Metodologia para el establecimiento del estado
ecologico segiin la directiva marco del agua en la
Confederacion Hidrografica del Ebro

Protocolos de muestreo y analisis para:
Fitoplancton
Fitobentos (Microalgas Bentdnicas)
Macrofitos
Invertebrados Bentdnicos
Ictiofauna

© MINISTERIO
DE MEDIO AMBIENTE







Este protocolo ha sido realizado por la Confederacion Hidrografica del Ebro con la direccion y coordinacion de Concha Duran y Miriam
Pardos y la asistencia técnica de URS. En la elaboracién de los protocolos de muestreo y andlisis han colaborado:

Protocolos de muestreo y analisis para Fitoplancton

Eduardo Vicente. Universidad de Valencia
Caridad de Hoyos. CEDEX

Pedro Sanchez. Universidad de Granada
Jaume Cambra. Universidad de Barcelona

Protocolos de muestreo y analisis para Fitobentos

Jaume Cambra. Universidad de Barcelona
Luc Ector. Centre de Recherche Public Gabriel Lippmann
Sergi Sabater. Universidad de Girona

Protocolos de muestreo y andlisis para Macréfitos

Santos Cirujano. Real Jardin Botanico. Madrid
Jaume Cambra. Universidad de Barcelona
Cesar Gutiérrez. Consultor. Sant Celoni. Barcelona

Protocolos de muestreo y analisis para Invertebrados benténicos

Javier Alba - Tercedor. Universidad de Granada
Isabel Pardo. Universidad de Vigo

Narcis Prat. Universidad de Barcelona

Ana Pujante. Red Control S.L. Valencia

Protocolos de muestreo y andlisis para Ictiofauna

Adolfo Sostoa. Universidad de Barcelona
Diego Garcia de Jalon. E.T.S. Ingenieros de Montes. Madrid
Emili Garcia-Berthou. Universidad de Girona

Edicién y supervisién: M2 Jesus de la Fuente Alvaro



METODOLOGIA PARA EL ESTABLECIMIENTO DEL ESTADO
ECOLOGICO SEGUN LA DIRECTIVA MARCO DEL AGUA EN LA
CONFEDERACION HIDROGRAFICA DEL EBRO

PROTOCQOLOS DE MUESTREO Y ANALISIS PARA
FITOPLANCTON
FITOBENTOS (microalgas bentdnicas)
MACROFITOS
INVERTEBRADOS BENTONICOS
ICTIOFAUNA






Presentacion

La Directiva Marco del Agua que se aprobo en diciembre del afio 2000, establece un marco comunitario de actuacion en el ambito de la
politica de aguas, representando un antes y un después en la politica europea en la materia. Por primera vez se establecen unos objetivos
de proteccion de los recursos hidricos que no soélo se centran en los aspectos fisico quimicos, si no que se considera el ecosistema en su
conjunto, siendo igual de importantes los elementos de calidad fisico quimicos que los elementos de calidad bioldgicos.

El objeto de la Directiva Marco del Agua es establecer un marco para la proteccion de las aguas superficiales continentales, las aguas
de transicioén, las aguas costeras y las aguas subterraneas, que prevenga todo deterioro adicional y proteja y mejore el estado de los
ecosistemas acuaticos, promueva un uso sostenible del agua, aumente la proteccion y mejora del medio acuatico, garantice la reduccion
progresiva de la contaminacion del agua subterranea y evite nuevas contaminaciones y, contribuya a paliar los efectos de las inundaciones
y sequias.

En el afio 2015, los Estados miembros deberan alcanzar el buen estado de todas las masas de agua. Para poder lograr este objetivo
es necesario conocer primero una serie de aspectos de la Demarcacién Hidrografica, como sus caracteristicas fisicas y geograficas, la
repercusion que la actividad humana ejerce sobre las masas de agua y los aspectos econémicos relacionados con el uso del agua. A partir
de esta informacion se realizara un control del estado de las masas de agua, que serd comparable con otros Estados miembros, y que
permitira la puesta en marcha de programas de medidas en las masas de agua donde sea necesario.

La Directiva Marco del Agua es una directiva pionera en cuanto a la proteccion de las aguas, ya que nunca antes se habian considerado
elementos de calidad bioldgicos para evaluar la situacion en que se encuentran las masas de agua. Asi lo refleja la directiva al establecer
que el estado de una masa de agua depende tanto del estado quimico, como del ecolégico. Una masa de agua superficial estara en buen
estado solo si al menos, su estado quimico y ecoldgico son buenos. En su anexo V la directiva define el sistema para clasificar el estado de
las masas de agua, y en concreto para las aguas superficiales establece los indicadores fisico — quimicos, hidromorfoldgicos y bioldgicos,
que han de considerarse para la clasificacion del estado ecolégico.

Los indicadores bioldgicos que considera son flora acuatica (fitoplancton, fitobentos y macrdfitos), fauna invertebrada benténica y fauna
ictiologica.

Para facilitar una metodologia basica para el establecimiento del estado ecoldgico, en rios y lagos, se llevaron a cabo, la Confederacion
Hidrografica del Ebro, una serie de seminarios en los que participaron expertos en cada uno de los elementos de calidad biolégicos, dando
como resultado un protocolo de muestreo y analisis para cada uno de ellos.

Con el propésito de unificar criterios y facilitar el cumplimiento de las obligaciones que la Directiva Marco del Agua establece, el Ministerio de
Medio Ambiente presenta esta publicacion, que pretende ser un instrumento que facilite a las Demarcaciones Hidrograficas el establecimiento
del estado ecolégico.

Jaime Palop Piqueras
Director General del Agua.
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INTRODUCCION

La aplicacién de la Directiva 2000/60/CE (Directiva Marco del Agua, DMA) y especialmente el desarrollo del Anexo V requieren
la identificacion de los elementos de calidad biolégica, parametros y métricas que permitan establecer el estado ecoldgico.

La Confederacion Hidrografica del Ebro (CHE) ha abordado esta tarea a partir de la realizacién de las siguientes tareas:

Seleccion de los elementos de calidad biolégica, parametros y métricas' mas adecuados para establecer el estado
ecoldgico en rios y lagos.

Identificacion de directrices relativas a los elementos de calidad biolégica y parametros seleccionados que faciliten el
disefio de las redes de control de vigilancia y control operativo?.

Elaboracioén de los protocolos de muestreo, identificacion y calculo de métricas.

