de poblaciones de fitoplancton,
combinando medidas de reflectividad y simulacién con PHYBOM e HydroLight.






5. Conclusiones

5.1. Conclusiones generales

Esta tesis partia de la hipotesis de que es posible estimar y modelizar la
contribuciéon de los distintos grupos del fitoplancton a la reflectividad espectral
de las aguas continentales, partiendo de su composicién pigmentaria y tamafio
celular. Y para verificar la hipoétesis, planteaba dos objetivos principales:

1) La caracterizacion conjunta de la composicién taxondémica, pigmentaria
y propiedades dpticas de poblaciones naturales del fitoplancton de
lagos y embalses de la Peninsula ibérica.

2) Eldesarrollo y validacion de un modelo bio-6ptico capaz de simular, con
un error aceptable para aplicaciones de teledeteccion, la variabilidad
Optica debida al fitoplancton, materia organica disuelta y particulas no
algales, observada en la caracterizacién de lagos y embalses ibéricos.

Los resultados de la validacion de PHYBOM con las reflectividades medidas en
la caracterizacion bio-6ptica, proporcionan un sélido respaldo a la hipétesis
principal de esta tesis. PHYBOM ha reproducido, con un RRMSE global del 20%,
la variabilidad de espectros de reflectividad de teledetecciéon (R,s) en un
subconjunto de la base de datos (N=72) que incluia tanto puntos con
poblaciones mixtas de fitoplancton como con dominancia de una clase
taxondmica, coexistiendo con concentraciones variables de CDOM y particulas
no algales.

La mediana de los errores relativos en la simulacién de R, es inferior al 10%
en casi todo el espectro visible (400-700 nm), que es la regiéon cuya forma
espectral esta determinada por la composicion pigmentaria del fitoplancton. En

181
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44 delos 72 puntos el error en la region visible es inferior al 10% y tan sélo en
10 puntos es superior al 20%. Los errores inferiores al 10% se suelen
considerar buenos en el contexto de la teledeteccion de la calidad del agua,
aunque para aseverar esto de forma mas precisa habria que analizar el impacto
de estos errores en un conjunto representativo de los algoritmos de obtenciéon
de variables de calidad del agua mas utilizados, hasta ahora, con sensores
multiespectrales. Igualmente, este andlisis permitiria evaluar hasta qué punto
los mayores errores relativos observados en el infrarrojo (en la mayoria de los
puntos, inferiores a 20% hasta 800 nm, pero superiores en el intervalo 800-900
nm) tienen o no un impacto significativo en el error de los productos de
teledeteccion obtenidos utilizando esta regidn espectral.

No se ha podido hacer una validacién detallada de la simulacién de las IOP en
PHYBOM, por no contar con suficientes medidas en la base de datos de la
caracterizacién, aunque los resultados en la simulacién de la reflectividad
indican, de manera indirecta, un buen desempefio del modelo la generacién de
las IOP, tanto del fitoplancton, como del resto de OAC (detritus, CDOM y NAP).

En conjunto, se puede afirmar que se han alcanzado los dos objetivos
principales enunciados al comienzo de esta tesis y que la hipdtesis central, si
bien no se puede considerar plenamente verificada (para lo que harian falta
mas datos de validacién, incluyendo IOP) si se puede considerar
suficientemente respaldada por los resultados obtenidos.

Del anadlisis de los resultados se pueden extraer mas conclusiones, que se
resumen a continuacion, agrupadas segun su contexto.

Caracterizacion bio-6ptica

La base de datos obtenida es representativa, no sélo de los intervalos de
concentraciones de OAC y tipos 6pticos de masas de agua ibéricos, sino de una
porcion significativa de los que se han descrito hasta ahora en diferentes
regiones del planeta, tal y como se ha puesto de manifiesto al comparar sus
estadisticos con los de la base de datos global GLORIA (Lehman et al., 2023).

Constituye un raro ejemplo, en aguas continentales, de estudio conjunto
detallado de la composicion taxonémica y pigmentaria del fitoplancton y de la
reflectividad. Disponer de informacién taxonémica y pigmentaria, junto con la
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de otros OAC ha sido esencial para interpretar los resultados de las
simulaciones de la reflectividad espectral.

