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Resumen: El proceso de intercambio de gases es uno de los factores que dicta la calidad del
funcionamiento de la fotosintesis en una planta. Si se suponen situaciones extremas en los que la
presion sea muy baja, hay posibilidad de que el transporte de gases se de por procesos no
difusivos debido al aumento de la presion parcial de vapor de agua por su ebullicion. Existen
multiples instrumentos para estimar dicho intercambio de gases, tanto en laboratorio como en
campo. En este estudio se ha utilizado una innovadora camara hipobarica capaz de controlar
valores ambientales mientras registra datos acerca de los gases de su interior. Esta cdmara nos
ha servido para realizar medidas de intercambio de gases en una planta de tomate a diferentes
presiones (600 mb, 750 mb, 800 mb y 950 mb). Previamente a esto, se realizaron pruebas con la
camara vacia y con suelo en su interior para estimar los flujos que no se corresponden con los
realizados por parte de la planta. Los resultados han sido poco concluyentes, ya que al invertir
tanto tiempo en conocer el instrumento y realizar pruebas de errores no se pudieron tomar
muchas repeticiones con plantas. Aun asi tenemos registrados datos con 415 ppm de CO, que
nos dan informacion interesante acerca de los procesos no difusivos, ya que el flujo de CO,
aumenta conforme aumenta la presion y el flujo de vapor de agua disminuye, lo que es
compatible con la teoria acerca de los procesos no difusivos explicada con mas profundidad en
el cuerpo de este trabajo.

Conceptos clave: Fotosintesis, Procesos no difusivos, Intercambio de gases, CO,, H,0O, Camara,
Flujo, Presion.
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1. INTRODUCCION.

El proceso fotosintético en plantas, ademas de la luz solar, también depende del
intercambio de gases que estas realizan con el medio que les rodea. El
funcionamiento del intercambio de gases se rige principalmente por procesos difusivos
entre los estomas y la capa limite que envuelve la hoja. En este trabajo fin de master,
aprovechando la posibilidad de contar con una innovadora camara climatica (de la que
se hablara mas adelante) que nos permite variar parametros ambientales en su interior
y tomar datos precisos, se va a estudiar como influyen los procesos no difusivos en el
intercambio de gases en plantas sometidas a variaciones en la presién atmosférica

El instrumento que nos permite realizar estas medidas es la Camara Hipobarica con
Control Climatico Amiston CHCCZ21. Esta camara es unica en el mundo y se ha
desarrollado en una empresa Granadina (Amiston) bajo las indicaciones del grupo de
investigacion de fisica de la atmosfera de la Universidad de Granada. Este aparato
consta de tres médulos principales; un analizador de gases modelo G2301 fabricado
por PICARRO, un sistema de control climatico desarrollado por Amiston y una camara
climatica de Memmert modelo VO49COOL. El sistema adquirido por la Universidad de
Granada (al que nos vamos a referir a partir de ahora como “camara hipobarica”,
‘camara de vacio” 6 “camara climatica”) tiene la capacidad de medir intercambios de
CO2, CH4 y vapor de agua bajo unas condiciones controladas de temperatura,
humedad, luz, concentracion de CO2 y presion atmosférica. Esta camara hipobarica
puede reducir la presion en su interior hasta unos 400 mb gracias a una bomba de
vacio colocada debajo de ésta y a la vez monitorizar las variaciones en la
concentracién de gases.

Este estudio realmente tiene dos fines; el primero es entender como funciona la
camara hipobarica ya que se trata de un instrumento nuevo, y ver los posibles errores
que puede presentar al realizar medidas y asi poder evaluar la fiabilidad de sus
medidas. El segundo objetivo de este estudio es, como se dijo antes, observar si
procesos no difusivos producidos por la disminucion de la presion atmosférica influyen
en el intercambio de gases entre plantas de tomate (Solanum Lycopersycum “Ailsa
Craig”) y la atmdsfera.

La parte experimental de este trabajo se ha dividido en dos partes. La primera etapa:
evaluar la estanqueidad de la cdmara. Consiste en tomar datos de la concentracion de
CO, que se pierde o diluye en el interior de la camara hipobarica sin ningun factor que
lo condicione, es decir, con la camara vacia y dejando parametros de gases y
temperatura estables, para asi estimar las pérdidas y errores en las medidas de CO, y
poder corregir los resultados obtenidos. Seqgunda etapa: determinacion de los flujos de
CO,. Aqui se tomaran medidas con una planta en el interior de la camara, en las que
se obtendran datos del intercambio de gases de dicha planta a diferentes presiones
atmosféricas

Antes de comenzar a hablar de los datos obtenidos y analizados, es importante dejar
claros algunos fundamentos tedricos acerca del funcionamiento del intercambio de
gases, tanto difusivo como no difusivo. También se van a describir los instrumentos y
programas informaticos que forman parte de la camara hipobarica, asi como el
proceso de germinacién de las plantas de tomate, y una breve descripcion de cada
experimento y sus etapas.



1.1 Objetivos.

En este trabajo se ha utilizado una camara de vacio con multiples opciones de uso, la
cual, hasta el momento, no se habia empleado para la investigacion. Es por esto que
uno de los objetivos de nuestro estudio es entender su funcionamiento, programacién
y capacidad para poder aplicarla en un futuro a investigaciones de apertura
estomatica, intercambio de gases, procesos difusivos y no difusivos, y comportamiento
de plantas a distintos escenarios climaticos.

Es importante recalcar que se ha invertido mucho tiempo en conocer el instrumento,
asi como en aprender a ponerlo en funcionamiento tanto para toma de errores como
para toma de datos definitivos. Este es un motivo para plantear otro objetivo en este
proyecto; poder medir los errores en la camara hipobarica y agilizar los métodos para
Su uso.

Entender cémo funciona la camara y qué podemos hacer con ella tiene un propésito
muy importante para este estudio; observar si al disminuir la presién atmosférica, la
cantidad de CO, absorbido por las hojas de las plantas de tomate (Solanum
Lycopersycum ‘Ailsa Craig’) cambia respecto a la cantidad de este gas que es
retenida en condiciones normales de presion atmosférica sin variar condiciones como
luz, temperatura y humedad, y, a su vez, observar cdmo varia la cantidad de agua
expulsada por la planta conforme disminuimos la presion del interior de la camara.

2. MARCO TEORICO

2.1 Fotosintesis.

La fotosintesis se trata de un proceso fisicoquimico mediante el cual las plantas, algas
y bacterias fotosintéticas utilizan la energia proveniente de la luz solar para
transformar compuestos inorganicos presentes en la atmodsfera en compuestos
organicos que pueden ser usados por todas las formas de vida (Tolentino, G. L., et al.,
2016; Taiz, L., & Zeiger, E. 2006; Fernandez, M., & Gyenge, J. 2010; Carril, E. P. U.
2011).

Salvo en ciertas excepciones, la fotosintesis produce una liberacion de oxigeno
molecular al medio (fotosintesis oxigénica). La ecuacion general de la fotosintesis
oxigénica es la mostrada a continuacion (Mata, P. G. E.; Alonso, S. et al., 2020):

Luz

)

n(COz) + n(HZO)—>(CH20)n + nO2

Dioxido de carbono  Agua  Hidratos de carbono Oxigeno
El proceso fotosintético se divide en dos fases.

La primera fase se denomina fase fotoquimica y tiene lugar en los tilacoides (saquitos
situados en el interior de los cloroplastos). En la fase fotoquimica se absorbe la luz en
los cloroplastos, mas concretamente en la clorofila contenida en éstos. Los electrones



de la clorofila son excitados por la luz y se desplazan a través de transportadores
electrénicos por la membrana tilacoidal (Tolentino, G. L., et al., 2016). Finalmente,

estos electrones son captados por la molécula NADP" junto al hidrégeno, lo que
provoca una transformacién de la molécula en NADPH,. En el proceso de transporte
se produce un gradiente electroquimico que impulsa la sintesis de ATP (Del Valle, E.
V., & Sanchez, E. 2015). Sintetizando, en la fase fotoquimica, la luz captada por la
planta se almacena en las moléculas organicas ATP y NADPH, (Fernandez, M., &
Gyenge, J. 2010).

