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I.

I1.

Introduccion

1. La Declaracion de Impacto Ambiental que debe preparar y presentar quien
solicite un Plan de Trabajo en virtud del reglamento sobre explotaciéon de recursos
minerales en la Zona (reglamento sobre explotacion) debe basarse en los datos
ambientales de referencia establecidos como parte de un contrato de exploracion de
conformidad con el Reglamento sobre Exploraciéon pertinente y las clausulas y
condiciones del Contrato de Exploracion.

2. Las presentes Directrices se centran principalmente en los noédulos
polimetalicos de aguas profundas que se encuentran en el centro y el noroeste del
Océano Pacifico y en el Océano Indico. Algunos elementos pueden no aplicarse a
todos los tipos de minerales. En el futuro se publicaran nuevas versiones para tratar
los sulfuros masivos polimetalicos del fondo marino y las costras de ferromanganeso
con alto contenido de cobalto.

3.  Estas Directrices contienen orientaciones sobre el modo en que un solicitante o
contratista puede cumplir las exigencias relativas a la obtencioén de datos de referencia
oceanograficos y ambientales. Se basan en las recomendaciones para informacion de
los contratistas con respecto a la evaluacion de los posibles efectos ambientales de la
exploracion de minerales marinos en la Zona (ISBA/25/LTC/6/Rev.l junto con
ISBA/25/LTC/6/Rev.1/Corr.1).

4.  Estas Directrices deben leerse junto con el reglamento sobre explotacion, el
Reglamento sobre Exploracion correspondiente, otras normas, reglamentos y
procedimientos pertinentes de la Autoridad Internacional de los Fondos Marinos y
otras normas y directrices aplicables, incluidas, entre otras, las relativas a:

a)  El proceso de Evaluacion del Impacto Ambiental;

b) La preparacion de una Declaracion de Impacto Ambiental;

c¢) La preparacion de un Plan de Gestion y Vigilancia Ambientales;
d) La elaboracion y la aplicaciéon de Sistemas de Gestion Ambiental.

5. En caso de incoherencias entre estas Directrices y el reglamento sobre
explotacion, incluidos sus anexos, o cualquier norma, prevaleceran el reglamento,
incluidos sus anexos, y las normas.

Propdsito y ambito de aplicacion

6. El objetivo principal de la obtencion de datos de referencia es caracterizar el
entorno existente para poder evaluar los posibles impactos de la exploracién y la
explotacion en el medio marino antes de que se lleven a cabo dichas actividades. Los
datos de referencia también articulan las metodologias y constituyen la base para el
seguimiento a largo plazo de los impactos ambientales, y garantizan que los datos de
referencia puedan respaldar eficazmente las Evaluaciones del Impacto Ambiental y el
Plan de Gestidn y Vigilancia Ambientales una vez que comience la explotacion.

7.  Cuando se presenta la Declaracion de Impacto Ambiental, es responsabilidad
del solicitante de un Plan de Trabajo ofrecer garantias de que ningin impacto superara
los umbrales establecidos. Estas Directrices no pretenden fijar esos umbrales, ni
abordar cuestiones relativas a la conservacidon que deben considerarse en esa fase. Es
responsabilidad del solicitante describir como se han utilizado los datos de referencia
para extraer conclusiones sobre cualquier impacto en ese momento. Las medidas de
gestion se determinan en el momento de presentar el Plan de Trabajo, ya que dependen
de los datos de referencia obtenidos y de las conclusiones extraidas por el solicitante,
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1.

que se evaluan con arreglo a las normas de la comunidad cientifica en ese momento.
Por tanto, es responsabilidad de los solicitantes asegurarse de que los datos son
idoneos. Ademas, los datos de referencia facilitados sirven de base para los Planes de
Gestion Ambiental Regionales.

8.  Un muestreo correctamente disefiado es la piedra angular de los estudios y la
vigilancia ambientales. Si las muestras no se toman en nimero suficiente, abarcando
la superficie suficiente y con el equipo correcto de acuerdo con las mejores técnicas
disponibles y las mejores practicas en el sector, todos los datos y analisis posteriores
contendran errores o se veran en entredicho. El seguimiento de estas mejores practicas
también garantiza que el muestreo no tenga un impacto adicional innecesario en
el entorno.

9.  Estas Directrices contienen orientaciones sobre los siguientes aspectos:

a)  Ambito de aplicacion, cobertura y normalizacién de los datos de referencia
necesarios para caracterizar las propiedades fisicas, quimicas y geologicas y las
comunidades bioldgicas de la Zona y la columna de agua, las cuales pueden verse
afectadas por la actividad minera;

b) Procedimientos de examen y evaluaciéon para valorar la calidad de los
datos ambientales de referencia y el rigor estadistico necesario para detectar y
diferenciar los cambios respecto a los niveles de referencia o de fondo;

c¢) Gestion de los datos, especialmente en lo que se refiere a los metadatos
necesarios para contribuir al depdsito de datos y la informacion relativa a las bases
de referencia ambientales.

10. En estas Directrices, los datos de referencia que deben recogerse se agrupan en
los siguientes epigrafes:

a)  Oceanografia fisica;
b) Oceanografia quimica y biogeoquimica;
¢) Propiedades geolbgicas;

d) Comunidades biologicas.

Muestreo y obtencion de datos

11. Los datos de referencia deben ser multidisciplinares para permitir una
evaluacion global de las condiciones y los procesos ambientales. El muestreo y la
repeticién son necesarios para crear una representacion adecuada del entorno que
permita detectar cambios y determinar si estos guardan relacidon con las operaciones
mineras o, por el contrario, son consecuencia de la variabilidad y las tendencias
espaciales y temporales naturales o de actividades humanas no relacionadas con la
mineria. Sin ese conocimiento, los cambios respecto de las condiciones previas a la
actividad minera observados durante las operaciones mineras nunca podrian atribuirse
a causas distintas de las actividades de explotacion. Por tanto, antes de iniciar la fase
de explotacion minera comercial, se debe recopilar informacion exhaustiva sobre la
variabilidad natural de los parametros de referencia.

Variabilidad espacial y temporal

12. Es probable que la magnitud y las escalas espaciotemporales de la variabilidad
sean diferentes para las distintas variables y para los distintos componentes del
ecosistema. Por consiguiente, es probable que la repeticion y la frecuencia necesarias
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para abordar la variabilidad también difieran para los distintos componentes. Para
abarcar adecuadamente la variabilidad temporal y espacial y reducir la incertidumbre
vinculada a los datos, deben llevarse a cabo observaciones repetidas para detectar los
cambios debidos al tiempo (estaciones, variabilidad interanual) y el espacio
(horizontal y vertical), y diferenciar entre unas regiones y otras.

13. Los lugares de muestreo de referencia deben reunir los requisitos necesarios
para la vigilancia durante las futuras operaciones mineras. Por tanto, deben ubicarse
de manera que puedan servir mas tarde como zonas de referencia para los efectos y
zonas de referencia para la preservacion. También deben establecerse en numero
suficiente para que los efectos relacionados con los impactos directos e indirectos
puedan abordarse con el rigor estadistico necesario. Al elegir una disposicion, deben
tenerse en cuenta parametros como la variacion natural de las condiciones oceanicas,
incluidas las direcciones de las corrientes ocednicas, las caracteristicas topograficas
importantes y el tipo de sustrato (por ejemplo, sustratos blandos y duros), ya que estos
influiran en la direccion y la distancia del movimiento (dispersion y depdsito) de los
penachos de sedimentos generados por el colector de extraccion.

14. Para determinar los biomas importantes de gran escala deben utilizarse las
referencias establecidas de la biogeografia oceanica mundial; véase, por ejemplo,
Longhurst (1998) en relacion con el medio epipelagico, Sutton et al. (2017) en
relacion con el medio mesopelagico y Watling et al. (2013) en relaciéon con el medio
benténico. Las nuevas biogeografias centran actualmente los proyectos de
investigacion, al igual que las biorregionalizaciones, también llamadas mapas de
habitat a gran escala, que pueden representar una herramienta mas préctica para
contribuir a las iniciativas de gestion espacial (McQuaid et al., 2020). Las unidades
ecologicas marinas de Esri (www.esri.com/en-us/about/science/ecological-marine-
units/overview) pueden ser una referencia 1til, pero no sustituyen a la recopilacion y
el analisis de datos adicionales especificos del area en cuestion. Las principales
corrientes deben ser cartografiadas a lo largo de la columna de agua y deben
determinarse las caracteristicas pertinentes de mesoescala y submesoescala dentro de
la zona de muestreo (tamafio: 1 a 100 km), como los meandros, los remolinos y los
frentes, asi como las caracteristicas influenciadas por la topografia submarina, como
las estelas de los montes submarinos y las columnas de Taylor. Los datos de
teledeteccion archivados de altimetria por satélite y temperatura superficial del mar
deben ser consultados y analizados para detectar las corrientes y las caracteristicas
oceanograficas de la superficie. La zona considerada debe extenderse mas alla de la
zona del contrato para abarcar los principales sistemas de corrientes de la region y su
variabilidad, incluidas las zonas de origen de las principales variables de la
mesoescala, como los remolinos. Ello es necesario para decidir qué zona incluir en la
modelizacion oceanografica y para comprender el posible origen de las observaciones
oceanograficas y biologicas dentro de la zona del contrato. Para detectar los cambios
estacionales ¢ interanuales y abarcar fendémenos oceanograficos poco frecuentes,
como El Nifio, asi como las tendencias decenales, se necesita una serie cronologica
que se extienda al menos 20 afios atras y que comprenda los datos de temperatura de
microondas e infrarrojos. Las series cronologicas deben enriquecerse con datos del
color del océano, y las zonas consideradas deben ser examinadas para validar los
biomas y determinar la variabilidad interanual. (Henson et al., 2010). Deben
determinarse las principales estaciones.

15. En zonas casi homogéneas, como el interior de una regiéon de giro sobre una
llanura abisal, puede haber solo una zona vertical detectable. Los gradientes
latitudinales o longitudinales pueden indicar mas de un estrato. En las proximidades
de los frentes y las dorsales mesocednicas puede haber una considerable
heterogeneidad espacial que genere multiples zonas. En las zonas de remolinos, el
muestreo debe ser flexible a fin de incluir remolinos anticicldnicos y ciclonicos.

21-17339


http://www.esri.com/en-us/about/science/ecological-marine-units/overview
http://www.esri.com/en-us/about/science/ecological-marine-units/overview

ISBA/27/C/11

16. Para obtener muestras de sedimentos, agua intersticial y organismos vivos
(incluidos el ADN ambiental y las muestras destinadas al analisis molecular), debe
utilizarse un sistema de muestreo estratificado anidado para que la recogida de
muestras y datos abarque todos los entornos ambientales de la escala de una zona de
contrato de exploracion, como se describe en la figura siguiente. Sobre la base de los
datos recogidos para otras variables —principalmente, la oceanografia fisica (véase
la seccion 1V), la oceanografia quimica (véase la seccion V) y las propiedades
geologicas (véase la seccion VI)—, las regiones deben dividirse en entidades
biogeoquimicas y batimétricas. En el seno de cada una de esas entidades, debe
establecerse un conjunto anidado de zonas fisiograficas, elementos o rasgos
geomorfologicos y unidades con diferentes topografias y diferentes coberturas de
nodulos (abundancia y tamafio) para abarcar enteramente las condiciones que se
espera que sean fuerzas motrices importantes de los cambios en las funciones
comunitarias y biogeoquimicas. Cada zona fisiografica es un complejo de unidades
fisiograficas dentro de un area definida. Estas unidades fisiograficas suelen abarcar
montes submarinos, llanuras abisales, colinas, laderas, crestas y valles, con una
abundancia de ndédulos de varios tamafios que oscila entre baja y alta. Deben definirse
unidades adicionales seglin sea necesario para abarcar las condiciones especificas y
su variabilidad en las respectivas zonas de los contratos. En la figura siguiente se
muestra esa distribucion. La ubicacion y la extension de las unidades deben definirse
a partir de una batimetria realizada con una embarcacioén y de imagenes acusticas y
opticas de alta resolucién del fondo marino, como las obtenidas con vehiculos
operados por control remoto, vehiculos submarinos autdbnomos o equipos desplegados
mediante cable.

Esquema conceptual de un programa de muestreo

‘ Zana del contrato de exploracion ‘

Entidades el |
biogeogquimicas ‘ Subzona 1 l ‘ Subzona 2 ‘ ‘ Subzona 3

Zonas fisiograficas

‘ Entidad 1 ‘ Entidad 2 ‘

Unidades

- . l Zona 1 | Zona2 ‘ ‘ Zona 3 ‘
fisiograficas |

Cabe'r‘tura de Monte submarino Colina Valle
los nadulos -

-
Iy
-

‘ Zona baja ‘ ‘ Zona alta ‘

Muestreo aleatorio u ET1 ET1 ET1 ET1

observacién ET2 ET 2 ET2 ET2
(p. ej., con sacatestigos de caja)

ET3 ET 3 ET3 ET3
ET4 ET 4 ET4 ET 4
ETS ET 5 ETS ETS

Abreviacion: ET, extraccion de testigos (con sacatestigos de caja).
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17. Las observaciones deben realizarse en momentos diferentes y predeterminados
del aflo para abarcar los cambios estacionales de la productividad y las condiciones
hidrodinamicas. En concreto, deben abarcarse periodos con regimenes hidrolégicos
del agua de fondo diferentes y estaciones con distinta disponibilidad de materia
orgéanica. Ademas, deben cuantificarse los cambios a lo largo de las 24 horas del dia
cuando sean importantes (por ejemplo, en los sistemas pelagicos).

18. Cuando los parametros muestren una variabilidad temporal considerable que no
pueda abordarse realizando observaciones discretas y cuando existan tecnologias de
observacion adecuadas, como plataformas auténomas, sensores y muestreadores, las
observaciones deberan realizarse de forma continua y con una alta frecuencia. Deben
programarse periodos de observacidon continua para abarcar la escala temporal de una
variable determinada en un lugar determinado, como en el caso de, por ejemplo, los
ciclos de las mareas o los ciclos de productividad estacionales. Deben incluirse
observaciones de sistemas bentoénicos que se ha comprobado que muestran dindmicas
temporales importantes en entornos de aguas profundas (Davies et al., 2009).

19. Los parametros que no se espere que muestren una variabilidad estacional
significativa deben validarse al menos una vez comparando las observaciones en
estaciones diferentes (primavera/verano e invierno).

20. Deben realizarse observaciones en estaciones o condiciones ambientales
similares para evaluar la variabilidad interanual. Dado que los cambios interanuales
pueden producirse a lo largo de varios afos, la realizacion de observaciones durante
varios afios aumenta la probabilidad de detectar fendmenos peridodicos. Ademas, la
estrategia de muestreo temporal debe abarcar los cambios interanuales e incluir
posibles variaciones peridodicas, como las relacionadas con El Nino-Oscilacion
Austral. Al elaborar una base de referencia ambiental, deben tenerse en cuenta otros
factores de estrés naturales, como el calentamiento global y el aumento de los niveles
de CO; en la atmosfera, su impacto en el entorno donde se recogen los datos de
referencia y su variabilidad temporal. Ademas, hay que asegurarse de que cualquier
variabilidad observada no sea un artefacto de la perturbacion causada por un
muestreo anterior.

21. Cuando se realizan comparaciones temporales o espaciales, el otro componente
debe mantenerse constante. Por ejemplo, para hacer una comparacion entre dos
estaciones, se deben comparar muestras de la misma unidad fisiografica y de la misma
profundidad.

22. A menos que se indique lo contrario en las secciones sobre las distintas
variables, la resolucion del muestreo vertical debe ser la siguiente:

a)  Para el muestreo de la columna de agua (incluidas las mediciones fisicas,
a menos que se indique lo contrario en la seccion IV.B), debe utilizarse una resolucion
mas alta para muestrear los 200 m situados bajo la superficie (tres o cuatro muestras
a profundidades determinadas en funcion de la variabilidad local) y los 500 m
situados sobre el fondo marino (por ejemplo, a 5 m, 10 m, 25 m, 50 m, 75 m, 100 m,
150 m, 200 m y 500 m por encima del fondo marino), teniendo en cuenta que las
condiciones meteoroldgicas de la superficie y la topografia concreta pueden afectar a
la resolucién factible muy cerca del fondo marino;

b)  Para el muestreo del fondo marino, a menos que se indique una resolucion
mayor en las secciones sobre variables especificas, la resolucion vertical debe ser de
0-0,5 cm, 0,5-1 cm, cada centimetro hasta una profundidad de 10 cm y cada 2 cm
desde una profundidad de 10 cm hasta una profundidad de 20 cm o hasta la
profundidad a la que se espera que el sedimento se vea afectado por el equipo de
mineria, lo que sea mas profundo. Cuando se requieran mediciones mas profundas, se
tomaran muestras cada 5 cm entre una profundidad de 20 cm y una profundidad de
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50 cm, y cada 20 cm en capas mas profundas sobre una columna estratigrafica de
hasta 5 m. Esta resolucion debe considerarse orientativa y debe aumentarse cuando
los estudios iniciales realizados a alta resolucion, como los empleados para
determinar la zonacidn de oxidacion-reduccion, indiquen que se necesitan mas capas
para caracterizar adecuadamente los perfiles verticales. Cuando los sedimentos
superficiales son mas fluidos y no es posible tomar cortes de resolucion fina, hay que
adoptar un planteamiento mas pragmatico y tomar muestras de 0 a 1 cm.

23. Deben obtenerse réplicas aleatorias de cada punto de muestreo y la repeticion
debe ser suficiente para abarcar la variabilidad y discriminar entre unidades
fisiograficas. El nimero de repeticiones necesarias para caracterizar las condiciones
de referencia en una zona especifica se determina en funcion de una serie de factores,
incluida la variable que se esta considerando, y es probable que difiera entre las
distintas zonas de los contratos. Por tanto, el nimero de repeticiones debe justificarse
utilizando estadisticas adecuadas. Se espera una menor variabilidad temporal y
espacial en las capas sedimentarias mas profundas. Por ello, para evaluar las
condiciones de las capas sedimentarias mas profundas, las mediciones en un solo
testigo largo tomado en cada punto y repetidas a lo largo de varias campafias pueden
ser suficientes, a menos que se observen variaciones temporales o espaciales
importantes a pequefla escala.

24. Las muestras o los datos recogidos durante el mismo despliegue de una tinica
plataforma, como los testigos procedentes del despliegue unico de un sacatestigos
multiple o los multiples sensores de una tnica plataforma sobre el fondo, deben
considerarse un mismo punto de muestreo (es decir, una réplica biolégica). Cuando
se subdividan las muestras, el proposito debe ser obtener diferentes variables de la
misma muestra y no crear pseudomuestras. Las pseudomuestras se crean cuando se
toman submuestras de la misma muestra principal, como un testigo extraido con un
sacatestigos de caja o varios testigos extraidos a la vez por un Unico sacatestigos
multiple, y se tratan como réplicas. Estas muestras no son estadisticamente
independientes.

25. En los casos en que el muestreo necesario para determinar la variabilidad
espacial y temporal no se detalle en las secciones pertinentes que figuran a
continuacién, los protocolos que deben seguirse son los indicados en el documento
ISBA/25/LTC/6/Rev.1 junto con ISBA/25/LTC/6/Rev.1/Corr.1.

Adaptabilidad de las estrategias de muestreo

26. Las estrategias iniciales de muestreo y observacion deben basarse en los mejores
datos e investigaciones de que se disponga. Las estrategias deben examinarse
periédicamente a medida que se disponga de mas informacion para asegurarse de que
sean idoneas y de que detecten adecuadamente la variabilidad espacial y temporal.
Hay que demostrar que las observaciones realizadas en zonas o escalas espaciales que
se han considerado homogéneas muestran efectivamente menos variabilidad que las
observaciones realizadas en zonas en las que se esperaba mas variabilidad. Asimismo,
debe establecerse si las observaciones realizadas en temporadas similares son menos
variables que las realizadas en épocas distintas del afio. Sin embargo, los cambios en
la estrategia de muestreo deben realizarse con precaucidon para no pasar por alto
acontecimientos episddicos, dejar sin resolver la variabilidad interanual o generar
incoherencias que impidan un anélisis temporal, especialmente si las observaciones
se interrumpen en determinados lugares o durante determinadas estaciones.

27. Se ha recabado la opinion de los expertos para asegurarse de que las
metodologias de las presentes Directrices se corresponden con las mejores practicas.
Sin embargo, las técnicas y los procesos se desarrollan con el tiempo. Por tanto, para
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caracterizar adecuadamente el entorno se deben utilizar las mejores técnicas
disponibles o, de no ser asi, ofrecer una justificacion. Debe solicitarse la opinion
independiente de una organizacion o persona con experiencia en la materia para poder
hacer los ajustes necesarios. Cuando la recogida de datos ya ha comenzado, hay que
procurar garantizar la coherencia de los datos obtenidos mediante los diferentes
sistemas, de modo que se puedan llevar a cabo evaluaciones integradas de todos los
datos recogidos.

28. A medida que se vayan conociendo los detalles de la tecnologia que se utilizara
para explotar los recursos y que avance la exploracion, el programa de muestreo
debera ajustarse seglin sea necesario para que los datos de referencia se centren en las
zonas en las que se espera que se lleve a cabo la extraccion y en las que es probable
que se observe algin impacto. Ello es especialmente importante cuando la posible
profundidad de la excavacion supere las profundidades de muestreo propuestas para
las distintas variables o cuando se detecte una variabilidad considerable en los
pardmetros.

Coordinacion y cooperacion

29. En la medida de lo posible, las mediciones de las diferentes variables deben
estar relacionadas tanto temporal como espacialmente para facilitar el analisis
integrado de los datos y mejorar la capacidad explicativa. Esta cuestion reviste
especial importancia en el caso de las variables que son pertinentes para procesos
interconectados o similares que pertenecen al ambito de las mismas disciplinas o de
disciplinas estrechamente conectadas (por ejemplo, geologia y biogeoquimica de los
sedimentos, oceanografia y quimica oceanica, biologia pelagica, etc.) o que deben
combinarse para crear productos derivados. Cuando la metodologia sea compatible,
deben utilizarse muestras procedentes de testigos sedimentarios unicos para analizar
multiples parametros (por ejemplo, los mismos testigos para las caracteristicas del
agua intersticial y de los sedimentos). Los testigos extraidos con sacatestigos de caja
para muestrear la macrofauna no deben dividirse en submuestras (véase la
seccion VII, parrafos 234 a 237).

30. Los contratistas deben colaborar e intercambiar datos e informacion entre ellos
y con la comunidad cientifica siempre que sea posible para posibilitar analisis que
trasciendan las zonas de los contratos de los contratistas particulares. De este modo,
se obtendra un contexto en forma de patrones a mayor escala. Ese contexto puede
facilitar la interpretacion y el uso de las observaciones de referencia y sustentar un
analisis a mayor escala, cuyo resultado puede servir de base para los Planes de Gestion
Ambiental Regionales. Otra ventaja de este sistema es que reduce la carga de los
contratistas particulares.

31. Serecomienda encarecidamente el intercambio de datos entre los contratistas y
la comunidad cientifica para garantizar que se han obtenido datos de alta calidad
siguiendo la metodologia mas avanzada.

32. Muchas de las variables analizadas en estas Directrices también se contemplan
en el GOOS (www.goosocean.org). E1 GOOS ha creado un marco en torno a las
variables oceanicas esenciales que puede utilizarse para elaborar un plan rentable
mediante el que recopilar una perspectiva general 6ptima de cada variable ocednica
esencial. Muchas de las variables de estas Directrices tienen asociada una ficha de
variable oceédnica esencial que ha sido creada y difundida por los grupos de expertos.
Las fichas informativas indican las mediciones que se deben hacer, las opciones de
observacion disponibles y las practicas de gestion de datos que se deben seguir.
Remiten al usuario a las mejores practicas y guias y contienen informaciéon de
referencia. La informacion que contienen es un complemento de estas Directrices. El
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conjunto actual de variables oceanicas esenciales contiene observaciones de
oceanografia fisica y biogeoquimica, pero carece de informacidon importante sobre
biologia y biogeoquimica bentdnica.

Calidad de los datos

33. Todas las mediciones deben compararse con observaciones de la misma region
o de profundidades y zonas biogeograficas similares que estén disponibles en la
literatura cientifica y en otras fuentes. Una buena concordancia entre los modelos mas
punteros y las observaciones de las variables se considera un sé6lido indicio de que el
conjunto de datos de referencia tiene buena calidad, coherencia y exhaustividad. Por
tanto, la comparacion de las observaciones con los resultados de los modelos debe ser
un componente esencial de los informes y debe incluir una referencia a toda la
informacién necesaria para ejecutar el modelo y reproducir los resultados. Cuando se
produzcan discrepancias entre las mediciones y el modelo, habra que investigarlas
para resolver el error. Para ello puede ser necesario adaptar el modelo o recoger
mas muestras.

34. Sise observan grandes desviaciones que no pueden atribuirse a diferencias entre
los entornos ambientales, los métodos deben comprobarse o validarse de forma
cruzada con otros laboratorios.

35. El flujo de trabajo completo, incluida la informacién detallada sobre la
metodologia de medicion y el control de calidad (por ejemplo, las normas y los
blancos medidos), debe estar completamente documentado, especialmente en los
casos en que no se disponga de normas o en que los métodos aplicados se desvien de
las normas acordadas. Cuando se utilicen métodos no normalizados, estos deben
compartirse abiertamente mediante su publicacion en las revistas pertinentes o en las
bases de datos de métodos establecidas (por ejemplo, el Sistema de Mejores Practicas
Oceanicas de la COI o la plataforma protocols.io).

36. El numero de réplicas necesarias dentro de cada unidad fisiografica depende de
la variabilidad natural existente (segiin se ha mencionado antes). Deben utilizarse
métodos estadisticos, incluido el analisis de la potencia (Jumars, 1981), para decidir
la cantidad de muestreo que se necesita para detectar cambios relativos con una
resolucion adecuada.

37. La incertidumbre y los umbrales de deteccion de la metodologia deben
presentarse junto con las mediciones.

38. Si los datos se corrigen en funcién de la profundidad, la temperatura, el tamafio
de la muestra o cualquier otra variable, se deben proporcionar detalles de la
correccion y explicar el procedimiento exacto. Esa informacion debe ir acompafada
de los datos brutos.

39. Cuando se utilicen diferentes metodologias como consecuencia de la
adaptabilidad de las estrategias de muestreo o a través de la cooperacidon entre
estudios, se deben proporcionar todos los detalles sobre la metodologia de
normalizacidn para que los resultados sean comparables.

40. Cuando los dispositivos de muestreo necesiten calibrarse, se debe hacer lo mas
cerca posible del momento de su uso (por ejemplo, para obtener el microperfil de pH
in situ, los electrodos deben calibrarse a bordo del buque de muestreo antes de su
despliegue).

41. Lainformacion contenida en estas Directrices hace referencia a las expectativas
minimas. Cualquier muestreo o analisis adicional que vaya més alld de lo indicado en
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este documento y en los demas documentos citados aumentara la calidad y, por tanto,
se alienta su uso.

Gestion de datos y muestras

42. Los datos (incluidos los metadatos), las muestras y los especimenes deben
archivarse utilizando las normas adecuadas de conservacion a largo plazo para poder
volver a consultar la informaciéon en bruto, en caso de que sea necesario realizar
nuevos analisis o controles de calidad.

43. El contratista debe archivar los datos brutos de manera que se pueda hacer un
seguimiento hasta su origen. Deben incluirse el lugar y el momento de la recogida y
la metodologia utilizada.

44. Los datos brutos y derivados deben enviarse, en un formato acordado, a centros
de recopilacion de datos mundiales establecidos y mantenidos a largo plazo que
proporcionen libre acceso.

45. Los datos digitales, incluidos los metadatos pertinentes, deben almacenarse de
forma segura tanto a nivel local como en la nube para garantizar su disponibilidad a
largo plazo. También deben facilitarse a la secretaria de la Autoridad, tal como se
establece en las Recomendaciones para orientar a los contratistas respecto al
contenido, el formato y la estructura de sus informes anuales (ISBA/21/LTC/15).

46. Los datos y las conclusiones deben publicarse en revistas cientificas
internacionales, revisadas por pares y de acceso abierto, y deben presentarse en
conferencias cientificas internacionales para facilitar la difusion de nueva
informacion. Ademas, la publicacion permite que distintos expertos independientes
den su opinién y aprobacion.

47. La latitud y la longitud deben recogerse en grados decimales de acuerdo con el
Sistema Geodésico Mundial 1984, y la fecha y la hora deben registrarse seglin el
tiempo universal coordinado. Los formatos de los informes deben seguir las normas
internacionales aceptadas.

48. Deben registrarse los metadatos normalizados (incluida la posicion, la
profundidad del agua, la identificacion de la expedicidn, la identificacion de la
estacion y el investigador principal) siguiendo las normas sobre metadatos
establecidas.

49. Como parte de la presentacion de datos a la Autoridad, los contratistas deben
proporcionar informacion detallada sobre los sensores y el dispositivo de muestreo
utilizados (tipo, fabricante, identificacion, fecha y método de la Gltima calibracion) y
dar una descripcion detallada de los métodos de medicion y analisis de muestras
empleados, incluidos los detalles sobre el despliegue del equipo de muestreo, la
informacion de referencia relativa a las normas adoptadas, las mejores practicas
seguidas o la descripcion de los métodos en las posteriores publicaciones cientificas,
de conformidad con las directrices pertinentes.