Los elementos de calidad bioldgica inicialmente considerados para las categorias de rios y lagos, de acuerdo con la DMA,
son los siguientes:

Elementos de calidad biolégica (Ap- 1.1. Anexo V) Rios Lagos
Composicién, abundancia y biomasa del fitoplancton - ]
Composicion y abundancia de la flora acuatica [ ] ]
Composicion y abundancia de la fauna bentonica de invertebrados ] ]
Composicion, abundancia y estructura de edades de la fauna ictica [ | ]

Se considera prioritario que la eleccion de los parametros y métricas de los elementos de calidad biolégicay los procedimientos
metodoldgicos para su aplicacion surjan de los estudios que la comunidad cientifica ha realizado o esta desarrollando en las
cuencas ibéricas y del resto de Europa, y reflejen las directrices de los estandares europeos existentes (normas y pre-normas
elaboradas por la Comisién Europea de Normalizacion). Con esto se persigue que los trabajos que se presentan sean reflejo
de las tendencias metodoldgicas mas recientes y de mayor seguimiento, y que su futura aplicacion facilite la comparacion de
los resultados y el aprovechamiento (siempre que sea posible) de los datos historicos.

Como punto de partida la Confederacién organizé unos Seminarios dedicados a: fitoplancton, fitobentos (microalgas),
macrofitos, invertebrados bentdnicos y peces. El objetivo de los seminarios fue la puesta en comun de experiencias que
permitieran avanzar en la definicion de los grupos taxonédmicos a considerar como parte de los elementos de calidad biolégica
para el establecimiento del estado ecoldgico, y la determinacion de los métodos de muestreo y analisis mas adecuados.

El primer capitulo esta dedicado al fitoplancton. Los contenidos incluyen las opiniones y datos recogidos durante la reunién
de trabajo mantenida el 5 de noviembre de 2004, entre los expertos Eduardo Vicente (Dept. Ecologia y Microbiologia,
Universidad de Valencia), Caridad de Hoyos (Centro de Estudios y Experimentacion de Obras Publicas, CEDEX), Pedro
Sanchez (Dept. de Botanica e Instituto del Agua. Universidad de Granada), y Jaume Cambra (Dep. Biologia Vegetal. Univ. de
Barcelona), y técnicos de la CHE (C. Durany M. Pardos) y de URS (G. Gonzalez, C. Coleto y I. Miro).

El segundo capitulo esta dedicado al fitobentos constituido por microalgas, especialmente diatomeas. Los contenidos incluyen
las opiniones y datos recogidos durante la reunién de trabajo mantenida el 22 de octubre de 2004, entre los expertos Jaume
Cambra (Dep. Biologia Vegetal. Univ. de Barcelona), Luc Ector (Centre de Recherche Public-Gabriel Lippmann; Luxembourg)
y Sergi Sabater (Institut d’Ecologia Aquatica. Univ. de Girona), y técnicos de la CHE (C. Duran y M. Pardos), del Ministerio de
Medio Ambiente (J. Ruza y A. Corrochano) y de URS (M. Alonso, G. Gonzalez e |. Mirg).

" En el documento se adoptan los siguientes términos y definiciones extraidos de la DMA y de las Guias de monitorizacion/ Monitoring guides y ECOSTAT:
Elementos de calidad biolégica: incluye fitobentos, macrofitos, fitoplancton, fauna de invertebrados y peces.
Parametros: descriptores de los elementos de calidad biolégica (composicion, abundancia, presencia de taxones sensibles, etc...).
Métricas: resultados de las mediciones de los parametros (n° taxones, diversidad de Shannon, %taxones dominantes, diferentes indices, concentracion de clorofila,
indice de pigmentos, etc...)

2 Los controles de vigilancia y operativos son requeridos por la Directiva 2000/60/CE (Anexo V apartado. 1.3.1 y 1.3.2) para conocer el estado inicial de las masas de agua y
completar la evaluacién de impacto, y como medidas de seguimiento temporal que permitan establecer los cambios a largo plazo debidos a condiciones naturales o por actividades
antropogénicas (control de vigilancia), asi como para determinar el estado de las masas de agua que se considere que no pueden cumplir sus objetivos medioambientales y para
evaluar los cambios en el estado de dichas masas como resultado de los programas de medidas (control operativo).
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El tercer capitulo esta dedicado al fitobentos constituido por macrofitos, especialmente hidréfitos. Los contenidos incluyen
las opiniones y datos recogidos durante la reuniéon de trabajo mantenida el 10 de diciembre de 2004, entre los expertos
Santos Cirujano (Real Jardin Botanico. CSIC. Madrid), Jaume Cambra (Dep. Biologia Vegetal. Univ. de Barcelona), y César
Gutiérrez (Consultor. Sant Celoni. Barcelona), y técnicos de la CHE (V. Sancho Tello, C. Duran y M. Pardos), del Ministerio
de Medio Ambiente (A. Corrochano), del CEDEX (M. Toro) y de URS (M. Alonso, G. Gonzalez e |. Moral).

El cuarto capitulo esta dedicado al zoobentos constituido por los invertebrados acuaticos, visibles a simple vista, que habitan
los sustratos sumergidos de rios y lagos. Los contenidos incluyen las opiniones y datos recogidos durante la reunion de
trabajo mantenida el 12 de noviembre de 2004, entre los expertos Javier Alba-Tercedor (Dep. Biologia Animal y Ecologia.
Univ. de Granada), Isabel Pardo (Area de Ecologia. Facultad de Ciencias. Univ. de Vigo, Narcis Prat (Dep. Ecologia. Univ. de
Barcelona), Ana Pujante (Red Control S.L. Valencia), y técnicos de la CHE (L. Pinilla, V. Sancho-Tello, C. Duran, M. Pardos
y J. Escoz), del Ministerio de Medio Ambiente (J. Ruza y A. Corrochano), del CEDEX (M. Toro) y de URS (M. Alonso, G.
Gonzélez y M. Real).

El quinto capitulo esta dedicado a la ictiofauna de rios, lagos y embalses. Los contenidos incluyen las opiniones y datos
recogidos durante la reunién de trabajo mantenida el 19 de noviembre de 2004, entre los expertos Adolfo Sostoa (Departamento
de Biologia Animal. Universidad de Barcelona), Diego Garcia de Jalén (E.T.S. Ingenieros de Montes. Universidad Politécnica
de Madrid) y Emili Garcia-Berthou (Institut d’Ecologia Aquatica. Universidad de Girona) y técnicos de la CHE (V. Sancho-
Tello, C. Duran y M. Pardos), del Ministerio de Medio Ambiente (J. Ruza, A. Corrochano), de la Universidad de Barcelona (N.
Caiola) y de URS (M. Alonso, G. Gonzalez y X. Julia).

La informacién obtenida en cada Seminario se ha completado con datos obtenidos de fuentes bibliograficas cuyas referencias
se indican en la bibliografia de cada capitulo.
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Capitulo 1 Parte 1. Generalidades

1. DEFINICIONES Y OBJETIVOS

Se define como fitoplancton la comunidad de microorganismos, en su mayoria fotosintéticos, (microalgas, cianobacterias,
flagelados heterotrofos y otros grupos sin clorofila) que vive suspendida en la masa de agua.