La informacién taxondmica, obtenida mediante andlisis de microscopia 6ptica,
ha permitido extraer informacién morfométrica basica de las poblaciones de
fitoplancton, comparable con la que se obtiene habitualmente con otros
métodos de anilisis.

Desarrollo del modelo bio-dptico

Las capacidades actuales de PHYBOM y los resultados obtenidos estan
condicionados por las asunciones y aproximaciones escogidas en su disefio e
implementacién. Se ha buscado un equilibrio entre la mejor representacion
posible del proceso fisico simulado y su simplicidad, entendida como facilidad
de implementacién, bajo coste computacional y reducido numero de
parametros.

La simulacion de la dispersion de detritus, particulas no algales y fitoplancton,
asi como el efecto de empaquetamiento, se basa en la Aproximacion de la
Difraccién Anémala (ADA) a la Teoria de Mie, que asume particulas esféricas
homogéneas, grandes con respecto a la longitud de onda y con un indice de
refraccidn relativo al agua cercano a 1. En el caso del fitoplancton, se utiliza una
variante bicapa de esta aproximacion, diferenciando ademas dos tipos celulares
representativos de procariotas y eucariotas, respectivamente. En todos los
casos se simula el efecto de la dispersiéon anémala en la cercania de las bandas
de absorcion mediante las relaciones de Kramers-Kronig y se asume una forma
hiperbdlica en la funciéon de distribucion de particulas con una pendiente
proxima a 4.

La caracterizacion bio-optica muestra que las poblaciones naturales de
fitoplancton se alejan en diferente grado, tanto en su forma y estructura interna
como en su distribucion de tamafios, de las asunciones anteriores, por lo que es
esperable que parte del error en la simulacion derive de la desviacién de las
poblaciones reales respecto de las simplificaciones y asunciones consideradas
en PHYBOM. Esto es aplicable también a los detritus y a las particulas no algales,
simuladas asumiendo un unico tipo o cinco tipos genéricos de particula,
respectivamente.
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En la simulacién de los espectros de absorcion del fitoplancton también se
asume: un numero limitado de pigmentos (quince, en la versién actual de
PHYBOM); una resolucién espectral de 1 nm; una concentracion intracelular de
clorofila estimada a partir del didmetro celular por una relaciéon empirica
obtenida de la caracterizaciéon bio-Optica (asumiendo una distribucién
homogénea en la célula y/o el cloroplasto) y unos espectros de absorcion
especifica de los pigmentos in vivo determinados en estudios previos,
principalmente a partir de muestras marinas. Es esperable que tanto el niimero
de pigmentos presentes como su concentracién y distribucion intracelular, asi
como la forma y magnitud de sus espectros de absorcion especifica, varien, en
las poblaciones de la base de datos de validacion, respecto de los valores
nominales del modelo. El efecto de estas diferencias se puede intuir, de manera
cualitativa, en las diferencias en la forma espectral simulada y medida en
algunos puntos.

La simulacion de la absorciéon del fitoplancton por grupos taxondmicos se basa
en unos valores promedio de los ratios Pigmento : Clorofila-a, obtenidos
principalmente de la caracterizacion bio-6ptica. Deben considerarse como la
mejor aproximacion posible, basada en la informacién disponible, a los ratios
reales de las clases taxonémicas consideradas, pero, obviamente, asumiendo
que existe una notable desviacién respecto de esos valores medios, debida a
diferencias interespecificas y a efectos de fotoaclimataciéon, como factores
principales pero no unicos. No obstante, hay que considerar los ratios como
valores nominales, que se pueden modificar para simular la variabilidad
natural.

Validacion del modelo bio-dptico

Ademas de las conclusiones generales descritas anteriormente, tanto el analisis
de sensibilidad como el de la fluorescencia de la Clorofila-a (SICF), permiten
extraer otras conclusiones relevantes:

Los errores en la simulacién de la reflectividad parecen ser mas sensibles a los
parametros relacionados principalmente con la retrodispersiéon que aquellos
relacionados con la absorcion. Asi, variaciones relativas similares en los valores
de entrada tienen un mayor impacto en el caso del didmetro celular o la
concentracion de NAP, que en el caso de la concentracion de Clorofila-a o
Ficocianina. E1 CDOM por su parte, tiene un impacto mayor que la Clorofila-a en
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los cambios en el valor absoluto y forma espectral de la reflectividad en la
region visible, mientras que las condiciones de contorno (velocidad del viento
y angulo cenital solar) tienen un efecto pequefio para los mismos intervalos de
error relativo.

