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1. Introduccion

El presente es un informe que proporciona directrices practicas para la planificacion de
campaifas de recoleccion de datos relacionadas con la medicidn y calculo de SIF. Fue elaborado
en el marco de una pasantia de un semestre que es parte de la Maestria en Aplicaciones de
Informacién Espacial del Instituto Gulich para el instituto de investigacién IHLLA. En el
documento se aborda la seleccién de equipos adecuados, el conocimiento de las caracteristicas
espectrales de la fluorescencia, el uso de técnicas de discriminacién de linea Fraunhofer,
consideraciones ambientales, mediciones de control y analisis espaciotemporales. El objetivo
es garantizar la calidad de los datos recolectados, obtener resultados precisos y facilitar la
interpretacion en el contexto de la investigacion sobre SIF. Se hace énfasis en la evaluacién de
las aptitudes del espectrorradiémetro con el que actualmente cuenta el IHLLA (SVC: HR-10241),
en estimaciones de SIF.

2. La fluorescencia de la clorofila

La fluorescencia de la clorofila ha sido utilizada como una forma eficaz y directa de monitorear
los cambios en el estado fisiologico de la vegetacion desde la década de 1980 (Mohammed et al.
2019). Este indicador puede considerarse directo del estado funcional de la maquinaria
fotosintética debido a su relacién con la fotosintesis. La energia absorbida por la clorofila se
expulsa normalmente de las reacciones luminosas de la fotosintesis y se disipa en forma de
fluorescencia, lo que implica una reemisién de luz a una longitud de onda mayor que la de
excitacion. La fluorescencia de la clorofila compite con la fotosintesis por el uso de la luz
absorbida, junto con la otra via de disipacidn, el proceso no fotoquimico (NPQ) (Porcar-Castell
etal. 2014).

El espectro de fluorescencia de la clorofila abarca desde los 640 nm a los 850 nm y presenta dos
picos principales en los 690 nm y 740 nm (Figura 1). Al comparar el espectro de reflectancia
aparente de la vegetacion con el espectro de reflectancia real obtenido mediante la filtracion de
la fluorescencia, se pueden identificar estos dos picos en las longitudes de onda mencionadas
(Mohammed et al. 2019).
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Figura
1. Espectro de radiancia resultante y emision aparente de fluorescencia inducida por el sol (escalada
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por un factor 50). Se indican con lineas punteadas las zonas de absorcidn del oxigeno. Tomado de
Taveira y Rivas (2023): Frankenberg y Berry (2018).

2.1. Fluorescencia inducida por el sol (SIF)

La SIF es la que emiten las plantas cuando estan expuestas a la radiacion solar. Afiade una débil
sefial a la radiacion solar reflejada (1). Si se supone que tanto la emision de fluorescencia como
la reflectancia de la superficie siguen la ley de Lambert, la radiancia de la vegetacién (L(4)) a
nivel del dosel se compone de dos contribuciones acopladas, unareflejada (r E/m) y otra emitida

(F(D):
LA = rMEX) /7 + F(A) (1)

donde A es la longitud de onda, (1) es la radiancia (libre del componente de emisién) y E (1) es
la radiancia entrante total que incide sobre el objetivo (Frankenberg y Berry 2018; Porcar-
Castell et al. 2014; 2021).

2.2. Métodos para medir SIF

A pesar de que la SIF contribuye solo en una pequefia cantidad a la reflectancia total, puede
separarse de la senal de reflectancia mediante mediciones precisas dentro y fuera de las lineas
de Fraunhofer de absorcién solar y atmosférica, a este principio se le llama Profundidad de la
linea de Fraunhofer (FLD). Estas lineas estan representadas por bandas estrechas de longitud
de onda, en las que la irradiancia solar se ve atenuada por la absorcion dentro del sol o de las
atmosferas terrestres (ver Figura 1) (Plascyk 1975).