50. Cuando la metainformacién contenga referencias a publicaciones (como
informes de cruceros o descripciones de métodos), deben facilitarse elementos de
identificacion persistentes o duplicados para garantizar la disponibilidad a
largo plazo.

51. En el caso de los datos derivados, es necesario suministrar los metadatos
pertinentes, incluida toda la informacidn necesaria para reproducir los andlisis, si hace
falta junto con las conversiones aplicadas. Debe proporcionarse una referencia a los
datos brutos, lo cual debe incluir las mediciones del testigo y todas las variables de
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IV.

apoyo utilizadas para los calculos. Los protocolos, los programas informaticos y el
codigo utilizados deben especificarse en recursos en linea duraderos y de libre acceso
que permitan el control de versiones y contengan elementos de identificacion
persistentes (por ejemplo, GitHub o la plataforma protocols.io).

52. Estos principios se aplican a todas las variables. En las secciones siguientes
figura mas informacion al respecto.

Oceanografia fisica
Introduccion

53. Los principales objetivos para establecer una base de referencia de la
oceanografia fisica de una zona del contrato son los siguientes:

a)  Definir las condiciones hidrofisicas e hidrodinamicas y la estructura de la
columna de agua y su variabilidad a fin de:

i)  Conocer los habitats de los organismos marinos;

ii)  Definir una estrategia de muestreo detallada para otras medidas de
muestreo;

b)  Evaluar la posible dispersion, el tamafio y las caracteristicas de cualquier
penacho operacional y de descarga.

54. Para definir la base de referencia de la oceanografia fisica deben determinarse
las siguientes variables:

a)  Temperatura, presion y salinidad: los parametros del agua de mar que
determinan la estratificacion de la columna de agua y las masas de agua discretas
dentro de las cuales deben medirse otras variables. Estas variables también seran
necesarias cuando se extraiga informacién de otros datos;

b) Corrientes: el conocimiento de las corrientes es crucial para entender la
conectividad de las poblaciones de organismos marinos y para evaluar la dispersion
de cualquier penacho operacional y de descarga;

c) Mareas y olas: las mareas y las olas interactian con el flujo de la corriente
e influyen en la mezcla. Las mareas también afectan a algunos organismos marinos
(ciclos de mareas);

d)  Turbulencia: la mezcla turbulenta vertical es un factor dominante en el
control del flujo vertical de material en la columna de agua; por otro lado, la mezcla
turbulenta potenciada por el fondo desempefia una funciéon importante en la
transformacion de la masa de agua;

e) Propiedades opticas: la penetracion y la disponibilidad de luz son cruciales
para muchos procesos en la zona superior de la columna de agua, incluida la
formacion de biomasa por parte del fitoplancton oceanico a través de la fotosintesis,
el ciclo biogeoquimico a través de reacciones fotoquimicas y el calentamiento de la
capa superior del océano. Las propiedades Opticas también abarcan el campo de luz
pertinente para las especies de fauna que utilizan la bioluminiscencia para
alimentarse, ocultarse y reproducirse. Las particulas de sedimento de una penacho de
desagiie pueden impedir que la fauna utilice la bioluminiscencia, lo que obstaculizara
el apareamiento o la alimentacion;

f)  Ruido: el ruido proviene de numerosas fuentes situadas tanto en el interior
del océano como en su superficie. Puede afectar a una serie de organismos marinos,
como invertebrados, peces y mamiferos marinos. Las especies marinas pueden verse
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afectadas en cuanto a su desarrollo, anatomia, fisiologia, comportamiento, servicios
ecosistémicos y tasas de mortalidad, lo que a su vez tiene un impacto socioeconémico
en la pesca. Ademas, las actividades que generan ruido pueden afectar a la salud de
la poblacion, al bienestar de las especies marinas y a la dinamica del ecosistema.

Resolucion del muestreo

55.  En muchos métodos de muestreo fisico, debe utilizarse el mismo dispositivo de
muestreo para tomar varias muestras al mismo tiempo. Este sistema aumenta en gran
medida la resolucién y debe utilizarse siempre que sea posible.

56. La variabilidad de los parametros fisicos debe determinarse mediante
metodologia de muestreo diferente, como se indica a continuacion:

a)  Variabilidad espacial (vertical): estaciones (sondas CTD y muestreadores
de agua), LADCP, flotadores o boyas de deriva, AUV o planeadores submarinos y
ADCP a bordo de embarcaciones;

b)  Variabilidad espacial (horizontal): secciones (sondas CTD vy
muestreadores de agua), flotadores o boyas de deriva, AUV o plancadores
submarinos, ADCP a bordo de embarcaciones y teledeteccion por satélite;

¢)  Variabilidad temporal: amarres o boyas con ADCP u otros correntoémetros,
estaciones o secciones repetidas, flotadores o boyas de deriva, plataformas sobre el
fondo y teledeteccion por satélite.

57. Las mediciones y los muestreos oceanograficos e hidroquimicos deben
realizarse en las mismas estaciones utilizadas para el muestreo bioldgico, y debe
hacerse al menos una mediciéon dentro de cada zona fisiografica. Cuando las
distancias entre las zonas fisiograficas sean superiores a 50 km, se recomienda incluir
estaciones adicionales, al menos una estaciéon cada 50 km, tanto en direccién
latitudinal como longitudinal, con una resolucién mayor en las zonas con gradientes
horizontales considerables o caracteristicas topograficas de gran escala (una estacion
cada 10-30 km).

58. Las sondas CTD deben utilizarse con sensores adicionales (por ejemplo, para la
turbidez, el oxigeno disuelto, el pH, la fluorescencia o la radiacion fotosintéticamente
activa), y deben combinarse con un muestreador de agua en forma de roseta para
estudiar la variabilidad vertical de las propiedades fisicas y quimicas de la columna
de agua. En el caso de los parametros fisicos, la resolucion del muestreo debe ser
mayor que la de los demas parametros. Por tanto, ademas de las profundidades
indicadas en el apartado 22, se deben tomar muestras a 0 m, 10 m, 25 m, 30 m, 50 m,
75 m, 100 m, 125 m, 150 m, 200 m, 250 m y 300 m, y luego cada 100 m hasta 1.600
m, 1.750 m y 2.000 m, y después cada 500 m hasta 200 m por encima del
fondo marino.

59. Este sistema de muestreo debe modificarse seglin sea necesario para garantizar
que se recojan todas las caracteristicas importantes de la columna de agua.

60. A fin de estudiar la variabilidad diurna de las propiedades de la columna de
agua, debe establecerse una estacion diurna para cada unidad fisiografica. Las
muestras deben tomarse desde la superficie hasta una profundidad de 200 m. Como
se indica en la seccion I11.A, el muestreo debe repetirse cada temporada durante varios
anos para determinar la variabilidad anual e interanual.

61. Ademas de las profundidades indicadas en la seccion III.A, se deben medir las
corrientes en la superficie y a las siguientes profundidades: 10 m, 25 m, 50 m, 100 m,
200 m, 300 m, 500 m, 750 m, 1.000 m, 1.200 m y 1.500 m, y luego cada 500 m hasta
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llegar a 200 m por encima del fondo marino. Este sistema debe modificarse si la
estructura vertical de las masas de agua indica que es necesario hacerlo. Se puede
utilizar una combinaciéon de ADCP montados en diferentes soportes para obtener y
muestrear datos sobre la variabilidad espacial (vertical y horizontal) y temporal de las
corrientes. Se pueden obtener perfiles de velocidad de profundidad absoluta de alta
calidad utilizando LADCP (de forma aislada o junto con una sonda CTD). Su uso en
combinacién con un ADCP a bordo de una embarcacion o un ADCP secundario
apuntando hacia arriba mejora la calidad de los datos obtenidos (Thurnherr
etal., 2010).

62. Un ADCP a bordo de una embarcaciéon recoge datos sobre la distribucion
espacial de las corrientes a profundidades de hasta 1.600 m, dependiendo de las
especificaciones del ADCP utilizado. Sin embargo, existe un gran error de medicion
en el caso de las mediciones a gran distancia (800 my 1.600 m respectivamente). Para
conseguir una mejor resolucion en los 100-200 m superiores, deberia utilizarse una
combinacion de dos ADCP a bordo (por ejemplo, OS75 0 OS38 con OS150 0o WH300)
(Firing y Hummon, 2010).

63. Los amarres con ADCP (u otros correntdémetros) deben utilizarse para estudiar
la variabilidad temporal de las corrientes y otras caracteristicas de la columna de agua.
Los amarres deben estar desplegados durante un minimo de 12 a 13 meses (para cubrir
un ciclo anual); Los despliegues mas largos proporcionan mejor informacion. El
nimero de ADCP (u otros correntdémetros) debe ser suficiente para garantizar una
cobertura detallada de los 200 m mas cercanos al fondo. Se recomienda
encarecidamente el uso de ADCP adicionales (u otros correntdémetros) en las capas
superficiales, intermedias y abisales.

64. En la literatura publicada, se pueden encontrar recomendaciones sobre los
LADCP (Thurnherr et al., 2010), los ADCP a bordo (Firing y Hummon, 2010), los
ADCP remolcados y los ADP (Sgih et al., 2001).

65. En los amarres deberdn colocarse trampas de sedimentos y otros equipos
pertinentes para obtener datos sobre la variabilidad temporal de otras caracteristicas
del agua y la sedimentacion.

66. Ademas, deben desplegarse flotadores y boyas de deriva para estudiar la
variabilidad temporal de las corrientes a profundidades adecuadas.

Variable medida: temperatura y salinidad

67. Para caracterizar las condiciones fisicas de la columna de agua, se debe elaborar
un perfil de la columna de agua con una sonda CTD, o bien utilizar sensores acoplados
a un ROV, AUV o planeador submarino. El agua de mar debe describirse siguiendo
la norma TEOS-10. Ademas de una configuraciéon normalizada para medir la presion
(convertida en profundidad), la conductividad (convertida en salinidad) y la
temperatura, cualquier muestreo de CTD debe complementarse con el uso de sensores
adicionales para otros parametros cuando sea posible (para determinar, por ejemplo,
la turbidez, el oxigeno disuelto, el pH, la fluorescencia, la radiacion
fotosintéticamente activa, los nitratos y la altimetria). El Grupo de Datos e
Informacion del CIEM (2006) ofrece consideraciones claves sobre la recopilacion de
datos de CTD de calidad y las normas sobre datos.

68. Las sondas CTD o los sensores apropiados pueden montarse en cables, boyas de
deriva o flotadores, amarres o boyas o plataformas sobre el fondo, o utilizarse como
sondas CTD para barcos en movimiento. Una sonda CTD para barcos en movimiento
es la que se lanza desde un lanzador portatil o fijo y se recupera enrollando el hilo en
el carrete mientras el barco mantiene su rumbo y velocidad.
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69. Las mediciones mediante teledeteccion por satélite deben utilizarse para obtener
informacion sobre los parametros oceanograficos a escala temporal sindptica.
Ademas de la temperatura y la salinidad de la superficie, los satélites pueden medir
la distribucion del hielo marino, la altura de las olas, la altura de la superficie, la
retrodispersion de la sefial de radar y el color del océano. Se puede encontrar una gran
cantidad de informacion sobre satélites y conjuntos de datos en los sitios web de la
NASA (en particular, el Physical Oceanography Distributed Active Archive Center
del Jet Propulsion Laboratory), la NOAA, la AEE, el JAXA y el programa Copérnico.

70. Las boyas, los amarres, las boyas de deriva y los flotadores pueden estar
equipados con sensores para medir la temperatura de la superficie del mar, la
temperatura del agua del mar, la presion de la superficie del mar, la salinidad de la
superficie del mar, la salinidad del agua del mar, la velocidad del viento, la
concentracion de oxigeno disuelto, la fluorescencia y el color del océano, la
temperatura de la capa de mezcla y la presion parcial del didoxido de carbono disuelto
(pCO,). Pueden utilizarse para recoger informacion biologica (por ejemplo, sobre la
dispersion de las larvas de peces) y para estudiar las corrientes y las olas del océano.
Las consideraciones fundamentales sobre la recogida de datos de calidad de las boyas,
las normas relativas a los datos y el procesamiento de los datos se recogen en los
documentos del Grupo de Cooperacion sobre Boyas de Acopio de Datos, el equipo de
gestion de datos de boyas de deriva del Ifremer y la comunidad del programa Argo.

Variable medida: corrientes

71. Las corrientes deben determinarse utilizando tanto métodos eulerianos
(medicion de series cronoldgicas de la velocidad y la direccion de la corriente en un
lugar fijo) como métodos lagrangianos (se observa la trayectoria seguida por cada
particula de fluido en funcién del tiempo), a fin de permitir una visién global. Para
los métodos eulerianos, se pueden utilizar correntdmetros mecanicos o0 no mecanicos.
Los protocolos y metodologias del proyecto FixO3 deben utilizarse para los amarres
y otros tipos de sistemas eulerianos (Coppola et al., 2016). En el caso de los métodos
lagrangianos, se pueden utilizar boyas de deriva superficiales, flotadores
subsuperficiales, boyas de deriva pop-up o flotadores pop-up. Las imagenes de
satélite de la temperatura y el color de la superficie del mar pueden utilizarse como
pseudoboyas de deriva para estudiar las corrientes superficiales, partiendo de la base
de que todos los desplazamientos de los elementos superficiales que se ven en las
imégenes estan causados por la adveccion de la corriente superficial. En Thomson y
Emery (2014) se puede encontrar una breve revision y referencias a todas las
metodologias, incluidas las ventajas y desventajas de cada una.

72. Los datos obtenidos deben utilizarse para preparar y validar un modelo
numérico de circulacion. Junto con un modelo de transporte de sedimentos adecuado,
el modelo numérico de circulacion integrard los efectos de la agregacion y la
desagregacion de particulas y podra utilizarse para comprender la posible dispersion
de los penachos operacionales y de descarga.

73. Cualquier modelo utilizado debe ser uno que los expertos en la elaboracion de
modelos oceanicos consideren adecuado para estudiar la dispersion cerca del fondo
marino y, mas generalmente, en toda la columna de agua. A fin de encontrar un
modelo adecuado, se puede usar un examen de los codigos lagrangianos para el
seguimiento de particulas en linea y sin conexiéon que incluye referencias a la
literatura pertinente, en Van Sebille ef al. (2018) y Numerical Models (2000).

74. Un paso importante en el andlisis de los datos de las corrientes es su
representacion grafica. Joseph (2014) explica coémo se puede lograr ese objetivo tanto
para los datos medidos como para los modelados.
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75. Los parametros que deben medirse dependen del equipo utilizado. Sin embargo,
deben incluirse la magnitud y la direccidon de la velocidad de la corriente, los
componentes de la velocidad zonal y meridional y la velocidad vertical.

76. A partir de esas mediciones, se debe caracterizar el régimen de corrientes de la
columna de agua y, en particular, de la capa que va desde la capa limite del fondo
hasta los 200 m por encima del fondo marino. Los analisis deben incluir la estructura
del campo, las variaciones espaciales de la velocidad y direccion de la corriente
(prestando especial atencion a las zonas de geomorfologia compleja) y las variaciones
temporales de la velocidad y la direccion de la corriente. La variabilidad temporal
debe caracterizarse de forma diurna, estacional e interanual; se deben registrar los
acontecimientos episddicos como las tormentas y las corrientes de turbidez.

Variable medida: mareas y olas

77. Las mareas deben medirse mediante sensores de presion en amarres fijos o
mediante altimetria por satélite. Aunque los instrumentos oceanograficos modernos
instalados en amarres fijos pueden resolver las variaciones de presion hasta una
fraccion de milimetro a maxima profundidad oceanica, para realizar mediciones
precisas de la profundidad requieren una correccion de la temperatura e informacion
sobre la deriva del sensor de presion (aproximadamente 1 cm al afio). El uso de
sensores de presion dobles ayuda a corregir esa deriva. Los manuales de la COI
describen las mediciones del nivel del mar y su interpretacion. La altimetria por
satélite puede utilizarse para determinar las mareas calculando la variabilidad de la
superficie del mar a partir de pases repetidos del radar satelital. Los datos de altimetria
(incluidos los datos de Topex/Poseidon, Jason-1, ERS-1 y ERS-2, Envisat y Doris) y
los programas informaticos y los manuales pertinentes estan disponibles en el sitio
web de Aviso+ (www.aviso.altimetry.fT).

78. Debe utilizarse cualquier método comunmente aceptado para determinar las
mediciones de las olas de gravedad en la superficie, como la altimetria por satélite,
las boyas de oleaje con acelerometros, los medidores de oleaje (incluidos los de
resistencia, los de capacitancia y los mandmetros de oleaje) y los radares de apertura
sintética por satélite.

79. Los parametros que deben medirse son los datos de presion o de nivel del mar,
dependiendo de si se utilizan amarres fijos o altimetria por satélite.

80. A partir de esas mediciones, deben determinarse la amplitud y el periodo de las
mareas, los principales constituyentes y la divergencia de las mareas, asi como la
altura y la direccion de las olas.

Variable medida: turbulencia

81. La estimacion de la intensidad de la turbulencia debe hacerse por métodos
directos o indirectos utilizando datos de una sonda de cizalladura de la velocidad, una
sonda CTD, un ADCP, un ADV o un DCP (Thorpe, 2007).

82. Las observaciones para determinar la intensidad de la turbulencia deben
realizarse lo mas cerca posible del fondo marino. Dado que la turbulencia potenciada
por el fondo generalmente se propaga hacia arriba a través de la capa limite del fondo,
las mediciones de campo deben realizarse hasta el interior del océano y deben incluir
toda la capa limite del fondo. La turbidez cerca del fondo estd estrechamente
relacionada con la intensidad de la turbulencia. Por consiguiente, las mediciones de
turbulencia deben combinarse con la investigacion de la turbidez (véanse los parrafos
85 a 96). Cuando se utiliza el método directo, se recomienda utilizar una sonda de
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microestructura de perfilado horizontal acoplada a un AUV para obtener la
distribucion espacial de la intensidad de la turbulencia. Si se utiliza el método de la
escala de Thorpe, el muestreo con sonda CTD debe realizarse con mucha precision,
lo mas cerca posible del fondo. Si se utiliza el método Doppler actstico, el amarre
del medidor de corrientes debe colocarse en el fondo del mar.

83. Los parametros que deben medirse dependen de la metodologia empleada:

a) Para la medicion directa: cizalladura de la velocidad a microescala,
descenso de la velocidad del instrumento, aceleracion lateral del instrumento y
temperatura de alta resolucion;

b) Para la medicion indirecta: temperatura, conductividad, presion y
velocidad.

84. A partir de esas mediciones, deben determinarse la tasa de disipacion de la
energia cinética turbulenta, la densidad, la frecuencia de flotabilidad, el perfil de
velocidad vertical, las fluctuaciones térmicas de la microestructura, la difusividad
turbulenta vertical, las escalas de Thorpe y las tasas de disipacion de la temperatura.

Variable medida: propiedades opticas

85. Las propiedades opticas del agua de mar pueden dividirse en propiedades
opticas aparentes y propiedades dpticas inherentes, como se indica a continuacion:

a) Las propiedades oOpticas aparentes dependen de la naturaleza del agua de
mar, junto con el material disuelto y las particulas, y de la distribucion angular
(geometria) de la radiacion solar, y deben medirse mediante espectrorradidometros en
los que se utiliza un monocromador variable para separar la luz en determinadas
bandas de onda;

b) Las propiedades opticas inherentes dependen de la longitud de onda de la
luz y del medio acuatico, pero son independientes del campo luminoso ambiental y
de su distribucion angular, y deben medirse mediante medidores de atenuacion de
haces monocromaticos (transmisdometros), espectrometros de absorcion y atenuacion,
sensores de dispersion (o retrodispersion), células capilares de guias de ondas
liquidas, instrumentos de difraccion laser o citometria de flujo.

86. Las propiedades Opticas deben obtenerse utilizando uno de los siguientes
métodos:

a)  Muestreo fisico a bordo en las estaciones (perfilado y muestreo verticales,
mediciones radiométricas manuales o con dispositivos amarrados) o en
embarcaciones en movimiento (mediciones radiométricas a bordo, manuales o con
dispositivos amarrados, muestreo mediante sistemas de flujo o dispositivos
ondulantes o de profundidad fija remolcados o cadenas con los sensores adecuados);

b) Mediciones desde AUV, planeadores submarinos, plataformas eulerianas
fijas (amarres, tripodes de fondo y otras plataformas sobre el fondo) o dispositivos
lagrangianos (boyas de deriva y flotadores);

c¢) Teledeteccion desde plataformas a bordo, aéreas o satelitales. Las
mediciones de este tipo pueden ser pasivas (el sol es la fuente de iluminacidn) o
activas (se utiliza una sefial de la plataforma del sensor como fuente; generalmente se
aplica iluminacion laser).

87. Ademas, las propiedades Opticas deben determinarse utilizando modelos
inversos (véase Werdell et al., 2018, para mas detalles) o modelos bioopticos (véase
Ogashawara, 2015, para mas detalles).
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88. Se pueden utilizar diversos tipos de fluorémetros para medir la fluorescencia, la
fotoemision o la bioluminiscencia (y pueden servir como complemento a los métodos
acusticos modernos de estimacion de la biomasa). Se pueden encontrar mas detalles
sobre cada uno de ellos en Moore et al. (2009) y sus referencias. Los sensores para
medir la turbidez (nefeldometros y sensores de retrodispersion acustica) pueden
configurarse de diversas maneras y existen numerosos métodos y normas de
configuracion para ellos (por ejemplo, la norma ISO 7027). Véase también Petihakis
et al., 2014; y Tamburri, 2006. La teledeteccion de la fluorescencia y la
bioluminiscencia también puede utilizarse para medir la fluorescencia del plancton
desde los satélites (por ejemplo, Erickson et al., 2019).

89. Para poder evaluar cualquier exceso de concentraciéon de particulas en
suspension en los penachos operacionales y de descarga, los datos de turbidez dptica
o acustica deben convertirse en concentracion de particulas en suspension. Con ese
objetivo, los sensores opticos o acusticos deben calibrarse en funcion de las particulas
en suspension presentes localmente en la columna de agua. En el caso de los estudios
de referencia, es necesario remitirse a la concentracion de particulas en suspension
determinada en las muestras de agua tomadas junto con las mediciones de la turbidez.
Para el seguimiento de los penachos operacionales y de descarga, se puede seguir el
mismo sistema si se pueden tomar muestras de agua directamente del penacho. De lo
contrario, los sensores deben calibrarse ex situ en suspensiones preparadas con agua
de mar local filtrada y material basico del penacho.

90. El método 180.1 de la EPA y la norma ISO 7027 estan reconocidos
internacionalmente para verificar el rendimiento del turbidimetro y del sensor de
turbidez y el cumplimiento del método.

91. Los instrumentos que siguen el método 180.1 de la EPA son adecuados para
medir niveles de turbidez entre 0 NTU y 40 NTU. Estos turbidimetros deben tener
una resoluciéon minima de 0,02 NTU en aguas con una turbidez inferior a 1 NTU.

92. La norma ISO 7027 especifica dos métodos cuantitativos para utilizar los
nefelometros: la nefelometria (para medir la radiacion difusa, aplicable a aguas de
baja turbidez) y la turbidimetria (para medir la atenuacion de un flujo radiante, mas
aplicable a aguas de alta turbidez). La turbidez resultante medida segun el primer
método suele oscilar entre 0,05 NTU o menos y 400 NTU. Dependiendo del disefio
del instrumento, la nefelometria también puede aplicarse a aguas de mayor turbidez.
NTU y FNU son numéricamente equivalentes.

93. La turbidez medida por el segundo método se expresa en FAU, y los resultados
suelen oscilar entre 40 FAU y 4.000 FAU.

94. En funcién de la metodologia, los parametros que deben medirse son la
radiancia, la irradiancia, la irradiancia escalar, el coeficiente de atenuacion difusa de
la luz y el coeficiente de atenuacion de la irradiancia escalar, la radiacion fotosintética
disponible, la reflectancia de la irradiancia, la reflectancia de la radiancia, el
coeficiente de absorcidn, el coeficiente de dispersion, el coeficiente de atenuacion del
haz, la funcién de dispersion del volumen, el color del océano, la fluorescencia, la
bioluminiscencia, la transparencia y la turbidez.

95. A partir de esas mediciones, deben determinarse: la clorofila a y otros
pigmentos, la visibilidad, el volumen de sedimentos en suspension, la biomasa de
fitoplancton, la concentracion de carbono orgédnico disuelto y particulado y la
productividad en forma de carbono organico particulado, asi como la composicion de
las especies (para detectar la proliferacion de algas nocivas y ver el analisis de
nitratos) (véanse también las secciones V.H y VIL.D).
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96. Ademas, las mediciones opticas pueden utilizarse para validar y calibrar las
mediciones de teledeteccion.

Variable medida: ruido

97. Deben determinarse dos caracteristicas del ruido en una amplia gama de
frecuencias (1 Hz a 20 kHz): los niveles espectrales de ruido (diferenciando el ruido
impulsivo y el ruido ambiente) y la propagacion del sonido. Los mecanismos
fundamentales, las mediciones y la modelizacion numérica del ruido ambiente
oceanico pueden consultarse en Carey y Evans (2011) y Robinson ef al. (2014). Las
mediciones del ruido pueden realizarse desde barcos (en estaciones o en movimiento),
AUV, planeadores submarinos, flotadores, boyas de deriva, amarres, boyas,
plataformas sobre el fondo y tripodes. Hay que tener en cuenta que algunos otros
sensores generan ruido. Por consiguiente, los tripodes de hidréfonos individuales o
las baterias de hidréfonos deben conectarse a cierta distancia de la plataforma del
instrumento para reducir el ruido. La velocidad del sonido debe medirse directamente
(con la ayuda de un medidor o sensor de velocidad del sonido) o debe obtenerse a
partir de la temperatura, la salinidad (conductividad) y la presiéon medidas con una
sonda CTD (véanse los parrafos 67 a 70). El método para obtener la velocidad del
sonido se describe en Wong y Zhu (1995).

98. Deben medirse los siguientes parametros: niveles espectrales de ruido vy,
posiblemente, velocidad del sonido.

99. A partir de esas mediciones, deben determinarse: los niveles de ruido ambiente
en los perfiles verticales a lo largo de la columna de agua desde la superficie del mar
hasta el fondo marino, la variabilidad temporal de los niveles de ruido ambiente, las
profundidades del canal de determinacion y medicion de la distancia del sonido y la
velocidad del sonido (si no se mide directamente).

Calidad de los datos

100. Las técnicas de analisis, incluidos los métodos estadisticos, que deben utilizarse
para obtener, procesar y presentar los datos, resolver los errores y analizar los campos
de datos geoespaciales y las series cronoldgicas de esos métodos y técnicas pueden
encontrarse en Thomson y Emery (2014).

101. Para obtener datos de la maxima calidad, deben aplicarse correcciones a los
sensores de CTD. Los procedimientos de calibracidon varian de un laboratorio a otro,
pero en general se acepta que —mientras que los sensores de presion y temperatura
pueden someterse a calibraciones previas y posteriores al crucero en el laboratorio—
el sensor de conductividad se calibra mejor por comparacién con las muestras
recogidas para el andlisis de la salinidad (Grupo de Datos e Informacion del CIEM,
2006); Petihakis et al., 2014, e informacién y manuales proporcionados por los
fabricantes) y la norma sobre el agua de mar de la AICFO.

102. Para el control de calidad de los datos de CTD, debe utilizarse la informacion
del EuroGOOS DATA-MEQ Working Group (2010), la COI (2010) o el Sistema
Integrado de Observacion de los Océanos de los Estados Unidos (2020a, 2020b).

103. Para el control y la correccion de la calidad de los datos relacionados con los
AUV y los planeadores submarinos, consultense Allen et al. (2018, 2020), Sistema
Integrado de Observacion de los Océanos de los Estados Unidos (2016) y Woo (2011).
Para la gestion de los datos, consultese EGO Gliders Data Management Team (2020).
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104. Para las mediciones de la temperatura y la salinidad de la superficie del mar,
deben consultarse Le Menn ef al. (2019) y Grupo de Cooperacion sobre Boyas de
Acopio de Datos (2011).

105. Para mas informacion sobre los distintos tipos de boyas de deriva y flotadores,
las oportunidades y las ventajas de su uso, las limitaciones y las innovaciones, véase
Lumpkin et al. (2017).

106. Los valores de temperatura deben convertirse en temperatura posible, teniendo
en cuenta el efecto de la presion hidrostatica. La densidad (densidad posible) debe
calcularse indirectamente a partir de la salinidad, la temperatura (temperatura posible)
y la presion utilizando la ecuacion de estado (TEOS-10).

107. Se puede encontrar orientacion sobre el control de calidad de los datos de los
ADCP en Sistema Integrado de Observacion de los Océanos de los Estados Unidos
(2019a) y EuroGOOS DATA-MEQ Working Group (2010). La informacion sobre la
correccion y el procesamiento de los datos de los amarres (ADCP, RCM, Microcat)
puede encontrarse en Karstensen (2005).

108. La calibracion es crucial para medir con precision el ruido. Deben consultarse
las siguientes directrices y publicaciones: Biber et al. (2018) (para los detalles sobre
la calibracion) y Robinson et al. (2014), y Sistema Integrado de Observacion de los
Océanos de los Estados Unidos (2017) (para el control de calidad).