Atribuir qué proporcién de los efectos observados es debida al impacto real de
cada OAC en la reflectividad y qué proporcion se debe a la propia formulacién
y disefio del modelo, es una tarea compleja que no se ha abordado en este
trabajo. No obstante, asumiendo una cierta incertidumbre en esa atribucidn, es
relevante el mayor impacto relativo de las particulas no algales y el CDOM en
los errores observados, respecto de los parametros del fitoplancton. Una
conclusién practica de esta observacién es que, al menos en las aguas
continentales, aunque el fitoplancton sea dominante en la sefial, es importante
medir de forma exacta y precisa el resto de OAC si queremos simular los
espectros de reflectividad con un error pequefio.

En cuanto al andlisis de la SICF, se pueden extraer varias conclusiones
relevantes:

- La combinacién de espectros de reflectividad simulada, sin
fluorescencia, y medidos in situ, ha permitido extraer la contribucién de
la emisién de fluorescencia a la reflectividad aparente.

- La formas espectrales obtenidas son el resultado de la emisiéon de
fluorescencia por los fotosistemas PS I y PS [ y por las ficobiliproteinas,
modificada por la reabsorcion de la Clorofila-a.

- A partir de la altura del pico (maximo sobre la curva de reflectividad
elastica) se ha estimado el rendimiento cuantico de fluorescencia. La
coherencia de los resultados obtenidos con las medidas in situ es una
indicacion de la validez de la aproximacion.
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5.2. Perspectivas

PHYBOM ha sido concebido como una herramienta de simulaciéon pensada
preferentemente para aplicaciones en teledeteccion. Por ello, el desarrollo y la
validacién de esta primera version se pueden considerar como los primeros
pasos necesarios para comenzar su aplicacién en los siguientes trabajos:

- Generacidén de una base de datos simulados de IOP y AOP (incluyendo
R,s) para un numero elevado de combinaciones de abundancias de las
clases principales de fitoplancton y/o concentraciones de pigmentos,
variando también las concentraciones del resto de OAC (NAP y CDOM)

- Desarrollo y calibraciéon de modelos de inversion para la estimacion, a
partir de las reflectividades simuladas, de la concentracién de
pigmentos fotosintéticos, composicion taxondémica del fitoplancton y
otros OAC.

- Validacién de los modelos con datos in situ y aplicaciéon en imagenes de
sensores hiperespectrales (PRISMA, DESIS o EnMAP a corto plazo, PACE
o FLEX a medio plazo).

En cuanto a posibles mejoras del modelo, la lista, que no pretende ser
exhaustiva, incluye:

- Adaptar el cdédigo para simulaciones con perfiles verticales con
concentraciones de OAC y/o IOP variables en profundidad (incluyendo
la simulacién de efectos de fotoaclimatacion).

- Adaptar el cédigo para simulaciones con profundidad “no infinita” con
diferentes tipos de reflectividad del fondo.

- Mejorar la simulacion de la SICF en HydroLight, incluyendo las
funciones de fase para el fotosistema PS 1 y para las ficobiliproteinas.

- Introducir nuevos pigmentos, siendo la Diatoxantina el primer
candidato, para poder simular el ciclo de las xantofilas existente en las
Diatomeas.

- Explorar el uso de modelos multicapa y/o modelos para particulas no
esféricas para simular las IOP y en especial la dispersion.
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- Explorarlageneralizacion de los modelos de simulaciéon delas NAP para
definir las poblaciones de particulas no algales en funcién de su indice
de refraccion relativo promedio y su PSD.

- Modificar el cddigo para poder realizar simulaciones “en bucle” con
Hydrolight, en las que los parametros de entrada se van modificando de
manera iterativa mediante una funcién de minimizacién que lee los
resultados de una salida de HydroLight y genera los pardmetros
ajustados para la ejecucion siguiente, sin intervencién del usuario.

- Desarrollo e implementaciéon de una interfaz grafica de usuario (GUI)
para extender el uso de PHYBOM a un nuimero amplio de potenciales
usuarios.

- Desarrollo e implementaciéon de un médulo de generacion de informes
automaticos con estadisticos y graficos.
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