Este documento tiene como objetivo identificar métricas para el establecimiento del estado ecoldgico de los lagos y embalses
de la cuenca del Ebro, basados en el fitoplancton, en aplicacion de la Directiva 2000/60/CE, asi como establecer las directrices
metodoldgicas para las operaciones de muestreo y analisis.

2. VALOR INDICADOR DEL FITOPLANCTON

La composicién y abundancia del fitoplancton en lagos y embalses depende de los siguientes factores:

Condiciones fisicas e hidroldgicas: luz, temperatura, turbulencia/estabilidad del agua, tiempo de residencia del agua
y tasa de sedimentacion del plancton'.

Composicion quimica del agua: nutrientes y materia organica, mineralizacion (compuestos de proporcionalidad
constante) y pH, oligoelementos, etc...

Factores biolégicos:

o Depredacion por parte de filtradores planctéfagos (zooplancton y peces) y relaciones entre especies (efectos
alelopaticos y toxicidad inducida por algunas especies).

Parasitismo fungico. Infecciones por parte de hongos y cromistas heterotrofos flagelados capaces de reducir
densas poblaciones fitoplacténicas.

o

El fitoplancton se ha usado ampliamente como indicador del estado trofico de las masas de agua y existe abundante
bibliografia que incluye métodos de muestreo y analisis. En Espafia existe un conocimiento suficiente del fitoplancton, en
especial para los embalses.

En el marco de la aplicacion de la DMA, en la demarcacion del Ebro, el fitoplancton es adecuado para la deteccién y
seguimiento de las presiones fisicoquimicas relacionadas con:

contaminacion térmica.

cambios en la mineralizacion del agua (y en la composicion de los iones mayoritarios disueltos).

eutrofizacion (concentraciones de nitrogeno y fésforo, y en ocasiones de silice y otros cationes como el hierro).
contaminacion organica (soluble y particulada).

El fitoplancton es indicador de las presiones hidromorfolégicas que determinan cambios en la tasa de renovacion de lagos
y embalses.

3. SISTEMAS INDICADORES EXISTENTES

La DMA requiere identificar la composicion del fitoplancton y su abundancia. No obstante, el nivel de identificacion taxondmica
no esta establecido y éste es uno de los aspectos a determinar “a priori”.

El analisis del fitoplancton incluye:

Identificacion taxonomica.

Recuentos.

Calculo de biovolumenes.

Analisis de pigmentos (en general Clorofila “a” y otros pigmentos o sus derivados cuando tengan capacidad como
indicadores).

TEl tiempo de residencia del agua en el sistema tiene gran importancia en la composicién especifica y abundancia del fitoplancton, puesto que esta relacionado con la tasa de
exportacion del plancton.
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CAPITULO 1. Protocolos de muestreo y analisis para fitoplacton

En los estudios del fitoplancton existen los siguientes enfoques:

Estudio de las especies y de las comunidades caracteristicas.
Ponderacion de los diferentes grupos (indices).
Analisis de parametros relacionados con su biomasa (concentracion de pigmentos, biovolumen).

3.1. USO DE LAS ESPECIES Y DE LAS COMUNIDADES COMO METRICAS

El estudio de las comunidades del fitoplancton, a través de las asociaciones de especies (algal assemblages), constituye una
de las lineas metodoldgicas a seguir para la caracterizacion de los diferentes tipos de lagos y embalses, y para la obtencion
de métricas para evaluar su estado ecoldgico. El modo de identificar las asociaciones de especies consiste en obtener
inventarios (especies y/o géneros) de los tipos de lagos o embalses, y analizar los patrones de variacion de la composicion
de las especies por medio de técnicas estadisticas (por ejemplo analisis de componentes principales). Posteriormente podran
elaborarse indices de comunidades para cada tipo de lago o embalse?.

Para iniciar esta linea de trabajo se requiere un buen nimero de inventarios y recopilar informacion sobre la relacion de las
especies 0 asociaciones y la calidad del agua (James y Evison, 1979; y otros). En el caso de los embalses espafoles, existe
un conocimiento suficiente sobre las asociaciones de especies del fitoplancton, recogido en los trabajos de investigacion de
Planas 1975, Margalef et al. 1976; 1982, Sabater y Nolla 1990, Riera 1993, Dasi et al, 1998; y en estudios realizados por el
CEDEX (algunos publicados en De Hoyos et al., 2004 y Negro y De Hoyos, 2005) y por la Confederacion Hidrografica del
Ebro. En el caso de los lagos hay estudios completos para algunos, si bien falta informacién para muchos.

La linea de trabajo indicada requerira de un periodo relativamente largo hasta obtener las métricas especificas para los
tipos de lagos y embalses. Durante este lapso pueden aplicarse indices existentes. Estos estan basados en los valores
de sensibilidad de las especies, ponderados por un valor indicador; y se refieren principalmente al grado tréfico (indices
troficos) o al contenido en materia organica (saprobios). Entre éstos destacan el indice SLA (Sladecek, 1983) y Wegl (1985)
en Alemania.

Otra posibilidad seria explorar la utilizacion de las diatomeas fitoplancténicas, exclusivamente para determinar el grado
trofico, y utilizar para esto el programa OMNIDIA, calculando los indices Van Damm y Sladecek. También es posible que otros
grupos (por ejemplo las criptoficeas) sean de utilidad en el futuro, cuando avancen los estudios.

3.2. USO DE LOS GRUPOS DE ALGAS E INDICES COMO METRICAS

Se obtienen recuentos para los principales grupos de algas, y se formulan indices basados en las abundancias relativas y en
el valor indicador de cada grupo. Algunos ejemplos son:

indice tréfico plancténico (Barbe et al., 1990). Responde a la siguiente formula:
ITP = promedio(Bx ) Qi x Aj)—5

Qi = puntuacion de calidad bioldgica asignada a los grupos del fitoplancton (varia de 1 a 7)
Aj = Abundancia relativa (%) de los grupos (varia de 0 a 5)
B = Biomasa del fitoplancton a partir de la Clorofila “a” (varia entre 1y 5).

Se ha propuesto como uno de los indicadores del estado ecoldgico de los humedales del Pais Vasco.