109. Cualquier modelo debe ser validado.

110. Laresolucion espacial de los radiometros modernos es de 1 km (AVHRR), pero
solo funcionan cuando no hay nubes. Los sensores pasivos de microondas pueden
utilizarse para observar incluso en condiciones de nubosidad, porque utilizan
longitudes de onda mas largas (6-12 GHz), pero tienen una resolucidon espacial mucho
mas pobre (25-50 km) (Talley ef al., 2011). Los radidometros de microondas pueden
utilizarse para medir la salinidad de la superficie del mar con una resolucion espacial
de 50-100 km a escalas temporales de una semana o un mes, respectivamente (Talley
et al.,2011; y Thomson y Emery, 2014). Ademas de la temperatura y la salinidad de
la superficie, los satélites pueden medir la distribucion del hielo marino, la altura de
las olas, la altura de la superficie, la retrodispersion de la sefial de radar y el color del
océano. Se puede encontrar mas informacion sobre la teledeteccion por satélite en la
literatura (por ejemplo, Stewart, 1985; Robinson, 2004; y COI, 1992), los documentos
del Grupo internacional de coordinacion en relacion con el color de los océanos y los
Ocean Optics Protocols for Satellite Ocean Colour Sensor Validation.

111. Enlas tltimas décadas se han acumulado grandes conjuntos de datos en el marco
de diversos programas cientificos internacionales. Se trata de datos de libre acceso
que deben utilizarse para compararlos con los datos de referencia recogidos para
garantizar la calidad. Cabe destacar los siguientes ejemplos:

a) Experimento Mundial sobre la Circulaciéon Oceanica 1990-2002
(www.nodc.noaa.gov/woce/wdiu);

b) Datos de flotadores subsuperficiales del Experimento Mundial sobre la
Circulacién Ocednica (www.aoml.noaa.gov/phod/float_traj/index.php);

¢)  World Ocean Database (www.nodc.noaa.gov/OC5/WOD/pr_wod.html);

d) Global Temperature and Salinity Profile Programme:
(www.nodc.noaa.gov/GTSPP);

e) SeaDataNet (www.seadatanet.org);

f)  Coriolis Ocean Database for Reanalysis (www.coriolis.eu.org/Data-
Products/Products/CORA);
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g) Repositorio de datos Pangaea (www.pangaea.de/?t=Oceans);

h)  Global Drifter Program, antes denominado Surface Velocity Program:
(www.aoml.noaa.gov/phod/gdp/index.php);

i)  Global Ocean Currents Database (www.ncei.noaa.gov/products/global-
ocean-currents-database-gocd);

j)  Flotadores Argo: pagina de inicio de Argo (www.argo.ucsd.edu) y pagina
de inicio del proyecto internacional Argo (www.argo.net); Datos biogeoquimicos de
los flotadores Argo (https://biogeochemical-argo.org);

k) Datos archivados de boyas de deriva, gestion integrada de datos
cientificos, Fisheries and Oceans Canada (www.dfo-mpo.gc.ca/science/data-
donnees/drib-bder/index-eng.html)

1)  Ademas, pueden resultar utiles los siguientes atlas electronicos:
i)  World Ocean Atlas 2018 (www.nodc.noaa.gov/OC5/woal8);

ii)  Electronic Atlas of World Ocean Circulation Experiment Data
(www.ewoce.org).

Gestion de los datos

112. Los datos y metadatos se deben facilitar a la Autoridad como se indica en la
seccion III.LE. Pueden obtenerse orientaciones adicionales para variables especificas
en las referencias indicadas anteriormente.

Oceanografia quimica y biogeoquimica
Introduccion

113. Esnecesario conocer el entorno quimico de la columna de agua y los sedimentos
(es decir, el agua intersticial y la fraccion so6lida) para caracterizar las condiciones
oceanograficas y biogeoquimicas de referencia y evaluar, en una fase posterior, tanto
el impacto directo de la explotacion minera en el fondo marino como el impacto
indirecto debido a los penachos de sedimentos en suspension que puedan producirse,
incluido un posible recubrimiento del fondo marino y su efecto en los procesos de la
columna de agua.

114. El desarrollo de los penachos de sedimentos en suspension depende en gran
medida de las futuras técnicas de extraccién. Los penachos pueden desplazarse a
grandes distancias (desde 1 km hasta decenas de kilometros), pueden diferir del agua
circundante en cuanto al tamaifio de las particulas y la composiciéon quimica y se
reubicaran lejos de la fuente; por esa razon, pueden afectar a los ecosistemas
pelégicos y benténicos, sus funciones y los ciclos biogeoquimicos marinos en zonas
mas amplias.

115. La biogeoquimica de los sedimentos marinos se centra en los procesos y
funciones del fondo marino. Se trata de combinar el estudio de las conversiones
bioquimicas con la observacion de los procesos biolégicos, geoquimicos y geologicos
implicados. Las observaciones se centran en los procesos bentonicos vinculados a la
remineralizacién de la materia organica exportada desde las aguas superficiales en
una cascada de reacciones de oxidacion-reduccion. Las mediciones se basan
principalmente en los resultados del muestreo de sedimentos y la posterior extraccion
por capas del agua intersticial y las submuestras de la fase s6lida para su anélisis. En

21-17339


http://www.pangaea.de/?t=Oceans
http://www.aoml.noaa.gov/phod/gdp/index.php
http://www.ncei.noaa.gov/products/global-ocean-currents-database-gocd
http://www.ncei.noaa.gov/products/global-ocean-currents-database-gocd
http://www.argo.ucsd.edu/
http://www.argo.net/
https://biogeochemical-argo.org/
http://www.dfo-mpo.gc.ca/science/data-donnees/drib-bder/index-eng.html
http://www.dfo-mpo.gc.ca/science/data-donnees/drib-bder/index-eng.html
http://www.nodc.noaa.gov/OC5/woa18
http://www.ewoce.org/

ISBA/27/C/11

21-17339

algunos casos, como en los de las tasas de absorcion de oxigeno y la distribucion del
pH, las mediciones deben obtenerse directamente en el fondo marino (es decir, in
situ). En el caso de todas las variables del agua intersticial que se utilizaran
posteriormente para cuantificar la liberacion de agua intersticial y la dispersion del
penacho, el muestreo adicional debe centrarse en el agua del fondo para elaborar una
base de referencia que permita identificar la materia sélida o el agua intersticial
liberadas como consecuencia de las alteraciones del fondo marino o del material
descargado, y su efecto (es decir, la distribucion, el transporte y la transformacion de
los reactivos y los productos de las reacciones).

116. Las variables quimicas que deben medirse en la columna de agua, los
sedimentos y el agua intersticial son las siguientes:

a)  Nutrientes: la disponibilidad de macronutrientes inorganicos (NO3, NOa,
NHs, PO4, Si(OH)4) en la capa superior del océano limita y regula con frecuencia la
cantidad de carbono orgénico fijado por el fitoplancton y constituye un mecanismo
clave que controla la disponibilidad de materia organica en el fondo marino. Las
concentraciones de nutrientes en el agua intersticial (NOs, NO,, NHs y POy)
proporcionan informacion sobre el ciclo biogeoquimico de la materia organica y las
condiciones de oxidacion-reduccion en diversas capas sedimentarias;

b) Oxigeno: las concentraciones de oxigeno en la columna de agua
proporcionan informacion sobre la producciéon de materia organica en la capa
superficial y su remineralizacién durante la exportacion hacia el fondo marino. La
distribucion del oxigeno en los sedimentos, la profundidad de penetracion del oxigeno
y el flujo a través de la interfaz sedimento-agua son una medida de la remineralizacion
de la materia orgéanica benténica y de la actividad de la comunidad bentodnica.
Ademas, la disponibilidad de oxigeno afecta a la movilidad de la mayoria de
los metales;

c¢) Sistema de carbonatos: este sistema limita la produccién primaria, la
remineralizacion del carbono orgénico, la oxidacion metalica en los penachos de
sedimentos, la acidificacion del océano, la desoxigenacion en la columna de agua, la
remineralizacion de la materia organica, las reacciones de oxidacién-reduccion
secundarias y las reacciones inducidas entre el agua intersticial y los minerales de los
sedimentos, todo lo cual afecta a las funciones ecosistémicas;

d) Metales traza: muchos metales traza son elementos esenciales para el
mantenimiento de las funciones celulares en los microorganismos. Sin embargo, en
concentraciones elevadas, estos eclementos pueden provocar una toxicidad que
depende del metal, de la especiacion quimica y del organismo;

e) Materia organica e inorganica: el aporte de materia organica al fondo
marino es el motor clave de los procesos biogeoquimicos. Garantiza la presencia de
alimentos para mantener la biomasa y la biodiversidad de los organismos bentdnicos
mediante la interaccidon con la red alimentaria bentdnica. Las observaciones en la
columna de agua se centran en la productividad y la exportaciéon, mientras que las
mediciones en el fondo marino sirven para cuantificar la cantidad y la calidad de la
materia organica disponible para los organismos bentonicos, el ciclo biogeoquimico
en el fondo marino y la dindmica del ciclo de la materia organica bentdnica;

f)  Trazadores de is6topos radiactivos (radiotrazadores): es necesario analizar
los radioisétopos vinculados a la fase solida del sedimento para caracterizar
cuantitativamente la actividad de bioturbaciéon en los sedimentos y determinar las
tasas de sedimentacion. La distribucion de los radiois6topos naturales sirve de
referencia para determinar los impactos directos de la mineria en los sedimentos y la
columna de agua (incluida la liberacion de agua intersticial). Ademas, permite evaluar
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los radioisotopos y, por tanto, la intensidad de la radiactividad natural en los noédulos
una vez iniciada la extraccion.

Metodologia general

117. En el caso de la mayoria de las variables quimicas y biogeoquimicas, existen
métodos aceptados por toda la comunidad que deben utilizarse para garantizar datos
de alta calidad, exactos y precisos que sean comparables entre las distintas zonas de
licencia y los distintos contratistas.

118. Los parametros quimicos de la columna de agua deben ser muestreados
utilizando la mas pertinente de las siguientes técnicas:

a)  Muestreo con botellas de agua mediante sondeos de CTD realizados con
la ayuda de ROV: para nutrientes, oxigeno, sistema de carbonatos, metales traza
(utilizando botellas CTD o Go-Flo limpias de metales traza), materia organica
disuelta y particulas en suspension, incluida la materia organica particulada. Los
sensores quimicos electroquimicos y Opticos pueden utilizarse para obtener datos
continuos ¢ informacion basica sobre las propiedades quimicas, pero no deben
sustituir a la recogida de muestras discretas de agua para realizar analisis quimicos
de alta precision y calidad,

b) Bombas in situ para la actividad radioisotdpica, los metales traza y las
concentraciones de particulas en suspension;

¢) Trampas de sedimentos amarradas y ancladas para las concentraciones de
particulas y los flujos de particulas;

d) Datos biogeoquimicos de Argo para el pH, el nitrato y el oxigeno, entre
otros.

119. Mientras que las estaciones de CTD, los despliegues de bombas in situ y las
trampas de sedimentos ancladas requieren un trabajo estatico, lo que limita la
flexibilidad de la adquisicion de datos, las trampas de sedimentos ancladas deben
desplegarse en la columna de agua durante un maximo de dos afios para realizar
observaciones completas en el tiempo. Ademas, deben utilizarse flotadores
autonomos, boyas de deriva y dispositivos similares equipados con sensores
quimicos, bioquimicos y dpticos para obtener datos espaciales y temporales sobre las
variables quimicas.

120. Las muestras para analizar los sedimentos y el agua intersticial deben obtenerse
utilizando un sacatestigos multiple, un sacatestigos de empuje manipulado mediante
un ROV o un equipo fiable similar para los decimetros superiores de los sedimentos,
y un sacatestigos de gravedad para las muestras mas profundas. Para el muestreo
biogeoquimico y quimico-oceanografico, deben consultarse las publicaciones sobre
métodos del Programa de Descubrimiento Oceanico Internacional (antes llamado
Programa Integrado de Perforaciones Oceanicas 2003-2013), Go-Ship y la iniciativa
Geotraces (que se centra en la columna de agua), a fin de conocer los métodos
comunmente aceptados y acordados de muestreo quimico-oceanografico y
biogeoquimico, junto con las publicaciones del repositorio del Sistema de Mejores
Practicas Oceanicas (alojado por IODE, que forma parte de la COI), asi como las
variables ocednicas esenciales definidas por el GOOS.

121. El agua intersticial debe extraerse directamente después de recuperar los
testigos, utilizando métodos adecuados para cada variable; ademads, en la medida de
lo posible, deben determinarse tantas variables biogeoquimicas como sea posible a
partir de las mismas muestras de agua intersticial. El proceso de extraccion del agua
intersticial debe llevarse a cabo en un plazo de dos horas tras la recogida. En el caso
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de algunos componentes disueltos que se espera que cambien con bastante lentitud
(por ejemplo, el fosfato y el acido silicico), las muestras de agua intersticial pueden
almacenarse a —20 °C o —80 °C hasta que se lleven a tierra para su analisis. Los
testigos sedimentarios no investigados en relacion con el agua intersticial pueden
almacenarse a 4 °C o menos temperatura (antes de tomar submuestras de cada capa
de sedimento). En el caso de algunos componentes delicados (por ejemplo, los
nutrientes), el analisis del agua intersticial debe realizarse a bordo lo antes posible
tras extraer el agua intersticial de los sedimentos, mientras que otros analisis pueden
realizarse en el laboratorio en tierra sobre muestras transportadas congeladas o
refrigeradas y conservadas adecuadamente.

122. Dado que los procesos biogeoquimicos y los flujos de solutos a través de la
interfaz sedimento-agua se ven afectados por las condiciones del agua suprayacente,
el agua suprayacente al sedimento en el revestimiento del testigo siempre debe
muestrearse, por tratarse del componente del agua marina que limita con el agua
intersticial. Como la muestra puede alterarse durante la recuperacion o la
manipulacion, debe compararse con las muestras de la columna de agua mas profunda
obtenidas mediante la sonda CTD.

123. Los sedimentos subdxicos y el agua intersticial deben muestrearse en una
camara con guantes y en una atmodsfera sin oxigeno (es decir, la camara esta llena de
un gas inerte, por ejemplo, nitrégeno o argdn) para preservar la especiacion de los
metales y otras variables sensibles a la oxidacion-reduccion.

124. A continuacion se ofrecen referencias a las mejores practicas actuales para cada
variable, con indicaciones de los casos en los que se requieren modificaciones para
garantizar la pertinencia para los fines de la mineria de aguas profundas. Si aun no
existe una mejor practica generalizada (por ejemplo, el fraccionamiento de los
coloides o las nanoparticulas para analizar los metales traza), se recomienda una
metodologia y se proporcionan referencias a las publicaciones cientificas mas
avanzadas. El GOOS (www.goosocean.org) es un sistema de colaboracion
permanente para la observacion de los océanos, que comprende redes in situ, sistemas
satelitales, gobiernos, organismos del sistema de las Naciones Unidas y cientificos
particulares; la mayoria de las variables forman parte de las variables oceanicas
esenciales definidas por el GOOS.

125. Dado que los métodos pueden estar sujetos a cambios (debido a nuevos avances
tecnolédgicos, por ejemplo), deben utilizarse repositorios de mejores practicas en linea
para encontrar las actualizaciones de la metodologia. El repositorio del Sistema de
Mejores  Practicas  Oceanicas  (https://repository.oceanbestpractices.org) se
recomienda como centro de busqueda y localizacion de las mejores practicas vigentes
en materia de investigacion, observacion y gestion de datos e informacion oceanicos.
Se trata de un repositorio digital permanente de libre acceso de las mejores practicas
comunitarias en ciencias y aplicaciones relacionadas con los océanos. Su
mantenimiento corre a cargo de IODE, que forma parte de la COL.

Resolucion del muestreo

126. Los datos archivados de altimetria por satélite de teleobservacion y de
temperatura de la superficie del mar, los datos de color del océano y los datos
hidrograficos disponibles en los repositorios de datos deben utilizarse para estimar de
manera aproximada las variaciones espaciales y temporales previstas de las
caracteristicas oceanograficas superficiales que controlan la productividad primaria
dentro de una zona de licencia. La informacion debe combinarse con la informacion
sobre los procesos oceanicos y atmosféricos con el fin de determinar la estrategia de
muestreo temporal y espacial adecuada para los pardmetros quimicos de la columna
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de agua dentro de una region determinada, a fin de abarcar zonas con diferente
productividad primaria y caracteristicas oceanograficas cambiantes. Deben
establecerse al menos una estacion CTD y dos trampas de sedimentos (una instalada
cerca del fondo marino y otra a unos 500 m por encima del fondo marino) en la
columna de agua situada sobre la zona de extraccion prevista dentro de la zona del
contrato (incluida la zona de referencia para los efectos) y la zona de referencia para
la preservacion. El muestreo de CTD y el muestreo con trampas automatizadas deben
llevarse a cabo de manera repetida en estas estaciones para resolver la variabilidad
temporal. Ademas, deben obtenerse perfiles perpendiculares en toda la zona de
licencia, y las estaciones de CTD deben estar espaciadas regularmente a distancias de
unos 100 km.

127. Para las mediciones de la columna de agua, las muestras deben tomarse en toda
la columna de agua, asegurandose de que se caracterizan todas las zonas detectadas
mediante los datos oceanograficos fisicos (véase la seccion IV) (por ejemplo, la capa
de mezcla de la superficie, la picnoclina, toda la zona de minimo oxigeno y las masas
de agua oceanograficas individuales en la termoclina y las regiones de aguas
intermedias y profundas).

128. Como se indica en el parrafo 22, se recomienda una mayor resolucion de
muestreo vertical cerca del fondo marino, ya que ese abarca el espacio vertical
previsto para la dispersion del penacho operacional y, ademas, es la profundidad mas
probable para la dispersion del penacho de descarga. Si la profundidad del penacho
de descarga aun no se ha determinado en el momento de los estudios de referencia,
deberan caracterizarse todas las posibles profundidades de descarga.

129. La adquisicion de datos integrada con el muestreo de agua mediante sondas
CTD, el bombeo in situ y el despliegue de trampas de sedimentos deben realizarse lo
mas cerca posible del fondo marino. Para evaluar los flujos bentdnicos naturales (de
metales) desde el sedimento al agua de fondo suprayacente, el muestreo debe
realizarse lo mas cerca posible del fondo marino. Ademas de los muestreos puntuales
con una sonda CTD, debe haber despliegues a largo plazo de muestreadores pasivos
a lo largo de un gradiente vertical desde el fondo marino hasta 10 m por encima
del fondo.

130. El muestreo debe llevarse a cabo con el mismo dispositivo de muestreo y al
mismo tiempo siempre que sea posible (véase la seccion III.C) y debe seguir un
sistema de muestreo estratificado anidado. Se aplican las consideraciones generales
para abarcar la variabilidad espacial y temporal (véase la seccion IIILA). A
continuacion se ofrecen mas detalles sobre las distintas variables.

Variable medida: nutrientes

131. El conjunto de mejores practicas recomendado para determinar los
macronutrientes inorganicos disueltos (NO3;~, NO,~, PO4*~ y Si(OH)4) tanto en la
columna de agua como en el agua intersticial estd documentado en el manual revisado
de Go-Ship de Becker ef al. (2019) y en los protocolos normalizados de Gieskes et
al. (1991), y Grasshoff et al. (1999). Las mediciones deben realizarse utilizando
métodos de analisis de flujo continuo o segmentado con material de referencia
certificado o material de referencia para nutrientes en el agua de mar, a fin de
garantizar el control de calidad durante el analisis.

132. Incluso con equipos de alta precision, la cuantificacion del amonio en el agua
intersticial de las profundidades es dificil debido a las bajisimas concentraciones. Por
tanto, cuando las concentraciones resulten estar cerca del limite de deteccion, se
puede omitir la determinacién del amonio del agua intersticial hasta que se disponga
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de mejores métodos analiticos. El acido silicico en el agua intersticial de las
profundidades no tiene un alto potencial diagnostico para la determinacion del
sistema geoquimico benténico y, por tanto, también puede omitirse en las
observaciones de referencia.

133. Las concentraciones de nutrientes, especialmente de nitrato y nitrito, deben
determinarse inmediatamente después del muestreo o analizarse en el plazo de una o
dos semanas si, tras la recogida, las muestras de agua y agua intersticial se congelan
inmediatamente a —80 °C.

134. La metodologia que debe utilizarse para determinar el contenido de nitratos y
nitritos en el agua de mar y el agua intersticial (y, simultaneamente, las
concentraciones de fosfato y acido silicico mediante el analisis de flujo segmentado)
es la siguiente:

a) Deben analizarse unos pocos mililitros de agua no tratada recién extraida
(o recién descongelada) o de agua intersticial, normalmente con una dilucién doble
(agua) o triple (agua intersticial), mientras el sistema de analisis de flujo segmentado
se enjuaga constantemente con nitrégeno;

b) Las concentraciones totales de NOy (nitrato + nitrito) se determinaran
colorimétricamente a 520-540 nm tras la reduccion del nitrato a nitrito a pH 8
utilizando una bobina de cadmio encobrado;

i)  El contenido de nitrito se mide por separado de forma colorimétrica a
520-540 nm tras su reaccion con la sulfanilamida en medio acido;

i)  Las concentraciones de nitrato se determinan restando la concentracion de
nitrito medida de los valores totales de NOy.

¢) El contenido de fosfato debe determinarse colorimétricamente a 820 nm
(sulfato de dihidracina) o a 880 nm (4cido ascérbico) mediante el método del azul
de molibdeno;

d) Las concentraciones de 4cido silicico deben determinarse
colorimétricamente a 660 nm (cloruro de estafio) u 820 nm (acido ascérbico) como
complejo de molibdato de silice.

135. Los datos deben indicarse en mol/l (o nmol/l, pmol/l o mmol/l, segiin el rango
de concentracion especifico del constituyente) y los datos de la fase sélida, en mg/kg
o en porcentaje de peso. Los datos deben comunicarse siempre con informacion en
blanco (si procede), los limites de cuantificacion y los resultados con respecto al
material de referencia certificado o al material de referencia para nutrientes en el agua
de mar. Cada muestra debe analizarse por duplicado o triplicado. La precision
analitica de cada muestra no debe superar el 5 % de desviacion tipica relativa. Las
calibraciones para cada constituyente nutritivo del agua intersticial deben realizarse
utilizando agua de mar estandar de la AICFO con al menos seis estandares. El
coeficiente de determinacion (r?) de cada curva de calibracion debe ser superior a
0,98. Las concentraciones medias de nutrientes deben calcularse a partir de
mediciones por duplicado o triplicado y presentarse en forma de graficos de
profundidad. Debe indicarse la informacidén sobre la calidad analitica (es decir,
exactitud, precision) durante la medicion.

136. Los parametros que deben medirse tanto en la columna de agua como en el agua
intersticial son NO;~, NO,™ y PO4*", mientras que las mediciones de NH4" y Si(OH)4
se realizan solo en la columna de agua.

137. A partir de esas mediciones, se debe determinar la produccion primaria (solo en
la columna de agua), la tasa de respiracion, la remineralizacion, la desoxigenacion y
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los flujos bentdnicos, junto con la zonacion de oxidacion-reduccion dentro de
los sedimentos.

Variable medida: oxigeno

138. La metodologia que debe utilizarse para medir la distribucion de oxigeno en la
columna de agua se describe en Langdon (2010), McTaggart et al. (2010) y Uchida et
al. (2010). Se debe consultar Bittig et al. (2018) para ver una revision de los optodos.
Un método automatizado de laboratorio que puede utilizarse, con apoyo de programas
informaticos, es el establecido por el Oceanographic Data Facility del Instituto
Scripps de  Oceanografia  (https://scripps.ucsd.edu/ships/shipboard-technical-
support/odf/chemistry-services/dissolved-oxygen).

139. Las observaciones del oxigeno en el fondo marino deben abarcar tanto las
mediciones del consumo de oxigeno como la profundidad de penetracion del oxigeno
en los sedimentos. Las mediciones de consumo se centran en la capa superior de los
sedimentos y deben realizarse in situ (es decir, directamente en ¢l fondo marino). Las
mediciones de la distribucion de oxigeno a lo largo de la columna de sedimentos
deben obtenerse en el laboratorio a partir de testigos recuperados obtenidos con
sacatestigos multiples (para los decimetros superiores) y sacatestigos de gravedad
para determinar la profundidad de penetracidn, (es decir, la profundidad a la que la
concentracion de oxigeno desciende a cero) (por ejemplo, Mewes ef al., 2014). El
oxigeno debe medirse con sensores, ya sean sensores opticos de oxigeno (optodos) o
electrodos de tipo Clark, para poder realizar mediciones con la resolucion espacial
requerida y evitar el riesgo de contaminacion con oxigeno atmosférico asociado a los
métodos basados en muestreos. Deben utilizarse microsensores (microelectrodos y
optodos de fibra optica) para registrar los perfiles verticales de la concentracion de
oxigeno en el agua intersticial. Deben utilizarse sensores opticos mas grandes y
temporalmente mas estables (macrooptodos) para medir series cronoldgicas de
oxigeno en camaras bentonicas o aguas de fondo. Los sensores deben calibrarse
minuciosamente en el laboratorio y los registros obtenidos in situ deben validarse
comparando las mediciones tomadas por encima de los sedimentos con las
concentraciones del agua de fondo determinadas con los métodos antes mencionados.

140. Se espera una fuerte dinamica espacial y estacional en el caso de la captacion
de oxigeno del fondo marino, por lo que las mediciones in situ realizadas durante las
expediciones con micromedidores o camaras deben abarcar diferentes intervalos de
tiempo en relacion con los principales eventos de productividad y exportacion (por
ejemplo, proliferaciones de algas, picos en los flujos verticales e incidentes de
deposicion de fitodetritos). Para tener plenamente en cuenta la variabilidad estacional,
esas mediciones deben complementarse con series cronologicas de mediciones de la
captacion de oxigeno realizadas de forma autonoma mediante repetidas elaboraciones
de perfiles o incubaciones en camara (véase mas adelante) con plataformas moviles
(vehiculos orugas submarinos bentonicos) durante periodos mas largos, de varios
meses o a lo largo del afio.

141. Las mediciones de la captacion de oxigeno deben determinarse in situ utilizando
camaras bentonicas y microfiltros (Boetius y Wenzhofer, 2013). Las incubaciones en
camara determinan la captacion total de oxigeno, también denominada consumo de
oxigeno de la comunidad sedimentaria, y los microfiltros miden la captacion difusiva
de oxigeno. Para medir la captacion difusiva de oxigeno, los microsensores de
oxigeno se introducen en los sedimentos en pequeios peldafios verticales mediante
micromedidores. Para abordar plenamente la captacidén de oxigeno, las mediciones de
oxigeno in situ deben incluir generalmente tanto la captacion total como la difusora.
Si la metodologia y la cantidad en cuestion (es decir, la captacion total de oxigeno o
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la captacion difusiva de oxigeno) son coherentes a lo largo de las observaciones de
referencia, una de las dos cantidades se considera suficiente. Si solo se selecciona un
sistema, se prefieren las mediciones de la captacion total de oxigeno, ya que cubren
toda la comunidad sedimentaria y abarcan la captacion de oxigeno que tiene lugar en
los nédulos y la respiracion de la epifauna de los nddulos. Sin embargo, las
mediciones de la captacion difusiva de oxigeno, que se ocupan principalmente de la
respiracion microbiana, representan una alternativa aceptable, ya que la contribucion
de la fauna suele ser baja en los sedimentos de aguas profundas y se espera que la
mayor parte de la respiracion tenga lugar en los sedimentos y no en los nédulos.

142. El tiempo de despliegue para el analisis de la captacion total de oxigeno debe
ser lo bastante largo para poder determinar con solvencia la tasa de disminucién a
partir de los registros de oxigeno sobre la base del rendimiento del sensor. La
captacion difusiva de oxigeno debe calcularse a partir del perfil batimétrico de
oxigeno haciendo coincidir las mediciones con un modelo unidimensional de
transporte difusivo y respiracion. Dado que los perfiles in situ no suelen alcanzar la
profundidad de penetracion del oxigeno en entornos de aguas profundas con bajas
tasas de respiracion, las mediciones deben abarcar la capa de sedimentos en la que se
produce una importante captacion de oxigeno (véase el parrafo siguiente).

143. En el caso de los perfiles verticales, tanto si se trata de mediciones in situ
centradas en los flujos como si son mediciones en testigos centradas en la profundidad
de penetracion del oxigeno, el diametro de la punta del sensor y los intervalos
verticales entre mediciones consecutivas deben ajustarse de forma inversa a la
pendiente del gradiente de oxigeno y, por tanto, deben ser menores en los decimetros
superiores que en los inferiores. En general, los didmetros de las puntas deben ser
inferiores a 100 pm en los 0,5 m superiores ¢ inferiores a 1 mm en las capas mas
profundas. Los intervalos verticales pueden comenzar con 250 um, mientras que
pueden aumentar hasta el pequefio rango de centimetros a decimetros por debajo de
0,5 m. Los cambios de concentracion en intervalos de profundidad consecutivos
deben ser muy inferiores al 2 % de la concentracion del agua del fondo. Los perfiles
in situ utilizados para los calculos de la captacion difusiva de oxigeno deben abarcar
la capa que contribuye considerablemente a la captacion total de oxigeno. Deben
abarcar al menos los 20 cm superiores o alcanzar la profundidad en la que las tasas
de respiracion volumétrica (determinadas mediante modelizacién unidimensional del
transporte-reaccion) caen por debajo del 10 % de la tasa maxima observada en la parte
superior del perfil. En el caso de las mediciones de la captacion total de oxigeno con
camaras, la frecuencia de las observaciones no es critica, ya que la disminucién del
oxigeno es lenta y basta con una lectura cada dos minutos. Se pueden utilizar
frecuencias mas altas en caso de que las lecturas del sensor muestren una gran
dispersion.