La segunda fase de la fotosintesis es la fase bioquimica 6 de fijacién de carbono, que
ocurre en la matriz del cloroplasto (Alonso, S. et al., 2020). Tras el ingreso del CO, a
través de los estomas, éste se combina con la ribulosa bifosfato, que es la molécula
aceptora, gracias a la actuacion de la enzima 1.5 bifosfato carboxilasa-oxigenasa
(Rubisco) (Fernandez, M., & Gyenge, J. 2010). Esta fijacion del CO, por parte del
Rubisco forma dos moléculas de acido-3-fosfoglicerato (PGA), que se van a
transformar en acido 1, 3 difosfoglicérico gracias a la energia del ATP (Fernandez, M.,
& Gyenge, J. 2010). ElI acido 1, 3 difosfoglicérico sera reducido a

gliceraldehido-3-fosfato por la accién del NADPHZ, y una parte de éste sera utilizado
para sintetizar glucosa y el restante se utiliza para generar ribulosa y dar comienzo a
un nuevo ciclo (Carril, E. P. U. 2011; Fernandez, M., & Gyenge, J. 2010; Cordero
Ocampo, R. K. 2020) Resumiendo, la fase de fijacion de carbono usa el ATP y el
NADPH, producidos en la fase bioquimica para sintetizar carbohidratos a partir del
carbono del CO, (Alonso, S. et al., 2020)". La sintesis de carbohidratos se comporta
también como un sumidero que proporciona un flujo de atomos de carbono durante el
Ciclo de Calvin cuando se da una incorporacion constante de dioxido de carbono (Taiz,
L., & Zeiger, E. 2006).

La fotosintesis realiza la funcion de fijacion del CO,, pero hay otros procesos
relacionados que producen liberacion de CO, a la atmdsfera, como la fotorrespiracion
y la respiracion (Fernandez, M., & Gyenge, J. 2010).

2.2 Intercambio de gases.

El intercambio de gases entre las plantas y el aire circundante es esencial para
completar los ciclos fotosintéticos de las plantas, asi como la respiracion y la
transpiracion (Damian Nava, A., et al., 2009). Este intercambio de gases se da a través
de los estomas.

La superficie de la epidermis de las hojas presenta pequefios poros llamados ostiolos
cuya apertura o cierre esta regulado por dos células denominadas estomaticas u
oclusivas. Al conjunto que forman los ostiolos con las células oclusivas se le denomina
estoma (Raven, P. H., et al., 1992). La abertura del estoma esta comunicada con una
camara subestomatica, una cavidad interna que permite el intercambio de gases.

Los estomas son los responsables de regular el intercambio de gases entre planta y
atmosfera. Su funcion es permitir la entrada de CO, a la camara subestomatica y la
salida del agua evaporada de las hojas (transpiracién).

! Es importante recalcar que el ciclo explicado para |a fase de fijacion de carbono es valido para el tipo de
plantas C3 (llamadas asi porque el primer compuesto que se fija en el ciclo se compone por 3 carbonos),
que son con las que trabajaremos en este estudio.



Para que se realicen intercambios de oxigeno y didxido de carbono con el ambiente es
necesario que se produzca la transpiracion y un contacto directo entre la atmésfera y
las superficies humedas (internas) de las células. Al existir una humedad relativa
superior en el interior del estoma que en el medio se producira una salida de vapor de
agua desde la camara subestomatica hacia el exterior (Taiz, L., & Zeiger, E. 2006) por
procesos difusivos.

Por otro lado, la enzima RubisCO actia en el interior de la camara estomatica
retirando el CO, para realizar la segunda fase de la fotosintesis. Al disminuir la
concentracion de dioxido de carbono en el interior del estoma, aumenta la diferencia
de ésta entre el medio (mayor) y el interior de la hoja (menor), y se produce la entrada
difusiva del CO,en la camara subestomatica (Taiz, L., & Zeiger, E. 2006).

La “expulsion” de agua desde la hoja hacia la atmdsfera se da, en un 95%, a través del
aparato estomatico en forma de vapor de agua, debido a que la capa externa de las
hojas denominada cuticula es impermeable para protegerla de la desecacion (Taiz, L.,
& Zeiger, E. 2006). El recorrido del H,O desde su absorcién en las raices de la planta
incluye su succidn por parte del xilema hasta su llegada a las paredes del mesdfilo y
se evapora ocupando los espacios aéreos de las hojas. Es tras esto cuando se
produce su salida hacia la atmodsfera a través de los estomas (Taiz, L., & Zeiger, E.
2006). Un gradiente de concentracion controla el movimiento del agua, lo que hace
que los procesos difusivos sean los principales responsables de esta ruta (Chaves M.
M., et al., 2004).

Al igual que para el agua, la cuticula de las hojas es impermeable al CO,, por lo que
casi toda la entrada que se produce de didxido de carbono en una planta se realiza
mediante los estomas (Hugalde, I. P, 2011). Una vez el diéxido de carbono haya
entrado en las cavidades subestomaticas de la planta se difunde de manera liquida
hacia el interior del cloroplasto, disuelto en el agua presente en las paredes celulares
(Taiz, L., & Zeiger, E. 2006).

La ruta que se acaba de mencionar es la misma que la ruta seguida por el agua, pero
en sentido opuesto (Taiz, L., & Zeiger, E. 2006). Este hecho sumado a que la entrada y
salida de gases se da en el mismo punto, puede provocar dicotomias funcionales en
una planta. En el caso que el aire circundante sea seco, el gradiente de pérdida de
agua sera mucho mayor que el de asimilacion de diéxido de carbono. Si no se produce
el cierre estomatico, se facilitara la entrada de CO2, pero habra una severa pérdida de
agua (Taiz, L., & Zeiger, E. 2006).

2.3 Efectos de procesos difusivos en el intercambio de gases.

Las variaciones dentro del intercambio de gases en una planta estan sujetas a
condiciones tanto externas como internas. Segun las teorias acerca del intercambio de
gases en las plantas, la emision de vapor de agua y la entrada de CO, en el estoma
son debidas exclusivamente a procesos difusivos, por ejemplo, una alta concentracion
de dioxido de carbono en el aire que rodea a una planta puede incrementar el CO,
intercelular (Damian Nava, A., et al., 2009). Otros factores que pueden influir en los
parametros fotosintéticos (pero siempre asociados a procesos difusivos) son las
variaciones de temperatura, una variacion de la llegada de radiacion a las hojas y el
grado de hidratacion de la planta. Por ejemplo, una situacién de sequia puede producir
el cierre de las células oclusivas de los estomas para evitar la pérdida de agua,



evitando asi también la entrada de CO,, y provocando una disminucion de la
fotosintesis (Damian Nava, A., et al., 2009, Fernandez, M., & Gyenge, J. 2010).

Los factores explicados anteriormente son esenciales para entender cémo funciona la
apertura y cierre estomatico o para comprender mejor los procesos que permiten la
entrada o salida de gases en el interior de la planta, no obstante, no es el punto
principal de este estudio, pero se veia necesario realizar una explicacién de los
procesos principales que rigen el intercambio de gases para entender el por qué se va
a usar la camara hipobarica y para entender la pequeia teoria acerca de los procesos
no difusivos que se va a explicar a continuacion.

2.4 Procesos no difusivos en el intercambio de gases.

Si afirmamos que el 100% de los procesos que actuan en la entrada y salida de gases
dentro de los estomas de una planta son difusivos, dejamos de tener en cuenta el
empuje de otros gases presentes por parte del vapor de agua si se da una situacion
extrema en la que el flujo de éste abandone la hoja con una fuerza superior a la dada
en situaciones normales debido, como se va a plantear ahora, a la presién
atmosférica.

Partimos de la Ley de las presiones parciales de Dalton
P=P,+P,+P;... Py

donde suponemos que en una mezcla de gases que no interactian quimicamente
entre ellos, la presion total sera la suma de las presiones parciales que ejerce cada
gas de manera individual.