Existe una modificacion de este indice que se esta utilizando actualmente en Francia, y que responde mejor que el original.
El indice modificado (Barbe et al., 2003) no incluye la clorofila y las puntuaciones asignadas a los grupos del fitoplancton han
variado. La formula del indice es la siguiente:

IPL = (Qix Aj)

2Por ejemplo siguiendo el método que se usoé para el indice CEE de diatomeas y mediante el programa OMNIDIA o utilizando la propuesta de clasificacion funcional del fitoplancton
(Reynolds et al., 2002).
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indice de Hérnstrom (1981). Responde a la siguiente expresion:

IL="Y (fxIs)+ Y f
IL = indice tréfico del lago

f = Frecuencia de la especie (recuento)
IS = indice tréfico de la especie

indice SLA (Sladecek, 1983). Se calcula a partir de la siguiente expresion:
SLA=3" hxgxS+Y gxh

h = Abundancia de la especie i
g = Valor indicador de la especie i
S = Valor de sensibilidad de la especie i

Porcentaje de cianobacterias

En general, el predominio de las cianobacterias es indicador de eutrofia, pero esto no es generalizable a todos los embalses,
ni especialmente a todos los lagos. No obstante en algunos tipos de masas de aguas, el seguimiento de la abundancia de
las cianobacterias puede ser util; ademas tiene un interés adicional dado que algunas especies de cianobacterias poseen
cepas toxicas.

Frecuencia e intensidad de floraciones

Se analiza la presencia e intensidad de floraciones de cianobacterias y/o algas clorococcales coloniales o filamentosas, ya
que en medios eutréficos éstas suelen ser frecuentes y de gran intensidad (afectan a gran parte de la masa de agua). En
ECOFRAMES utilizan el siguiente esquema para su clasificacion:

No se aprecian natas o agregados y no hay dominancia (<95%) de filamentos o colonias de cianobacterias o
clorococcales.

Misma situacion que a) pero se detectan de forma puntual o intermitente formaciones de superficie de
cianobacterias.

Dominan los filamentos o colonias de cianobacterias (>95%), floraciones evidentes y/o frecuentes.

3.3. METRICAS BASADAS EN LA BIOMASA

La biomasa del fitoplancton se determina a partir de los recuentos (células/ml), biovolumen (mm?®/L), e indirectamente a través
de la concentracion de clorofila. Existen procedimientos estandarizados para la obtencion de estas métricas; y ademas se
han desarrollado nuevas técnicas basadas en la fluorocitometria de flujo y nuevas generaciones de contadores de particulas
(contadores laser) que pueden ser de utilidad para el establecimiento del nimero y biomasa algal.

Recuentos en células/ml. Esta estandarizado su procedimiento y es un parametro habitual en los estudios de
fitoplancton (ver apartado 7).

Biovolumen. Es una técnica mas costosa pero que también se esta usando en estudios de embalses (ver apartado
7.3.4). Pueden existir desviaciones en los resultados derivadas de los calculos. Los rangos de biovolumen observados
en un estudio de 37 embalses espafioles son los siguientes (De Hoyos, comunicacion personal):

Oligotrofico = Mesotréfico Eutroéfico

Biovolumen (mm3/L) <1 1-2,5 >25
N° embalses 17 8 12
Porcentaje 46% 22% 32%

Tabla 1.1.: Rangos de biovoliimen

3 ECOFRAME: Propuesta metodoldgica para la determinacion del estado ecolégico en lagos someros. Ver Moss et al (2003).
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El rango de biovolumen medido en los embalses es de 0,07 — 40,5 mm?®/L. Los limites de los niveles tréficos indicados
en la tabla son una media de los rangos considerados por 7 autores diferentes, recogidos en Willén (2000).
Existen indices de grupos algales basados en proporciones de biovolumenes. Entre éstos se sefalan los siguientes:

lga=1+0,1xCr + Cc + 2%x(Dc + Chc) + 3xVc + 4 x Cia+1+ 2x (D + Cnc) + Chnc + Dnc

D: Dinoflagelados; Cnc: crisdfitos no coloniales; Chnc: clorococales no coloniales; Dnc: diatomeas no coloniales;
Cr: criptéfitos; Cc: crisofitos coloniales; Dc: diatomeas coloniales; Chc: clorococales coloniales; Vc: volvocales
coloniales

Se ha propuesto como uno de los indicadores del estado ecoldgico de los lagos de montafia y carsticos de Catalufia
(Agencia Catalana de I'Aigua, 2003).

indice de Brettum (1989)

IT =Y (vxiIs)+ Y v

I, = indice para un nivel trofico determinado
v = Biovolumen de la especie
I, = Indice trofico de la especie para un cierto nivel trofico

Concentracion de clorofila. Generalmente se analiza la clorofila “a” (ver capitulo 8). Los rangos establecidos por el
sistema de clasificacion trofica de la OCDE (1982) son:

Clorofila ‘a’ Ultra- . o L. o . o
. o Oligotrofico Mesotrofico Eutréfico Hipereutrofico
ug/L oligotrofico
Promedio anual <1,0 <2,5 2,5-8 8-25 >25
Maximo anual <25 <8,0 8-25 25-75 >75

Tabla 1.2.: Sistema de clasificacion tréfico de la OCDE (1982)

Estos valores corresponden a clorofila de superficie, no obstante también se consideran basicamente validos para las
concentraciones medias en la capa fética (procedentes de muestras integradas las cuales se consideran actualmente
mas representativas que las muestras de superficie).

También pueden obtenerse perfiles con una sonda fluorimétrica. Estos permiten estimar las concentraciones de los
grupos principales del fitoplancton (cianobacterias, cloréfitos, criptéfitos y diatomeas), y su distribucion en la columna
de agua, a partir de la fluorescencia que emiten los pigmentos fotosintéticos, como respuesta a la excitaciéon con luz
de diferentes longitudes de onda.

En todos los casos, el establecimiento de la posicion de las poblaciones algales en las diferentes profundidades del

perfil vertical es muy recomendable para la correcta evaluacion del nivel tréfico y de las especies fitoplanctonicas
indicadoras.

4, PROPUESTA DE METRICAS PARA LA DEMARCACION DEL EBRO

El fitoplancton se considera un elemento de calidad principal para el establecimiento del estado ecoldgico de los lagos y del
potencial ecoldgico de los embalses de la demarcacion del Ebro. En los rios el fitobentos es un indicador mas apropiado que
el fitoplancton (ausente o poco desarrollado en los tramos altos de los rios).