La obtencion de la SIF a nivel del dosel no es afectada por los efectos atmosféricos entre la
superficie de la vegetacién y el sensor, por lo que, los métodos de recuperaciéon requieren
s6lamente irradiancia solar y radiancia del objetivo en dos canales. Los métodos de
recuperacion de SIF a nivel de dosel, se pueden dividir en métodos basados en la reflectancia y
métodos basados en la radiancia. Estos ultimos incluyen la profundidad de linea Fraunhofer
simple (sFLD), FLD de 3 bandas (3FLD), FLD corregido (cFLD), FLD mejorado (iFLD), FLD
extendido (eFLD), y el método de ajuste espectral (SFM) (Mohammed et al. 2019). Los métodos
basados en la reflectancia consisten principalmente en indices que utilizan varios canales
espectrales en el rango de 650-800 nm para reflejar cualitativamente la informacién de
fluorescencia. Sin embargo, los métodos basados en la radiancia se desarrollan a partir del
principio FLD y pueden utilizarse para obtener la radiacion de fluorescencia que tiene un
significado fisico (Guanter et al. 2010; Ni et al. 2019). Mas informacién sobre las mediciones de
SIF en campo se pueden consultar en: Malenovsky et al. (2009), Meroni et al. (2009) y Pacheco-
Labrador et al. (2019).

2.3. Aspectos técnico-metodologicos

La resolucién espectral (SR) se refiere a la capacidad de un instrumento para distinguir lineas
espectrales cercanas, y se expresa en unidades de longitud de onda. Se estima utilizando la
anchura a media altura (FWHM) de la respuesta del instrumento a una fuente monocromatica.
La separacion espectral minima (SSI) es la distancia en unidades de longitud de onda entre dos
puntos de muestreo adyacentes. La relacion sefial-ruido (SNR) entre la sefial promedio y su
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desviacion estandar se utiliza para evaluar la calidad de los datos. El sesgo espectral (SS) se
refiere al desplazamiento de una longitud de onda central nominal respecto a la longitud de
onda efectiva. Estos parametros influyen de forma significativa en la medicién de la SIF.
Ademas, la precision de la medida esta relacionada con la complejidad del algoritmo utilizado.
El método mas sencillo (SFLD) tiende a sobreestimar las caracteristicas espectrales y es
sensible a pequefias variaciones de la sefial. El método iFLD ofrece mejores resultados, pero es
mas sensible al ruido. El método 3FLD proporciona un buen equilibrio entre robustez y
precision (Damm et al. 2011).

En la Tabla 1 se muestran tres casos de estudio con espectrorradidmetros utilizados
tipicamente en la medicidn de SIF, con tres métodos FLD y sus errores asociados. Sirven como
parametro para futuras mediciones. El sensor mas semejante al SVC - HR-1024i en la tabla 1 es
el ASD FieldSpecs. El mismo presenta mejores resultados cuando se calcula SIF en la zona de
absorcion del oxigeno (02-A) centrada en los 761 nm y con el método 3FLD. El error alcanza un
desvio estdndar de 0.069 y un RMSE de 0.07.

Tabla 1. Comparacion de espectrorradiémetros para la recuperacion de la SIF. Los valores de error y SIF
se expresan en mW m- 2 sr- 1 nm- 1, el SNR es adimensional y las medidas de precision y la posicion del
calculo en nanémetros. Modificado de (Damm et al. 2011)

Sensor Posicion SR SSI  SNR SIF sFLD 3FLD iFLD

02-A

2 STD RMSE STD RMSE STD RMSE
ASD 761 3.0 1.4 4000 0.916 0.072 3.79 0.069 0.07 0.08 0.93
FieldSpecs

OceanOptics 760.4 1.0 0.3 300 0.937 0.40 1.56 0.346 0.07 0.69 1.57
HR4000

OceanOptics 760.4 0.13 0.02 300 0.937 0.258 1.11 0.237 0.05 0.34 0.92
HR4000

Es importante sefalar que existen otros factores conocidos que influyen en las métricas como
los angulos de iluminacién y observacidn, la elevacion y orientacion del objetivo, la turbidez
atmosférica y la calibracién espectral del sensor, que afectan la profundidad de los rasgos de
absorcion (Guanter etal. 2007; Porcar-Castell et al. 2014). Para minimizar estos efectos, se
presentan consideraciones y recomendaciones para la toma de datos en campo al calcular la
SIF. Es importante tener en cuenta la combinacion de todos estos parametros al evaluar las
configuraciones de los sensores y su capacidad para recuperar caracteristicas espectrales.


https://www.zotero.org/google-docs/?WNJ2zH
https://www.zotero.org/google-docs/?5znAzj
https://www.zotero.org/google-docs/?Ovwjtu

Taveira G., Rivas R., 2023. Consideraciones y recomendaciones para la toma de datos en campo destinados al cdlculo de la
fluorescencia inducida por el sol (SIF). 9 pdginas. Repositorio Institucional CIC-Digital.