En presiones bajas se produce un descenso del punto de ebullicion del agua, al
someter una planta a estas condiciones se produce una mayor tasa de evaporacion en
el interior de la camara subestomatica y un aumento de la presion parcial del vapor de
agua en ésta. Al aumentar la presion parcial del vapor, la presién total de la camara
estomatica también va a aumentar (siguiendo la ley de Dalton), lo que puede producir
una diferencia de presiones entre el interior del estoma y el medio circundante. Esta
diferencia de presion puede derivar a una salida “a chorro” de vapor de agua por el
estoma que impida al CO, acceder al interior del estoma y arrastre otros gases del
interior del estoma como pueda ser principalmente el Nitrégeno (N,). Dichos
fendmenos pueden provocar un impedimento hacia la planta de realizar la fotosintesis
de forma adecuada (falta de CO,), y un déficit de N,.

El porcentaje de vapor de agua dentro de la cdmara del estoma no es despreciable.
En una situacién de ebullicion dentro del estoma la velocidad de salida de vapor va a
ser mayor que la velocidad de entrada del CO,, el vapor va a salir en forma de chorro y
arrastrando con él gases del interior de la camara, e impidiendo que el CO, pueda
entrar por difusion a la camara.

En la mayoria de los casos, el vapor de agua es un gas traza, por lo que su transporte
va a ser difusivo, pero si es el gas mayoritario no va a ocurrir la difusién, ya que la
evaporacion es tan fuerte que expulsa moléculas fuera de la camara subestomatica y
produce, como se dijo anteriormente un chorro de vapor cuyo transporte va a ser el
dominante.



La oportunidad de contar con una camara de vacio con control climatico y de gases
nos invita a realizar de forma experimental algunas de las medidas necesarias para
comprobar la variacién en los flujos fotosintéticos dependiendo de la presion
atmosférica a la que esté sometida la planta. Estas situaciones son extremas a las que
nos acercamos para poder discutir los procesos difusivos.

3. MATERIAL Y METODOS

Hay varios factores que afectan al funcionamiento de la fotosintesis; la radiacion
recibida por el sol, la temperatura, la concentracion de CO,, la disponibilidad de agua,
concentracién de O,, etc (Carril, E. P. U. 2011). Algunos de estos factores, son
responsables directos del intercambio de CO, y de vapor de agua entre los estomas y
la atmdsfera. Dicho intercambio siempre ha estado ligado a procesos de difusion y a
procesos que afectan a la difusividad de una planta. Nosotros queremos ver con los
experimentos realizados, como puede afectar la variacion en la altitud (regulada por la
presion atmosférica) y en la temperatura en el intercambio de gases. Para esto es
fundamental la importancia de la Camara Hipobarica con control climatico AMISTON
CHCC21, un sistema con la capacidad de medir dichos intercambios bajo condiciones
ambientales controladas (humedad, temperatura, luz, [CO,] y presion)

Antes de comenzar con el analisis de los datos tomados, vamos a describir la camara
hipobarica, asi como la metodologia seguida para su uso y los programas empleados
para la obtencion de datos.

3.1 Componentes del sistema.

El instrumento fabricado por Amiston consta de una camara hipobarica de marca
Memmert modelo VO49COOL que integra un control de presion y temperatura, un
sistema analizador de gases modelo Picarro G2301 para las medidas de agua, diéxido
de carbono y metano, y un sistema de control climatico. Tanto la camara hipobarica
como el analizador Picarro pueden ser utilizados como mddulos independientes y
tienen su propio manual de uso.

- Camara Hipobarica Memmert.

La camara de vacio fabricada por Memmert se encarga de controlar la presion y la
temperatura de su interior. En este dispositivo de 0.05 metros cubicos se introduce el
objetivo del que se desean obtener datos sobre su intercambio de gases.

Debajo de la camara de vacio, se encuentra un modulo auxiliar que contiene una
bomba de retirada e inyeccion de aire. Dicha bomba regula la presion que se haya
indicado para la cdmara climatica extrayendo el aire del interior de ésta para disminuir
la presion o introduciendo aire a la misma para aumentar la presién. Para regular la
presién, ademas de contar con el programa informatico Atmocontrol (el cual se
explicara mas adelante), podemos utilizar los controles de la camara hipobarica que
Memmert ha incluido y variar la presién de forma manual durante el tiempo que
deseemos (siempre dejando un margen de tiempo considerable si la diferencia entre
las presiones introducidas es muy alta).



Durante la toma de datos, el sistema de valvulas inyecta o retira determinados gases
(CO,, Aire 0% , aire externo) de la camara hipobérica para poder alcanzar los
parametros indicados. Esto puede producir variaciones en la presion del interior de la
camara que seran contrarrestadas por la accion de la bomba de presién situada en el
modulo inferior del sistema.

- Analizadores CRDS Y PICARRO G2301

El analizador de gases incorporado en el sistema de la camara hipobarica nos servira

para medir las concentraciones de COp, CHy y HoO en los diferentes experimentos

que se realizaran. Este analizador se trata del modelo G2031 de la marca Picarro, y
utiliza la espectroscopia vibracional de cavidad (CRDS por sus siglas en inglés Cavity
Ring-Down Spectroscopy), una técnica espectroscopica de alta sensibilidad. Este
analizador nos puede aportar medidas muy precisas de agua en partes por millén, y de
metano y dioxido de carbono en partes por billon. Segun la pagina web de Picarro, el
analizador de gases tiene una sensibilidad con una desviacion insignificante para las
ciencias atmosféricas.

Antes de continuar indicando algunas caracteristicas del analizador de gases utilizado
en este experimento, es necesario explicar, aunque sea de una forma muy breve, el
funcionamiento general de los analizadores CRDS.

- Analizadores CRDS.

La espectroscopia vibracional de cavidad o CRDS se trata de un método con alta
sensibilidad en comparacion con otras técnicas de absorcion mas clasicas. Se trata de
una técnica de espectroscopia basada en la absorcion laser que permite medir la
extincion optica absoluta a partir de muestras que absorben y dispersan la luz
(Wheeler, M. D., et al., 1998). La absorcion que realiza esta técnica es directa, y se
puede realizar con fuentes de luz continua o discontinua (Berden, G., et al., 2000).

La técnica que usan los analizadores CRDS consiste en la medicién de la tasa de
absorcion, presentando insensibilidad a fluctuaciones de la intensidad de luz. La
técnica CRDS, segun Berden, G., et al., (2000), es muy efectiva en fases gaseosas,
para absorciones fuertes de componentes en cantidades minimas, y absorciones
débiles en especies muy abundantes.

Un CRDS consta de un laser que ilumina una cavidad optica, que a su vez tiene dos
espejos altamente reflectantes. Una vez se apaga el laser, se mide la intensidad de la
luz que decae a 1/e de la intensidad inicial por escape de la cavidad, y, durante esa
desintegracién de la luz, ésta se refleja de un espejo a otro miles de veces, lo que
proporciona una longitud de onda efectiva para la extincién (O’Keefe, A., & Deacon, D.
A., 1988).

Cuando se introduce un material absorbente en la cavidad, la vida media de éste
disminuye a medida que la luz rebota, pudiendo absorber la luz por completo o sélo
una parte de la intensidad de luz inicial. Los CRDS, miden el tiempo que tarda en
decaer la luz desde su intensidad inicial, utilizando ese tiempo para calcular la
concentracion de la sustancia absorbente (O’Keefe, A., & Deacon, D. A., 1988).

2 Aire compuesto por Oxigeno (21%) y Nitrégeno (79%).
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Una vez el pulso laser queda atrapado en la cavidad de deteccion, la intensidad de
pulso disminuira en un porcentaje fijo debido a la absorcién. La intensidad de luz en la
cavidad “I(t)” se calcula como una funcion exponencial del tiempo usando la siguiente
expresion:

I(t) = Ioexp (= t/1)

El principio de la técnica es la medicion de una tasa de desintegraciéon en vez de
calcular la absorbancia absoluta. t_es la constante de desintegracion, es decir, el
tiempo que necesita la intensidad de luz en caer a 1/e de la inicial y que depende de la
pérdida dentro de la cavidad. La dispersion y la refraccion también afectan a la
constante de desintegracion para una cavidad vacia, asi como también afecta la
pérdida del espejo.