144. Para abordar la profundidad de penetracion del oxigeno y la zonacion de
oxidacion-reduccion a lo largo de la capa de sedimentos oxicos, deben obtenerse
mediciones de oxigeno de las aguas del fondo suprayacentes a los sedimentos y
también del agua intersticial en testigos largos hasta la profundidad en la que el
oxigeno desciende a cero o alcanza un minimo.

145. El parametro que debe medirse es el oxigeno disuelto (Oz); los datos brutos
deben proporcionarse como concentraciones (mol/l).

146. A partir de las observaciones de oxigeno en la columna de agua, deben
determinarse: la utilizacion aparente de oxigeno, la produccién neta de la comunidad,
el flujo neto de exportacion de carbono, las reservas de oxigeno oceénico y el
consumo de desoxigenacion y oxidacion debido a la oxidacion de metales reducidos.
En el caso de los sedimentos, deben determinarse: la profundidad de penetracion del
oxigeno, la respiracion volumétrica de las diferentes capas de sedimentos, las tasas
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de consumo de oxigeno o la absorcion de oxigeno de la comunidad sedimentaria, las
tasas de remineralizacion del carbono y las tasas netas de flujo de materia organica
hacia el fondo marino. Ademas, se debe caracterizar la zonacién de
oxidacion-reduccion en los sedimentos.

Variable medida: sistema de carbonatos

147. En lugar de la alcalinidad de los carbonatos (como se describe en
ISBA/25/LTC/6/Rev.1 junto con ISBA/25/LTC/6/Rev.1/Corr.1), debe utilizarse la
alcalinidad total para caracterizar el sistema de carbonatos, ya que hay moléculas
distintas de los compuestos de carbonatos y bicarbonatos, como el borato, el sulfuro
de hidrogeno y el carbono organico disuelto, que suelen contribuir a esta variable.

148. La informacién detallada sobre la obtencion de datos relativos a las variables
del sistema de carbonatos, incluida la calidad de los datos, debe consultarse en la
literatura sobre oceanografia quimica y biogeoquimica, como Dickson ef al. (2007) y
la Comision Europea (2011).

149. Para limitar el conjunto completo del sistema de acido carboénico del agua de
mar (es decir, [CO2], [H2CO3], [HCO57], [CO3* ]y [H']), se deben utilizar la presion,
la temperatura y la salinidad junto con dos de los siguientes elementos: carbono
inorganico disuelto, alcalinidad de carbonatos, pCO, y pH (Millero, 2013). Si bien la
alcalinidad total es una variable solida del sistema de carbonatos que puede medirse
ex situ sin crear artefactos, el carbono inorganico disuelto, el pH y la pCO, son
sensibles a los cambios de presion y temperatura, asi como a la desgasificacion
inducida al trasladar las muestras del fondo marino a la superficie del mar. Por tanto,
el pH y la pCO; deben medirse in situ para evitar artefactos de muestreo ex situ que
no puedan corregirse durante el procesamiento de los datos.

150. Para tener en cuenta las contribuciones a la alcalinidad total de otras sustancias
quimicas, como el borato y el sulfuro de hidrogeno, deben realizarse mediciones
adicionales en el agua intersticial de los sedimentos. Como es dificil medir las
especies individuales, estas variables adicionales suelen ser la concentracion total de
boro (es decir, la suma de borato y acido borico) y la concentracion total de sulfuro
(es decir, la suma de [S27], [HS™] y [H2S]). Son variables sdlidas que pueden medirse
ex situ.

151. Debe consultarse la ficha de especificaciones de las variables oceanicas
esenciales del GOOS para obtener mas informacion sobre las actuales redes
mundiales de observacion, incluidas las técnicas de sensores disponibles
(principalmente para el contenido de CO, y el pH, por ejemplo, en el caso de los datos
biogeoquimicos de Argo) y la futura capacidad de observacion.

152. El sistema de carbonatos debe determinarse utilizando la alcalinidad total y al
menos uno de los siguientes elementos: carbono inorganico disuelto, pH y pCO»
(Dickson et al., 2007; Comision Europea, 2011). Otras variables, como la
concentracion total de boro, la concentracién total de sulfuro y el carbono organico
disuelto, deben considerarse también, si contribuyen a la alcalinidad total (Luff ez al.,
2001; Zeebe y Wolf-Gladrow, 2001).

153. Las metodologias para cada una de ellas son las siguientes:

a)  En las muestras de agua intersticial, la alcalinidad total debe determinarse
en alicuotas de agua intersticial extraida mediante la valoracién con una solucién
diluida de HCI, observando el cambio de pH de forma espectroscopica,
potenciométrica u 6ptica (por ejemplo, utilizando un indicador de pH adecuado) y
haciendo que la solucion burbujee en el recipiente de valoracion con nitrogeno o gas
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argon para eliminar de la solucion el CO, y el H»S producidos (por ejemplo, Wallmann
et al., 2006); Haffert et al., 2013).

b) En las muestras de la columna de agua, debe seguirse la metodologia
indicada en las directrices relativas a la comunidad de acidificacion del océano, es
decir, Dickson et al. (2007) y la Comision Europea (2011).

c¢) El contenido total de carbono inorganico disuelto debe determinarse de
forma coulométrica en alicuotas de agua intersticial extraida. Las muestras deben
protegerse de la degradacion microbiana afiadiendo una solucion de HgCl, y deben
almacenarse en viales bien cerrados que hayan sido enjuagados con gas nitrogeno
para evitar un intercambio de gas con la atmosfera. El carbono inorgénico disuelto
debe convertirse en CO; tratando la muestra con acido fosforico. Para la medicion, el
gas debe transferirse al coulometro con un gas portador de helio purificado. Los
sulfuros disueltos en la muestra deben precipitarse como monosulfuro de cobre (CuS)
afiadiendo sulfato de cobre (CuSO4) a la muestra. En un procedimiento equivalente,
la signatura isotopica 8'*C del carbono inorganico disuelto debe determinarse
mediante espectrometria de masas de proporciones isotopicas. La signatura isotopica
estable del carbono inorganico disuelto proporciona informacién adicional que ayuda
a discriminar la produccién de carbono inorganico disuelto organoclastico de las rutas
de oxidacion del metano.

d) Los perfiles de pH deben determinarse in situ utilizando microelectrodos
de vidrio (por ejemplo, Wenzhofer ef al., 2001; Revsbech y Jorgensen, 1986).

e) La concentracion de pCO; o de CO, disuelto debe determinarse in situ
utilizando microoptodos (por ejemplo, Wenzhofer et al., 2001).

f)  Laconcentracion total de boro debe determinarse mediante espectrometria
de emision Optica con plasma acoplado o espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente.

g) La concentracion total de sulfuro debe determinarse
espectrofotométricamente como azul de metileno (Grasshoff et al., 1999; Haffert et
al.,2013).

h)  El carbono total disuelto debe determinarse en la misma muestra que el
carbono inorganico disuelto, como se describe en la seccion H.

154. Como el sistema de carbonatos marinos esta limitado por la medicién de algunas
de sus variables para calcular las otras especies (por ejemplo, Luff ef al., 2001; Zeebe
y Wolf-Gladrow, 2001), se debe informar de las incertidumbres propagadas de las
variables calculadas. El factor mas importante para la propagacion de la
incertidumbre del sistema de didxido de carbono (CO,) marino es la eleccion de las
propias incertidumbres de entrada (Orr ef al., 2018). Dado que las muestras pueden
conservarse facilmente y las mediciones se realizan con una baja incertidumbre, debe
utilizarse la medicion de las variables sumatorias: alcalinidad total, carbono
inorganico disuelto, concentracion total de boro y concentracion total de sulfuro; no
obstante, pueden utilizarse otras combinaciones, como el pH y el carbono inorgénico
disuelto, para calcular la alcalinidad de los carbonatos y las especies de carbonatos,
si pueden despreciarse las contribuciones del borato y el sulfuro de hidrégeno a la
alcalinidad total.

155. El uso de muestras de material de referencia certificado tanto para el analisis
del carbono inorgéanico disuelto como de la alcalinidad total es un planteamiento de
importancia critica para evaluar la quimica del agua de mar a lo largo del tiempo, a
fin de calcular con precisiéon la pCO; y el pH de las muestras de agua de mar. A este
respecto, el material de referencia del agua de mar debe obtenerse en la AICFO o el
Instituto Scripps de Oceanografia. Dickson et al. (2007) debe utilizarse como guia
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para calcular la desviacion tipica de las mediciones. Para la incertidumbre y su
propagacion, debe consultarse la documentacion de Orr et al. (2018). Las mismas
referencias deben utilizarse para ver los enlaces y la documentacion sobre las rutinas
complementarias de los paquetes informaticos con los que se pueden calcular las
variables de la quimica de los carbonatos (seacarb, CO2SYS para Excel, CO2SYS
para MATLAB, mocsy). Ademas, existen paquetes informaticos de libre acceso para
otros sistemas acido-base, como el borato y el sulfuro, que contribuyen al pH y a la
alcalinidad total (AquaENV; Hofmann et al. 2010), y para los efectos de la presion
(SUGAR Toolbox; Kossel ef al., 2013).

156. A partir de esas mediciones, hay que calcular: los estados de saturacion de los
minerales carbonatados, como el aragonito y la calcita, y de los minerales de silicato;
la profundidad de compensacion de los carbonatos; la lisoclina; las tasas de reaccion
para la disolucion de minerales de carbonato/silicato; la remineralizacion de la
materia organica; y la oxidacion de los metales reducidos. Se debe determinar la
zonificacion de oxidacion-reduccion.

Variable medida: metales traza

157. Lapublicacion Sampling and Sample-handling Protocols for Geotraces Cruises,
también conocida como el “libro de recetas de Geotraces”, debe consultarse para
obtener recomendaciones especificas sobre los procedimientos adecuados de
muestreo, limpieza y manipulacion de muestras de elementos traza (particulas y total
disuelto) y sus iso6topos en el agua de mar, asi como sobre los procedimientos para
obtener medidas de exactitud y precision.

158. Para evaluar el ciclo de los elementos traza y la toxicidad, debe determinarse la
especiacion fisica y quimica de los metales traza disueltos en lugar de las
concentraciones totales disueltas. Los métodos para la especiacion del tamaiio fisico
de los metales traza en el conjunto total disuelto (que incluye los coloides y las
nanoparticulas, asi como las especies verdaderamente disueltas) no estan
contemplados en el libro de recetas de Geotraces. Todavia no se ha publicado ninguna
guia de buenas practicas sobre este tema, por lo que debe consultarse la bibliografia
mas actualizada en el momento del muestreo.

159. Para el fraccionamiento por tamafio del agua de mar y el agua intersticial, se
pueden emplear estos métodos, entre otros:

a)  Filtracion secuencial que da lugar a diferentes fracciones de tamafio: > 0,2
pm (particulas), < 0,2 pm (total disuelto), 0,02-0,2 um (coloides inorganicos como
oxihidroxidos de Fe, arcillas, 6xidos de Mn), < 0,02 um (soluble: pequefios coloides
orgénicos, realmente disueltos), acidificacion a bordo de las muestras no filtradas
(para las concentraciones totales solubles);

b)  Ultrafiltraciéon con un corte de peso molecular de 1 kDa (donde un
conjunto de tamafios entre 1 kDa y 0,2 um contiene toda la materia coloidal y las
nanoparticulas, y un conjunto de tamafios inferior a 1 kDa se define como un conjunto
verdaderamente disuelto), realizada a bordo si la disponibilidad de volumen de la
muestra lo permite, que es el principal factor limitante cuando el objetivo es llevar a
cabo una ultrafiltracion del agua intersticial.

160. Existen otros métodos para evaluar la especiacion quimica, entre ellos:
a)  M¢étodos voltamperométricos, analisis de laboratorio casero;

b) Gradientes difusivos en muestreadores pasivos de pelicula fina para
concentraciones de metales labiles, muestreo a bordo, analisis de laboratorio casero.
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161. Las muestras deben conservarse adecuadamente (por ejemplo, mediante la
acidificacion con HCI ultrapuro hasta un pH ~1,8 para analizar la concentracion de
metales traza; ademas, véase el libro de recetas de Geotraces para mas detalles) o
congelarse (por ejemplo, para el andlisis de especiacion quimica y el anélisis
de ligandos).

162. Debe consultarse Planquette y Sherrell (2012) para obtener detalles sobre el
muestreo y el tratamiento de las muestras para detectar metales traza en particulas en
la columna de agua mediante filtracion in situ, filtracion con botella y trampas de
sedimentos.

163. La cuestion de qué métodos analiticos son los mejores para los metales traza en
el agua de mar y en el agua intersticial esta sujeta a cambios debido a los avances
tecnologicos y a la disponibilidad de instrumentos, por lo que son posibles varios
métodos analiticos. El uso de los analisis y el procesamiento de datos adecuados debe
demostrarse con los metadatos solicitados. En general, los datos de la concentracion
de metales deben obtenerse mediante espectrometria de emision oOptica con plasma
acoplado inductivamente y espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente. Antes del analisis de plasma acoplado inductivamente, las muestras
de sedimentos deben ser tratadas mediante presion acida o digestion por microondas
con combinaciones de acidos adecuadas, por ejemplo HF + HC1O4 o HF + HCI1 +
HNO; (Paul et al., 2018, Nothen y Kasten, 2011). Para los metales traza en el agua
de mar y en el agua intersticial, se recomienda encarecidamente el uso de un
dispositivo SeaFAST de preconcentracién y separacion de la matriz. Los materiales
de referencia certificados para metales traza y contaminantes inorganicos en la fase
solida (MESS-4, NIST-2702) y el agua de mar (por ejemplo, las normas de
intercalibracion NASS-7, CASS-6, SLEW-3 o Geotraces) o, si no existen, las normas
propias (por ejemplo, para el agua intersticial) deben procesarse y medirse junto con
las muestras para documentar la exactitud y la precision analiticas.

164. Los parametros que deben medirse son las concentraciones de hierro,
manganeso, cobalto, cobre, niquel, zinc, cadmio, arsénico, plomo y vanadio. Los
resultados deben presentarse en fracciones de un mol por unidad de masa o volumen
(por ejemplo, nmol kg™' o nmol I"!). Deben determinarse en cada una de las fracciones
de tamafio definidas operacionalmente (particulas, total disuelto < 0,2 pm, y
nanoparticulas/coloides 0,02-0,2 pm) observando la especiacion quimica
(concentraciones totales y labiles, especiacion de oxidacion-reduccion, formacion de
complejos con ligandos organicos).

165. A partir de estas mediciones, deben determinarse: los flujos de metales traza, la
distribucion entre diversas especies fisicas y quimicas, las concentraciones labiles,
los tipos y concentraciones de nanoparticulas y coloides y la zonacion de oxidacion-
reduccion en los sedimentos (incluida la variabilidad espacial y temporal).

Variable medida: materia organica e inorganica

166. Las observaciones de referencia deben abordar la cantidad, calidad y labilidad
de la materia orgédnica disuelta y particulada, asi como del carbono inorganico en
particulas en la columna de agua y en el fondo marino, incluida su variabilidad
temporal y espacial, utilizando mediciones de indicadores apropiados. Las
observaciones de materia particulada en la columna de agua deben incluir particulas
organicas e inorganicas.

167. El énfasis principal de las observaciones de referencia debe ser una
caracterizacién bien reproducida del carbono inorgénico particulado, la materia
organica particulada y el nitrégeno orgéanico disuelto en la columna de agua y en los
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decimetros superiores de los sedimentos, donde las tasas de conversion
biogeoquimica son mas altas y donde los conocimientos actuales indican que el
impacto es probablemente mas acusado. Para el analisis de los sedimentos, ademas
de la resolucion seflalada en la seccion I11.A, debe medirse el carbono inorganico
particulado y la materia orgéanica particulada en los sedimentos mas profundos y
antiguos en algunos lugares para ayudar a caracterizar los distintos entornos
encontrados en la zona, lo cual incluye la productividad y los regimenes de deposicion
del pasado.

168. Para el analisis del fondo marino, la distribucion de la cantidad y las
caracteristicas del carbono inorganico particulado y la materia orgédnica particulada
debe determinarse en submuestras tomadas de distintas capas de profundidad de los
testigos recuperados, mientras que el nitrégeno organico disuelto debe analizarse en
el agua intersticial extraida de distintas capas de profundidad. En los decimetros
superiores de los sedimentos, las muestras necesarias para el analisis deben tomarse
con muestreadores de ultima generaciéon que sean capaces de recuperar la capa
superficial semiliquida y esponjosa (por ejemplo, sacatestigos multiples, sacatestigos
de empuje manipulados mediante un ROV). Los estratos mas profundos deben ser
extraidos con un sacatestigos de gravedad o un sacatestigos de piston.

Materia organica disuelta

169. La cantidad de nitrégeno organico disuelto debe cuantificarse en términos de
carbono organico disuelto junto con las mediciones de nitrégeno total disuelto,
normalmente mediante oxidacion catalitica a alta temperatura y después de eliminar
el carbono inorganico y la materia organica volatil mediante acidificacion y purga con
gas inerte. La relacion entre el carbono organico disuelto y el nitrogeno organico
disuelto (calculada restando la suma de NH4", NO3;~ y NO>™ del nitrogeno total
disuelto) proporciona una primera indicacion de la composicion quimica del
nitrogeno orgéanico disuelto; debe utilizarse para una caracterizacion general de la
calidad del nitrégeno organico disuelto (es decir, la disponibilidad potencial para los
organismos como fuente de alimento). Una caracterizacion molecular general del
nitrégeno organico disuelto debe determinarse a partir del analisis dptico del conjunto
coloreado y fluorescente. Se pueden utilizar para ello instrumentos disponibles en el
mercado que recogen facilmente los espectros de emision de excitacion mediante
espectroscopia de fluorescencia y los combinan con mediciones basadas en la
espectroscopia de absorcion.

170. Debe consultarse Dickson ef al. (2007) para conocer las mejores practicas de
medicion del carbono organico disuelto en la columna de agua.

171. Los parametros que deben medirse en la columna de agua son el carbono
organico disuelto y el nitrégeno disuelto.

172. Los parametros que deben medirse para el agua intersticial son el carbono
organico disuelto, el nitrogeno total disuelto, los aminoacidos y los hidratos de
carbono disueltos y las caracteristicas opticas del nitrégeno organico disuelto (materia
organica disuelta coloreada, materia organica disuelta fluorescente).

173. En el caso de la columna de agua, las observaciones deben utilizarse para
determinar la contribucion del carbono orgéanico disuelto a la produccion neta de la
comunidad y a los flujos de exportaciéon de carbono.

174. En el caso de los sedimentos, las observaciones deben servir para determinar la
cantidad y la calidad de la materia organica y su variabilidad espacio-temporal para
cuantificar y explicar las tasas de remineralizacion de la materia organica. Deben
utilizarse en combinacion con la formacion de complejos de metales traza y
la biodisponibilidad.

21-17339



ISBA/27/C/11

21-17339

Materia particulada

175. Por lo que respecta a la materia particulada, se utilizan diversas variables para
describir las particulas en suspension (materia total en suspension) y el transporte de
particulas en el océano, tanto de la fraccion organica como de la inorganica. Las
particulas pueden recogerse en la columna de agua mediante varias técnicas de
muestreo:

a)  Por filtracion del agua de las botellas Niskin o Go-Flo;
b) Con bombas in situ;
c¢) Con trampas de sedimentos.

176. Cada una de estas técnicas de muestreo tiene sus ventajas e inconvenientes. Por
lo tanto, debe utilizarse una combinaciéon de todas ellas. Si bien las técnicas de
muestreo basadas en la filtracion de muestras de agua recogidas con dispositivos de
muestreo de agua, como las botellas Niskin o Go-Flo, estan limitadas a volimenes
relativamente pequefios (< 12 1), las bombas in situ, capaces de filtrar grandes
volimenes (cientos de litros por hora) deben utilizarse para recoger masas mayores
de particulas, ya que son necesarias para ciertas investigaciones (como la de la
actividad de radioisotopos especificos). Debe obtenerse un perfil batimétrico
conectando bombas individuales in situ en secuencia a un cable (por ejemplo, un cable
CTD) y programandolas para que bombeen a la profundidad deseada durante dos o
cuatro horas. Las particulas obtenidas al filtrar el agua de mar de las botellas y con
bombas in situ deben utilizarse para determinar la concentracion, el tipo y la cantidad
de particulas; son adecuadas para las investigaciones de metales traza. El hecho de
que las particulas se hundan y, si lo hacen, con qué rapidez (es decir, su contribucion
a los flujos de exportacion) depende de su tamaifio, forma y densidad. Los flujos de
exportacion deben deducirse indirectamente midiendo la actividad de los
radiotrazadores (véase la seccion I). Ademas, las mediciones directas de los flujos de
particulas deben obtenerse con trampas de sedimentos, que recogen las particulas que
se hunden a cierta profundidad durante un periodo de varios dias a varios meses. La
cantidad, el tipo y la calidad de las particulas que se hunden deben evaluarse
directamente.

177. Se deben consultar el libro de recetas de Geotraces, Bishop ef al. (2012) y
Planquette y Sherrell (2012) para obtener orientacion sobre las mejores practicas en
los métodos de muestreo y procesamiento de muestras para las investigaciones sobre
particulas con el uso de la filtracion in situ y la filtracion a bordo a partir de botellas
Go-Flo, con especial hincapié en los metales traza. También debe consultarse el libro
de recetas de Geotraces para conocer las modificaciones recomendadas del método
de determinacion del carbono organico particulado y el nitrogeno particulado
publicado originalmente en el informe 19 del JGOFS (Knap et al., 1996), que contiene
las recomendaciones para el JGOFS y es un método ampliamente empleado y citado
para muestras de pequefio volumen de carbono organico particulado y nitrogeno
particulado (es decir, < 10 1)).

178. McDonnell et al., (2015) debe utilizarse para una revision de los métodos de
recogida de materia particulada (> 0,2 um) y su aplicaciéon en estudios del ciclo
biogeoquimico a partir de botellas, bombas in situ y trampas de sedimentos, con
detalles sobre los tipos de filtros recomendados, los protocolos de muestreo de las
trampas de sedimentos (incluidos la limpieza, la conservaciéon y el procesamiento de
las muestras) y los sesgos de recogida de las trampas de sedimentos. Los detalles
sobre el muestreo de particulas, el tratamiento o procesamiento de las muestras y la
determinacion de los tipos, la composicion y la concentracién de las particulas, la
masa de las particulas en suspension y los flujos de particulas deben obtenerse de
Lam et al. (2018), Boxhammer et al. (2018) y Huffard et al. (2020), y ademas pueden
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deducirse de las directrices sobre la observacion de los océanos publicadas por la
Sociedad Oceanografica del Japon y el protocolo sobre el muestreo y las mediciones
del carbono organico particulado del Grupo internacional de coordinacién en relacion
con el color de los océanos.

179. Una revision de las técnicas Opticas para la caracterizacion remota e in situ de
las particulas marinas sin recoleccion y recuperacion se puede encontrar en Boss et
al. (2015), donde se tratan las técnicas para evaluar las propiedades generales,
incluidas la masa de las particulas, la distribucion del tamafio de las particulas y la
informacion de la forma de las particulas, junto con las propiedades oOpticas de las
particulas individuales, como el tipo y el tamafio de las particulas individuales.
Ademas, los autores repasan los avances en las tecnologias de la imagen y su uso en
el estudio de las particulas marinas in situ. Se pueden encontrar mas detalles en
Giering ef al. (2020) y Huffard et al. (2020).

180. La ficha de especificaciones de las variables oceanicas esenciales del GOOS
puede consultarse para obtener mas informacion sobre las actuales redes mundiales
de observacion y los enlaces a la bibliografia sobre las innovaciones en materia de
observacion de datos autéonomos.

181. Los parametros que deben medirse en el caso de la columna de agua son la
materia organica particulada (carbono organico particulado, nitrégeno organico
particulado, fosforo orgédnico particulado), la silice biogénica, el carbono inorganico
particulado, el carbono organico total, el nitrégeno total, la materia suspendida total,
el flujo de carbono orgéanico particulado, el flujo de carbonato de calcio (CaCO3), el
flujo de silice biogénica, las particulas litogénicas, los 6xidos y oxihidroxidos de
hierro y manganeso, la concentracion de materia particulada, el suministro de carbono
o la demanda de carbono y la estequiometria Redfield (C:N:P) de la materia organica
particulada.

182. La cantidad y calidad del material que se hunde varia estacional e
interanualmente, por lo que se debe hacer especial hincapié en el muestreo semanal o
mensual de la produccion primaria y en la resolucion mensual o anual de los flujos
de exportacion.

183. Las observaciones de la materia organica en los sedimentos deben referirse a la
cantidad de materia particulada junto con la cantidad de materia organica
biodisponible y su calidad (es decir, frescura o labilidad). Se pueden adoptar varios
planteamientos (por ejemplo, Pusceddu et al., 2009; Meckler et al., 2004, y sus
referencias), pero debe existir un conjunto basico de estimaciones coherentes en todos
los estudios de referencia. La informacion sobre la cantidad de materia organica
biodisponible debe obtenerse midiendo el carbono organico total y el nitrégeno total,
normalmente mediante un analizador elemental tras la eliminaciéon del carbono
inorganico por acidificacion. La relacion entre el carbono organico total y el nitrégeno
total (la relacion C:N) proporciona una primera indicacion de la calidad de la materia
orgénica particulada. Se debe obtener informacidon mas especifica sobre la calidad de
la materia organica midiendo los equivalentes de los pigmentos cloroplésticos,
incluidos la clorofila a y sus productos de degradacion; mediante un andlisis
fluorométrico simple; mediante cromatografia en fase liquida de alta resolucién; o
midiendo el carbono biopolimérico, incluidos los lipidos, las proteinas y los
carbohidratos hidrolizables (mediante analisis quimico por via himeda). La frescura
de la materia organica particulada debe determinarse mediante la relacién entre
equivalentes de clorofila a y de pigmentos cloroplasticos (o el indice de cloro, que es
similar), o sobre la base de los andlisis de la composicidn especifica de las clases de
biomoléculas (por ejemplo, la relacion entre las proteinas, los lipidos y los
carbohidratos hidrolizables y los totales); el indice de degradacién segin la
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composicion de aminoacidos; o las tasas de acidos grasos con diferentes niveles
de saturacion).

184. Junto con el carbono organico total y el nitrégeno total, el carbono inorgéanico
particulado debe medirse con un analizador de elementos CNS. El carbono inorgéanico
particulado se suele indicar como contenido de carbonato de calcio (CaCO3), en forma
de porcentaje de peso de la muestra de sedimento seco.

185. Se espera que la distribucion de la materia organica particulada sea heterogénea,
especialmente cerca de la superficie de los sedimentos. Debido a su baja densidad, la
deposicion de particulas de materia organica en el fondo marino suele depender de
los patrones a pequefia escala de las corrientes y de la morfologia del fondo marino,
lo que da lugar a distribuciones irregulares y a acumulaciones locales, como en las
pequeiias depresiones. Deben utilizarse métodos estadisticos apropiados para decidir
el nimero de réplicas necesarias y la resolucion adecuada. Esa informacion debe ir
acompaifiada de los datos brutos. EI numero de réplicas nunca debe ser inferior a tres
testigos por lugar y campafla de muestreo. Siempre que sea posible, se utilizaran
estudios de imagenes del fondo marino (sistemas de imagenes sobre cables, AUV) o
series cronoldgicas (sistemas sobre plataformas, vehiculos oruga submarinos
bentdnicos) para obtener informacién semicuantitativa sobre la variabilidad espacial
y temporal del suministro, las reservas y el procesamiento de la materia organica
particulada fresca en el fondo marino (observaciones semicuantitativas de la
distribucion del fitodetrito verdoso en imagenes en color, observaciones cuantitativas
del pigmento cloroplastico con imagenes de fluorescencia o técnicas
hiperespectrales).

186. A partir de las mediciones de la materia particulada en la columna de agua,
deben obtenerse datos como la produccion primaria, la acidificacion del océano, los
flujos de exportacion, el suministro de carbono y la atenuacion de la materia organica
en la columna de agua. A partir de la fraccion de particulas inorganicas (carbono
inorganico particulado, silice biogénica) se debe determinar el origen principal de la
biomasa, (es decir, organismos calcificadores o silicificadores) junto con la cantidad
de lastre de carbono organico particulado, que es un importante impulsor de la
exportacion de carbono organico particulado desde la zona eufética (Klaas y
Archer, 2002). En el caso de los sedimentos, las observaciones deben utilizarse para
cuantificar las reservas y la rotacion del carbono benténico y evaluar su
disponibilidad para la remineralizacion por parte de las comunidades bentdonicas. Esta
informacion debe combinarse con las observaciones de los flujos de exportacion de
materia organica e inorgdnica particulada, la captacion de oxigeno, el sistema de
carbonatos, los nutrientes y los metales traza mediante modelos de transporte-
reaccion para evaluar cuantitativamente el ciclo biogeoquimico bentoénico en cuanto
a materia organica, nutrientes y elementos traza.