3.

Consideraciones y recomendaciones

3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.2.

3.2.1.

3.2.2.

Aspectos tedricos

Conocimiento de las caracteristicas espectrales de la fluorescencia: La
emisién de fluorescencia de la clorofila abarca aproximadamente de 650 a
800 nm, con dos maximos alrededor de 685-690 nm y 730-740 nm.

La fluorescencia como emision: La emision de fluorescencia puede variar
segun las caracteristicas de las plantas como su estructura, su momento del
ciclo fenolégico y la concentracion de pigmentos. Un indice importante a
considerar para complementar el muestreo es el indice de area foliar.

Sobre el instrumento

Optimizacion de las caracteristicas del sensor: Las propiedades del
sensor tienen un impacto significativo en la precisiéon de la recuperacion de
la fluorescencia. Por lo tanto, se recomienda optimizar las caracteristicas del
sensor para mejorar la calidad de los datos:

i. Relacion seiial-ruido (SNR): La SNR es uno de los factores mas
relevantes en la calidad de los célculos de fluorescencia. Para obtener
resultados mas confiables, es importante utilizar sensores con un SNR
lo mas alto posible. Se sugiere que las regiones en las que la relacién SNR
es inferior a 100, deben identificarse y excluirse del analisis (Spectra
Vista Corporation (SVC) 2019).

ii.  Resolucion espectral (SR): La resolucion espectral del sensor afecta la
capacidad de distinguir la fluorescencia de la reflectancia. Es
recomendable utilizar sensores con alta resoluciéon espectral para
capturar con precision las caracteristicas espectrales de la fluorescencia
de la clorofila. Las resoluciones espectrales tipicas para mediciones que
utilizan las zonas de absorcion del oxigeno son las menores a 3
nandmetros (nm).

iii.  Separacidon espectral de muestreo (SSI): Variaciones en el SSI pueden
afectar la diferencia radiométrica entre la absorcién maxima y la banda
de referencia, lo que a su vez puede introducir errores en las
estimaciones de fluorescencia.

iv.  Calibracién espectral: La calibracion espectral del sensor puede influir
en la precisién de la recuperacién de fluorescencia. Se recomienda
utilizar sensores bien calibrados y minimizar cualquier desviacion
espectral para obtener resultados mas precisos.

El espectrorradiometro SVC: Spectra Vista Corporation - HR-1024: Cubre
un rango espectral de 350 nm a 2500 nm, lo que permite capturar la
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3.3.

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

3.3.4.

3.4.

3.4.1.

3.4.2.

radiacién emitida por la fluorescencia en diferentes longitudes de onda.
Cuenta con una resolucién espectral (FWHM) de 3.3 nm en el rango de 700
nm y de hasta 9.5 nm en 1500 nm. Es considerado adecuado para medir en
las zonas de absorcién atmosférica del oxigeno (02-A y 02-B), donde se mide
la emisién de fluorescencia de la clorofila. En cuanto al nivel de ruido,
presenta un equivalente de ruido de radiancia de < 1.2 x 10-° W/cm?/nm/sr
alos 1500 nm, lo cual indica un bajo nivel de ruido y una buena capacidad de
deteccion de la fluorescencia.

El angulo del campo de vision (FOV)

Angulo del FOV: El 4ngulo del FOV determina el alcance del area que se
captura en cada medicién. Un FOV mds amplio puede abarcar un area mayor,
lo que puede ser beneficioso para estudios que requieren una cobertura
espacial mas amplia. Sin embargo, un FOV mas estrecho puede proporcionar
una mayor resolucién espacial y reducir la influencia de areas circundantes
no deseadas.

Variabilidad espacial: Si hay una variacion significativa en la fluorescencia
dentro del area de estudio, se recomienda tomar medidas en diferentes
ubicaciones representativas para capturar esa variabilidad. Esto puede
implicar cambiar la posicién del espectrorradiémetro o realizar multiples
mediciones en diferentes puntos de muestreo dentro del FOV.

Promediado de medidas: Tomar varias medidas y promediarlas puede ser
util para reducir el ruido derivado de la variabilidad espacial y aumentar la
precision de los datos. Promediar las mediciones puede ayudar a obtener
resultados mas representativos y confiables.