To = (/o)- (/1 = R + X)
Donde
n es el indice de refraccion en la cavidad
c es la velocidad de la luz
| es la longitud de la cavidad
R es la reflectividad del espejo
X tiene en cuenta otras pérdidas Opticas

para x cercano a 0, se asume que In (1 + x) = x. Siguiendo la ley de Beer-Lambert, la
presencia de un absorbente en la cavidad aumentara las pérdidas, y suponiendo una
ocupacion total de la cavidad por parte de la muestra;

T= (n/o)-l/1—-—R+ X+ ol
Donde

a es el coeficiente de absorcion en la longitud de onda de resonancia para una
concentracién especifica de la muestra.

La absorbancia “A” del analito, se calcula con los tiempos de desintegracion a partir de
la siguiente expresion:

A= n/c-l/2.303-(1/t — 1/t )

Y, por ultimo, a partir de la relacion entre los tiempos de desintegracion y con la
formula

T /T=1+ (al/1 = R) =1+ 2.303elC/(1 — R)

se calcula:

€, que es la absortividad molar (cantidad de luz absorbida por la disolucion) y

C, que corresponde a la concentracion del analito®.



https://en.wikipedia.org/wiki/Cavity_ring-down_spectroscopy

-  PICARRO G2301

El analizador Picarro, incluye su propio programa, que se pone en funcionamiento en
cuanto se enciende el sistema completo.

Settings ew Took Halp

PICARRO Carbon Dioxide, Methane and Water

Aarmg

gtnurant E3shus
\tvanm o Teme (C) -
Canty Temperature () SSRG0Y
CatyPrassure Tom | SNS)

Copight Piearro, Ine. 19882010

Figura 1. Interfaz del programa del Picarro. Imagen extraida del manual de uso del
analizador para CO,, CH,, y H,0 G2301“.

Dicho programa, nos da las opciones de abrir y cerrar las valvulas del sistema, de
establecer alarmas para valores altos o bajos de los parametros deseados, de hacer
un seguimiento grafico y numérico de la evolucion de las concentraciones vy
porcentajes de los 3 gases que analiza, asi como de guardar los datos analizados. En
el manual de uso del analizador, se explica con detalle el funcionamiento y desarrollo
del modelo de Picarro G2301.

- Sistema de control climatico.

El sistema de control climatico es el encargado de regular las condiciones ambientales
deseadas y las concentraciones de gases para el interior de la camara hipobarica.
Consta de los siguientes componentes (Manual de Usuario y Mantenimiento Camara
Hipobarica con Control Climatico Amiston CHCC21):

- Sistema de humidificacién y de secado. Este sistema tiene la funcion de regular
la concentracién de vapor de agua en el interior de la camara.

- Sistema de entrada de gases, que regula las concentraciones de CO, y aire
cero. Dicho sistema consta de dos botellas conectadas a la entrada de gas
auxiliar; una que puede aportar aire cero y otra que aporta CO,. Los gases se
inyectan con una presion de 0.2 bar, y un sistema de valvulas solenoides

4https://staticl.squarespace.com/static/5876205e2e69cfaf7c9fe5a4/t/5a5f2f8f24a6940b31cc90b8/1516

187566565/G2301-m+Manual+rev+2-11-11.pdf
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regula la entrada. Este sistema esta situado encima de la camara de vacio y
conecta los tubos de las bombonas de gases con esta. Ademas, lleva
incorporado un secador de aire con piedras de sulfato de calcio anhidro
(denominado Drierite de manera comercial) en su interior, un compuesto
utilizado para la desecacion.

- Sistema de luz fotosintética con regulacion de intensidad.

- Ordenador de control donde se recogen los datos. Mediante este ordenador,
controlamos la presion y la temperatura de la camara utilizando el programa
Atmocontrol. Con otro programa llamado Amicontrol definimos la humedad y el
CO, deseados y registramos los resultados de las medidas realizadas por el
analizador de espectroscopia laser (Picarro G2301).

- Cémara.

Figura 2. Imagen de la Camara Hipobarica con Control Climatico Amiston CHCC21.

- ATMOCONTROL.

Atmocontrol es un programa desarrollado por Memmert para programar y documentar
los procesos en los equipos fabricados por esta misma compania. Este software tiene
la capacidad de programar ciertos procesos climaticos dentro de la camara hipobarica
de una manera intuitiva y directa. En la pagina web de la compania Memmert, se
explica con mas detalle el funcionamiento y las caracteristicas de este programa®.

En nuestro estudio, hemos usado el programa Atmocontrol para controlar la
temperatura y la presién en el interior de la camara, aunque también se pueden
modificar otros parametros como la humedad relativa 6 la intensidad de la luz.

5 https://www.memmert.com/es/por-que-memmert/lideres-en-innovacion/atmocontrol
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No vamos a hacer hincapié en el uso exacto del programa, ya que, en nuestro caso,
no hemos usado todas las opciones que ofrece Atmocontrol. Sin embargo, vamos a
explicar de una manera muy breve el protocolo usado para programar los cambios de
temperatura y de presion, asi como los periodos de estabilidad de ciertos valores de

dichos parametros.

Figura 3. Interfaz del programa Atmocontrol.

Program Name:

Para incrementos/decrementos de temperatura 6 de presion, se utilizan las rampas de
subida, en las cuales podemos indicar un cambio (aumento & disminucion) del
parametro en un determinado tiempo, y, durante ese periodo, el programa, conectado
con la camara, aumentara o disminuira el parametro a los valores indicados por el
usuario. A la hora de mantener estable la temperatura o la presion, tenemos que,
después de la rampa (si la presion o temperatura es diferente a la inicial), introducir un
periodo de tiempo en el que queramos mantener estable el parametro (en la parte

resultados mostraremos los pasos seguidos de cambios de temperatura y presion).

Una vez que termina el experimento, y los datos hayan sido guardados, vamos a
obtener un archivo de hoja de calculo con los datos recogidos por Atmocontrol.

Date | Temp | Shelf | Alarm | Alarm | Alarm | Shelf2 | Shelf | Shelf Vac. Vac. Al. Al. Inert
1 3 4 Vac. Vac
Set Low High T. Set Low High Gas
Real
(°C) (°C) (°C) (°C) (°C) (°C) (°C) (°C) | (mbar) | (mbar) | (mbar) | (mbar) | (0/1)
Tabla 1. Datos guardados por Atmocontrol.
Donde:
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Date es fecha y hora.

Temp. Set es el valor nominal de la temperatura.

Shelf 1 es el valor nominal de temperatura de la 12 placa calefactora.
Alarm Low es el valor de alarma de temperatura inferior

Alarm High es el valor de alarma de temperatura superior

Alarm T. Real es el valor real de temperatura medida realmente, o en el caso de
dispositivos de vacio, temperatura de la 22 placa calefactora.

Shelf 2 es el valor de la 22 placa calefactora
Shelf 3 es el valor de la 32 placa calefactora
Shelf 4 es el valor de la 42 placa calefactora
Vac. Set valor nominal del vacio

Vac. valor de medicion de vacio

Vac. Low valor de la alarma inferior para vacio
Vac. High valor de la alarma superior para vacio

Inert Gas es el gas utilizado actualmente, donde O=aire fresco y 1=gas inerte.

- AMICONTROL

Para que el usuario pueda manipular a su gusto las concentraciones de gases en el
interior de la camara, se utiliza la interfaz Amicontrol, que, ademas, permite observar
los datos de agua en porcentaje ademas de los datos de didxido de carbono y de
metano en partes por millon (ppm) en tiempo real mediante gréaficas en la zona central
de la interfaz del programa. Para la visualizacion de estas graficas, el programa da las
opciones de mostrar los datos correspondientes a todo el experimento, o mostrar los
datos mas recientes.

Dentro del programa Amicontrol, encontramos una ventana debajo de las graficas para
visualizar los valores exactos de las concentraciones, ademas, al lado de ésta, hay
otra ventana donde se pueden indicar observaciones del experimento que se
mostraran en los datos guardados en un fichero de hoja de calculo en la casilla
correspondiente al momento en el que se hayan apuntado.