Variable medida: trazadores de isétopos radiactivos
(radiotrazadores)

187. Para el muestreo, el procesamiento de las muestras y el analisis de los
radionucleidos de vida larga y los radionucleidos de vida corta en el agua de mar (por
ejemplo, 2*°Th y 2!%Pb, respectivamente), las particulas del penacho de sedimentos en
suspension y los sedimentos, deben seguirse las recomendaciones detalladas en el
libro de recetas de Geotraces. Los pardmetros que deben medirse son 23Th, 234Th,
210pg, 219pp, 231Pg, 224Ra, 22°Ra, 228Ra, 2?’Ac disueltos, coloidales y particulados y la
radiacion alfa bruta.

188. Para determinar la actividad de los radionuclidos de vida corta (por ejemplo,
210Pp) en los sedimentos:

37/85



ISBA/27/C/11

38/85

a) Unos pocos gramos de muestras de sedimento secas y homogeneizadas
deben sellarse herméticamente y dejarse durante al menos varias semanas para
asegurarse de que los radioisotopos estan en equilibrio secular (es decir, actividad
radioisotopica constante porque la tasa de produccion es igual a la tasa de
desintegracion);

b) La actividad total del >'°Pb y el ?2°Ra debe determinarse directamente por
espectrometria gamma (detector de germanio de alta pureza (germanio de amplia
energia));

c) Ademads, el 2!°Pb total puede medirse indirectamente por espectrometria
alfa (detector PIPS) a través de su is6topo nieto 2'°Po;

d) La calibracion externa debe realizarse con material de referencia
certificado como el IAEA-RGU-1 (mineral de uranio).

189. Laactividad de los radionucleidos de larga vida en los sedimentos (*3°Th y 23!Pa)
y en las particulas y la columna de agua (serie Ra) debe determinarse mediante:

a)  Espectrometria gamma (Yokoyama y Nguyen, 1980);
b)  Espectrometria alfa (Lao ef al., 1992);
c¢) Espectrometria de masas (Geibert et al., 2019);

d) Para el analisis de sedimentos y particulas, se debe utilizar como material
de referencia certificado el IAEA-385 (sedimento del mar de Irlanda) (Pham et
al., 2008);

e) Para los analisis de la columna de agua, se podria utilizar el IAEA-443
(agua del mar de Irlanda) (Pham et al. 2011) como material de referencia certificado.

190. La determinacion de la radiacion alfa bruta puede sustituirse por la medicion de
230Th, 22°Ra y 23!'Pa individualmente, y luego calcular la radiacién alfa bruta esperada
sobre la base de los equilibrios con sus respectivos isdtopos hijos.

191. La actividad debe presentarse como actividad total, en materia disuelta y en
materia particulada, expresada en dpm/g o Bq kg™'. Toda la actividad radioisotopica
(excepto sus relaciones) debe corregirse para la interferencia de la sal del agua
intersticial durante el analisis (Kuhn, 2013; Geibert ef al., 2019) y se debe registrar
el procedimiento exacto y las correcciones.

192. A partir de estas mediciones, deben determinarse: las concentraciones y la
actividad, el déficit de 2*°Th, los flujos de radionucleidos, los flujos elementales de
hundimiento y las tasas de sedimentacion. Ademas, hay que determinar la
profundidad de la bioturbacidn, la actividad de bioturbacion, el modo de bioturbacion
(es decir, mezcla difusiva o no local), el nivel de radiacién y las reacciones entre el
agua intersticial y los minerales (por ejemplo, disolucién o precipitacion de
carbonatos) dentro de los sedimentos.

193. Para el analisis de los datos existen modelos numéricos de transporte-reaccion
o soluciones analiticas. Por ejemplo, el modelo de concentracién inicial constante es
un sistema sencillo que se utiliza para calcular las tasas de sedimentacion de los
sedimentos de aguas profundas. Utilizando la actividad media del ?*°Th o el 23'Pa
dentro de la capa bioturbada del sedimento no perturbado (en la que no se observa
ninguna tendencia significativa de profundidad para el exceso de 2*°Th o de ?}!'Pa), se
determina la profundidad a la que la actividad ha decaido hasta la mitad de ese nivel.
La diferencia entre esta profundidad y el fondo de la capa bioturbada, dividida por el
periodo de semidesintegracion en cuestion, es una aproximacion a la tasa de
sedimentacion en ese lugar.
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Calidad de los datos

Oceanografia quimica

194. Cinco programas que trabajan con datos oceanograficos, a saber, la Alianza para
las Tecnologias Costeras, el proyecto AtlantOS, el IMOS, la Comision Técnica Mixta
sobre Oceanografia y Meteorologia Marina y el Proyecto de garantia de calidad o
control de calidad de los datos oceanograficos en directo del Sistema Integrado de
Observacion de los Océanos de los Estados Unidos, publicaron conjuntamente una
revision de las mejores practicas existentes en materia de garantia de calidad
(Bushnell et al., 2019), que debe consultarse para conocer los detalles sobre el
mantenimiento de registros con fines de garantia de calidad, listas de comprobacion,
recomendaciones de mantenimiento, formas de mejorar la incertidumbre de las
mediciones y recomendaciones generales de garantia de calidad en relacion con los
datos oceanograficos. También en esa revision, el recientemente creado Sistema de
Mejores Practicas Oceanicas se identifica como un medio para desarrollar, compartir,
documentar y mantener procesos de garantia de calidad mas especificos.

195. En oceanografia quimica, las incertidumbres vinculadas al proceso de muestreo,
al tratamiento de las muestras y a las mediciones analiticas afectan a los valores de
los datos obtenidos de las muestras de agua. Estas incertidumbres pueden reducirse
aumentando el numero de observaciones. Deben distinguirse de otro tipo de
incertidumbre, a saber, la incertidumbre o variabilidad de un valor de datos para
condiciones ambientales similares en el espacio y el tiempo que surge de la repeticion
del muestreo o del registro de datos (por ejemplo, un mismo lugar muestreado en tres
afios diferentes en la misma época, o tres muestras tomadas en lugares similares pero
no idénticos en un radio de aproximadamente 10 km). Un alto rigor analitico (es decir,
exactitud y precision) ayuda a distinguir las fuentes de incertidumbre.

196. En el caso de los metales traza, Geotraces establece que deben medirse dos
categorias de repeticiones: repeticiones de campo y repeticiones analiticas. La
repeticion analitica es el andlisis repetido de una misma muestra. Es una medida de
la mayor precision posible para un analisis concreto. La repeticion de campo es el
analisis de dos o mas muestras tomadas de una misma botella de muestreo. Tiene un
componente afladido de variacion debido al submuestreo, el almacenamiento y la
variabilidad natural dentro de la muestra. La variacion de las repeticiones de campo
y analiticas debe ser igual cuando el muestreo y el almacenamiento no tienen ningin
efecto sobre el analisis (suponiendo que el analito se distribuye homogéneamente
dentro de la botella de muestreo).

Biogeoquimica

197. El numero de muestras u observaciones repetidas necesarias para describir
adecuadamente las condiciones biogeoquimicas de referencia en las distintas
unidades fisiograficas (véase la seccion III.A) depende no solo de la variabilidad
natural existente, sino también de cambios relativos que se produzcan en respuesta a
actividades mineras que deben identificarse. Deben utilizarse herramientas
estadisticas adecuadas, como el analisis de la potencia (Sweetman et al., 2019), para
evaluar la cantidad de muestreo que se requiere para detectar un cambio a un nivel
especifico y con una potencia estadistica concreta. El nivel meta de cambio que debe
resolverse para variables especificas depende principalmente de la magnitud del
cambio habitualmente vinculado a impactos relacionados con la mineria, junto con la
importancia de la variable para servir como indicadora del estado, el deterioro y la
recuperacion del ecosistema. Como orientacion, la repeticion elegida debe permitir la
deteccion de desviaciones inferiores al 30 % en comparacion con las condiciones de
referencia, con una potencia estadistica de al menos 0,95 (Ardron et al., 2019). Las

39/85



ISBA/27/C/11

40/85

VL

estadisticas sobre el nivel de cambio que puede detectarse para las distintas variables
deben notificarse junto con los datos de referencia.

198. Para decidir la magnitud del muestreo inicial, se debe recoger la informacion
disponible sobre la variabilidad natural, teniendo en cuenta que tres repeticiones
deben considerarse siempre un minimo. La repeticion requerida para las variables
debe revisarse periodicamente a medida que se disponga de mas informacion sobre la
variabilidad natural y la importancia de las respectivas variables a partir de las
observaciones de referencia, los estudios de impacto y la modelizacion integrada de
las condiciones de partida y los cambios.

Gestion de los datos

199. Las notas técnicas del Programa de Descubrimiento Oceanico Internacional y
de su predecesor, el Programa Integrado de Perforaciones Oceanicas, contienen
detalles sobre los datos y sobre la gestion y la conservacion de las muestras (asi como
sobre el muestreo y el andlisis biogeoquimico y geoldgico) que deben tenerse
en cuenta.

200. Los metadatos son necesarios para documentar si el muestreo y los analisis se
han llevado a cabo adecuadamente y para rastrear los datos proporcionados hasta su
origen. Deben facilitarse para todas las variables quimicas. Los metadatos
relacionados con el muestreo y el registro de las muestras, asi como los datos
resultantes, deben ajustarse a las directrices definidas por el International Data
Assembly Centre de Geotraces (www.bodc.ac.uk/geotraces/), el CIEM y el Grupo de
Trabajo sobre Gestion de Datos Marinos. Se puede encontrar més informacion y
protocolos sobre los metadatos en la guia de mejores practicas de gestion de datos
recopilada por la Biological and Chemical Oceanography Data Management Office,
sobre la base de la experiencia adquirida por los programas de investigacion oceanica
Globec y JGOFS. Comprende un conjunto de recomendaciones de buenas practicas
para la gestion de los datos obtenidos en los cruceros de investigacion. La guia puede
descargarse de http://bco-dmo.org/resources. Se pueden encontrar mas directrices
para la gestion de datos y metadatos en el repositorio del Sistema de Mejores Practicas
Oceanicas y en la comunidad del programa Argo.

Propiedades geologicas

Introduccion

201. En combinacioén con los parametros biogeoquimicos (véase la seccion V), las
propiedades geoldgicas tienen como objetivo caracterizar el habitat y determinar la
heterogeneidad del entorno del fondo y el subfondo marino (batimetria y
geomorfologia, entorno geologico, sedimentos y estratigrafia, diagénesis,
meteorizaciéon y removilizaciéon, geoquimica y mineralogia del sustrato rocoso,
geoquimica y mineralogia de los recursos minerales) y ayudar a ubicar los lugares de
muestreo adecuados para caracterizar la distribuciéon y la composicion de las
comunidades de fauna.

202. Las siguientes variables constituyen el fundamento de una base de referencia
geolbgica:

a) Batimetria: se utiliza para cartografiar las caracteristicas morfoldgicas del
fondo marino a gran y pequeia escala; puede utilizarse para planificar otros tipos de
muestreo.
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b) Propiedades de los sedimentos y clasificacion del habitat: importante para
caracterizar el habitat bentonico; ademas, las propiedades deben utilizarse para
cuantificar la deformacion y los cambios de las propiedades fisicas de los sedimentos
del fondo marino durante las operaciones de los equipos de extraccion, y para disefiar
el sistema de extraccion.

203. Las propiedades de los recursos son importantes para la caracterizacion del
habitat. Constituyen el principal objetivo de cualquier actividad de exploracion en la
Zona. Algunas caracteristicas de los recursos pueden constituir informacion de interés
comercial y pueden ser confidenciales en virtud de los contratos con la Autoridad. No
obstante, debe presentarse una evaluacion de la informacion necesaria para establecer
la base de referencia medioambiental.

Metodologia general

204. Los datos y la informacion sobre la geologia y la morfologia de los fondos
marinos pueden recogerse mediante:

a) Sondeo con ecosonda multihaz (con dispositivos a bordo o sistemas
remolcados por ROV o0 AUV);

b)  Sonar de barrido lateral (con dispositivos remolcados por el buque, ROV,
AUYV o por otros medios);

c¢)  Elaboracion del perfil del subfondo (por ejemplo, con un sistema Chirp);

d) Fotografias y grabaciones de video obtenidas mediante pinzas con camara,
trineo, ROV, AUV o sumergibles.

205. Existen diversos planteamientos metodologicos para realizar estudios
geologicos y adquirir datos precisos y de alta calidad sobre las variables geologicas;
se debe utilizar cualquiera de las practicas comunmente aceptadas.

206. Las muestras de sedimento necesarias para el analisis deben obtenerse
utilizando, para los decimetros superiores del sedimento, un sacatestigos multiple, un
sacatestigos de empuje manipulado mediante un ROV o un equipo fiable similar vy,
para las muestras mas profundas, un sacatestigos de gravedad.

207. Las metodologias especificas para el muestreo de sedimentos y la batimetria
pueden encontrarse en las publicaciones del Programa de Descubrimiento Oceanico
Internacional (antes llamado Programa Integrado de Perforaciones Oceanicas
2003-2013) y en el repositorio de Mejores Practicas Oceanicas
(https://repository.oceanbestpractices.org).

208. Las normas para los levantamientos hidrograficos son publicadas por la
Organizacion Hidrografica Internacional (Organizacion Hidrografica
Internacional, 2020) y deben consultarse.

Resolucion del muestreo

209. La resolucion del muestreo adecuada depende de si la informacion se va a
utilizar para la evaluacion de los recursos a gran escala o para la cartografia local de
los habitats; la resolucion debe ajustarse al uso previsto. Para los estudios a gran
escala de toda la zona de exploracion, deben elaborarse mapas batimétricos y de
retrodispersion con resoluciones superiores a 80-100 m. En las zonas en las que se
realicen otros muestreos discretos o en las que las condiciones indiquen una mayor
variabilidad, o en las zonas en las que se prevea un impacto indirecto de la mineria
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(penachos de sedimentos y de descarga), debera realizarse un muestreo de
mayor resolucion.

Variable medida: batimetria

210. En el caso de la cartografia del fondo marino, para obtener datos de alta
resolucion espacial sobre el estado fisico de los habitats del fondo marino, se debe
utilizar la batimetria multihaz, la cartografia de retrodispersion, el sonar de barrido
lateral o los métodos de sonar de apertura sintética, usando dispositivos a bordo o
dispositivos arrastrados por ROV o AUV.

211. Se requiere una calibracion adecuada para obtener datos batimétricos y de
retrodispersion del fondo marino fiables y coherentes (Lamarche y Lurton, 2018). Se
recomienda que los parametros de obtencion sean constantes y que los estudios de
retrodispersion tengan un disefio especifico; deben ser comparables entre distintas
zonas de licencia y distintos contratistas. Las normas para los levantamientos
hidrograficos se encuentran en las publicaciones de la Organizacion Hidrografica
Internacional (por ejemplo, Organizacion Hidrografica Internacional, 2020). Ademas,
las referencias a las publicaciones sobre la normalizacion de los nombres de los
accidentes geograficos submarinos se encuentran en https://iho.int/en/bathymetric-
publications y www.gebco.net.

Variable medida: propiedades de los sedimentos

212. Para describir las propiedades de los sedimentos, hay que estudiar la
mineralogia y los litoclastos de los sedimentos, la distribuciéon del tamafio de las
particulas, la porosidad y la estratigrafia general. La litologia se refiere a las
caracteristicas fisicas de una roca. La sedimentologia se ocupa del origen, el
transporte, la deposicion y las alteraciones diagenéticas de los materiales que
componen los sedimentos y las rocas sedimentarias. La estratigrafia se refiere a la
investigacion del modo en que las rocas sedimentarias se acumulan y distribuyen a lo
largo del tiempo. Los testigos deben tomarse utilizando distintas herramientas para
muestrear los 30 cm superiores de los sedimentos (sacatestigos de empuje y
sacatestigos multiple), los 50 cm superiores (sacatestigos de caja) y varios metros de
profundidad (sacatestigos de gravedad).

213. Los fenémenos fisicos oceanograficos, asi como la mineria, pueden generar
estructuras sedimentarias en el fondo marino. Por lo tanto, las estructuras
sedimentarias del fondo marino deben ser identificadas y cartografiadas, utilizando
imagenes Opticas. Las imagenes Opticas obtenidas mediante el despliegue de diversas
plataformas, incluidos los ROV, los AUV y las camaras remolcadas o desplegadas,
permiten una caracterizacion cuantitativa o cualitativa de los elementos o patrones
geologicos, sedimentoldgicos (ondulaciones, marcas y coladas relacionadas con las
corrientes del fondo marino) y biologicos, y de sus interrelaciones. Deben describirse
las tasas y las profundidades de la bioturbacién y los tipos de estructuras. Se deben
utilizar sistemas de mosaico basados en Sistemas de Informacion Geografica para
obtener imagenes de zonas complejas o mas grandes del fondo marino (Garcia et
al., 2015), indicando el porcentaje de solapamiento utilizado.

214. Los testigos deben manipularse y almacenarse de forma que se maximice su
utilizacion para estudios cientificos, siguiendo las mejores practicas de transporte,
muestreo y almacenamiento (Basu et al., 2020).

215. El tamaiio del grano es una propiedad fisica fundamental de los sedimentos. Se
correlaciona con las condiciones dinamicas del medio marino y es importante para
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interpretar su estabilidad bajo carga. La introduccion de técnicas automatizadas de
medicion del tamafio del grano puede afiadir eficiencia y precision a la determinacion
del tamaifio del grano (Jaijel et al., 2021). Segtn Jaijel et al., (2021), un espectrometro
de difraccion laser tipico moderno tiene un rango de escala de tamafio de hasta
2.000 um, que abarca la gran mayoria de los sedimentos del fondo blando de los
océanos del mundo. La distribucion del tamafio del grano de los sedimentos debe
determinarse utilizando una metodologia normalizada con una manipulaciéon
adecuada (Jaijel et al., 2021, y sus referencias).

216. Las caracterizaciones de los sedimentos deben llevarse a cabo examinando las
muestras bajo una lupa (sedimentos no consolidados) y un microscopio petrografico
(portaobjetos, secciones delgadas) (por ejemplo, Marsaglia et al., 2013, 2015a
y 2015b). La composicion mineralogica debe determinarse cualitativa y
cuantitativamente. Existen varios métodos y combinaciones de métodos, entre ellos
la mineralogia detallada, el analisis de minerales con microsonda electronica, la
difraccion de rayos X y la mineralogia cuantitativa automatizada utilizando flujos de
trabajo de liberacidon de minerales y técnicas de microscopia electronica de barrido
cuantitativa. Deben utilizarse para obtener un andlisis modal cuantitativo y una
petrografia virtual. Ademas, deben realizarse mediciones cuantitativas mediante el
analisis de Rietveld, en particular para caracterizar completamente la superficie del
fondo marino de las futuras zonas de extraccion y para definir la fraccion de arcilla
(particulas de tamafio < 2 pm) a fin de modelizar los posibles dafios ambientales
causados por los penachos.

217. La composicion quimica de los sedimentos debe analizarse en un laboratorio
equipado con sistemas de calidad de acuerdo con las normas internacionales, en
particular realizando mediciones de fluorescencia de rayos X, espectrometria de
masas con plasma acoplado inductivamente y espectrometria Optica con plasma
acoplado inductivamente (véase la seccion V).

218. Los detalles sobre los procedimientos de descripcion visual de los testigos y
sobre el equipo analitico, asi como sobre el muestreo de sedimentos, la preparacion
de las muestras y los analisis y técnicas generales, pueden encontrarse en Przeslawski
et al. (2018), Simpson y Batley (2016), Marsaglia et al. (2013, 2015a y 2015b),
Rothwell y Rack (2006), Mazzullo et al. (1988) y otros recursos disponibles en
https://repository.oceanbestpractices.org/ y http://publications.iodp.org/index.html.

219. Deben medirse los siguientes parametros:

a)  Presencia de sedimentos: grosor y actitud de la estratificacion (orientacion
o angulo), contactos de la estratificacion (por ejemplo, gradados, agudos y
erosionados), estructuras sedimentarias (por ejemplo, estratificacion laminada,
estratificacion gradada, estratificacion cruzada, fracturas o microfallas, estructuras de
escape de fluidos y bioturbacion), color de los sedimentos (con la ayuda, por ejemplo,
de una carta Munsell de colores de suelos para su clasificacion);

b) Composicion de los sedimentos: textura (arena, limo, arcilla),
composicion mineral, composicion fésil, contenido de elementos, concreciones,
material biogénico, identificacion de componentes macroscOpicos biogénicos y no
biogénicos;

¢) Diagénesis temprana: grado de diagénesis, litificacion o cementacidn

(presencia de cementos siliceos o calcareos);

d) Propiedades fisicas y mecanicas: peso especifico, densidad aparente,
porosidad del sedimento, saturacion de fluidos, resistencia al cizallamiento y tamafio
del grano;
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e) Estado de oxidacion-reduccion: profundidad a la que las condiciones del
sedimento cambian de 6xicas a suboxicas.

220. Lainformacion recopilada debe utilizarse para determinar las caracteristicas del
sustrato del lecho marino y los rasgos geomorficos, para conocer asi en detalle las
condiciones previas a la explotacion de las zonas que se ha solicitado explorar.

Clasificacion del habitat

221. Para facilitar otras iniciativas de muestreo, las descripciones cualitativas de las
caracteristicas geomorficas basicas, las clasificaciones de los habitats y las
perturbaciones no biogénicas debidas a la extraccion de testigos deben cartografiarse
a una escala adecuada a la variabilidad de los recursos y los habitats, utilizando la
terminologia para la normalizacion de los nombres de los accidentes geograficos
submarinos proporcionada por la Organizacion Hidrografica Internacional (2019).

Calidad de los datos

222. Los detalles sobre el aseguramiento de la calidad en las observaciones
oceanograficas, incluidas las normas y orientaciones, se pueden encontrar en Bushnell
et al. (2019), entre otros. Toda la metodologia debe contrastarse con los planes de
aseguramiento de la calidad (Simpson y Batley, 2016). Las orientaciones sobre el
control de calidad de los levantamientos hidrograficos y las directrices para el
procesamiento de los datos se encuentran en https://iho.int/en/standards-and-
specifications.

Gestion de los datos

223. En un deposito apropiado para ello, debe almacenarse un conjunto de testigos
representativos de los sedimentos del fondo marino obtenidos antes de la explotacion,
junto con los metadatos adecuados, para su posterior comparacion y, si es necesario,
para la realizacion de pruebas adicionales.

224. Todas las observaciones deben registrarse en una hoja de trabajo siguiendo los
formatos de datos convencionales. Deben ir acompafiadas de fotografias de alta
calidad en primer plano con escala de referencia.

225. En el Sistema de Mejores Practicas Oceanicas (2020) se puede encontrar un modelo
de documento de mejores practicas sobre la gestion de datos. EI modelo también puede
descargarse de https://repository.oceanbestpractices.org/handle/11329/1245.

Comunidades biologicas
Introduccion

226. La base de referencia ambiental para las comunidades biologicas debe incluir
datos espaciales y temporales sobre las comunidades pelagicas y bentoénicas y sus
funciones ecosistémicas, asi como informaciéon sobre mamiferos marinos, aves,
tortugas, peces y las grandes concentraciones de necton y plancton de la superficie.
Los datos recogidos seran diversos y deberan ser lo bastante amplios para evaluar el
posible impacto de la mineria en el fondo marino y en la columna de agua.

227. Para definir las comunidades biologicas deben determinarse las siguientes
variables:
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a) Comunidades pelagicas: el sistema pelagico comprende toda la columna
de agua, desde la superficie del mar hasta el fondo marino. Los organismos pelagicos
abarcan desde las bacterias hasta las ballenas. El gran volumen de agua y los
organismos que contiene se mueven a través de los posibles emplazamientos mineros,
por lo que el muestreo debe extenderse mas alla de la zona de impacto inmediato de
la explotacion, e incluir toda el agua y todos los organismos que entran, posiblemente
interactian y salen de la zona de impacto de la explotacion;

b) Comunidades bentonicas: el bentos es la biota adulta que vive sobre los
sedimentos o dentro de ellos, o cerca del fondo marino. Los organismos bentonicos
abarcan desde bacterias y protistas hasta metazoos. La mineria tiene un impacto
directo sobre ellos en forma de eliminacion o disgregacion del habitat, y un impacto
indirecto en forma de aumento de la turbidez y redistribucion de los sedimentos;

c¢) Conectividad: la comprension de la diversidad genética, la biogeografia,
los patrones de conectividad molecular, la restriccion del habitat y la endemicidad,
asi como la rotacion, es esencial para determinar la posible recuperacion tras una
perturbacion;

d) Funcionamiento del ecosistema: el conocimiento del funcionamiento del
ecosistema es necesario para comprender como las perturbaciones a pequeila escala
pueden provocar cambios en la estructura de la red trofica y en el reciclaje de la
materia organica por parte de la comunidad bentonica residente;

e) Ecotoxicologia: los metales y otros contaminantes liberados durante las
operaciones mineras pueden tener un impacto en la fisiologia de los organismos; por
ello es importante conocer su posible toxicidad;

f)  Mamiferos marinos, tiburones, tortugas y necton de la superficie: es
importante registrar la presencia de diversas especies en la zona general del contrato,
en particular la presencia de especies protegidas sensibles, amenazadas o en peligro,
ya que sus rutas migratorias estacionales pueden pasar por la zona. Hay que tener en
cuenta la evaluacion de su susceptibilidad al ruido y a determinadas frecuencias
sonoras, las profundidades a las que pueden encontrarse y el impacto que pueden tener
sobre ellas las operaciones mineras ligeras y futuras;

g) Aves marinas: las aves marinas son uno de los grupos de aves mas
amenazados del mundo. Su comportamiento se ve afectado por las instalaciones
marinas. Son buenos indicadores de la salud general del ecosistema porque
bioacumulan metales pesados y sustancias toxicas.

Metodologia general

228. El muestreo temporal es necesario para captar la variabilidad estacional de los
parametros bioldgicos. Estos abarcan, entre otros, las concentraciones de metales y
otros contaminantes en los tejidos, y se utilizan en los estudios de ecotoxicologia.
Otro factor que hay que tener en cuenta son los rasgos del ciclo vital, como las pautas
de migracién de las especies pelagicas que podrian pasar por la zona del contrato o la
zona de referencia.

229. Para documentar la diversidad regional y los patrones de conectividad, puede
ser necesario comparar especimenes recogidos a lo largo de toda una escala espacial,
por ejemplo, de decenas a miles de kilometros. Estas comparaciones pueden exigir el
muestreo de lugares distantes como parte del establecimiento base de referencia, o
pueden basarse en comparaciones con fuentes de datos de terceros.
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230. Todas las identificaciones taxonémicas deben realizarse con la mejor resolucion
posible. Deben utilizarse muestras moleculares de las unidades taxondémicas para
respaldar la identificacion.

Resolucion del muestreo

Muestreo pelagico

231. En la zona pelagica, las comunidades bioldgicas se dividen por profundidad de
la siguiente manera: la zona fotica, donde hay suficiente luz para la fotosintesis del
fitoplancton (0 a 200 m); la zona mesopelagica o crepuscular, en la que predominan
los animales de las capas de dispersion de aguas profundas (200 a 1.000 m); y la zona
batipelagica o interior del océano, que esta habitada por organismos especializados
de las profundidades oscuras del océano (mas de 1.000 m). Dentro de esas zonas,
existen capas mas finas. En cambio, las distribuciones horizontales pueden ser
bastante homogéneas a lo largo de cientos de kilometros, salpicadas por transiciones
en frentes oceanicos o sistemas de remolinos. Véase la subseccion 5 sobre la
microbiota para conocer los detalles relativos al muestreo y el analisis de los
microorganismos en el ambito pelagico.

232. Las muestras deben tomarse en estratos verticales dentro de cada bioma. En
lugar de las muestras puntuales mencionadas en la seccién III.A, los perfiles
batimétricos deben extenderse desde la superficie hasta los 50 m; de 50 a 100 m de
profundidad; de 100 a 200 m de profundidad; de 200 a 500 m de profundidad; de 500
a 1.000 m de profundidad; y de 1.000 m a 10 m por encima del fondo marino.

233. En particular, por debajo de los 1.000 m, mas alla del alcance maximo de los
sonares de los barcos, el muestreo con red puede mejorarse con sistemas de imagen.
Entre estos se encuentran los perfiladores submarinos en video, que se hacen
descender sobre un cable para obtener un perfil vertical, los sumergibles utilizados
para la obtencion de perfiles oblicuos, como describen Robison et al. (2013), y otros
sistemas diversos utilizados para elaborar perfiles de bioluminiscencia, como
describen Heger et al. (2008). Es probable que los ROV y los AUV adquieran
importancia para estos estudios profundos.

Muestreo bentonico

234. El muestreo bentonico debe abarcar todas las variedades de tamafio, los
diferentes sustratos (incluidos los sedimentos y los nédulos), la biogeoquimica (véase
la seccion V), el funcionamiento del ecosistema y la genética. Los detalles relativos
a las variables especificas se proporcionan en las secciones siguientes.