4
Los tipos de pigmentos que presentan estos grupos de algas son: sélo clorofila “a” las cianobacterias, clorofila “a” y “b” los cloréfitos, clorofila “a” y “c” las diatomeas y criptofitos.
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El procedimiento de trabajo para la identificacion de métricas del fitoplancton se esquematiza en la siguiente figura:

Planificacion de trabajos con el elemento de calidad fitoplacton para la demarcacién del Ebro
Muestreos iniciales y cotrol de vigilancia

Muestreo de lagos y embalses

L i 5 : 3
Recopilacién datos existentes Recuentos (cél./ml), biovolumen (mm?/1)

Datos fisicoquimicos e hidromorfol6gicos
Consulta de bases de datos
. o Inventarios de especies
Citas bibliograficas

Clorofila “a”

Bases de datos

Lagos Embalses
Identificacion de asociaciones Rangos de Calculo / Elaboracién de
de especies abundancia indices especificos

Figura 1.1.: Planificacion de los trabajos con el elemento de calidad fitoplancton para la demarcacién del Ebro

Las tareas a realizar son las siguientes:

Recopilar la informacion existente en los trabajos realizados por la Confederacion Hidrografica del Ebro, las
Comunidades Autbnomas y por los centros de investigacion (Universidades, CSIC).

Realizar muestreos en las masas de agua de referencia y en las sometidas a diferentes grados de alteracion
fisicoquimica (e hidromorfologica), con objeto de conocer la composicion del fitoplancton y su abundancia. Se
recomienda obtener:

O

Inventarios completos del fitoplancton (nivel de especie en las masas de referencia).

o Valores de abundancia de los taxones, y de los grupos principales (células/ml y/o biovolimenes).
Concentracion de clorofila “a” (y de otros indicadores pigmentarios del plancton).

Datos hidromorfoldgicos y fisicoquimicos relevantes (temperatura, profundidad del disco de Secchi, espesor
de la capa fotica, coeficiente de extincion de la luz en epilimnion, metalimnion e hipolimnion, turbidez, tasa de
renovacion del agua, conductividad, alcalinidad, pH, potencial Redox, compuestos de proporcionalidad constante,
nutrientes, oxigeno disuelto).

o

o

El procedimiento de muestreo y analisis recomendado se presenta en la parte |l de este documento y esta basado en
metodologias estandarizadas y de amplia utilizacion.

Analizar los datos obtenidos en las masas de referencia e identificar las asociaciones de especies (algal assemblages),
los rangos de abundancia y biomasa, y los valores de otras métricas analizadas (indices), constituyendo éstos las
condiciones de referencia para el tipo representado por la masa de referencia. Esto requerira el uso de métodos
estadisticos.

Identificar, en las masas sometidas a presiones, la composicion y abundancia del fitoplancton (floraciones, especies
con cepas toxicas,...).

Recopilar la informacién existente y consultar con expertos para la identificacion de las condiciones de referencia para
los tipos que carezcan de masas de agua de referencia.

Se considera de gran importancia que los datos obtenidos se incorporen en una base de datos que responda a los
requerimientos de la DMA. El tipo de datos a incluir seria:

Nombre de la especie / grupo taxondmico.

Categoria de masa en la que se encuentra: Lago, embalse, aguas de transicion.
Tipo de la masa (segun la tipificacion realizada para cumplimentar la DMA).
Masa de referencia / No referencia.
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Localizacion geografica (coordenadas).

Recuento individual y total del fitoplancton.

Tipo de muestra de la que procede (puntual, integrada, red vertical u horizontal; en todos los casos se indicara la
profundidad en el perfil vertical).

Otros datos asociados al fitoplancton (concentracién de clorofila “a” y otros pigmentos indicadores).

Datos fisicoquimicos: transparencia (profundidad del disco de Secchi), espesor de la capa fotica, coeficiente de
extincion de la luz en epilimnion, metalimnion e hipolimnion, turbidez, temperatura, conductividad, alcalinidad, pH,
compuestos de proporcionalidad constante, nutrientes, oxigeno disuelto.

Datos hidromorfolégicos: superficie y profundidad de la masa de agua, tasa de renovacion, etc.

Datos bioldgicos (zooplancton, porcentaje de cobertura de los macrofitos sumergidos y/o helofitos, peces).

Hasta disponer de los resultados de los estudios del fitoplancton, se pueden realizar evaluaciones basadas en métricas
sencillas como la concentracion de clorofila, los porcentajes de los grupos principales del fitoplancton, y, en embalses, la
frecuencia e intensidad de las floraciones de cianobacterias, asi como aplicar indices descritos en la bibliografia.



Parte 2:
Protocolos

En las paginas siguientes se incluye un procedimiento destinado al uso del
fitoplancton como elemento de calidad biolégica para el establecimiento del
estado ecoldgico en lagos y embalses. El objetivo es facilitar la obtencion de
inventarios comparables que permitan la identificacion de las “asociaciones de
especies” y los rangos de abundancia y biomasa caracteristicos de los tipos de
lagos y embalses.
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5. INTRODUCCION

Este protocolo establece una metodologia para el muestreo y analisis del fitoplancton de lagos y embalses, dirigida al
establecimiento del estado ecoldgico o potencial ecoldgico segun las directrices de la Directiva 2000/60/CE. Su elaboracion se
ha basado en los contenidos de la reunion de trabajo efectuada en la Confederacion Hidrografica del Ebro, en la informacion
contenida en los textos de la bibliografia, y en el documento CEN/ TC230/WG2/TG/N83 Water Quality. Standard for the
routine analysis of phytoplankton abundance and composition using inverted microscopy (Utermdéhl technique), con fecha de
1-05-2005.

El protocolo abarca los siguientes temas:
Muestreo del fitoplancton:

o Equipos.
o Técnicas de toma de muestras.
o Conservacion /pretratamiento de las muestras.

Técnicas de analisis:

o Técnicas de recuento y medida de biovolumenes.
o Método para el analisis de pigmentos.

Control de calidad.

6. MUESTREO DEL FITOPLANCTON

Se presentan las directrices metodoldgicas para la toma de muestras de fitoplancton y de clorofila “a”, en las aguas someras
y profundas de lagos y embalses de la cuenca del Ebro.

6.1. EQUIPOS Y REACTIVOS

Proteccion personal:

o Botas o vadeadores de pescador.
o Guantes de latex.
o Chaleco salvavidas (muestreo desde embarcacion).

Recoleccion de muestras:

o Botellas de vidrio (125- 150 ml) (para fitoplancton). Se recomienda que la botella sea transparente de color
ambar; asi se protege la muestra de la luz y se puede apreciar el color para controlar la decoloracién debida a la
sublimacion del conservante (muestras con Lugol) (ver apartado 6.1.2.).

Viales de vidrio o plastico con tapén hermético (para fitoplancton de red).

Botellas opacas de plastico (2 L) (clorofila) y otra botelleria en plastico de calidad con cierres herméticos para las
muestras de agua (analisis quimicos).

Botella hidrografica (muestras discretas en profundidad).

