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ANEXO A LOS SUBPROGRAMAS HP1y HP2

TECNICAS DE ANALISIS RECOMENDABLES PARA LAS DIFERENTES FRACCIONES DE PLANCTON
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Indicadores del grupo HP/RT-grupos funcionales y HP-biodiversidad.

Abundancia y diversidad microbiana (virus y bacterias heterotréficas). La abunadancia de virus y bacterias
heterotroficas se determina mediante citometria de flujo. Las muestras adquiridas mediante botellas
oceanograficas tipo Niskin se fijan con glutaraldehido al 0.5% (concentracion final) para el andlisis de virus, y
con paraformaldehido al 1% + glutaraldehido al 0.1% (concentracidn final), y se almacenan congeladas en
nitrégeno liquido o en congelador a -80°C hasta su analisis. Las muestras para el andlisis de virus se diluyen
con tampon-TE (10:1 mM Tris:EDTA) y se tifien con SYBR Green (1). Las muestras para el analisis de
bacterias se tifien con DMS (dimetil sulfato) diluido con SYBR Green, y los protocolos descritos en (2) se
aplican para estimar la abundancia de bacterias con alto y bajo contenido en DNA y determinacion del
tamafio ceular.

Picofitoplancton. Las muestras para la estimacion de la abundancia de picofitoplancton se adquieren
mediante botellas oceanograficas tipo Niskin, se fijan (paraformaldehido al 1% + glutaraldehido al 0.1%,
concentracion final) y se almacenan en nitrégeno liquido o en congelador a -80C hasta su analisis. Las
muestras se analizan mediante citometria de flujo para la estimacién de abundancia y tamano celular de
acuerdo con los protocolos descritos en (2).

Nanoflagelados heterotrdficos. Para la estimacion de la abundancia de nanoflagelados heterotroficos, las
muestras adquiridas mediante botellas oceanograficas tipo Niskin se puede analizar mediante citometria de
flujo, utilizando los protocolos descritos para los componentes microbianos (2), y también microscopia de
epifluorescencia en muestras tefiidas con DAPI (3).

Nano- y microfitoplancton. La abundancia de nano- y microfitolancton se puede estimar mediante técnicas
tradicionales basadas en el recuento al microscopio invertido (4) o bien mediante métodos de analisis
automatico tipo FlowCAM (5). En el primer caso, es necesario fijar previavente las muestras adquiridas
mediante botellas oceanograficas tipo Niskin con Lugol acético o formaldehido tamponado. Este ultimo
fijador es el adecuado si se pretenden preservar cocolitoféridos, componente plancténico que se puede
utilizar como indicador de acidificacidon (sub-programa HP3 de hdbitats peldgicos). En el caso de utilizar
métodos automaticos tipo FlowCAM, el andlisis se puede realizar a bordo sobre muestras frescas, con lo
qgue se evitan los problemas asociados a la utilizacién de fijadores. Ademas, el conjunto de imdagenes
obtenidas mediate métodos automadticos se puede acoplar con técnicas de andlisis de imagen para su
clasificacién automatica, con lo que es posible obtener resoluciones taxonémicas a nivel de grupo funcional.
Facilita ademas la estimacion de caracteristicas morfométricas necesarias para la estimacion de biovolumen
(convertible a biomasa) y estructura de tamafios (6, 7).

Microzooplancton (20-200 um). El microzooplancton se analiza y cuantifica utilizando lupa binocular
estereoscopica a partir de muestras adquiridas mediante pescas con red de plancton tipo Calvet (para
muestras integradas en profundidad) o redes multi-apertura (para muestras integradas por estratos de
profundidad) con mallas de 53u de luz de malla en ambos casos. Las muestras se fijan con formaldehido
tamponado al 4% (concentracion final). El analisis taxondmico (recuentos por especies) se puede realizar
por métodos tradicionales o a partir de imagenes capturadas y técnicas de andlisis de imagen (p.ej.
FlowCAM, ZooHD —fotografias al microscopio invertido con platina motorizada) que permiten resolver el
componente a nivel de grupos funcionales (6).