235. Para el manejo de los dispositivos de muestreo y la manipulacion de las muestras
a bordo deben seguirse las siguientes practicas recomendadas:

a)  El equipo de muestreo de sedimentos debe posarse sobre el fondo marino
con suavidad para minimizar el efecto de la onda de proa (despliegue desde el costado
del barco, baja velocidad del cable, uso de telemetria);

b) Los testigos extraidos con sacatestigos de caja para muestrear la
macrofauna no deben dividirse en submuestras. Las submuestras de un mismo testigo
extraido con un sacatestigos de caja, y los distintos testigos obtenidos del despliegue
de un sacatestigos multiple, son pseudorrepeticiones y no deben considerarse
verdaderas repeticiones (véase la seccion I11.A);

c¢) Las muestras y los especimenes deben mantenerse tan frios como sea
posible para mejorar la calidad del ADN (tamizar la muestra en una cédmara
frigorifica, clasificar en hielo y preferiblemente a bordo, conservar los especimenes
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y los residuos del tamizado en etanol frio, mantener la cadena de frio durante el
transporte y el almacenamiento de las muestras).

236. El niimero de muestras necesarias debe determinarse utilizando analisis de la
potencia (Jumars, 1981) y curvas de rarefaccion basadas en el muestreo exploratorio.
Para la macrofauna, el muestreo exploratorio debe incluir de cinco a diez testigos por
unidad fisiografica. Estudios anteriores indican que se necesitan al menos 20 testigos
de caja completos, pero que preferiblemente deberian utilizarse mas de 30, a fin de
obtener una base de referencia adecuada para una comparacion estadistica de la
abundancia de macrofauna antes y después de la explotacion de una unidad
fisiografica. El numero real debe determinarse sobre la base de un analisis de la
potencia y de las curvas de rarefaccion especificas de la zona de investigacion. En el
caso de la megafauna, es necesario un analisis de la potencia para optimizar el disefio.
Las secciones transversales deben disefiarse con el objetivo de encontrar mas de
500 organismos individuales en cada seccidon; se deben obtener al menos cinco
secciones transversales (Simon-Lledo et al. 2019).

237. Las estrategias de muestreo deben centrarse en las unidades fisiograficas que se
veran directamente afectadas por la explotacion minera (por ejemplo, las llanuras con
una densa cobertura de nodulos), las unidades fisiograficas que pueden verse
afectadas por impactos secundarios segun indiquen otras variables (por ejemplo, las
zonas en las que pueden depositarse los penachos) y los lugares de referencia
adecuados.

Variable medida: comunidades pelagicas

238. La estructura vertical de la columna de agua debe describirse a partir de un
sondeo acustico mediante un sistema a bordo (Simrad EK60 o equivalente) que
funcione a maultiples frecuencias (18, 38, 70, 120 y 200 kHz), calibrado antes del
inicio de cada viaje. Las secciones transversales deben ser analizadas tanto de dia
como de noche para estimar el biovolumen o la biomasa total, por ejemplo, 10
transecciones lineales en cada lugar, cada una de 8 millas nauticas con el barco
moviéndose a 8 nudos (Cox et al., 2013). Los datos deben procesarse para estimar la
biomasa en funcion de la profundidad, y la biomasa total integrada desde la superficie
hasta una profundidad de 1.000 m (Irigoien ef al., 2014). Las capas de dispersion del
sonido deben determinarse y clasificarse mediante un analisis multifrecuencia para
discriminar peces, calamares y crustaceos (Benoit-Bird ez al. 2017). Los estudios con
sonda acustica utilizando un Simrad EK60 o un dispositivo equivalente deben
proseguir durante al menos tres ciclos de 24 horas para cuantificar la migracion
vertical diurna, tal y como describen Klevjer et al. (2016).

239. En la medida de lo posible, deben utilizarse puntos de referencia historicos
accesibles mediante el examen de los datos mundiales de dispersion actstica
disponibles en diversos archivos, como los centros mundiales de datos oceanograficos
y los centros nacionales de datos; y los conjuntos mundiales de datos como
Mesopelagic Biogeography (Proud et al., 2017).

240. Los componentes de las comunidades pelagicas y la metodologia de muestreo
adecuada para cada uno de ellos son los siguientes:

a)  Fitoplancton: la producciéon primaria (clorofila a) debe ser cartografiada
en toda la zona de muestreo a partir de fuentes de imagenes multiespectrales por
satélite adecuadas (AVHRR, SeaWiFS, MERIS y MODIS). El muestreo es necesario
para calibrar y verificar las estimaciones satelitales de la producciéon primaria. Las
repeticiones son necesarias para determinar la variacion natural espacial y temporal.
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Las muestras de agua recogidas con botellas Niskin en una sonda CTD proporcionan
datos sobre el fitoplancton a distintas profundidades.

b) Zooplancton (meroplancton y holoplancton): el zooplancton debe
muestrearse con redes para recuperar ejemplares de referencia que se identificaran y
cuyo ADN se secuenciara; ha de llevarse a cabo un muestreo diferente para cada clase
de tamano. Las especies de macrozooplancton y mesozooplancton pueden clasificarse
y cuantificarse mediante video de alta definicion, imagenes acusticas activas (es decir,
camaras multihaz), fotomultiplicadores (para medir la bioluminiscencia), imagenes
de alta definicion y actsticas y sonares bioacusticos. Para determinar la composicion
de la comunidad, es importante calcular la distribucion de las especies y la estructura
del conjunto por zona de muestreo y sumar los datos de toda la zona usando imagenes
de alta definicion y acusticas. Pueden obtenerse datos complementarios a partir del
ADN ambiental (secuenciadores in situ de ADN) (Danovaro et al. 2020), de la manera
siguiente:

i)  Zooplancton: el zooplancton debe muestrearse mediante redes,
herramientas dpticas (por ejemplo, perfiladores submarinos en video) y AUV o
ROV para evaluar y recuperar ejemplares de referencia con el fin de
identificarlos y secuenciar su ADN; se debe hacer un muestreo diferente para
cada clase de tamafio. Las redes utilizadas para el muestreo deben tener un
tamafio de malla inferior a 1 mm; En aguas mas profundas deben utilizarse redes
tipo bongd o bombas de plancton, o con una red de apertura y cierre multiple
que permita tomar muestras de profundidades discretas en un solo remolque
(véase ISBA/25/LTC/6/Rev.1 junto con ISBA/25/LTC/6/Rev.1/Corr.1). Las
redes deben estar equipadas con caudalimetros para medir el volumen
muestreado, asi como con sensores de profundidad y temperatura. Las muestras
deben recogerse desde 100 m por encima del fondo marino hasta la superficie,
con un minimo de dos remolques en cada estacion de muestreo.

il)  Necton mesopelagico: debe utilizarse una red mas grande, como la red de
macrozooplancton o “krill” descrita por Wenneck et al. (2008), que es una red
de arrastre pelagica adecuada para capturar muestras representativas de peces
de capa difusora, crustaceos y otros organismos en capas de profundidades
discretas. Tiene cinco copos, cada uno equipado con un cubo de siete litros.
También se pueden utilizar versiones mas grandes del MOCNESS. Las muestras
deben recogerse desde 100 m por encima del fondo marino hasta la superficie,
con remolques horizontales a la profundidad de cada capa difusora, que deben
observarse simultaneamente en la ecosonda para garantizar una orientacion
correcta. El procesamiento de las muestras se describe en Cook et al. (2013).
Desde la superficie hasta los 200 m de profundidad se debe muestrear con redes;
se recomienda utilizar una red con un copo cuyo tamafio de malla sea de 350 p
y una red con un copo cuyo tamafio de malla sea de 200 p. En el caso de los
sistemas de redes de apertura y cierre multiples, los tamafios de malla pueden
oscilar entre 64 pym y 3 mm, dependiendo de la finalidad del estudio y los
organismos objetivo.

iii) Zooplancton gelatinoso: el zooplancton gelatinoso constituye una alta
proporcion de la biomasa del plancton. Es abundante y diverso desde la zona
epipelagica hasta la abisopelagica, incluida la capa limite bentonica. Los
instrumentos Opticos (por ejemplo, perfiladores submarinos en video) o las
secciones transversales obtenidas mediante AUV o ROV son la mejor forma de
estudiar el zooplancton gelatinoso. Estos dispositivos deben colocarse a
diferentes intervalos de profundidad en la columna de agua, de forma similar a
las redes remolcadas.
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iv) Plancton bentopelagico: la capa cercana al fondo puede muestrearse con
redes de plancton, pero el uso de las redes requerird montar sistemas emisores
acusticos, medidores de profundidad o altimetros de precision en los aparejos
para reducir el riesgo de dafios por contacto con el fondo marino. También puede
muestrearse esta capa utilizando redes de plancton montadas en trineos
remolcados sobre el fondo marino (por ejemplo, el “trineo Brenke”). Las
muestras cuantitativas de zooplancton pueden recogerse mediante bombas de
plancton amarradas cerca del fondo marino a alturas muy precisas sobre él; las
trampas de sedimentos amarradas permitiran obtener muestras cualitativas de
zooplancton;

¢)  Microbiota: la microbiota estd compuesta por organismos invisibles a
simple vista. Son mas pequeflos que los que integran la meiofauna. Definidos
operacionalmente como de menos de 32 pm de tamafio, abarcan el nanoplancton, los
protistas, las bacterias, las arqueobacterias y los virus. Las comunidades microbianas
de la columna de agua y de la capa de agua cercana al fondo pueden desempefiar una
funcién crucial en los ciclos biogeoquimicos. Véase la seccion E, subseccion 5, para
consultar las directrices de muestreo y analisis.

d) Necton: el necton comprende una amplia gama de tamafios, desde el
pequeiio micronecton (2 a 20 cm) hasta los grandes peces y calamares. El muestreo
es diferente para cada clase de tamafio:

i)  El necton pequefio debe recogerse con muestreadores de red, es decir,
MOCNESS;

il)  Los elementos mas grandes deben muestrearse utilizando redes de arrastre
pelagicas para recoger los especimenes, asi como métodos acusticos para
estimar la biomasa y categorizar la capa difusora profunda.

241. Los distintos elementos del zooplancton deben caracterizarse hasta el nivel
taxondémico mas bajo posible. El holoplancton debe determinarse a nivel de especie.
En el caso del meroplancton, puede ser necesario identificarlo de manera mas general,
por ejemplo, larvas de equinodermo, troc6foro de poliqueto, huevo, etc. El analisis
molecular puede ayudar a identificar los taxones holoplanctonicos y
meroplanctonicos.

242. Para todos los grupos de fauna, se debe obtener informacion de imagenes y
taxonoémica; se deben utilizar técnicas moleculares para determinar caracteristicas
genéticas que permitan la comparacion taxondmica entre distintas zonas del contrato.

243. Los parametros que deben medirse son la concentracion de clorofila a (ug 1),
la composicion y la biomasa del fitoplancton, la migracion diurna del micronecton y
del zooplancton, la abundancia, y la composicion y la biomasa del zooplancton y de
otros grupos de fauna.

244. A partir de estas mediciones y de las recogidas para otros parametros, deben
determinarse la productividad primaria, la densidad y la diversidad (univariante y
multivariante) de los grupos de fauna, las clases de tamafio y los grupos funcionales.

Variable medida: comunidades benténicas

245. Los organismos bentdnicos pueden dividirse en una serie de clases de tamafio y
grupos funcionales. Aunque el muestreo debe seguir las mismas lineas generales
siempre que sea posible, cada grupo estd sujeto a consideraciones diferentes. Estos
grupos son los siguientes:
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a) Megafauna: organismos visibles en imagenes, generalmente de tamafio
superior a 1 cm;

b) Macrofauna: normalmente anélidos, crustdceos anfipodos, tanaidaceos e
isopodos, moluscos, equinodermos mas pequefios, normalmente retenidos en una
malla de 250 a 300 pm. Las muestras abisales contienen, ademas, numerosos
foraminiferos del tamafio de la macrofauna (Bernstein ef al.,, 1978) y grandes
organismos de la meiofauna, como los nematodos, aunque estos no suelen estudiarse.
Hessler y Jumars (1974) propusieron excluir de la macrofauna en sentido estricto los
taxones mas pequeflos que estan mejor representados en las muestras de la meiofauna;
ese es el planteamiento adoptado en las presentes Directrices. Las poblaciones de las
especies mas grandes entre los taxones de la meiofauna pueden seguir siendo
muestreadas con mayor precision en la unidad de muestreo mas grande que se suele
utilizar para la macrofauna y pueden ser consideradas parte de la macrofauna en
sentido laxo. En la zona de Clarion-Clipperton, la macrofauna en sentido estricto esta
dominada por dos grupos taxonoémicos: los poliquetos y los tanaidaceos;

¢) Meiofauna: generalmente nematodos, copépodos harpacticoides,
ostracodos, quinorrincos y otros pequefios invertebrados (la meiofauna metazoaria)
retenidos en un tamiz de 32 um. Esta clase de tamafio también incluye abundantes
foraminiferos de menor tamano (la meiofauna foraminifera). Por razones practicas,
se los suele restringir a los retenidos en un tamiz de 150 pym, 125 pm o 63 um;

d) Fauna vinculada a los nédulos polimetalicos: los nédulos son una fuente
importante de estructura del habitat bentonico en las zonas donde son abundantes. La
epifauna de los ndédulos estd dominada por octocorales, esponjas, actiniarios y
foraminiferos. La endofauna de los ndédulos, que se encuentra en los sedimentos
dentro de las grietas de los nddulos, estda dominada por organismos de la meiofauna;

e) Microbiota: organismos invisibles a simple vista, mas pequefios que la
meiofauna. Desde el punto de vista operacional, se considera que tienen un tamafio
inferior a 32 um;

f)  Detritivoros y peces demersales: animales moviles que suelen ser
depredadores activos en la capa limite bentonica; también abarca a las especies que
aprovechan los cadaveres de, por ejemplo, peces o ballenas que caen al fondo del mar.

Megafauna

246. La megafauna pertinente, en el sentido mas amplio posible, para las operaciones
mineras debe estudiarse mediante la obtencion de imagenes a lo largo de
transecciones lineales, repetidas dentro de estratos o unidades fisiograficas
especificos. Siempre que sea posible, debe utilizarse la evaluacién de imagenes a
partir de fotografias (imagenes fijas) en lugar de videos (imagenes en movimiento),
ya que ello facilita enormemente el analisis y el control de calidad. De las imagenes
de video se pueden extraer fotogramas de muy buena calidad, pero la calidad de las
fotografias es casi siempre superior. Siempre que sea posible, debe incluirse el video
para evaluar la presencia de formas mas raras y de gran movilidad (por ejemplo,
peces) y para proporcionar multiples angulos de vision y observaciones del
comportamiento.

247. Las camaras fijas deben tener una resolucion suficiente para mostrar de forma
fiable la megafauna de mas de 10 mm de tamafio con suficiente detalle (por ejemplo,
cada cuadrado de 10 x 10 mm en el fondo marino esta cubierto por 40 x 40 pixeles en
la imagen). Ademas, los ajustes de exposicion de las camaras fotograficas deben
poder controlarse manualmente. Para caracterizar de manera fiable la megafauna de
mas de 10 mm de tamafio, se puede utilizar el video si la resolucion es suficiente (es
decir, al menos 720p de alta definicidn; aproximadamente, 1 milléon de pixeles por
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imagen). Lo ideal es que las imagenes se obtengan en formato crudo, es decir, con los
datos del sensor de imagen minimamente procesados.

248. Para las imagenes del fondo marino, se debe usar una plataforma capaz de
adquirir imagenes bien iluminadas y de alta resolucion de una escala y calidad
coherentes que permitan la identificacion fiable de individuos de megafauna del
tamafio determinado (normalmente 10 mm). Puede tratarse de una camara remolcada
o montada en un AUV, un ROV o un vehiculo oruga submarino. La altitud del estudio
debe mantenerse constante para que las imagenes se obtengan a una altitud constante
sobre el fondo marino. La informacion de navegacion de la plataforma de la camara
debe obtenerse automaticamente a intervalos regulares (por ejemplo, 1 Hz) mediante
un sistema de transpondedor actstico.

249. La posicion de inicio y la direccion de la transeccion deben ser aleatorias. Las
transecciones deben repetirse. El nimero de repeticiones debe determinarse y
justificarse mediante un analisis de la potencia estadistica. Se deben obtener al menos
cinco repeticiones para cada estrato objetivo (Simon-Lledo et al. 2019). Las
transecciones deben ser independientes entre si (es decir, una transeccion lineal larga
no debe dividirse en segmentos adyacentes). Existen estrategias eficaces para obtener
transecciones independientes; por ejemplo, se pueden obtener multiples transecciones
en linea recta en forma de zigzag. Las transecciones no deben cruzar las unidades
fisiograficas.

250. La longitud de las transecciones debe determinarse utilizando los datos
existentes para la region a fin de garantizar que en cada transeccion se encuentre una
cantidad suficiente de organismos de la megafauna para hacer posible una evaluacion
eficaz y sélida de los parametros de interés. Para evaluar la biodiversidad, las
transecciones deben diseflarse con el objetivo de encontrar mas de 500 organismos
individuales en cada transeccion (Simon-Lledo ef al. 2019).

251. La anchura de la transeccion debe calcularse en funcion de la altitud real de la
imagen y suele ser de unos 2 m. Si se dispone de suficiente informacion de
posicionamiento y de enfoques de muestreo espacialmente precisos, deben obtenerse
transecciones adyacentes que se solapen para crear imagenes en mosaico y abarcar un
area mas amplia, siempre que la imagen en mosaico tenga suficiente resolucion para
hacer posible la identificacion fiable de organismos de mas de 10 mm de tamafio.

252. Se deben enumerar los taxones que no pueda determinarse que estan vivos,
como los invertebrados que viven en un caparazdn o tubo (la mayoria de los taxones
de poliquetos y gasteropodos). Puede ser necesario excluirlos del anélisis
cuantitativo.

253. Los xenofioforos (megafauna protista) deben analizarse por separado (Gooday
et al., 2017, 2020b). Su numero suele ser varias veces superior al de la megafauna
metazoaria.

254. Las transecciones de imagenes deben analizarse como unidades de muestra (es
decir, todos los organismos registrados en cada transeccion deben sumarse para
formar una unica unidad de muestra), en el caso de la mayoria de los andlisis.

255. Se debe determinar la escala de todas las imagenes mediante sistemas
fotogramétricos utilizando las propiedades Opticas conocidas de la cémara, la
posicion de la camara en el dispositivo de recogida, los registros del altimetro y los
datos de alabeo y cabeceo del vehiculo. Debe indicarse en el informe la superficie del
fondo marino cubierta por el muestreo.

256. Las imagenes deben anotarse utilizando un programa informatico de anotacion
especializado, como BIIGLE (Langenkdmper et al., 2017). Se puede utilizar
cualquiera de las distintas herramientas de anotacion de imagenes muy adecuadas
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disponibles para el analisis de imagenes del fondo marino (Gomes-Pereira et al.,
2016; Schoening et al., 2016).

257. Las imagenes deben analizarse en orden aleatorio (para minimizar cualquier
sesgo relacionado con la secuencia o el tiempo). Todos los individuos de megafauna
de mas de 10 mm de tamafio deben ser detectados y anotados. Deben identificarse
con la mayor resolucion taxondémica posible, es decir, por morfotipo (unidad
taxonomica operacional) para una identificacion coherente, normalmente a nivel de
género o familia (Howell ef al., 2019). Las dimensiones fisicas de cada individuo
deben calcularse a partir de los tamafios de las imagenes en pixeles.

258. En la medida de lo posible, la observacion de las especies en fotos o grabaciones
de video debe verificarse mediante el analisis taxonémico o genético de varios
ejemplares recogidos. Estudios recientes han puesto de manifiesto que algunas
especies de megafauna, como los ofiuroideos, pueden comprender complejos de
especies (por ejemplo, Christodoulou et al., 2020).

259. Los resultados deben presentarse de forma que se facilite su uso futuro y su
comparacion con otros estudios, lo que permitira integrar los datos en evaluaciones
regionales y de otro tipo. Normalmente, para ello se deben proporcionar matrices de
abundancia de morfoespecies y valores de densidad (niimeros por m?), niimeros de
diversidad de Hill de orden 0, 1 y 2 (0: riqueza de morfoespecies [S]; 1: la forma
exponencial del indice de Shannon [exp H’]; 2: la forma inversa del indice de Simpson
[1/D]) y una evaluacién multivariante (lo ideal es que incluya datos anteriores
para compararlos).

260. Los parametros que deben medirse son las abundancias numéricas de
especimenes por superficie muestreada (individuos por m?) de los grupos
taxonémicos o funcionales apropiados y de toda la comunidad de metazoos o
xenofioforos. Ademas, se debe registrar el tamafio de cada individuo encontrado y
cualquier observacion de los detalles de su ubicacion (por ejemplo, si estaba unido a
un nddulo).

261. A partir de esas mediciones, hay que determinar la densidad, los valores
estadisticos para describir la estructura de la comunidad (medidas de diversidad
univariante y multivariante) y los patrones de distribucion. Los resultados deben
incluir mapas o zonas visualizadas, incluida posiblemente la extension de los habitats
del fondo marino estudiados.

Macrofauna

262. El muestreo de la macrofauna debe realizarse siguiendo la metodologia descrita
en el documento de la Autoridad titulado Technical Study No. 13: Deep Sea
Macrofauna of the Clarion-Clipperton Zone. Se puede encontrar mas informacion en
ISBA/25/LTC/6/Rev.1 junto con ISBA/25/LTC/6/Rev.1/Corr.1.

263. Debe recogerse tanto la macrofauna que vive en los ndédulos como la que se
encuentra en los sedimentos. Una vez a bordo, se debe fotografiar la superficie del
testigo después de haber succionado el agua suprayacente sobre un tamiz utilizando
un tubo de plastico. El residuo del tamiz del agua suprayacente debe procesarse junto
con los sedimentos superficiales.

264. En el caso de la fauna unida a los ndédulos, cuando se recuperan los testigos del
sacatestigos de caja, debe identificarse la epifauna evidente adherida a la superficie
del nédulo. Se debe fotografiar la fauna de los nédulos cuando atn estd adherida a los
nodulos en pequefios acuarios especiales con agua de mar filtrada y fria (4 °C); se
debe eliminar la fauna; se toma un fragmento de muestra para analizar el ADN en un
tubo de 2 ml con etanol frio al 96% (—20 °C) y se fija el organismo en un tubo aparte.

21-17339


https://undocs.org/es/ISBA/25/LTC/6/Rev.1
https://undocs.org/es/ISBA/25/LTC/6/Rev.1/Corr.1

ISBA/27/C/11

21-17339

El n6dulo debe devolverse al contenedor original. Toda el agua que haya estado en
contacto con los nédulos se tamizara con un tamiz de 32 pm y el residuo se afadira
al contenedor original. El tamafio y el peso de los nédulos deben registrarse antes de
conservarlos en formol o etanol frio.

265. En el caso de la fauna sedimentaria, todo el procesamiento debe realizarse en
un laboratorio frio. El agua superficial del sacatestigos debe ser succionada en un
tamiz (250 um o 300 um) y se deben tomar fotografias de la superficie del testigo
intacto y de la seccion transversal, tomando nota de cualquier bioturbacién y de la
profundidad de cualquier cambio en el color del sedimento para detectar los cambios
verticales en el tipo de sedimento. El sedimento debe dividirse en capas de las
siguientes profundidades: 0-3 cm, 3-5 cm y 5-10 cm. Cada capa debe tamizarse con
agua de mar filtrada y fria. La parte superior de la muestra debe clasificarse
inmediatamente y el residuo de los cortes mas profundos debe conservarse en un
laboratorio frio en agua de mar filtrada y fria hasta que se procesen esos cortes. Cada
vez es mas frecuente que las muestras se usen para hacer analisis morfoldgicos y
moleculares; por ello, el uso de formaldehido como fijador debe considerarse
cuidadosamente, ya que puede imposibilitar el analisis molecular de las muestras.
Para el analisis morfolégico y molecular, en el laboratorio refrigerado (4 °C), las
capas de 0-3-cm y 3-5-cm del sedimento se tamizaran con agua de mar filtrada y fria
y los residuos se conservaran en formaldehido tamponado al 10 % o en etanol al 96 %.
En el laboratorio, la capa de 5-10 cm del sedimento se tamiza con agua de mar filtrada
y fria y los residuos se fijan en formaldehido tamponado al 10 % o en etanol al 96 %.
Si hay grandes volimenes de residuos, pueden ser necesarias concentraciones mas
altas de formaldehido para garantizar la fijacion de los especimenes. Las soluciones
de formaldehido no deben utilizarse para fijar grupos de crustaceos como los isopodos
y los tanaidaceos; para esos taxones, se aconseja la conservaciéon en etanol
preenfriado al 96 %. Las muestras deben fijarse en una soluciéon de formaldehido
durante al menos 24 horas. Tan pronto como sea posible, todas las muestras deben
transferirse de las soluciones de formaldehido a una solucién de etanol al 70-80 %.

266. Para los estudios moleculares, morfoloégicos y de biodiversidad, los residuos de
la capa superior, de 0 a 3 cm, deben ser tamizados y conservados y la muestra debe
mantenerse lo mas fria posible, clasificando todos los metazoos en grupos
taxonomicos facilmente identificables sobre un “lecho de hielo”. Se deben tomar
imagenes en vivo de los especimenes antes de conservarlos en etanol. Puede utilizarse
DESS (Yoder et al. 2006) para conservar los nematodos. Las demas capas se
tamizaran y los residuos se examinaran como se ha descrito anteriormente o se
conservaran en etanol al 96 %. Los poliquetos deben conservarse en etanol frio al
80 %, los nematodos en DESS (y almacenarse a 4 °C) y todos los demés grupos, en
etanol frio al 96 %. El etanol debe cambiarse después de 24-48 horas y las muestras
deben almacenarse a —20 °C.

267. Los parametros que deben registrarse son la clasificacion taxonémica de cada
morfoespecie, las especies por matriz de estacion mostrando la abundancia
(individuos por muestreador) y las secuencias genéticas.

268. A partir de esas mediciones, hay que determinar la densidad, la riqueza de
especies, los valores estadisticos para describir la estructura de la comunidad
(medidas de diversidad univariante y multivariante) y los patrones de distribucion.

Meiofauna (incluida la meiofauna foraminifera)

269. La meiofauna metazoaria debe muestrearse utilizando la metodologia descrita
en el documento de la Autoridad titulado Technical Study No. 7: Marine Benthic
Nematode Molecular Protocol Handbook (Nematode Barcoding).
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270. Para analizar la biodiversidad, la meiofauna debe limitarse a los taxones de la
fauna de los sedimentos comunmente reconocidos como meiofauna, como los
nematodos, los copépodos harpacticoides o los quinorrincos. Los taxones de la
macrofauna (por ejemplo, poliquetos y tanaidaceos) capturados en las muestras de
meiofauna pueden anotarse pero no deben incluirse en las estimaciones de abundancia
de meiofauna.

271. Por cada despliegue de un sacatestigos multiple, al menos un testigo debe
dedicarse a la caracterizacion morfologica de la meiofauna metazoaria, y otro testigo
a la caracterizacion morfologica de los foraminiferos. Deben asignarse otros testigos
a la caracterizacion molecular de esos grupos y de otros eucariotas de pequeio tamafio
(por ejemplo, pequeiios protistas desnudos) (Gooday et al., 2020a) mediante codigos
o metacodigos de barras. La técnica de los metacddigos de barras puede aplicarse a
la meiofauna extraida de los sedimentos o a muestras de sedimentos como tales; estas
ultimas constituirian muestras de ADN ambiental.

272. Si los nodulos son abundantes, pueden alterar el sedimento como consecuencia
del movimiento durante la extraccion de los testigos, causando diversos grados de
alteracion. Por ello, antes de cada despliegue deben priorizarse los analisis asignando
los testigos menos perturbados a los analisis de mayor prioridad y rotando los rangos
de prioridad entre los despliegues.

273. Una vez a bordo, todos los testigos deben ser fotografiados antes de nada. El
agua suprayacente del testigo para el analisis de la meiofauna metazoaria debe
succionarse sobre un tamiz de 32 um con el uso de un tubo de plastico; el residuo del
tamiz debe procesarse junto con los sedimentos superficiales. El corte del testigo debe
determinarse sobre la base de una inspeccion visual. Normalmente, la presencia de
nédulos impide el corte, en cuyo caso se puede conservar toda la seccion de 0-5 cm
del testigo sin cortar. Los nddulos también pueden extraerse, y los testigos cortarse
usando una placa de corte para crear las siguientes capas: 0-1 cm, 1-2 cm, 2-3 cm, 3-
4 cm, 4-5 cm (las profundidades identificadas en la seccion III.A, pero sin bajar mas
de 5 cm en el sedimento).

274. El testigo utilizado para el analisis de los foraminiferos debe cortarse como se
ha descrito anteriormente y cada corte del sedimento debe conservarse por separado
en una solucion de formaldehido al 4 % tamponada con bérax (= 10 % de formol).