Tubo flexible de plastico lastrado de longitud predeterminada (muestras integradas) o tubo rigido de hasta 2 m
(muestras integradas en aguas someras).

o Red de nytal® o nylon de 20 um de luz de poro (para muestras con red de arrastre horizontal o vertical); en
lagos de montafia y aguas ultraoligotréficas pueden requerirse redes de 10-15 ym de poro (y realizarse diversos
arrastres preferiblemente verticales) para obtener unas concentraciones de células adecuadas.

Disco de Secchi y radiémetro (preferiblemente espectrorradiometro).
Fluorimetro.
Sonda multiparamétrica con sensores de temperatura, turbidez, conductividad, pH y oxigeno disuelto.
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Aparato de localizacion geografica (GPS).
o Equipo de filtracidn para filtrar en el campo la muestra destinada al analisis de pigmentos.
o Equipo de congelaciéon con nitrogeno liquido o similar (nieve carbdnica) para la conservacion del filtrado para
el analisis de pigmentos, o bien otros fijadores o conservantes (acetona, etanol,...) dependiendo del método de
extraccion a usar.
Boligrafo o rotulador permanente (o cualquier otro método para etiquetar las muestras). Si se usan etiquetas,
estas deben ser resistentes a la humedad.
Instrumentos adicionales para muestreos en barco:
Barca adecuada para las condiciones locales con el equipo de seguridad apropiado.

o

Se usan: Solucion de Lugol (mezcla de yoduro potasico y yodo) y formaldehido. Los métodos de aplicacién se presentan en
el apartado 6.3.

Solucion de Lugol para periodos de conservacion cortos (unos pocos meses, en la oscuridad). En la norma CEN/
TC230/WG2/TG3 se incluyen dos formulaciones:

o Solucioén acida de Lugol (Willén, 1962). Disolver 100 g de Kl (yoduro potasico) en 1 litro de agua desmineralizada;
afadir 50 g de cristales de yodo y agitar hasta que se disuelvan; afiadir 100 g de acido glacial acético; decantar
la solucion antes de su uso para eliminar los posibles precipitados.

o Solucién alcalina de Lugol (Utermohl 1958 modificada). Se prepara como la anterior, sélo que, en lugar del acido
glacial acético, se afiaden 100 g de acetato de sodio (CH,COO-Na).

El liquido resultante ha de estar fuertemente coloreado. Conservar en un recipiente hermético y protegido de la luz
para minimizar su sublimacion. Ahadir de 0,5-1 ml de Lugol iodado por cada 100 ml de muestra hasta obtener un color
miel (la cantidad a afiadir dependera siempre del contenido de materia organica u otros reductores en la muestra).
El Lugol se degrada por foto-oxidacion, luego las muestras se deben conservar a oscuras, y hay que controlar
periédicamente la pérdida de color de la muestra, afiadiendo mas reactivo si se requiere.

Formaldehido (HCHO) al 2-4% vv neutralizado y filtrado. Es algo agresivo con algunas estructuras celulares,
no obstante es adecuado para la conservacion permanente de las muestras. Dada la naturaleza toxica de esta
sustancia, en caso de utilizacion se deben tomar precauciones (trabajar en un ambiente bien ventilado, usar guantes
y recipientes herméticos).

6.2. PROCEDIMIENTOS DE MUESTREO

La seleccion de las estaciones de muestreo tendra en cuenta aspectos como la morfometria de la cubeta, profundidad,
entrada y salida de flujos, cobertura de vegetacion acuatica, vertidos puntuales, usos etc. La recogida de muestras de
fitoplancton se realizara preferiblemente en los mismos puntos en los que se tomen muestras fisicoquimicas y otras muestras
bioldgicas, para tener la maxima informacién posible. En los lagos y embalses profundos es muy importante conocer la
estructura vertical para localizar las discontinuidades e interfases fisicoquimicas y bioldgicas, y las zonas de mayor densidad
de organismos. Dependiendo del tipo de lagos y/o embalses, y de los recursos disponibles se pueden plantear diferentes
estrategias de muestreo:

Muestreo de masas de agua vadeables y no vadeables poco profundas:

En lagos vadeables (<1,5 m de profundidad) y no vadeables poco profundos (<5 m) se recomienda:

Tipo de lago

Namero de muestras / tipo

Procedimiento

Lagos vadeables
y no vadeables
de <6m
profundidad.

Muestras discretas de superficie o
integradas (si la profundidad >1-2 m),
en varias estaciones de la masa de
agua.

Tomar las muestras discretas de superficie en el propio
recipiente, unos 25-30 cm por debajo de la superficie.
Tomar la muestra integrada entre la superficie y 3 m de
profundidad (con un tubo flexible) y afiadir una muestra
tomada cerca del fondo (4-5 m).

Tabla 1.3.: Muestreo de masas de agua vadeable y no vadeable poco profundas
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Numero de muestras: Variable segun la superficie y morfologia de la masa de agua, y segun los recursos disponibles.
En general entre 1-3 (lagos pequerios, <50 ha) y 3-5 (lagos grandes, >50 ha).

Masas de agua vadeables y no vadeables poco profundas

X
X
3 X
X
X
Lagos <50 ha Lagos > 50 ha

X muestras de superficie o integradas en la columna de agua

X muestras de superficie o integradas en la columna de agua
en algunos puntos

Figura 1.2.: Masas de agua vadeables y no vadeables poco profundas

Muestreo de masas de agua profundas:

Para lagos profundos y embalses se seleccionara preferentemente un punto en la zona de méaxima profundidad y se
obtendran varias muestras en el perfil vertical o una muestra integrada procedentes de la capa trofogénica (y si es posible
otras de los niveles metalimnéticos e hipolimnéticos1); si la masa de agua esta estratificada, la obtencion de suficientes
muestras discretas en el perfil permite obtener una informacién mas detallada del fitoplancton que por medio de una muestra
integrada.

Tipo de lago Niamero de muestras / tipo Procedimiento
Opcion 1: Realizar un perfil de temperatura, conductividad,
Varias muestras discretas distribuidas en el perfil. turbidez, pH, potencial redox y oxigeno disuelto
En general: para identificar el patron de estratificacion.
o Medir la profundidad del Disco de Secchi y la
superficie _ penetracion de la luz (espectrorradiometro).
Lagosde>5m | « profundidad Disco de Secchi, Tomar las muestras de los diferentes niveles
profundidad 2,5 veces Disco de Secchi

con botella hidrografica.

Embalses - .
Alternativamente es recomendable realizar

Pueden incluirse muestras adicionales relacionadas il LAl imet 4
con clinas o gradientes observados en los perfiles un perfil con el fluorimetro (usar 4 sensores

realizados con sonda fluorimétrica (maximos algales) ~ fluorimétricos: clorofila a, ficocianina, ficoeritrina

o de turbidez (acumulos de material particulado o y CDOM) vy planear el muestreo segun las
corrientes profundas de densidad) (a). lecturas obtenidas.