En la parte izquierda de la pantalla, se encuentra una pestafia para indicar la
temperatura y la presién (que sélo sirven para que esos valores aparezcan en el
fichero donde se graban los datos, ya que estos parametros los controla Atmocontrol).
Debajo de dicha pestafia, hay otra para el H,O y el CO,, donde, ahora si, se pueden
escribir los valores de concentraciones que se quieren alcanzar en el interior de la
camara. El programa, una vez las concentraciones deseadas hayan sido alcanzadas,
da la posibilidad de mantenerlas de manera indefinida mediante el control por valvulas.
En nuestro estudio, una vez alcanzadas las concentraciones de CO, y H,O deseadas,
cerramos el control por valvulas, para medir la variacion de la cantidad de CO,y agua
en el interior de la camara.
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# Control CO2 {Not Responding) - n

Carhon Dioxide, Methane and Water Vapor Analyzer

Valores de py T, control de CO2, H20 y gas aux, limites de error,
p valores de luz y ventilador, tiempo max de control y concentraciones en tiempo real.

ﬂ Real time plots.

Setpointspy T

Control CO2 y H20
Cc0o2

Auto | Manual

H20

Auto | Manual

* Secado sin aire 0
" Secado con aire D
Control gas aux

T cont " Activo
Gas Aux:

@ No activo

Errores CO2 y H20

Err CO2: ok
Err H20: ﬂ
t de control CO2 y H20
t cont CO2: ﬂ
t cont H20:
con ﬂ Current values Descripcion experimento
% de luz activa y
MBI R ZET (ppm): PY_VARO; CH4 (ppm): PY_VAR1; H20 (%):PY_} %
% luz act: M
% pot vent ﬂ
Datasave fret Cierre
Reset logger J J

Amiston SL Granada

Figura 4. Interfaz del programa AmiControl.

Para el apagado de la camara, tenemos que realizar el secado de su interior. Para
esto, se puede utilizar el circuito de secado que usa la Drierita que se encuentra en un
tubo de plastico en el sistema de valvulas, podemos conectar otro tubo con drierita en
el interior de la camara, o bien, se puede utilizar aire 0. Esto también se activa desde
el programa Amicontrol, que, en nuestro caso, lo hemos llevado a cabo disminuyendo
el % de H,0 hasta 0-0.3.

Otras opciones que ofrece el programa son indicar el porcentaje de potencia de luz y
de ventilador, los tiempos de control de CO, y H,0, que vienen definidos a 45 minutos,
a partir de los cuales, el programa se detendra y dejara de controlar la concentracion.
Por lo que habria que iniciar el programa de nuevo si no se han alcanzado las
concentraciones deseadas.

En el programa, podemos indicar la frecuencia con la que se guardan en la pestafa
Datasave freq (por defecto, la frecuencia de guardado de amicontrol es de 1.15
segundos). Por ultimo, para guardar los datos, el programa presenta la opcién de
hacerlo cada determinado tiempo con la etiqueta de Reset logger, o de guardarlos
todos juntos una vez cerremos el programa.

Los datos de Amicontrol se guardan en una hoja de calculo.
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Fecha | Hora | CO2 CH4 H20 Err Err P T Luz | Ventilador | Comentario
C02 H20

ppm ppm % ppm % mbar | K % %

Tabla 2. Datos recogidos por el programa AmiControl.

3.2 Diagrama de la camara hipobarica.
' S]S_TEM&DE
BOMBA
I B"ﬁimi I II I BOMBA PICARRO
H LsESlETA | | Camaga cuiatica

MODULO AUXILIAR

—

Figura 5. Diagrama de la camara hipobarica.

BOTELLA
DE AIRE
CERO

En la anterior figura, se puede observar la posicidon de cada una de las partes que
componen la Camara Hipobarica con la que hemos trabajado, se puede comparar con
la Figura 2 para identificar cada componente en la imagen real.

3.3 Encendido y apagado de la camara.

Para poner en funcionamiento la camara hipobarica, tenemos que seguir un protocolo
desarrollado por los creadores de ésta. A continuacion, se van a describir los pasos a
seguir para el encendido y apagado del sistema completo.

Encendido:

Abrir la puerta de la camara.

Encender la regleta que proporciona corriente a todo el equipo.
Encender la bateria auxiliar (SAl).

Encender la bomba del Picarro y esperar 1 minuto.

Encender el Picarro y esperar 5 minutos.

Abrir la botella de aire 0 (0.2 bar).

Abrir la botella de CO, (0.2 bar).

Si hay una botella auxiliar de metano, oxigeno, etc, se debe encender
en este paso.

Encender la camara y su sistema de valvulas; pulsamos tanto el
interruptor de la camara como el interruptor del médulo auxiliar

NN =

©
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10. Encender los ordenadores.
11. El Picarro ya esta optimizado para medir los valores ambientales.

Apagado:

Llevar la presion de la camara climatica a la presion ambiental

Llevar la temperatura de la cdmara a temperatura ambiental

Cerrar botellas de CO,y aire cero.

Apagar la bomba de la camara.

Guardar los datos de Atmocontrol.

Cerrar los programas AmiControl y Atmocontrol.

Bajar la concentraciéon de CO, a unos 400 ppm

Bajar el contenido de agua a < 0.3%. Esto se puede hacer a través de

la dilucién de H,O en el interior de la camara mediante la inyeccion de

aire cero, conectando al sistema de secado un tubo con sulfato de

calcio anhidro en su interior, un compuesto utilizado para la desecacion,

o utilizando el propio desecante presente en el sistema de valvulas.

9. Apagar el programa de ordenador del Picarro.

10. Esperar a que la presion interna del Picarro sea como la atmosférica, y
apagarlo.

11. Apagar la bomba del Picarro.

12. Apagar el sistema de valvulas de la camara.

13. Apagar bateria auxiliar.

14. Apagar regleta.

©ONoOOR®N=

3.4 Descripcion de los experimentos.

Estos estudios se han llevado a cabo en el Instituto Interuniversitario de Investigacién
del Sistema Tierra en Andalucia (IISTA-CEAMA) situado en Granada.

Podemos dividir este estudio en dos partes; la primera tiene la finalidad de ver las
posibles pérdidas de CO, en el interior de la camara y estimar los errores que pueda
tener para luego aplicarlos a la segunda parte del ensayo, que consiste en medir el
intercambio de H,O y CO, en plantas de tomate aplicando una variacion de la presion,
de la temperatura, y del CO, ambiental segun el caso.

- - Joma de datos para evaluar la estanqueidad de la camara (Medidas en

camara vacia).

Antes de realizar el primer experimento para comprobar las variaciones en las
pérdidas de CO, respecto a los resultados finales y poder calcular los errores que
vamos a tener en la medicion de flujos fotosintéticos, realizamos una puesta a punto
del sistema de valvulas de nuestro instrumento revisando todas las mangueras y
bocas del circuito para asegurarnos que no se pueda dar ninguna pérdida que pueda
alterar los resultados.

Para comenzar la toma de datos de la camara hipobarica, se procede al encendido de
todo el sistema (resumido en el apartado interior). Tras esto, y con el programa
Atmocontrol, se definen los parametros que consideramos importantes para realizar el
estudio con su tiempo correspondiente. A continuacion, indicamos las rampas de
Presiéon y Temperatura deseadas para la camara hipobarica. Es preciso indicar que
debemos dejar programadas todas las rampas (variaciones de temperatura y/é
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presidén) en AtmoControl al principio del experimento, porque una vez que este
arranque, no se pueden modificar. Con el programa AmiControl si podemos modificar
sus parametros durante el desarrollo del experimento.

Encendemos el sistema completo y abrimos AtmoControl.
Mantenemos la temperatura constante a 25°C.

Creamos una rampa de 1100 mb a 950 mb.

Mantenemos constantes los 950 mb durante 50 minutos.
Comenzamos la subida de CO, hasta = 1000 ppm.

Aqui se nos plantea el primer problema, ya que, una vez pasado el tiempo de los 950
mb, el CO, no habia alcanzado su pico de subida y no podiamos quitar el aporte para
observar sus fugas, por lo que no vamos a poder utilizar los datos a 950 mb para esta
parte del estudio.

Rampa de 950 mb a 800 mb durante 10 minutos.

Mantenemos constante la presién a 800 mb durante 45 minutos.

Rampa de 800 mb a 700 mb durante 10 minutos.

Mantenemos constante la presién a 700 mb durante 45 minutos.