275. Deben mencionarse explicitamente la temperatura y la solucion quimica
utilizadas para la conservacion de las muestras de meiofauna (tipo y concentracion).
El analisis previsto determina el tipo de conservacidon que necesita la muestra. Por
ejemplo, las muestras para el estudio morfomolecular (es decir, el codigo de barras)
deben conservarse en una solucion que contenga DESS (Yoder et al., 2006) a 4 °C.
Las muestras conservadas de este modo pueden utilizarse para estudiar las
caracteristicas morfoldgicas (es decir, mantenerlas como muestras de referencia)
mientras se deja abierta la posibilidad de extraer material genético del mismo
espécimen (es decir, el codigo de barras del ADN), estableciendo asi un vinculo entre
la morfologia y la identificacion molecular (Bhadury et al., 2006). Las muestras para
el analisis del metacddigo de barras deben ser congeladas al menos a —20 °C
inmediatamente después del muestreo (Macheriotou et al., 2020). Ademas, las
muestras deben conservarse en una soluciéon de formaldehido y agua de mar al 4-8 %
tamponada con bérax, pero esos especimenes solo pueden utilizarse para el analisis
morfoldgico. Al menos un testigo debe submuestrearse para obtener el metacodigo de
barras de los eucariotas de pequefio tamafio (protistas y metazoos). De cada testigo se
tomaran tres submuestras de sedimento (de aproximadamente 2 ml de volumen) con
una cuchara estéril, que se colocardn directamente en viales de plastico con 5 ml de
una solucién adecuada para conservar el suelo y se almacenaran a —20 °C. Los
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nédulos que se encuentren se conservaran por separado para el posterior analisis de
la fauna unida a los nédulos.

276. Una vez en el laboratorio, las muestras deben procesarse utilizando cualquier
procedimiento normalizado de extraccion de meiofauna. Para la meiofauna
metazoaria, debe seguirse el método de flotacion y centrifugacion (por ejemplo, a
1.905 rcf), ya que se sabe que asi se recupera hasta el 80 % o mas de la fauna
(Mclntyre y Warwick, 1984). Debido a que la flotacion genera resultados
incoherentes, las muestras de foraminiferos deben ser clasificadas a mano. Hay que
procurar incluir el componente de una sola camara (monotalamo) de “concha blanda”
en las evaluaciones de la biodiversidad, ya que son abundantes y predominan entre la
diversidad de foraminiferos en las muestras de la zona de Clarion-Clipperton y del
océano Indico. Sin embargo, a efectos de seguimiento, el analisis puede centrarse en
los taxones multicaAmara de caparazén duro, que son menos abundantes y diversos,
pero mas conocidos y cuyo estudio requiere menos tiempo que el de los
monotalamidos (el conocido como planteamiento micropaleontolégico).

277. Enlos estudios sobre foraminiferos se suelen utilizar tamices con mallas de 150,
125y 63 um. La eleccidon del tamafio de la malla supone un equilibrio entre el mayor
esfuerzo necesario para analizar los residuos de tamafio mas fino y el mayor nimero
de especies y datos que arrojan las fracciones mas finas (Gooday y Goineau, 2019).
Se recomienda un tamiz de malla de 125 um para su uso general en los estudios de
biomonitorizacion (Schonfeld et al., 2012), pero la fraccién de 63 pm puede aportar
informacion adicional sobre especies ambientalmente sensibles (Lo Giudice Capelli
y Austin, 2019), mientras que la fraccion de 150 pm retiene diversos monotalamidos
de mayor tamafio poco representados en fracciones mas finas (Goineau y Gooday,
2017, 2019). Lo ideal es analizar las tres fracciones (> 150 pm, 125-150 um, 63-125
pum), pero si no es posible hacerlo, se utilizara sistematicamente una fraccion (> 150
pm, > 125 pm o > 63 pum).

278. Los residuos del tamiz para el analisis morfolégico deben tefiirse en una
solucion de rosa de bengala (puede disolverse 1 g en 1 1 de agua del grifo), por
ejemplo, colocando el tamiz que contiene el residuo en un plato con soluciéon
colorante durante la noche y luego lavando el residuo en el tamiz para eliminar el
exceso de colorante. La clasificacion de los foraminiferos debe realizarse en agua, en
una placa de Petri, por ejemplo. Los monotalamidos delicados deben retirarse de la
placa con una pipeta y guardarse en glicerol en portaobjetos de cristal, dejando los
portaobjetos al descubierto para que los especimenes sigan siendo accesibles. Las
especies mas soéOlidas de cascara dura deben guardarse en portaobjetos
micropaleontologicos secos. Para mas detalles sobre el procesamiento de las muestras
de foraminiferos, en particular la division en himedo y el tamizado de los sedimentos,
la distincion de los especimenes “vivos” de los muertos y el problema de la
fragmentacion, deben consultarse Goineau y Gooday (2017, 2019) y Gooday y
Goineau (2019). Dichos articulos y su material complementario incluyen numerosas
fotografias de monotalamidos comunes y mayoritariamente no descritos. Schonfeld
et al. (2012) y Alve et al. (2016) deben utilizarse para las recomendaciones relativas
al planteamiento micropaleontolégico del uso de foraminiferos multicAmara en los
estudios de seguimiento.

279. Los parametros que deben registrarse son las listas de especies o géneros, las
especies o géneros por matrices de estaciones que muestran la abundancia (densidad)
por 10 cm? y las secuencias de genes.

280. A partir de esas mediciones, se deben determinar la densidad y los valores
estadisticos que describen la estructura de la comunidad (medidas de diversidad
univariante y multivariante).
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Fauna unida a los nédulos polimetalicos

281. EIl hecho de que los nédulos tengan una tasa de crecimiento extremadamente
lenta significa que, una vez eliminados, pasaran millones de afios antes de que se
restablezca ese sustrato duro. Por ello, es importante determinar hasta qué punto las
especies son compartidas entre los sedimentos blandos y los nédulos en los campos
de nédulos abisales, y sus funciones o roles en ese habitat.

282. Las muestras deben recogerse con un sacatestigos de caja (areca de muestreo de
un minimo de 0,25 m?), un ROV o cualquier otro dispositivo benténico similar que
pueda recoger muestras de sedimentos y nddulos inalterados.

283. Todos los nédulos polimetalicos presentes en el sedimento deben ser retirados
cuidadosamente, fotografiados y examinados para detectar la presencia de epifauna.
El tratamiento posterior depende de la fauna que se investigue.

284. Todos los organismos de epifauna adheridos a la superficie exterior de los
nédulos deben ser fotografiados inmediatamente, retirados cuidadosamente del
nédulo y almacenados en etanol al 96 % para su posterior analisis microscopico y de
laboratorio. A continuacion, la superficie de cada nédulo se lavara por separado en un
tamiz de malla de 32 pm; el material tamizado debe considerarse parte de la fauna
sedimentaria ambiental. El sedimento blando del nédulo debe lavarse por separado,
preferiblemente en un tamiz de malla fina (20-25 um), y el material tamizado debe
considerarse parte de cada capa de sedimento que contenga fauna. En el caso de la
meiofauna metazoaria de las grietas de los nddulos, los noédulos deben lavarse
cuidadosamente para eliminar los sedimentos adheridos, y deben medirse y pesarse.
Los nodulos limpios deben romperse mecanicamente si es necesario y fijarse, por
ejemplo, en formaldehido tamponado o DESS para las investigaciones morfoldgicas
y moleculares, teniendo en cuenta que la fijacion puede afectar a la integridad fisica
del ndédulo. A continuacidén la muestra puede procesarse utilizando cualquier
procedimiento normalizado de extraccion de meiofauna. No obstante, se recomienda
seguir un método de flotacion y centrifugacion (por ejemplo, a 1.905 rcf), ya que se
sabe que asi se recupera hasta el 80 % o mas de la fauna (Mclntyre y Warwick, 1984).
A continuacion, el sobrenadante debe lavarse en un tamiz de malla de 20-32 pm. El
residuo del tamiz debe examinarse cuidadosamente con un estereomicroscopio (con
40 aumentos). Todos los organismos de la fauna deben identificarse hasta el nivel
taxonémico mas bajo posible, contarse, clasificarse y almacenarse por separado en
DESS a 4 °C para que puedan ser utilizados posteriormente para la identificacion
molecular.

285. Para los estudios de foraminiferos, los nodulos deben tomarse de la superficie
de los testigos extraidos con sacatestigos de caja o sacatestigos multiples, colocarse
en recipientes separados y conservarse en una solucion de formaldehido al 4 %
tamponada con bérax (10 % de formol). Deben utilizarse frascos de boca ancha para
poder extraer facilmente los nodulos sin dafiar los delicados foraminiferos
incrustados. En el laboratorio, los nodulos deben lavarse cuidadosamente, si es
necesario, echando agua en la superficie con una pipeta para eliminar cualquier
sedimento adherido. Sin embargo, el lavado debe ser minimo y los n6dulos deben
manipularse con el mayor cuidado y lo menos posible. Una vez limpios, los ndédulos
deben colocarse en un recipiente con agua lo bastante profundo para cubrirlos por
completo y examinarse con un estereomicroscopio equipado con una camara digital.
Los foraminiferos suelen ser mds comunes en las superficies superiores y pueden
concentrarse en los puntos mas altos, pero también pueden encontrarse en las
superficies inferiores. Los diferentes morfotipos deben fotografiarse para crear un
catadlogo que documente su diversidad. En la medida de lo posible, debe registrarse el
numero de ejemplares de cada tipo. Sin embargo, esto es dificil de hacer para algunas
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formas, como las grandes formaciones reticuladas y los sistemas tubulares con limites
poco definidos.

286. Los parametros que deben registrarse son las listas de identificacion taxonémica
al nivel mas bajo posible (a ser posible, el nivel de especie), la abundancia por ndédulo
(volumen/peso del nédulo) y las secuencias genéticas.

287. A partir de esas mediciones, hay que determinar la densidad y los valores
estadisticos para describir la estructura de la comunidad (medidas de diversidad
univariante y multivariante) y los patrones de distribucion.

Microbiota

288. Las muestras de sedimentos deben recogerse con un sacatestigos de empuje
manipulado mediante un ROV, un sacatestigos de empuje sumergible tripulado, un
sacatestigos de caja, un sacatestigos de caja guiado por TV, un sacatestigos multiple
o un sacatestigos multiple guiado por TV; el muestreador sellado debe estar tan cerca
del punto de recogida como sea posible para evitar la contaminaciéon durante la
recuperacion.

289. Las muestras de agua deben recogerse utilizando una roseta de CTD equipada
con un muestreador de agua, o utilizando una unidad in situ para la filtracion y
extraccion de particulas, como el sistema de transferencia de agua McLane; el
muestreador sellado debe estar tan cerca del punto de recogida como sea posible para
evitar la contaminacion durante la recuperacion. Las muestras deben recogerse en las
capas de agua importantes, tal como se define en el muestreo de la columna de agua
(véase la seccion V). Entre las capas que se deben muestrear se encuentran la capa
superficial, la capa maxima de clorofila subsuperficial, la capa andxica y la capa
cercana al fondo.

290. Las muestras para los métodos de cultivo deben almacenarse a 4 °C. Las
muestras para los métodos independientes del cultivo deben almacenarse a —80 °C o
en nitrogeno liquido (después de ser filtradas mediante un dispositivo de filtracion de
microbios con pelicula de microfiltracion en el caso de las muestras de agua).

291. Debe obtenerse un recuento microbiano utilizando un método de tincidon
fluorescente con colorantes especificos para el ADN (por ejemplo, DAPI) o utilizando
un método de RCP en tiempo real con cebadores de oligonucledtidos especificos para
cada grupo (Labrenz et al., 2004). Cuando se utilicen técnicas de cultivo, deben
aplicarse a bordo del buque de muestreo.

292. E1 ADN microbiano debe obtenerse siguiendo el método de extraccion de ADN
con fenol y cloroformo o con la ayuda de equipos de extraccion de ADN; deben
utilizarse la espectrofotometria (Qbit, nanodrop) y la electroforesis del ADN en gel
de agarosa para detectar la pureza y la integridad del ADN, respectivamente. El ADN
microbiano seleccionado debe secuenciarse en una plataforma de secuenciacion de
alto rendimiento (por ejemplo, Hiseq X, NovaSeq, Sequel II, MinlON, GridION,
PromethION y MiSeq para el metacodigo de barras). Se debe realizar una
secuenciacion adicional de amplicones para los genes marcadores importantes (por
ejemplo, el gen 16S del ARNr, los genes funcionales).

293. El1 ARN microbiano deben obtenerse utilizando equipos de extraccion de ARN
o reactivos similares lo antes posible tras la recuperacion de la muestra; deben
utilizarse la espectrofotometria y la electroforesis del ARN en gel de agarosa para
detectar la pureza y la integridad del ARN, respectivamente. El ARN microbiano
seleccionado debe secuenciarse en una plataforma de secuenciacion de alto
rendimiento. Ademas, deben analizarse determinados ARN usando el método de RCP
en tiempo real con cebadores de oligonucleo6tidos especificos.
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294. Actualmente no existe un método normalizado para los analisis que conllevan
una secuenciacion de alto rendimiento. Los métodos comunmente aceptados son:
FastQC para el control de calidad; SPAdes para el ensamblaje de las lecturas de
secuenciacion; MetaBAT 2 para el agrupamiento de contigos; DADA2 para la
generacion de variantes de secuencias de amplicones; BLAST+ para la alineacion de
secuencias y la anotacion de genes; CheckM para evaluar la calidad del ensamblaje y
el agrupamiento (Breitwieser et al., 2017).

295. Deben facilitarse los resultados del analisis de la secuenciacion del genoma o
del agrupamiento metagenémico de la poblacién microbiana.

296. Los parametros que deben registrarse son la identificacion, la abundancia y las
secuencias genéticas.

297. A partir de esas mediciones, se deben determinar la diversidad microbiana, la
composicion de la comunidad, la abundancia y las diferencias funcionales de los
distintos grupos.

Detritivoros y peces demersales

298. Deben utilizarse dos 0 mas de las tres categorias principales de muestreo: redes
de arrastre de fondo, sistemas con cebo y transecciones de imagenes. Hay que tener
en cuenta que las transecciones de video y las imagenes recogidas por los ROV, los
AUV o las camaras sumergidas no son ideales para el muestreo de peces, ya que
pueden atraer o disuadir a las especies y, por tanto, sesgar su composicién y su
abundancia. Para las transecciones de imagenes, se debe seguir el planteamiento
descrito en la subseccidon 1. Las redes de arrastre de fondo pueden remolcarse de
forma independiente o detras de un trineo con camara, y las capturas proporcionan
especimenes de referencia para la taxonomia y la secuenciacion del ADN. Las
trampas y los palangres tienen la desventaja de que son selectivos para las especies y,
por tanto, no deben utilizarse para los estudios de biodiversidad. Las cdmaras con
cebo montadas en plataformas sobre el fondo generan un muestreo no sesgado de la
fauna que acude a los cebos en una zona determinada. En el caso de los anfipodos, se
pueden colocar pequefias trampas para pececillos en las patas de la plataforma con
camara para capturar especimenes de referencia (Jamieson, 2015).

299. Una desventaja de los sistemas de camaras es que suele ser dificil distinguir las
especies en las imagenes, pero si se utilizan, deben realizarse un minimo de 10
lanzamientos de cdmara con cebo en cada zona de muestreo. Una desventaja del
muestreo con redes de arrastre de fondo es que las redes de arrastre de estudio pueden
tener un impacto negativo en las especies y los habitats bentonicos vulnerables (Duran
Munoz et al., 2020).

300. Los parametros que deben registrarse son las listas de identificacion taxonémica
al nivel mas bajo posible (a ser posible, el nivel de especie), la abundancia, las
secuencias genéticas (si se recogen muestras), el tamafio de los individuos, el
momento de la llegada tras poner el cebo y el nimero maximo de individuos
observado para cada especie (en el caso de las plataformas con cebo).

301. A partir de esas mediciones, hay que determinar la densidad, la riqueza de
especies, los valores estadisticos para describir la estructura de la comunidad
(medidas de diversidad univariante y multivariante) y los patrones de distribucion.

Variable medida: conectividad

302. Deben realizarse estudios de conectividad de las poblaciones para las especies
clave utilizando muestras de varias ubicaciones geograficas o habitats. Para cada
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especie, el nimero de individuos de cada poblacion deberia ser, en teoria,
relativamente grande (> 10-20 individuos por ubicaciéon), de modo que solo se
evaliien las especies relativamente abundantes y se utilicen como indicadores del
conjunto mas amplio. Sin embargo, dada la densidad relativamente baja de algunas
especies que se encuentran en la zona de Clarion-Clipperton, incluso un numero
menor (3-5 individuos por ubicacion) deberia seguir siendo suficiente para realizar
estudios de conectividad (Taboada et al., 2018).

303. Dependiendo del entorno, para recoger un nimero suficiente de individuos con
el fin de realizar estudios de conectividad, puede ser necesario usar muestreadores
adicionales a los indicados anteriormente. Por ejemplo, pueden ser necesarios
métodos de recogida como los trineos epibentonicos en habitats bentdnicos para
garantizar la recogida de suficientes individuos de macrofauna. Sin embargo, estos
métodos deben evitarse cuando puedan tener un impacto negativo en elementos
delicados. Las muestras para los estudios de conectividad deben recogerse y
almacenarse para preservar el ADN en las mejores condiciones posibles, como
detallan Glover et al. (2016). Cuando se conservan especimenes grandes o partes de
especimenes grandes, se debe utilizar etanol al 96 % en lugar de etanol al 80 %.

304. Para el analisis, debe utilizarse el planteamiento de taxonomia inversa (Janssen
et al., 2015). Deben conservarse ejemplares de referencia de los especimenes
estudiados, ya que es necesario un examen mas detallado de los caracteres
morfoldgicos (por ejemplo, mediante técnicas de microscopia electronica de barrido)
para distinguir las especies cripticas determinadas molecularmente.

305. La seleccién de los marcadores moleculares adecuados depende del taxdn
seleccionado. En algunos casos, los métodos normalizados, como el uso de los
marcadores moleculares mas comunes (por ejemplo, el gen COI, el gen 16S del
ARNr), pueden no revelar una variabilidad genética suficiente para permitir un
analisis mas profundo. Se debe adoptar un planteamiento combinado mediante el uso
de marcadores moleculares comunes y marcadores de tipo microsatélite, incluidos los
microsatélites altamente polimoérficos (Taboada et al., 2018), que pueden utilizarse
para estudios a pequefia escala.

306. Ademas de los microsatélites para los estudios de genética de poblaciones,
deben explorarse otras técnicas moleculares, como el uso de polimorfismos de un solo
nucledtido generados a partir de estudios de representacion reducida del genoma que
pueden aplicarse facilmente a organismos no modelo a un costo relativamente bajo.
Por ejemplo, con ddRADseq se pueden generar entre cientos y miles de
polimorfismos de un solo nucleétido, lo que permite no solo hacer estudios de
gendmica poblacional detallados, sino también investigar la filogendmica, las
estrategias de adaptacion o la introgresion, entre otros procesos poblacionales
(Andrews et al., 2016).

307. Deben aplicarse planteamientos de modelizacion en los que se utilice todo un
abanico de herramientas disponibles. Los patrones de flujo genético y migracion
deducidos a partir de los datos genéticos deben compararse con factores ambientales
como las corrientes oceanograficas. El uso de modelos oceanograficos para estimar
el transporte de larvas (véase la seccion IV, apartado D) puede explicar algunos
patrones de diferenciacion poblacional a gran escala y la conectividad de la especie
(Taboada et al., 2018; Kenchington et al., 2019).

308. Dado que continuamente se estan desarrollando diversos programas
informaticos, los resultados de los estudios de referencia deben incluir una indicacion
clara de las herramientas utilizadas en los analisis y de los supuestos de los que se
parte.
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309. A partir de estos estudios, se debe determinar la conectividad y la biogeografia
para las especies clave de cada agrupacion funcional y se debe inferir para los
conjuntos mas amplios.

310. Entre las métricas especificas que deben determinarse se encuentran las
siguientes:

a)  Distancia genética minima, utilizando redes de haplotipos, partiendo de la
distancia p no corregida y los modelos de dos parametros de Kimura entre especies y
dentro de las especies para establecer la distancia genética intraespecifica e
interespecifica;

b) En cuanto a la diversidad genética, hay que calcular la heterocigosis
esperada (H:) y observada (H,) y los coeficientes de endogamia (Fis) para cada
especie, estacion de muestreo y region, utilizando paquetes R o, por ejemplo, el
programa Genodive (Meirmans y Van Tienderen, 2004);

c) Para la estructura de la poblacion, debe utilizarse una de las siguientes
opciones:

i)  M¢étodos de agrupamiento como el determinado mediante los programas
Structure (Pritchard et al., 2000) y DAPC; este Gltimo estd incluido en el
paquete R adegenet (Jombart et al., 2010), que representa graficamente las
afinidades genéticas entre las muestras;

il) Los métodos de distancia, como el valor estadistico del indice de fijacion
(Fst), deben aplicarse para medir el grado de diferenciacion genética entre las
poblaciones, utilizando valores de Fst parecados para comparar los lugares y las
regiones de muestreo; el analisis de la varianza molecular debe utilizarse para
determinar la distribucidn jerarquica de la variacion genética;

d) En el caso de los patrones de migracion, se debe utilizar la funcidn
divMigrate del paquete R diveRsity (Keenan et al., 2013) para estimar la migracion
relativa contemporanea entre las estaciones de muestreo. Como alternativa, se pueden
utilizar los programas Lamarc (Kuhner, 2006) o Migrate (Beerli y Palczewski, 2010)
para calcular los patrones de migracion;

e) Aislamiento por distancia y rupturas genéticas: debe efectuarse una prueba
de Mantel que correlacione las distancias geograficas con los valores transformados
logaritmicamente y esté correlacionada con la estimacion pareada y linearizada de
Slatkin Fst (Fst/1—Fsr), utilizando diferentes paquetes R o usando programas como
Genodive; ademas, la presencia de posibles barreras para determinar la estructura
genética de las poblaciones debe evaluarse utilizando programas como Barrier (Manni
et al.,2004).

Variable medida: funcionamiento del ecosistema

311. Las muestras de endofauna (un minimo de 10 a 12 lugares seleccionados al azar)
destinadas a analizar la abundancia de isétopos naturales para estudiar la estructura
de la red alimentaria deben tomarse, en el caso de la meiofauna, a 0-1 cmy 1-2 cm y,
en el caso de la macrofauna, a 0-1 cm, 1-5 cm y 5-10 cm. La megafauna debe
muestrearse para estudiar la abundancia de isétopos naturales siempre que sea
posible, de manera que se obtengan muestras de al menos diez individuos de un taxon
particular (por ejemplo, Ophiuroidea). Los experimentos de marcaje con isdtopos
deben llevarse a cabo en un minimo de diez sitios seleccionados al azar y se deben
repetir las mediciones con cdmara bentdénica en cada sitio (Sweetman et al., 2019).

21-17339



ISBA/27/C/11

21-17339

312. Para analizar los isotopos estables, la meiofauna debe muestrearse utilizando
sacatestigos de gran tamafio o sacatestigos multiples, y se deben obtener muestras
desde la capa de 0,5 cm. Los sedimentos deben almacenarse congelados (a —20 °C o
menos temperatura) sin ningun tipo de conservante hasta su posterior analisis en el
laboratorio. Deben tamizarse en un tamiz de 32 um con agua de mar filtrada y fria.
La macrofauna se recogera con un sacatestigos de caja de 0,25 m? y se tomaran
muestras a 0-1 cm, 1-5 cm y 5-10 cm de profundidad del sedimento; los cortes
sedimentarios deben tamizarse con una malla de 300 um usando agua de mar filtrada
y fria. Como alternativa o complemento, se puede usar un trineo epibentdnico para
recoger muestras de macrofauna a fin de analizar los is6topos estables.

313. Las muestras para analizar la estructura basica de la red alimentaria de la
endofauna (por ejemplo, el namero de niveles troficos) deben recogerse en los
mismos lugares que las muestras destinadas a analizar la estructura de la comunidad
de meiofauna y macrofauna. Las muestras deben tomarse en, al menos, 10 o 12
lugares seleccionados al azar. Siempre que sea posible, la megafauna (por ejemplo,
las holoturias) debe recogerse utilizando un ROV durante las transecciones con ROV
o mediante pesca de arrastre; se debe intentar recoger al menos diez animales de cada
uno de los principales taxones de megafauna. Los estudios de marcaje con is6topos
para cuantificar las actividades microbianas y de la fauna y los vinculos de la red
alimentaria deben realizarse in situ utilizando plataformas de camaras bentdnicas
(ROV o plataformas sobre el fondo) en un minimo de diez sitios seleccionados al
azar, y se deben repetir las mediciones con camara bentonica en cada sitio (Sweetman
etal., 2019).

314. Los residuos de tamiz de la meiofauna y la macrofauna deben colocarse en una
bolsa de plastico, congelarse en nitrégeno liquido y almacenarse a —20 °C. Nunca
deben utilizarse fijadores a base de alcohol cuando se fijen muestras para estudiar los
is6topos estables. La megafauna recogida mediante ROV o redes de arrastre debe
trasladarse inmediatamente a una camara frigorifica; hasta diez individuos de cada
taxon deben sellarse individualmente en bolsas de plastico, congelarse en nitrégeno
liquido y almacenarse a —20 °C.

315. La meiofauna y la macrofauna deben clasificarse cuando se esté en el
laboratorio, teniendo cuidado de calentar las muestras lo menos posible. Para eliminar
los restos organicos adheridos, debe lavarse la fauna con agua de mar filtrada y fria;
a continuacion, se colocara en recipientes para analisis de isdtopos de estafio o plata
(si es fauna calcarea) previamente pesados. Los tejidos objetivo de la megafauna (por
ejemplo, la pared corporal, los musculos, los brazos de los ofiuroideos) deben
extraerse en el laboratorio, con cuidado de calentar el tejido lo menos posible, y
colocarse en papel de aluminio. Todas las muestras deben secarse durante dos o tres
dias a 45 °C y los tejidos de la megafauna deben triturarse a mano con un mortero.
Los tejidos de la megafauna calcarea deben colocarse en recipientes de plata para el
analisis de isotopos. Los animales y tejidos calcareos (por ejemplo, los brazos de los
ofiuroideos) deben acidificarse a continuaciéon con HCI al 10 % para eliminar los
carbonatos y secarse de nuevo a 45 °C durante tres dias, lo cual ird seguido de un
paso adicional de acidificaciéon si no se han eliminado todos los carbonatos. A
continuacion, las muestras isotopicas deben prepararse para el analisis de is6topos
(segun lo especificado por el laboratorio que analice las muestras) y enviarse para ser
analizadas como se describe en la bibliografia (por ejemplo, Hardy et al., 2008; Levin
et al.,2009; Sweetman et al., 2013).

316. A fin de cuantificar los tipos de alimentos predominantes de la fauna, se deben
preparar muestras de materia orgdnica particulada recogidas en trampas de
sedimentos y muestras de sedimentos (véase la seccion V.H) para analizar los is6topos
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estables; sus signaturas isotopicas deben corregirse si las muestras se han conservado
en una solucion de formaldehido.

317. Los estudios de marcaje con is6topos para documentar las actividades y los
vinculos de la red alimentaria deben realizarse in situ utilizando camaras bentonicas
manipuladas mediante ROV o plataformas con camaras bentonicas. Para documentar
la actividad metabdlica heterétrofa de los microorganismos y la fauna, deben
utilizarse cultivos de fitoplancton marcados con '3C en los estudios de marcaje
(Sweetman et al., 2019), mientras que la actividad microbiana autétrofa puede
determinarse utilizando como marcador bicarbonato marcado con '*C. Ademas, los
estudios de marcaje en los que se utiliza bicarbonato marcado con '3C o glucosa
marcada con '3C permiten detectar mas vinculos en la red alimentaria; por ejemplo,
se puede determinar qué animales se alimentan de microorganismos (Sweetman
et al.,2019). Los estudios de marcaje in situ deben seguir los métodos de Stratmann
et al. (2018) o Sweetman et al. (2019) y ejecutarse durante un periodo de 36 a 48
horas. La transformacion del carbono organico (procedente de fitoplancton marcado
con 3C) en CO; puede cuantificarse en estos experimentos si las cdmaras que se
utilizan tienen capacidad de muestreo con jeringa. Si es asi, las muestras deben
recogerse en momentos determinados (por ejemplo, cada 6 u 8 horas) durante el
experimento utilizando el muestreador con jeringa. En el laboratorio, las muestras
deben filtrarse (con un filtro de acetato de celulosa de 0,45 pum) y fijarse en viales
Exetainer con 5-10 pl de cloruro de mercurio al 6 % para analizar el carbono
inorganico total disuelto y la espectrometria de masas de proporciones isotdpicas en
relacion con el 3C (Sweetman ef al., 2010). Siempre se deben anotar la profundidad
del agua en la camara y la superficie de la camara para determinar el volumen de agua
en la camara al final de cada experimento. Al final del experimento, se debe utilizar
un sacatestigos de empuje o de hojas para muestrear los sedimentos a fin de estudiar
los microorganismos y la fauna en el caso de las camaras manipuladas mediante ROV,
mientras que las plataformas con camaras bentdnicas, en su mayor parte, recogen
automaticamente los sedimentos que se han visto expuestos al sustrato marcado. Una
vez a bordo, los sedimentos se trasladaran a una camara frigorifica y se tomaran
muestras para analizar los microorganismos a las profundidades de 0-1 cm, 1-5 cm y
5-10 cm, se homogeneizaran y se congelaran en botellas de vidrio (previamente
lavadas con metanol y diclorometano en proporcion 1:1 y secadas) utilizando
nitrogeno liquido, y se pondran a —20 °C. Se tomaran muestras por separado en los
mismos horizontes de profundidad para analizar el contenido de humedad de los
sedimentos. La meiofauna debe muestrearse con un sacatestigos de empuje (camaras
manipuladas mediante ROV) o con un sacatestigos de jeringa (plataforma con camara
bentdnica) a profundidades de 0-1 cm y 1-2 ¢cm; a continuacidn, se tamizara con una
malla de 32 um y se transferird a una soluciéon tamponada de agua de mar y
formaldehido al 4 % (es decir, formol al 10 %). La macrofauna debe muestrearse a
partir de los sacatestigos de hojas (camaras manipuladas mediante ROV) o del resto
de la camara en el caso de una muestra tomada mediante una plataforma con cdmara
bentdnica, tamizarse con una malla de 300 um y conservarse en formol. Las muestras
para las signaturas isotopicas microbianas y animales de referencia deben recogerse
utilizando sacatestigos de empuje manipulados mediante ROV, sacatestigos de caja o
sacatestigos de gran tamafio, y prepararse y conservarse de la misma manera. Aunque
la conservacion en formol puede afectar a las signaturas de & '*C en 0,5-1 partes por
mil, es probable que el marcaje de la fauna sea significativamente mayor (500-1.000
partes por mil), lo que anula la necesidad de congelar las muestras. Ademads, la
conservacion de las muestras de referencia en formol anula el efecto que tiene la
conservacion en formol sobre las signaturas isotdpicas cuando se calculan las tasas
de alimentacion de la fauna. En el laboratorio, se debe cuantificar la incorporaciéon
del marcador a los dcidos grasos microbianos y la biomasa de la fauna (es decir, la
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actividad metabdlica o de alimentacion) utilizando los métodos descritos en
Stratmann ef al. (2018) y Sweetman et al. (2019).