Mesozooplancton (200-2000 um). El mesozooplancton se analiza y cuantifica utilizando lupa binocular
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estereoscépica a partir de muestras adquiridas mediante pescas con red de plancton tipo WP2 (para
muestras integradas en profundidad) o redes multi-apertura (para muestras integradas por estratos de
profundidad) con mallas de 200 um de luz de malla en ambos casos. Las muestras se fijan con formaldehido
tamponado al 4% (concentracion final). La composicidn especifica, espectro de tamafios y biomasa se puede
analizar mediante una combinacién de técnicas tradicionales, con la que se puede alcanzar una resolucién
taxondmica a nivel de especies, o mediante métodos automaticos (p.ej. ZooScan, ZooHD) acopladas a
técnicas de andlisis de imagen con las que es posible incrementar el nUmero de muestras procesadas pero
con los que se alcanza una resolucion taxonémica a nivel de gruypo funcional (8).

Macrozooplancton (>2000 um), incluyendo ictioplancton. La abundancia de macrozooplancton (p.ej. krill y
organismos gelatinosos) e ictioplancton se puede determinar a partir de muestras adquiridas mediante
arrastres oblicuos con redes tipo Bongo de 500 um de luz de malla (valores integrados en la columna de
agua). Para resolver la estructura vertical de estos organismos, capaces en algunos casos de realizar amplias
migraciones nictimerales (centenares de metros), es necesario utilizar redes multi-apertura tipo Mocness.
Las muestras se fijan con formaldehido tamponado al 4%, y se pueden analizar, como ocurre con otros
grupos de zooplancton, mediantes técnicas tradicionales de microscopia (lupa binocular estereoscépica) o
métodos automaticos acoplados con técnicas de analisis de imagen tipo ZooScan y ZooHD (8).

Indicadores del grupo HP-abundancia/biomasa

Clorofila. La concentracién de clorofila, como variable subrogada de la biomasa de fitoplancton, se analiza
habitualmente a partir de muestras recogidas en filtros GFF (clorofila total) o de membrana (clorofila
fraccionada por tamarfios), extrayéndola con acetona al 90% durante 12-24 horas y medida mediante
fluorometria (9) o espectrofluorometria (10). Es posible obtener también estimas de la concentracion de
clorofila a partir de medidas de fluorescencia in situ mediante sensores automaticos acoplados a CTD-roseta
oceanografica, previa calibracion de las medidas del sensor de fluorescencia con extractos acetdnicos de
clorofila. También es posible obtener estimaciones de la concentracion de clorofila superficial (y
temperatura) a partir de datos de satélite. La clorofila y la temperatura superficial presentan estructuras
coherentes como revela el andlisis de singuaridad (11). Es posible utilizar imagenes de satélite de diferentes
fuentes (clorofila a partir de MERIS y MODIS; SST a partir de MODIS, AMSR-E y Pathfinder) para identificar la
presencia de estructuras térmicas (p.ej. zonas frontales, torbellinos) (12) y su relacién con las distribuciones
de clorofila. Ademads, las imagenes de satélite permiten una evaluacién de la distribucion de biomasa de
fitopancton a escalas sub-regionales y estimaciones de las tasas de acumulacién neta de fitoplancton (13).
Es posible ademads derivar modelos empiricos que relacionen las estimaciones de biomasa de fitoplancton
basadas en imagenes de satélite y las medidas in situ de las tasas de produccién primaria y otras variables
relevantes, como las relaciones clorofila:carbono y el espectro de tamafios, necesarias para determinar el
estado ambiental del ecosistema pelagico y escalar las estimaciones de las tasas de produccién primaria a la
escala regional de la Demarcacion (descriptor D4).

Biomasa de zooplancton. A partir de muestras de plancton adquiridas mediante redes de plancton de
diferente luz de malla y fraccionadas en serie a través de tamices de diferente tamafio de poro (p.ej 53, 200,
500, 1000, 2000 y >2000 um) es posible estimar el peso seco total y fraccionado por clases de tamaio (14).
El peso seco obtenido se puede convertir en unidades de carbono aplicando los correspondientes factores
de conversién (15), con los que se obtienes estimaciones de carbono por fracciones de tamafio y la
estructura de tamanos (espectro de tamafios) de la comunidad de zooplancton.
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