Consideraciones de estabilidad: La estabilidad del FOV y del instrumento
también es importante para mantener la consistencia de los datos. Si hay
inestabilidad en el FOV o en el espectrorradiémetro, puede haber una mayor
variabilidad en las mediciones e introducir error.

Referencias y mediciones de control

Referencias y mediciones de control: La configuracién mas comun para las
mediciones de campo incluye un solo espectrorradiémetro configurado con
una lente 6ptica frontal (o guia de luz de fibra 6ptica) y un panel de referencia
(Spectralon). Al comienzo de las mediciones se registra el valor de referencia
a partir de la radiancia en el Spectralon, con el cual se vinculan las medidas
tomadas en los objetivos (dosel). Este método depende de una iluminacién
ambiental muy estable o de minimizar el tiempo entre el escaneo de panel de
referencia y el escaneo del objetivo.

Medidas de control de estabilidad de la luz ambiental: Seran necesarias
medidas de control regulares de las diferencias en la luz ambiental durante
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3.4.3.

3.5.

3.5.1.

3.5.2.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

las mediciones. Es posible configurar el SVC HR-1024i para que interprete
medidas del panel de referencia intermedias como medidas de correccién de
luz, estas medidas devuelven datos de diferencias de luz ambiental. Es
recomendado definir un nivel del orden del 2% de cambio en los niveles de
luz ambiente como umbral de calidad para rechazar los datos y actualizar el
dato de referencia para los nuevos objetivos. Esto podria aplicarse a todo el
espectro o solo a la regién de interés, en este caso entre los 650 a 800 nm.

Cercania del panel de referencia: Durante una secuencia de medicién de la
reflectancia del dosel puede ser necesario repetir el escaneo de las radiancias
objetivo/referencia varias de veces por hora, ya sea para refrescar la
medicion de referencia o para confirmar la estabilidad de la luz ambiental. Es
necesario que el panel esté situado en un punto conveniente cerca del centro
del area de estudio para minimizar la distancia y los tiempos entre las
mediciones de referencia y objetivos.

Horario

Evitar las horas de mayor intensidad solar: Durante las horas pico de
radiacion solar intensa, generalmente alrededor del mediodia, la luz solar
directa puede saturar los sensores y afectar la precision de las mediciones de
fluorescencia. En estas horas, las plantas también pueden experimentar
estrés por calor, lo que puede influir en los patrones de fluorescencia.

Horas de la mafiana temprano: Si bien es posible medir fluorescencia en
cualquier momento del dia, si se desea encontrar un momento 6ptimo,
durante las primeras horas de la mafiana suele haber menos interferencias
atmosféricas y la iluminaciéon solar menos intensa. Esto puede ser
beneficioso para capturar la fluorescencia de manera mas precisa, ya que se
reducen los efectos de la luz solar directa y las sombras de los cultivos son
menos pronunciadas.

Registro de los factores ambientales

Consideraciones ambientales: Factores como la iluminacién solar, la
humedad, la temperatura y la presencia de sombra también influyen en las
mediciones de fluorescencia. Se recomienda realizar las mediciones en
condiciones similares y registrar las variables ambientales relevantes para
un analisis posterior. Esto permitira controlar y tener en cuenta el impacto
de las condiciones ambientales en los datos obtenidos.

Registro detallado: Llevar un registro preciso y detallado de todos los
parametros relevantes durante las mediciones en campo. Esto incluye la
ubicacién geografica de las mediciones, las condiciones ambientales
(radiacidn solar, temperatura, humedad, etc.), la configuracién de los equipos
y cualquier otro factor que pueda influir en los resultados.
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4., Coddigo de procesamiento

Para el procesamiento de los datos obtenidos a partir del espectrorradiometro SVC: HR-1024,
se propone una sistematizacion que recupera los datos crudos del instrumento y los vincula
con datos registrados en campo que describen al objetivo. Esta sistematizacion es importante
porque permite una mejor comprension de los datos y una mayor precision en su analisis. Los
datos procesados se guardan en formato xIsx, lo que permite su facil acceso y manipulacidn.
Para esto, se ha desarrollado un algoritmo que facilita el procesamiento de los datos y que se
encuentra disponible en el repositorio de GitHub:
https://github.com/germantaveira/procesar sig. En este repositorio, se puede encontrar
informacién detallada sobre el algoritmo y su implementacion, asi como instrucciones para su
uso.
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