318. Los datos sobre la abundancia natural de los is6topos obtenidos a partir de la
fauna (8 '3C, 8 '°N), las muestras de las trampas de sedimentos y los sedimentos deben
generarse utilizando un espectrometro de masas de proporciones isotdpicas,
disponible en instituciones académicas y laboratorios comerciales. Los datos
derivados de las muestras conservadas en formol deben corregirse en funciéon de la
conservacion en formol. Los valores corregidos sumados a las fuentes de la red
alimentaria deben utilizarse para determinar las fuentes alimentarias basales que
utiliza la fauna muestreada, empleando un modelo de mezcla de isétopos (por
ejemplo, MixSIAR) (Harbour et al., 2020), mas el nimero de niveles troficos
presentes en la red alimentaria bentdnica.

319. Los parametros que deben registrarse para analizar los isdtopos naturales son
las listas de especies, las signaturas de § 3C y § °N y la biomasa (en términos de pg
de C y N), junto con los métodos analiticos, el nimero de muestras y las estimaciones
de error adecuadas.

320. Los parametros que deben registrarse para los estudios de marcaje con is6topos
son los siguientes: listas de especies, tasas de captacion de carbono por parte de los
microorganismos, la meiofauna y la macrofauna a partir de diversas fuentes orgéanicas
e inorgéanicas (en mmol C m~2 d7'), identificacion de la fauna clave que se alimenta
de microorganismos y profundidad de la mezcla de la materia organica en los
sedimentos a corto plazo si se recogen muestras de sedimentos para calcular el 3C
organico total. Deben facilitarse las medias, junto con el nimero de muestras y las
estimaciones de error adecuadas.

321. Ademas, deben registrarse las signaturas isotdpicas (8 '°C, & '°N) en los tejidos
de la fauna benténica, la produccion de carbono inorganico disuelto marcado con *C,
las signaturas de '3C de los 4cidos grasos microbianos y la biomasa de la fauna y la
distribucién en profundidad de los detritos marcados con 'C a través de
los sedimentos.

322. A partir de esas mediciones, debe determinarse lo siguiente: la cantidad de
carbono incorporada a la biomasa de los microorganismos y la fauna del fondo marino
por unidad de superficie y por unidad de tiempo (es decir, la actividad metabdlica o
de alimentacion), el namero de niveles troficos presentes en la red alimentaria, las
fuentes alimentarias dominantes que se consumen, la contribucion de los distintos
alimentos a la dieta de los diferentes tipos de fauna, la estructura tréfica de la
meiofauna y la macrofauna, las tasas de reciclaje del carbono de los microbios y la
fauna, las tasas de mezcla sedimentaria a corto plazo y las tasas de respiracion.

Variable medida: ecotoxicologia

323. Para establecer el posible riesgo ecotoxicoldgico de la extraccion de minerales,
deben utilizarse multiples fuentes de datos (o lineas de pruebas). Las fuentes de datos
se pueden compartimentar en componentes discretos a fin de generar pruebas de peso
suficiente para determinar el riesgo toxico relativo de un recurso y una operacion
minera en particular (el planteamiento del peso de las pruebas) (Regoli et al., 2019).
La guia practica sobre la valoracion de la calidad de los sedimentos (Simpson y
Batley, 2016) ofrece més detalles sobre las medidas pertinentes, pero se debe tener en
cuenta que ninguna se ha probado todavia en las profundidades marinas.

324. Elpeso de las pruebas debe integrar los datos de las siguientes lineas de pruebas:

a)  Propiedades fisicoquimicas de los sedimentos o los minerales;

63/85



ISBA/27/C/11

64/85

b) Bioensayos ecotoxicolégicos de laboratorio;
c¢) Bioacumulacion de metales en especies indicadoras;
d) Efectos subletales o biomarcadores en especies indicadoras;

325. Cada linea de pruebas debe analizarse utilizando los métodos cuantitativos mas
adecuados; cada una debe analizarse durante la recogida de datos de referencia.

326. La caracterizacion mineraldgica del recurso y el sedimento para conocer la
proporcion relativa de especies de minerales y metales debe utilizarse para determinar
el metal y las mezclas de metales que contribuiran al posible riesgo toxico general
para las especies bioldgicas.

327. Ademas, deberan recuperarse especimenes bioldgicos de especies dominantes
claves de la biomasa o la red trofica (de un minimo de tres grupos taxonémicos, pero
véase la discusion en la parte R.10.3.2 de ECHA, 2008) de los compartimentos
bentonicos y pelagicos (toda la profundidad del agua) en mas de cuatro ocasiones y
en al menos un ciclo estacional de 12 meses, a fin de determinar las concentraciones
de referencia de los metales, otros contaminantes organicos y los niveles de
biomarcadores bioquimicos y celulares en especies clave bentonicas, abisopelagicas
y batipelagicas. Los biomarcadores son seflales de alerta temprana de problemas de
salud del ecosistema (Andersen, 1997; Simpson y Batley, 2016; Mestre et al., 2017).

328. La activacion de las rutas de desintoxicacion antioxidantes debe evaluarse
mediante estudios de biomarcadores establecidos (resumidos en Simpson y Batley,
2016). Entre esos estudios de biomarcadores se encuentran los de la actividad de la
superoxido dismutasa tisular, llevados a cabo mediante la determinacion
espectrofotométrica de la reduccion del citocromo c por el sistema xantina
oxidasa/hipoxantina a 550 nm (por ejemplo, McCord y Fridovich, 1969). Otros
analisis de rutas antioxidantes que podrian llevarse a cabo son la cuantificacion de la
concentracion de metalotioneinas (un tipo de proteinas) mediante polarografia de
pulso diferencial (por ejemplo, Bebianno y Langstone, 1989; Mourgaud et al., 2002)
y estudios enzimaticos de las actividades de la catalasa, la glutation peroxidasa y la
glutation S-transferasa (Auguste et al., 2016).

329. A continuacion, debe establecerse la ecotoxicidad relativa de diversas fases
minerales o sedimentarias generales (por ejemplo, la particulada y la acuosa) para los
organismos bioldgicos, utilizando especies Dbiologicas representativas en
experimentos de laboratorio controlados y normalizados. La toxicidad general de un
recurso puede establecerse sin conocer a priori la composicidon mineral precisa.
Utilizando protocolos de laboratorio establecidos, se puede evaluar la toxicidad
relativa de las fases del recurso en general (en relacidon con referencias conocidas de
minerales puros que se espera que estén presentes en ese recurso en particular).
Utilizando protocolos de laboratorio establecidos, se debe cuantificar la toxicidad
relativa de diversas fases del recurso en general (en relacion con referencias
conocidas de minerales puros, como el CuFeS;). Deben realizarse experimentos en
fase acusa (por ejemplo, minerales metalicos lixiviados de una superficie mineral
recién expuesta) y experimentos en fase so6lida para imitar la operacion minera
prevista, replicando el tamafno de los fragmentos o particulas y la duraciéon y la
temperatura de la lixiviacion (por ejemplo, Brown y Hauton, 2018; Knight et al.,
2018). Para establecer la ecotoxicidad de un recurso en general, deben consultarse y
utilizarse las indicaciones de Simpson y Batley (2016) y protocolos normalizados
reconocidos internacionalmente (por ejemplo, ECHA 2008, ECHA 2016).

330. La posible toxicidad de los penachos de descarga de sedimentos procedentes de
los procesos de deshidratacion para especies bioldgicas representativas a la
profundidad de descarga prevista debe evaluarse sobre la base del plan del operador
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para la recuperacion, la transferencia del elevador a la superficie, la deshidratacion y
el transporte. Las especies biologicas modelo pueden abarcar cultivos de
cianobacterias (por ejemplo, Prochlorococcus, Synechococcus o Cyanobium) en la
zona epipelagica, zooplancton (por ejemplo, copépodos calanoideos o ciclopoideos)
o cnidarios (o zooplancton gelatinoso similar) (por ejemplo, Aurelia o Nematostella)
para estudiar los penachos de descarga en la zona mesopelagica y batipelagica, asi
como peces (por ejemplo, Oryzias melastigma) (Bo et al., 2011; Kong et al., 2008).

331. Debera determinarse la concentracion letal (CLso) o la toxicidad de la dosis letal
(DLso) de los posibles penachos de descarga de sedimentos procedentes de los
procesos de deshidratacion para especies pertinentes representativas de la
macrofauna, junto con los efectos toxicos cronicos o subletales de la exposicion a las
fases solidas o acuosas del mineral en general o del penacho de deshidratacion, y la
actividad de los biomarcadores mas importantes.

Variable medida: mamiferos marinos, tiburones, tortugas y necton
de superficie

332. Para recopilar informacion sobre los mamiferos marinos, los tiburones, las
tortugas y el necton de superficie, se debe utilizar una combinacion de transecciones
lineales visuales realizadas desde el barco siguiendo los métodos normalizados
descritos en Buckland et al. (2001), Barlow y Forney (2007), Verfuss et al. (2018) y
en el sitio web del proyecto SCANS II. Se deben llevar a cabo en cada estacidon
durante las horas en que haya luz diurna y con el barco moviéndose a una velocidad
constante de 9 a 10 nudos a lo largo y ancho de una cuadricula; todo ello se
complementara con el uso de hidréfonos remolcados para detectar las vocalizaciones
de los mamiferos marinos. La informacién recopilada de este modo debe
complementarse con los datos de las estaciones de vigilancia actstica pasiva
desplegadas sobre amarres oceanograficos para vigilar continuamente las
vocalizaciones de los mamiferos marinos durante varios ciclos anuales completos.

333. Los parametros que deben registrarse son el tamafio del grupo, las especies
encontradas (en el caso de los mamiferos marinos quizas sea posible identificar a
individuos concretos) y la abundancia de esas especies. Siempre que sea posible, se
deben tomar fotografias.

Variable medida: aves marinas

334. Para conocer a fondo la distribucion y abundancia de las aves marinas y el
impacto de cualquier actividad humana sobre ellas en el mar, se debe recabar
informacion de varias fuentes. Se debe hacer un seguimiento de la atracciéon de las
aves marinas hacia las infraestructuras y los buques (tanto en transito como fijos) y
de las colisiones de las aves marinas con las infraestructuras y los buques; se deben
hacer censos sistematicos de las aves marinas; se deben recopilar y analizar los datos
de seguimiento de las aves marinas recogidos anteriormente, incluidas las capas
cartograficas de SIG de facil acceso, como las zonas marinas de importancia para las
aves y la biodiversidad y las zonas clave para la biodiversidad; y se deben analizar
los programas de vigilancia de las zonas de cria pertinentes (por ejemplo, el numero
de crias, los parametros demograficos o el éxito de la cria). Ademas, en la medida de
lo posible, se debe hacer un seguimiento de las especies y las poblaciones pertinentes.

335. La abundancia y la atracciéon de las aves marinas deben estudiarse desde
plataformas fijas o desde barcos utilizando prospecciones visuales, imagenes o
radares. Las prospecciones visuales desde barcos fijos deben realizarse mediante
recuentos instantaneos de aves, también denominados “recuentos puntuales”, dentro
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de un semicirculo (normalmente hasta una distancia de 300 a 500 m) durante un
periodo de 10 a 15 minutos a intervalos regulares (por ejemplo, 20-60 minutos)
(Gjerdrum et al., 2012); Bolduc y Fifield, 2017). Los radares marinos deben utilizarse
para estimar la abundancia de aves marinas y el riesgo de colision (Gauthreaux y
Belser, 2003; Desholm y Kahlert, 2005; Bertram et al., 2015; Assali et al., 2017).
Ademas, la abundancia y la atraccion de las aves marinas debe evaluarse mediante un
censo de las aves marinas utilizando transecciones lineales desde barcos o aviones
(Camphuysen et al., 2004; Ronconi y Burger, 2009; Gjerdrum et al., 2012).

336. Siempre que sea posible, los cadaveres de las aves marinas muertas por colision
deben recogerse haciendo blisquedas sistematicas, conservarse congelados en una
infraestructura permanente para futuras referencias con respecto a los contaminantes
emergentes y analizarse para buscar contaminantes en diversos tejidos (Gochfeld,
1973; Barbieri et al., 2010; Amélineau ef al., 2016). El objetivo es crear una base de
referencia con la que comparar el contenido de los tejidos de los cadaveres recogidos
durante las operaciones. Debe analizarse una gran variedad de contaminantes, en
particular los que pueden liberarse durante las actividades mineras.

337. Deben solicitarse y utilizarse conjuntos de datos pertinentes a fin de evaluar la
importancia de una zona especifica para las aves marinas (entre otros depredadores
marinos). Existen datos de seguimiento en el mar de muchos depredadores marinos
importantes. En la actualidad hay varias iniciativas mundiales en las que se recopila
y analiza periodicamente informacion sobre las especies marinas migratorias con el
fin de identificar zonas importantes en el mar, incluidas las zonas importantes para
las aves y la biodiversidad (https://maps.birdlife.org/marineibas) y las zonas clave
para la biodiversidad (www.keybiodiversityareas.org). Entre estas iniciativas se
encuentran las siguientes: Seabird Tracking Database (www.seabirdtracking.org/),
Migratory Connectivity in the Ocean (https://mico.eco) y Movebank for Animal
Tracking Data (www.movebank.org/cms/movebank-main).

338. Gracias a los datos de seguimiento, se puede determinar el origen de las aves
marinas que se encuentran en una zona concreta y, por tanto, se puede conocer y
vigilar su poblacion de origen. Los datos de seguimiento también permiten obtener
estimaciones precisas del tamafio de la poblacion e identificar las especies que visitan
una zona concreta (algunas de ellas, dificiles de identificar en el mar desde un barco
o una plataforma), asi como conocer el estado reproductivo, la variacion estacional,
las poblaciones especificas que visitan la zona e incluso la distribucion por edad y
sexo de los animales visitantes. La informacion debe utilizarse para identificar las
colonias de cria originales. Los programas de vigilancia llevados a cabo en esas
colonias de cria proporcionan datos de referencia adicionales que deben ser
examinados.

339. Los parametros deben registrarse a lo largo del afio, como se indica a
continuacion:

a) A partir de prospecciones visuales, censos, recuentos por imagen o por
radar: abundancias relativas y absolutas de aves marinas identificadas al nivel
taxondémico mas bajo posible, normalmente a nivel de especie, y, siempre que sea
posible, por sexo, edad y variaciones estacionales y de plumaje; indices de diversidad;
y el uso que hacen de la zona y la ruta de navegacion a lo largo del tiempo;

b) A partir de los datos de seguimiento: la proporcidén estimada de aves de
cada colonia en una zona definida y a lo largo de una ruta maritima definida que
utiliza esa zona o ruta maritima a lo largo del tiempo, identificadas por especie,
poblacidén, colonia de cria, estado reproductivo, sexo y edad;

c) A partir de los programas de vigilancia: tamafio de la poblacion, éxito
reproductivo, supervivencia de jovenes, inmaduros y adultos, edad de reclutamiento,
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tendencias de la poblacion y estimaciones de la viabilidad de la poblacion y del
tiempo hasta la extincion;

d) A partir de las colisiones y los cadaveres recogidos: numero de muertes
por dia a lo largo del tiempo, desglosado por especie, sexo, madurez sexual, muda y
estado fisico. Deben recogerse tejidos del higado, el musculo, la grasa y las plumas,
y se debe determinar la concentraciéon de contaminantes (lista del Convenio de
Estocolmo) en esos tejidos; se debe analizar el contenido estomacal y determinar la
cantidad de microplasticos y microfibras en el estomago.

Calidad de los datos

340. Para el muestreo temporal, siempre que sea posible, se debe volver a visitar la
misma zona general que en los estudios anteriores. Las muestras para el analisis
temporal deben ser de tamafio suficiente para una determinacion fiable de los
parametros de interés. Para mejorar la comparabilidad, el tamafio de la muestra debe
mantenerse constante entre los distintos estudios.

341. Los conjuntos de datos recogidos o analizados por diferentes investigadores
deben estar normalizados para que sean comparables. Ello es especialmente
importante en las investigaciones de series cronoldgicas o en aquellas en las que hay
multiples operadores. Cuando se detectan incoherencias, es necesario un mayor
control de la calidad.

342. Se pueden hacer comparaciones entre estudios de megafauna aunque los
métodos de obtencidn no sean idénticos. Sin embargo, una comparacion sélida se basa
en tener imagenes cuantificadas con precision (a escala) y la mayor coherencia
posible en la calidad de las imagenes (con respecto a la resolucidn, la iluminacion, el
balance de color y otros factores). Para cualquier comparacion posterior, debe
evaluarse cuidadosamente la posibilidad de sesgo metodologico entre los estudios;
por ejemplo, deben evaluarse los patrones de control de los taxones clave para
asegurarse de que son claramente distintos en los diferentes conjuntos de datos. Hay
que suponer que existe un sesgo metodologico hasta que se demuestre lo contrario.

343. Para que la calidad de las imagenes sea la adecuada, la iluminacién debe ser
suficiente para mantener una cobertura casi uniforme de toda la imagen del fondo
marino a la altitud objetivo; los ajustes del generador de imagenes, como los aumentos
y la exposicion, deben mantenerse constantes durante todo el estudio y la cdmara no
debe moverse con respecto a la plataforma de la camara en ninguna transeccion (por
ejemplo, utilizando una unidad de giro e inclinacién montada en un ROV).

344. La escala de todas las imagenes debe ajustarse con precision utilizando un
método fotogramétrico, que requiere informacion precisa sobre la altitud, el alabeo y
el cabeceo de la imagen. Los datos del altimetro deben tener una precision
de = 10 mm. Se deben obtener imagenes de prueba de escala conocida en el fondo
marino para verificar los calculos. El uso de laseres proyectados sobre el fondo
marino es un método alternativo.

345. Muchos organismos solo pueden identificarse hasta el nivel de especie
examinando caracteristicas no visibles en las fotografias (por ejemplo, caracteristicas
ocultas, internas o microscopicas). Los métodos moleculares y de otro tipo (por
ejemplo, la gendmica, la transcriptdmica o la genética de poblaciones) requieren
material de muestra. Por tanto, deben obtenerse muestras precisas de especimenes
individuales que estén vinculadas a iméagenes in situ, imagenes ex situ, muestras de
tejido y una muestra para el andlisis morfolégico del mismo individuo. La mejor
manera de obtener esas muestras es mediante un vehiculo teledirigido o tripulado por
personas. Se trata de algo especialmente importante en el caso de muchos taxones,
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sobre todo los de cuerpo blando (por ejemplo, las anémonas), que tienen un aspecto
muy diferente cuando estan vivos en el fondo marino que cuando estan en la
superficie, después de la recuperacion.

346. Todas las identificaciones deben hacerse al nivel taxonémico mas bajo posible.
Ademas, deben facilitarse las claves taxondmicas y las referencias utilizadas para
hacer las determinaciones, con el fin de garantizar la equivalencia entre los elementos
de identificacion.

347. La identificacion molecular mediante codigo de barras (secuencias de Sanger)
y la obtencion de metacodigos de barras (variantes de secuencias de amplicones) debe
proporcionar una lista de especies o géneros que se elabora cotejando los datos
genéticos obtenidos con los disponibles en las bases de datos publicas de referencia,
como GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Para ello, se puede utilizar la
herramienta de busqueda de alineacidn local basica (Blast) o el clasificador de la base
de datos ribosémicos denominada Ribosomal Database Project.

348. Para evaluar la biomasa, el método adecuado consiste en utilizar un modelo del
ciclo del material ecoldgico; en este sentido, la clasificacion en funcion del tamaifio
es mejor que la clasificacion en funcion de la taxonomia.

349. Cuando se necesitan muestras mas grandes que las que se pueden recoger con
métodos precisos, puede resultar apropiado el muestreo con redes de arrastre o con
trineos epibentdnicos. Se debe tener cuidado, ya que estas técnicas pueden perturbar
zonas relativamente grandes del fondo marino; su uso puede requerir una
Evaluaciéon del Impacto Ambiental (véase ISBA/25/LTC/6/Rev.l junto con
ISBA/25/LTC/6/Rev.1/Corr.1) y puede afectar a otras labores de muestreo.

350. Para determinar si se ha recogido un nimero suficiente de individuos para
caracterizar las comunidades, debe claborarse una curva de recogida, también
denominada analisis de Chao. Es probable que ello sea necesario, dado el bajo nimero
de individuos y la alta diversidad.

351. Para garantizar la solidez estadistica, se debe muestrear un numero suficiente de
réplicas. El nimero de muestras repetidas depende de la densidad o la riqueza del
taxon de interés y de su variacion. Para demostrar la solidez estadistica, se debe
notificar la potencia determinada de un analisis de la varianza combinado con un
disefio de tipo antes/después-control/impacto, sobre la base de los datos reales
proporcionados por la base de referencia. El analisis de la potencia debe presentarse
teniendo en cuenta la escala d de Cohen del tamafo del efecto (d bajo=0,2,
d medio=0,5, d alto=0,8) (Cohen, 1988). Se debe proporcionar el nimero de muestras
repetidas necesarias para alcanzar una potencia del 95 % (Ardron et al., 2019).

352. El numero de ndédulos necesarios para estudiar la asociacion de la fauna depende
de la abundancia del ndédulo en la zona de estudio y del nimero de nddulos realmente
recogidos con un sacatestigos de caja o un muestreador. Para estudiar la biodiversidad
bentonica, deben recogerse al azar un minimo de 25 ndédulos, aproximadamente. Para
una mejor cobertura espacial de las muestras, se deben recoger muestras de al menos
tres testigos de caja por zona fisiografica durante el estudio de generacidén de datos
de referencia y seguimiento.

353. Cuando el disefio del muestreo esté desequilibrado, los indices de diversidad se
deben rarificar al numero de repeticiones mas bajo.

354. El namero de aves marinas es especifico de cada lugar concreto; no sera posible
establecer el origen, el estado reproductivo, la edad ni el sexo de las aves marinas
observadas. La identificacién de aves marinas en el mar no es una tarea facil y deben
llevarla a cabo ornitélogos experimentados utilizando una de las guias mundiales de
identificacion de aves marinas (como Harrison, 2000; Howell y Zuflet, 2019). La
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mayoria de los datos de seguimiento de aves marinas estan sesgados o se limitan a
ciertas especies (algunas pequefias, pero la mayoria de tamafio medio y grande), a
ciertos periodos del ciclo anual y a ciertas etapas de la vida (normalmente adultos
reproductores).

Gestion de los datos

355. Deben generarse metadatos para todos los especimenes recogidos, incluidos los
datos de profundidad, latitud, longitud y sustrato en el que se encuentran (por
ejemplo, nodulo, endofauna, asociacion con otros organismos). A partir de los
metadatos, deben crearse catalogos de especies utilizando el sistema Darwin Core.

356. Los ejemplares de referencia de todos los especimenes deben depositarse en
museos o en colecciones nacionales para ponerlos a disposiciéon de la comunidad
cientifica. Para ello, se debe emplear un método de almacenamiento apropiado para
el analisis (por ejemplo, formol o etanol para la identificacion morfoldgica, etanol o
congelacion para el analisis molecular). Algunos métodos de analisis (por ejemplo, la
ecotoxicologia) no permiten almacenar la muestra en su totalidad; en estos casos,
deben tomarse varias muestras de tejido (al menos musculo, plumas, grasa intestinal
e higado) y almacenarse individualmente.

357. El1 ADN extraido debe conservarse en las camaras frigorificas de los museos.
Las secuencias genéticas deben depositarse en repositorios gratuitos como GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) o  Barcode of Life Data  System
(www.boldsystems.org). Los genotipos deben depositarse en repositorios gratuitos
como Dryad (https://datadryad.org/stash) o Pangaea (www.pangaea.de). Los datos de
RADseq deben depositarse en repositorios gratuitos como la base de datos Sequence
Read Archive del Centro Nacional de Informaciéon Biotecnologica
(www.ncbi.nlm.nih.gov/sra). Los datos de las secuencias de Sanger y de la
secuenciacion de alto rendimiento deben archivarse en bases de datos de acceso
publico junto con todos los metadatos pertinentes, en particular la informacién de
georreferenciacion. Para los datos de Sanger debe utilizarse GenBank y para los datos
de secuenciacion de alto rendimiento, Sequence Read Archive; se debe tener en
cuenta que los datos de secuenciacion de alto rendimiento deben cargarse
demultiplexados, es decir, con dos archivos de lectura por muestra.

358. Siempre que sea posible, las identificaciones deben documentarse mediante
pruebas fotograficas, en caso de que sea necesario revisar la informacion.

359. Lo ideal es almacenar las imagenes tal como las obtuvo la cdmara (en formato
de archivo RAW) y tal como se procesaron para su analisis (en otro formato de
archivo). Tanto los archivos de imagenes sin procesar como los procesados deben
estar vinculados a los metadatos del estudio mediante la asignacion de un nombre de
imagen Unico, de modo que los conjuntos de datos puedan combinarse con facilidad.

360. Los datos sin procesar y la informacion sobre el lugar y el método de
almacenamiento de los especimenes deben presentarse a la Autoridad como parte de
los informes anuales y como metadatos en los envios de datos del contratista a la base
de datos DeepData de la Autoridad.
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ADCP
ADN
ADNa
ADP
ADV
AEE
AICFO

ARN
ARNr
AUV
AVHRR
CIEM
CNS
Col

CTD
DCP
ddRADseq

DESS

ECHA
EPA

EuroGOOS DATA-MEQ

FAU

FNU

GOOS
Go-Ship

IMOS
IODE

IRZ

medidor Doppler acustico de corrientes marinas
acido desoxirribonucleico

acido desoxirribonucleico ambiental

medidor Doppler acustico

velocimetro Doppler acustico

Agencia Espacial Europea

Asociacion Internacional para las Ciencias Fisicas
del Océano

acido ribonucleico

acido ribonucleico ribosémico

vehiculo submarino auténomo

radiometro avanzado de muy alta resolucion
Consejo Internacional para la Exploracion del Mar
carbono, nitrégeno y azufre

Comision Oceanografica Intergubernamental de
la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Educacion, la Ciencia y la Cultura

conductividad, temperatura y profundidad
medidor Doppler de corrientes marinas

secuenciacion de ADN asociada a sitios de restriccion
con doble digestion

soluciéon de dimetilsulfoxido y acido
etilendiaminotetracético disodico, saturada con sal

Agencia Europea de Sustancias y Mezclas Quimicas

Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos

Grupo de trabajo sobre la gestion, el intercambio
y la calidad de los datos del Sistema Mundial de
Observacion del Océano europeo

unidades de atenuacion de formacina
unidad nefelométrica de formacina
Sistema Mundial de Observacion del Océano

Programa mundial de investigaciones hidrograficas
oceanicas a bordo de buques

Sistema Integrado de Observaciones Marinas

Intercambio Internacional de Datos e Informacion
Oceanograficos

zona de referencia para los efectos
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ISO International Organization for Standardization

JAXA Organismo de Exploracion Aeroespacial del Japon

JGOFS Estudio Conjunto de los Flujos Oceanicos Mundiales

LADCP medidor Doppler acustico reducido de corrientes
marinas

MCR correntometro de rotor

MERIS espectrometro formador de imagenes de resolucion
media

MOCNESS sistema de deteccion ambiental y de redes de apertura
y cierre multiples

MODIS espectrometro de formacion de imagenes de resolucion
moderada

NASA Administracion Nacional de Aerondutica y el Espacio

NOAA Oficina Nacional de Administraciéon Oceanica y
Atmosférica

NTU unidades nefelométricas de turbidez

OIEA Organismo Internacional de Energia Atomica

PIPS silicio plano implantado y pasivado

PRZ zona de referencia para la preservacion

RADseq secuenciacion de ADN asociada a sitios de restriccion

ref fuerza centrifuga relativa

RCP reaccion en cadena de la polimerasa

ROV vehiculo operado por control remoto

SeaWiFS sensor de gran campo de visidon para observar el mar

SIG sistema de informacidn geografica

TEOS-10 ecuacion termodinamica del agua de mar (2010)
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