Rampa de 700 mb a 600 mb durante 10 minutos.

Mantenemos constante la presién a 600 mb durante 45 minutos.

Rampa de 600 mb a 960 mb durante 15 minutos.

Bajamos el CO, a 400 ppm y el % de agua a £ 0.0.

Guardamos los datos de AtmoControl, cerramos Amicontrol y el programa del
Picarro, y apagamos el sistema.
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Figura 6. Rampas programadas para la toma de datos del escape de gases en la
camara hipobarica sin fugas.

- Medicién en maceta sin planta.

A la hora de tomar las medidas del intercambio de gases de nuestra planta, debemos
tener en cuenta cualquier factor que haya en el interior de la cAmara que pueda alterar
los resultados.

Es por esto que se ha decidido realizar medidas sélo con el suelo, para observar la
emision o absorcion de gases por parte de éste y los microorganismos que puedan
habitar en él y poder eliminar estos datos de los flujos finales.

Para realizar esta toma de datos se ha preparado un tarro de vidrio con un recipiente
dentro que solo contenga tierra en su interior.

Figura 7. Tarro con suelo en su interior preparado para llevar a cabo la toma de datos.

Esta preparacion debe de sellarse muy bien con masilla 6 BluTack y asegurar su
aislamiento envolviendo el tarro en film transparente para imitar los pequefios huecos
que pongan en contacto el suelo con el ambiente del interior de la camara que
dejaremos en los experimentos finales con la planta dentro del tarro. De esta manera,
la emisidn/absorcién de gases por parte del suelo sera la misma en ambos
experimentos y podremos reducir los errores.

Tras esto, introducimos el recipiente en la camara climatica y programamos las
siguientes variaciones de presién y temperatura:

Rampa 0: 25°C cte 07h30min
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Rampa 2: 1100 ~ 600 mb durante 30 minutos
Rampa 3: 600 — 600 mb durante 90 minutos
Rampa 4: 600 ./ 750 mb durante 20 minutos
Rampa 5: 750 — 750 mb durante 90 minutos
Rampa 6: 750 . 800 mb durante 20 minutos
Rampa 7: 800 — 800 mb durante 90 minutos
Rampa 8: 800 ./ 950 mb durante 20 minutos
Rampa 9: 950 — 950 mb durante 90 minutos

La toma de datos se repetira 4 veces por presion; siendo cada medida de 15 minutos
(excepto para 600 mb que fueron medidas de 11 minutos), dejando 10 entre cada una
para el restablecimiento de la concentracion de CO, en sus valores iniciales.

- Mediciones con planta.

Antes de introducir la planta de tomate en la camara hipobarica y comenzar a registrar
datos de fotosintesis y transpiracion, debemos asegurarnos de que las variaciones en
concentraciones de CO, y H,O se deban principalmente al intercambio de gases que
se produce en los estomas de las hojas (tendremos en cuenta los errores de la camara
y la actividad del suelo). Para esto, vamos a introducir la maceta en un tarro de vidrio,
le pondremos agua hasta 100 ml para que aguante toda la noche durante la bajada de
presion y todo el dia durante la toma de datos. El tapon del tarro presenta un agujero
por el que puede pasar el tallo y las hojas, para que estas sean las Unicas superficies
de la planta y de la maceta que estén en contacto directo con el ambiente de la
camara. Tras esto, se procede a sellar con masilla adhesiva todas las posibles
aperturas que pueda presentar el tapén del tarro, y se precinta con papel film.
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Figura 8: Planta de tomate preparada para su introduccion en la camara hipobarica.

Para evitar procesos de cavitacion® en el xilema de las plantas, se ha visto oportuno a
realizar una bajada progresiva de la presion la noche antes de la toma de datos,
siendo las rampas de presion utilizadas en AtmoControl las siguientes:

- Rampa 1: 950 ~ 900 mb durante 120 minutos
- Rampa 2: 900 850 mb durante 100 minutos
- Rampa 3: 850 800 mb durante 100 minutos
- Rampa 4: 800 750 mb durante 100 minutos
- Rampa 5: 750 700 mb durante 100 minutos
- Rampa 6: 700 ~ 650 mb durante 100 minutos
- Rampa 7: 650 ~ 600 mb durante 100 minutos

Tras esta disminucion de presion durante las horas nocturnas, se procede a aportar luz
a la planta para que comience a hacer la fotosintesis y podamos medir la absorcién de
CO, partiendo de los siguientes parametros:

Se decidié disminuir la temperatura de 20°C a 10°C durante una hora, dejando la
camara a 10°C durante toda la noche, para luego hacer una subida progresiva hasta
25°C para el cambio de la noche al dia, y dejando los 25°C constantes durante toda la
toma de datos.

® La cavitacidn es un fendmeno que ocurre en el xilema de las plantas debido a varios factores como el
estrés hidrico o la variacion de presion. Se trata de la formacidn de burbujas o cavidades de vapor en las
paredes del xilema que limitan el agua contenida, lo que puede alterar el flujo y ser perjudicial para la
planta (Hugalde, I. P, 2011; Calderdn, J., et al., 2019).
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Dia 1 Planta expuesta a T = 25°C, [CO,] =415 ppmy VPD = 20mb
(21/06/2022)

Dia 2 Planta expuesta a T = 25°C, [CO,] = 200 ppm y VPD = 20mb
(22/06/2022)

Tabla 3. Cronograma de los experimentos llevados a cabo.

El tiempo y la variacién en las presiones durante el dia fueron los mismos para los 4
experimentos, variando Unicamente las concentraciones de CO, y las temperaturas. La
toma de datos se realizdé 4 veces cada 10 minutos por presion, dejando 10 minutos
tras cada toma para la subida de CO, a 415 6 200 ppm de CO, segun el caso.

El hecho de someter las plantas a 415 ppm de CO, es debido a que queremos ver el
comportamiento de estas con unas concentraciones de este gas similares al promedio
atmosférico para el afo 2021. El hecho de someterlas también a 200 ppm es
simplemente por ver como varia la actividad de la planta si reducimos el CO.,.

Mediante el programa Amicontrol se van a dejar valores fijos de CO, y H,O para
alcanzar la estabilidad de los parametros. A continuacion, quitaremos el aporte de
diéxido de carbono y agua para tomar los datos de la variacién de ambos parametros
producidos por la planta dentro de la camara.

El tiempo de cada presion para la toma de datos es el siguiente:

- Rampa 1: 600 — 600 mb durante 160 minutos (esta presion es la mas
duradera ya que necesitamos una hora para alcanzar la temperatura de 25°C y
compensar ese tiempo).

- Rampa 2: 600 . 750 mb durante 20 minutos.

- Rampa 3: 750 — 750 mb durante 100 minutos.

- Rampa 4: 750 / 800 mb durante 20 minutos.

- Rampa 5: 800 — 800 mb durante 100 minutos.

- Rampa 6: 800 7950 mb durante 20 minutos.

- Rampa 7: 950 — 950 mb durante 100 minutos.
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Figura 9: Visualizacion a través del programa ATMOCONTROL de las rampas de
temperatura (roja) y presion (verde) durante un dia entero de toma de datos. La
temperatura se mantuvo estable a 10°C durante la noche y a 25°C durante el dia.

4. RESULTADOS Y TRATAMIENTO DE DATOS.
4.1 TRATAMIENTO DE DATOS.

Para el tratamiento de datos se han utilizado los archivos generados directamente del
programa Amicontrol. Estos datos han sido ordenados respecto al tiempo que toma el
programa en realizar cada medida (varia entre 3 y 5 segundos), calculando el tiempo
total en segundos para después dividirlo por el numero de datos de esa medida y
agrupar en el eje X desde 0 a N segundos (el tiempo que dure la medida) y el eje y las
concentraciones correspondientes.

Tras esto, se graficé cada serie de datos y se calculé una linea de tendencia para
obtener la pendiente de las rectas que se corresponde con la variacién de la cantidad
de gas por segundo.
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Figura 10. Ejemplo de hoja de calculo en la que se muestran los datos usados para
realizar las graficas de variacion de [CO,] y poder calcular la pendiente.