(a).Los niveles de importancia para el andlisis del fitoplancton en los lagos y embalses estratificados son: epilimnion, interfase epilimnion-metalimnion,
maximo metalimnético de oxigeno, metalimnion profundo, interfase entre el metalimnion e hipolimnion (picoplancton APC), hipolimnion e hipolimnion
profundo (bacterias fotosintéticas).

Tabla 1.4.: Muestreo de masas de agua profundas — opcion 1
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N° de muestras /perfil: Minimo 3 y hasta 5-6.

Tipo de lago Numero de muestras / tipo

Procedimiento

Opciodn 2:

Muestra integrada entre la superficie y una profundidad
previamente prefijada; ésta puede ser la correspondiente a
Lagos la capa trofogénica (2,5 x profundidad del Disco de Secchi)

de>5m (profundidad en la que se mide el 1% de la luz incidente).
profundidad
Embalses Esta opcién solo es aceptable en masas de agua no muy

profundas, y para perfiles bastante homogéneos; en caso
contrario se pierde detalle en la informacién y se dejan sin
estudiar las aguas profundas.

o Realizar un perfil de

temperatura,
conductividad, turbidez y oxigeno disuelto
para identificar el patron de estratificacion.

Medir la profundidad del Disco de Secchiy
realizar perfiles con fluorimetro.

Tomar la muestra integrada mediante un
tubo de de plastico 20 mm de diametro
convenientemente lastrado, y de longitud
prefijada. Alternativamente, se pueden
mezclar volumenes iguales de muestras
tomadas con botella hidrografica en
diferentes niveles

Tabla 1.5.: Muestreo de masas de agua profundas - opcién 2

N° de muestras: 1 6 2 (si se integran las aguas mas profundas)

Masas de agua profundas

OPCION 1:

OPCION 2:
Toma de muestras integradas

Zona fética

H
:
:

Toma de muestras a varios niveles con botella hidrografica

Epilimnion

Niveles de interés para el muestreo
del fitoplancton:

Epilimnion

Interfase Epilimnion-Metalimnion
Maximo metalimnético de oxigeno
Metalimnion profundo

Interfase Metalimnion-Hipolimnion
Hipolimnion profundo

Figura 1.3.: Muestreo de masas de agua profundas

Masas de agua profundas y extensas

X Toma de muestras intergadas

Figura 1.4.: Muestreo de masas de agua profundas y extensas
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En lagos de montafia profundos de dificil acceso con embarcacion, se considera aceptable tomar la muestra de superficie
desde la orilla, utilizando pértigas que permitan adentrar la botella y recoger plancton representativo, y no afectado en su
composicion por las comunidades litorales y/o benténicas; no obstante siempre que sea posible es preferible el muestreo
desde embarcacion neumatica.

Muestreo en masas de agua profundas y extensas:
En embalses y lagos extensos y con brazos se fijard un punto de muestreo en la zona de la presa (maxima profundidad)
y otros puntos de muestreo repartidos en zonas medias y colas. Esto es importante en embalses de largo recorrido, o con

varios brazos principales, en los que las caracteristicas de la masa de agua pueden variar entre la presa y la cola (o colas).

N° de muestras: entre 3 y 6 por punto de muestreo, o bien 1-2 muestras integradas por punto de muestreo (una de la zona
trofogénica y otra de las aguas mas profundas).

Segun lo acordado en la reunion de expertos, los muestreos se ajustaran a lo indicado en la siguiente tabla:

. N° muestreos/ . . .
Tipos de lagos . . Invierno Primavera Verano Otoio
ano seguimiento
Alta montafia septentrional (aguas acidas y 2.3 . . D
aguas alcalinas) primavera (después deshielo) y verano; muestra adicional otofio
Carsticos hipogénicos pequefios (<50ha) y 45 . . . . D
grandes (>50ha) invierno, inicio primavera, primavera-verano y final verano; final otofio,
adicional
Sedimentarios permanentes (profundo no 3.4 D . . D
salino, somero no salino y profundo salino) primavera (mayo), verano y otro periodo escogido a juicio de experto
segun lago
Sedimentarios temporales (no salinos y 2.3 D . .
salinos) : primavera (inicio) y primavera - verano (antes de secarse); final
invierno al poco tiempo de volver a llenarse

Embaises 45 HE E & = L]

. muestreo preferente D muestreo adicional recomendado
Tabla 1.6.: Periodos de muestreo y frecuencia

Si por razones de limitacion de recursos se tiene que realizar un solo muestreo por afio los periodos mas significativos son:

final del verano para los lagos de alta montana.
primavera - verano para los lagos carsticos y embalses.
primavera para los lagos sedimentarios (inicio para los temporales, y final para los permanentes).

Tradicionalmente el fitoplancton se recoge a partir de muestras de agua tomadas en la superficie y en diferentes profundidades
(o bien se compone una muestra integrada). No obstante en estas muestras no aparecen suficientemente representadas las
algas de mayor tamafio (las cuales suponen una biomasa importante), para las que se realiza un muestreo complementario
con red.

Muestras para la identificacién y recuento del fitoplancton

Tomar la muestra directamente y sin filtrar en una botella transparente o color topacio (esto permite controlar el estado
de conservacion y la presencia de agregados). No llenar la botella totalmente sino hasta un 90% para permitir la
homogeneizacién posterior de la muestra.

Muestras discretas e integradas. Las muestras de superficie se recogeran con el propio recipiente a 25-30 cm por
debajo de la superficie. Las muestras de profundidad se tomaran con una botella hidrografica (0,5 m de longitud), la
cual se desciende hasta la profundidad deseada y se cierra mediante un mensajero.
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Las muestras integradas se tomaran mediante un tubo de plastico flexible de 20 mm de diametro lastrado en uno de sus
extremos. El tubo se sumerge, se tapa el extremo superior y se sube; cuando esta arriba el extremo inferior se vacia en
un recipiente. Este método presenta algunas dificultades cuando la longitud de muestreo es variable. De forma alternativa
se pueden tomar muestras en diferentes profundidades con la botella hidrografica y proceder a mezclar todas ellas para
componer una muestra integrada (hay que asegurar que se mezclan volumenes iguales). En lagos muy someros se puede
tomar la muestra integrada mediante un tubo rigido de metacrilato de 3-5 cm de diametro y 0,5-2 m de longitud (dependiendo
de la profundidad del lago).

Almacenar la muestra a oscuras inmediatamente; mantener en frio si se va a examinar “in vivo” o bien afnadir un
conservante si no se va a examinar en poco tiempo (ver apartado 6.3). Si no es posible almacenar las muestras en
oscuridad, es preferible usar una botella de vidrio topacio.