4.1.1 Calculo del flujo neto de CO,.

Para calcular el flujo de carbono hemos tomado como referencia el articulo titulado
“Analysing uncertainties in the calculation of fluxes using whole-plant chambers:
random and systematic errors” (Pérez-Priego, O. et al., 2015) y la férmula utilizada ha
sido la siguiente:

umol ) dc P

) V
Flujo neto (segundﬂ T dt () - RT

Donde:

dC/dt representa la variacion de la concentracion de CO, en el tiempo (la pendiente de
cada grafica)

P es la presién en Pascales (pa)
V es el volumen de la cdmara de climatica en metros cubicos (m3)
T es la temperatura en Kelvin (K)

Yy R es la constante de los gases ideales (8.314 pa*m3/mol*Kelvin).
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Las unidades finales de la ecuacién anterior son micromoles/segundo (umol/s), y, con
nuestros datos, la formula se quedaria de esta manera, en la que sdlo nos falta
introducir el término dC/dt:

(6006750 u 800 6 950)102 + 0.049

=3 O 8.314 » 298.15

dt

, pmaol dc
Flujo neto (7) =—
segundo

Como nuestro instrumento nos mide las variaciones de gases que se producen en su
interior, el flujo calculado es por unidad de planta

4.1.2 Calculo del flujo de H,0.

El analizador de gases nos facilita las variaciones de vapor de agua en porcentaje, y al
calcular la pendiente las unidades que nos quedan son de %/segundo, por lo que
necesitamos pasar este flujo de porcentaje a moles/segundo para mas tarde
convertirlo en micromoles/segundo.

En primer lugar, usamos la ley de los gases ideales, donde se puede hallar el nUmero
de moles a partir del volumen, la presion, la constante de los gases y la temperatura;

PV

n=—
RT

A continuacién, multiplicamos la pendiente de la grafica en porcentaje/segundo por el
numero de moles que hemos calculado en el paso anterior y lo dividimos entre cien
para calcular el numero de moles que corresponden a cada porcentaje.

Una vez terminado estos pasos, se nos queda un resultado de flujo de agua en
moles/segundo, que posteriormente pasaremos a umol/s y estos seran los datos
definitivos que analizaremos mas adelante.

4.2 RESULTADOS.

En las graficas que se podran ver a continuacion estan representadas las variaciones
de la concentracién de CO, respecto al tiempo. Las medidas tienen una duracion
diferente segun la presidbn debido a que ha habido que descartar datos por
interferencias (entrada de CO,, aire externo o aire cero en la camara), el numero de
repeticiones de medidas han sido 1 para la comprobacién de fugas, y 4 para los
experimentos restantes (en algunos casos las repeticiones aceptadas en el estudio
han sido de 3 6 2 debido a la invalidez de algunas me
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Tabla 4. Cuadro de graficos correspondientes a los resultados de las medidas
tomadas.

En la tabla anterior se aprecia la tendencia del CO, y el H,O en los resultados finales
para cada presion en cada grupo de experimentos. La tendencia que sigue el CO, y el
agua es la misma dentro de cada grupo de medidas (excepto para los datos que no
hemos considerado validos), por esto, hemos puesto un ejemplo cogiendo una de las
4 medidas hechas en cada experimento para representar estas tendencias
visualmente.

Las unidades de las pendientes de dioxido de carbono en las graficas son de
micromoles/segundo, por otro lado, las concentraciones de agua en las gréaficas vienen
dadas en porcentaje.
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DATOS SIN | CO,
PLANTA

COMPUTO DE RESULTADOS

0.00036 0.00064

0.00013

415PPM

CO, | -0.2116 0.011 -0.2183 0.029 -0.24 0.026 -0.28

0.029

H,O 92.9 8.88 85.84 11.9 84 31.35 61.86

10.7

Tabla 5. Resultados de las medidas de flujo en ymol/s

En la Tabla 5 observamos los datos numéricos de los flujos de CO, y H,O calculados a
partir de los datos obtenidos del Picarro siguiendo los métodos explicados en el
apartado previo.

Debido a que en los primeros experimentos para medir los errores de la camara solo
realizamos una repeticion de la toma de datos para cada presion, no hemos podido
obtener una desviacion tipica, por lo que no ha sido posible calcular el error de estos
datos.

Los resultados correspondientes a las medidas con la camara vacia presentan una
linea de tendencia negativa para el caso del CO,, cuyos valores son cercanos a cero,
por lo que la disminucidn de la concentracion de este gas es practicamente nula si no
hay ningun factor en el interior que altere la composicién del aire. En el caso del vapor

" Debido a que en los primeros experimentos para medir los errores de la camara soélo realizamos una repeticion de la toma de datos
para cada presion, no hemos podido obtener una desviacién tipica, por lo que no ha sido posible calcular el error de estos datos.
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agua vemos una tendencia positiva, es decir, el porcentaje de H,O aumenta respecto
al tiempo. Los valores de aumento de la cantidad de agua con la cdmara vacia, son
notablemente menores en comparacion a los valores que obtenemos cuando
introducimos una planta en su interior.

En cuanto se introduce un factor que tenga influencia en el aire del interior de la
camara, observamos un aumento en la variacion de la cantidad de agua. Siguiendo la
tendencia positiva de las pruebas con la camara vacia, cuando introducimos suelo sin
planta podemos ver que los valores del porcentaje de agua aumentan. Por otro lado,
los datos del suelo sin planta registrados por el Picarro para el CO, siguen, al contrario
que los anteriores, una tendencia positiva (excepto los datos de 950 mb). Aun asi,
siguen siendo datos cercanos a cero.

En dltimo lugar, tenemos los datos registrados esta vez con la planta de tomate ya
introducida en el interior de la camara. En ambos casos (200 ppm y 415 ppm de CO,)
observamos una disminucion del CO, respecto al tiempo en todas las presiones
debido a la absorcién de diéxido de carbono por parte de los estomas. Los valores
medios de CO, representados en la Tabla 5 para estos casos muestran una tendencia
positiva respecto a las presiones (conforme aumenta la presién aumenta la absorcion
de CO,), excepto en el caso de 800 mb a 200 ppm cuyo valor de flujo de CO, es
demasiado bajo y rompe esta tendencia.

La tendencia esperada en el agua respecto a la presion es la contraria a la esperada
con el CO, (conforme aumenta la presion disminuye la salida de agua). En los datos
correspondientes a 200 ppm observamos un aumento del flujo de agua respecto a la
presion (exceptuando de nuevo los datos de 800 mb), y en los datos obtenidos con la
planta de tomate expuesta a 415 ppm de CO, si se observa la tendencia esperada,
disminuyendo el flujo de agua que sale de la planta conforme aumentamos la presion.

5. DISCUSIONES.

En cuanto a las discusiones del funcionamiento de la camara hipdbarica no tenemos
una gran cantidad de referencias debido a que es un modelo que sélo esta presente
en la Universidad de Granada. Por esto, compararemos su capacidad de analizar y
medir el intercambio de gases con otro tipo de camaras capaces de recoger datos del
intercambio de gases en plantas.

La precision de nuestra camara es bastante alta, ya que tiene la capacidad de dar
datos de agua en partes por millon (aunque nuestra configuracion fuera en
porcentajes) y de partes por billéon en los gases externos como el CO, 6 el CH,. En
comparacion con camaras utilizadas en otros ensayos como el representado en el
articulo “Free-air CO, enrichment (FACE) using pure CO, injection: system description”
de Okada, M., Lieffering, Me., et al (2001) en el que utilizan camaras manuales con
analizadores de infrarrojo (IRGA) de CO,, observamos que las muestras se
monitorean cada segundo, tiempo menor al proporcionado por nuestro analizador
(entre 3 y 5 segundos).

Por otro lado, el Picarro posee una gran precision a la hora de recoger datos, como se
dijo en el apartado en el que describimos el analizador de gases, pudiendo medir en
partes por billon el CO, y en partes por milléon el H,O. Tomando como referencia a
Zheng, X., et al., 2008, en el que podemos leer que la precision de sus analizadores es
de aproximadamente 0.5% (unos 5000 ppm), entendemos que gozamos de un
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analizador de gases que nos proporciona datos muy exactos. En otros articulos, como
por ejemplo el titulado “A whole-plant chamber system for parallel gas exchange
measurements of Arabidopsis and other herbaceous species” de Katharina Kolling y
compaifiia, podemos encontrar analizadores IRGA con precisiones similares a las que
nos da nuestro Picarro.

En el articulo que acabamos de comentar en el que se mide el intercambio de gases
en varias especies herbaceas con un mes de crecimiento, se dan valores maximos de
8.4 micromoles/segundo en la asimilacion de CO, en condiciones de luz intensa. Otros
estudios muestran valores un poco mas bajos, pero sin variar mucho. Este es el caso
del estudio de Oscar Pérez-Priego, et. al., de 2015 en el que usan analizadores IRGA
en camaras para medir el intercambio de gases de plantas enteras con unos flujos
calculados de entre 2.75 y 0.6 micromoles/segundo. En nuestro caso observamos
unos valores mucho mas pequeios como se mostraba en la tabla de resultados, en
torno a 0.2 micromoles/segundo. Que los flujos obtenidos sean tan pequefios se
puede deber a varios factores, como limitar el CO, en el caso de 200 ppm, la poca
presién a la que se sometid las plantas y la dificultad para su posterior adaptacion a
otras presiones, el tamafo de la planta, ya que nuestra planta era muy pequefia y no
gozaba de una gran cantidad de hojas, o de que la planta no recibiese la luz de lleno,
ya que ésta sélo la alumbraba a través de la puerta con un foco que se puso aparte.

6. CONCLUSIONES

En este estudio se ha realizado una presentacion de la Camara Hipobarica con Control
Climatico Amiston CHCC21 y sus posibilidades y capacidades a la hora de obtener
datos precisos del intercambio de gases de una planta de tomate.

En primer lugar, vemos conveniente indicar que el instrumento usado para este estudio
se trata de una camara de control climatico asociada a un analizador de gases y a un
sistema de valvulas, creando un complejo de instrumentos innovador y no usual a la
hora de adquirir informacién acerca del intercambio de gases en plantas. Dicho esto,
podemos admitir, observando los resultados, que se trata de una cadmara confiable y
precisa. En un futuro, se comprobara de una forma mas exhaustiva su funcionamiento
con otro tipo de plantas realizando mas medidas con mas repeticiones de cada una,
ademas de poder introducir otro gas mas al sistema de valvulas para su medicion o
para ver como puede afectar a una planta (como puede ser 6xido nitroso (N,O)).

El trabajo implicado en el uso de la camara hipobarica no se ha centrado Unicamente
en observar el comportamiento de la planta de tomate variando la presion total, si no
que ha conllevado una serie de pruebas y estudios para entender el instrumento. De
hecho, la mayoria de las estancias en el laboratorio consistieron en conocer la camara
e intentar ponerla en marcha de una manera en la que los resultados fueran lo mas
fiables posibles.

Para comprobar el vacio de la camara se hicieron pruebas anteriores a la toma de
datos. Dichas pruebas consistieron en introducir presiones desde 500 mb hasta 950
mb con la camara vacia y con una planta en su interior, desactivando el modulo
auxiliar (que controla la presidon) en el momento que alcanzase la presion
seleccionada. El resultado fue un aumento progresivo de la presién cuando la planta
estaba en su interior y ninguna variacion de la presion cuando la camara estaba vacia.
Estos resultados nos brindan mas informacion del funcionamiento de la camara de
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vacio; si no hay ningun factor que modifique el aire de su interior, es capaz por si sola
de mantener la presion fija (a los valores que sean). La cuestion que explica el
aumento de presion cuando introducimos una planta se debe a su actividad (y la del
suelo) de intercambio de gases que puede afectar en la composicion y presion total del
aire del interior de la camara.

Es conveniente indicar que el aporte de gases hacia el interior de la camara se lleva a
cabo mediante el sistema de valvulas, que estan conectadas con las botellas de CO, y
aire cero. También es de interés comentar que el aporte de aire por parte del médulo
auxiliar se llevaba a cabo en casi todas las etapas del experimento, ya que, es
necesario tanto para subir la presion como para mantenerla cuando hay incremento de
CO, y cuando se quita el aporte de CO,. Esto puede explicar ciertas bajadas drasticas
en la concentracion de CO, en los datos tomados cuando se producen inyecciones de
aire por parte del sistema.

Otra observacion importante acerca de las medidas es la disminucion en la pérdida de
CO, conforme las presiones bajan. Este hecho se debe a la falta de necesidad por
parte del sistema en inyectar aire, por lo que la presion parcial del CO, se mantiene
constante, y, por lo tanto, su concentracién también y las pérdidas son mucho
menores.

El problema principal que nos ha presentado la camara hipobarica se ha dado a la
hora de introducir valores de CO, y H,O para comenzar la toma de datos, ya que
cuando se intenta disminuir el % de H,O en el interior de la camara, y, a su vez,
aumentar el valor de CO, hasta cantidades deseadas, se da una disminucién de la
cantidad de CO, hasta valores minimos, haciendo imposible introducir valores de
déficit de vapor de agua correspondientes a cada presion. Esto puede ser debido, a
que cuando se introduce vapor de agua en el interior de la cdmara, la presién parcial
de este gas aumenta vy, por lo tanto, disminuye la concentracion de CO, en el interior
de nuestro aparato.

En el caso de los datos de CO, obtenidos sin planta en el interior de la camara, vemos
cierta similitud entre la prueba de errores y los datos con suelo; ambos se acercan a 0,
aunque en la prueba de errores vemos que puede haber algun factor que provoque
una disminucion de la concentracién de diéxido de carbono respecto al tiempo, y en
las medidas con suelo en el interior de la camara vemos flujos positivos de CO,
debidos muy probablemente a la respiracién del suelo. En cuanto al H,O en estos
casos, se observa una diferencia notoria debido a la humedad presente en nuestro
suelo al que le introducimos agua al igual que a las plantas para tener en cuenta su
influencia en los resultados finales.

Si continuamos evaluando los datos medidos con la planta de tomate dentro de la
camara, encontramos una anomalia correspondiente al CO, en 800 milibares. La
tendencia esperada es un aumento de flujo conforme aumenta la presién, que si se
aprecia en los demas datos, sin embargo, en el sefialado vemos un flujo muy pequefio
que se puede deber al estrés al que esta sometida la planta debido a cambios bruscos
de presion.

La planta, al estar sometida a una concentracién baja de CO,, presenta una tasa de
absorcion de carbono menor que a concentraciones mas altas, aunque se produzca
una apertura estomatica. Esto ultimo explica la gran cantidad de H,O expulsada por la
planta de tomate a 200 ppm.
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Con 415 ppm de CO, el flujo de CO, aumenta casi el doble en comparacion con las
medidas de 200 ppm. También se observa como dicho flujo es mayor conforme mayor
es la presion. Al contrario, pasa con el flujo de agua que abandona la planta, que es
menor que en el caso de 200 ppm y disminuye conforme disminuye la presién. El
hecho de que se produzca una mayor salida de agua y una menor entrada de CO, a
bajas presiones puede ser debido al aumento de la presién saturante de vapor por la
disminucion del punto de ebullicion del agua, que provoque una salida energética de
ésta y limite la entrada del CO..

El porcentaje de error calculado con la desviacion tipica varia entre el 10 y el 30% en
nuestros datos, una cifra demasiado alta, pero se debe a las pocas repeticiones
realizadas en las medidas. En futuros estudios con la camara hipobarica, se deben
realizar tomas de datos mas exhaustivas, ya que, de esta manera, se pueden
descartar mas datos anémalos y reducir los errores, aportando una fiabilidad mayor y
obteniendo conclusiones mas robustas.

Otro apunte que consideramos importante, y del que nos hemos dado cuenta
analizando los resultados, se encuentra en el hecho de haber realizado las medidas a
diferentes presiones el mismo dia. Se cree conveniente que, a partir de ahora, las
tomas de datos con diferentes presiones se lleven a cabo en diferentes dias, ya que,
de esta manera, no sometemos la planta a un gran estrés y es mas facil que se adapte
a cada presion, lo que nos aporta unas medidas mas fiables del funcionamiento
estomatico e intercambio de gases de las plantas.
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