Muestras obtenidas con red

Se utiliza una red de 20 ym de luz de malla (en aguas ultraoligotréficas de lagos de montaia puede requerirse una
malla 10 ym de poro; de igual modo en aguas muy eutréficas puede utilizarse una malla de 35 pm), la cual se arrastra
en el seno del agua, horizontal o verticalmente (preferiblemente esta uUltima opcién), hasta conseguir un filtrado
visible. Estas muestras son cualitativas y permiten la obtencién de un inventario de taxones que complementa el
obtenido en las muestras de botella. No obstante, se puede estandarizar el muestreo de forma que los resultados
sean semicuantitativos (clases de abundancia o porcentaje de abundancia de las diferentes especies). Esto se realiza
mediante la estima del caudal filtrado, o bien realizando recorridos horizontales y /o verticales de longitud prefijada;
por ejemplo pesca vertical desde el fondo o la correspondiente al perfil de la zona trofogénica (2,5 veces el Disco de
Secchi)®.

El filtrado se introduce en un recipiente de vidrio o plastico y se mantiene en frio o bien se afiade un conservante (ver
apartado 6.3.1).

Muestras para el analisis de pigmentos (Clorofila “a” y otros)

Recoger un volumen de agua suficiente (de 0,5-2L) en los puntos de toma de muestras (superficie, niveles en el
perfil), y llenar recipientes opacos.

Mantener la muestra en frio hasta su filtrado.

Filtrar la muestra siguiendo el procedimiento que se indica en el apartado 8.

La interpretacion de los resultados del estudio del fitoplancton: inventarios, recuentos y biomasa (clorofila “a”), puede
requerir disponer de los siguientes datos tomados en los puntos de muestreo:

Coordenadas UTM de la estacion de muestreo y profundidad a la que corresponde la muestra (en metros).
Profundidad del Disco de Secchi.

Color del agua medido en cubeta de 5 cm en el espectrofotémetro.

Aspecto del agua (presencia de natas, espumas, acumulaciones de algas,...).

Perfiles de temperatura, turbidez, conductividad, pH, potencial redox y oxigeno disuelto.

Perfiles con sonda fluorimétrica.

Nutrientes: fésforo soluble, fésforo total, nitrato, nitrito, amonio, nitrégeno total, y silice.

Otros parametros complementarios: alcalinidad, calcio, iones mayoritarios de la mineralizacion, materias en
suspension, hierro, manganeso, entre otros. También es interesante medir la materia organica cromogénica disuelta
(CDOM) por analisis espectrofluorimétrico multiple que permite determinar la concentracion y los tipos de CDOM
(Reynolds, 2003, Stedmon y Markager, 2005).

6.3. CONSERVACION Y ETIQUETADO DE LAS MUESTRAS

Las muestras de fitoplancton se deben someter lo antes posible a uno de los siguientes métodos de conservacion.

5 Durante la estratificacion se recomienda hacer capturas en el epilimnion, metalimnion e hipolimnion, mediante el uso de redes especiales de cierre controlado (E. Vicente com.
per.).
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6.3.1.1. Muestras en vivo

Mantener las muestras vivas a oscuras y en nevera, entre 4 y 10°C. Proceder a enfriarlas paulatinamente para evitar dafios
en las células. Si la muestra contiene una elevada densidad de organismos y/o materia organica es conveniente diluir la
muestra con agua del propio lugar, antes de guardarla. El tiempo maximo de conservacion es de 12 horas.

6.3.1.2. Muestras con conservantes

Los conservantes mas utilizados son una solucién de Lugol (a razén de 0,5 ml por 100 ml de muestra) y el formaldehido (2-
4%) (Ver apartado 6.1.2). Todas las muestras fijadas se conservaran protegidas de la luz y en lugar fresco (<15°C).

Todas las muestras y preparaciones deben estar convenientemente etiquetadas de forma que se identifique un cédigo de la
muestra, un cdédigo de su procedencia (localizacion), fecha de recoleccion, fijador utilizado y persona o entidad a cargo de la
recoleccion e identificacion. El codigo de la muestra servira de enlace en la base de datos. Es importante indicar el tipo de
muestra y el método de recoleccion (por ejemplo: Discreta/Botella hidrografica/10 m de profundidad; o bien Integrada entre
0y 15 m, tubo; etc.). Se usara un rotulador resistente al agua.

7. RECUENTO E IDENTIFICACION DE FITOPLANCTON (METODO UTERMOHL)

En este apartado se establece un método para la identificacion y recuento de las especies de fitoplancton presentes en las
muestras de lagos y embalses. La elaboracion del procedimiento se ha basado en:

Norma CEN TC 230/WG 2/TG 3/N83 (documento de 11-05-2004), que a su vez, esta basado en la técnica descrita
por Utermohl (1958).
Informacion obtenida durante el seminario y de la bibliografia.

El procedimiento incluye directrices metodoldgicas para:

Identificar el equipo de laboratorio necesario.

Preparar las muestras para su examen en el microscopio éptico invertido.
Identificar los taxones y realizar los recuentos.

Aplicar métodos estadisticos para optimizar el recuento.

Registrar los datos y muestras.

7.1. EQUIPO DE LABORATORIO

Microscopio invertido: Debe estar equipado con un condensador de apertura numérica (NA) de 0,5 como minimo y
objetivos con AN de 0.9 o mas. Es recomendable utilizar el objetivo de inmersion de x100 con AN de 1,3. Los oculares
x10 o x12,5, estaran equipados con un micrometro calibrado (uno de ellos) y con una reticula de recuento calibrada
(el otro). Para examenes en detalle es aconsejable usar un microscopio equipado con contraste de fases o con
contraste interferencial de Nomarski.

Camara digital acoplada al microscopio.

Cémara o cubeta de sedimentacion: consiste en una columna vertical con una base a través de la cual el contenido
puede ser observado con el microscopio invertido. La columna, de volumen variable segun el tipo de lago, se llena de
muestra y las particulas sedimentan en el fondo de la camara. La cubeta esta formada por dos piezas, una columna
superior y una base formada por una arandela enroscable y un cubreobjetos redondo del diametro adecuado. Se
recomienda que el grosor del fondo de la cubeta no exceda 0.2 mm.

Formularios para anotar el recuento de las especies. Puede contener una lista de taxones con espacios donde anotar
el recuento; también puede usarse un programa de ordenador preparado para la entrada directa de datos.

Guias de identificacién e iconografias: adecuadas al ambito de estudio.

En ocasiones es conveniente el uso de técnicas de microscopia electrénica de barrido (MEB) o de transmision (MET) para
llegar a una correcta clasificacion de las especies. No obstante ni los equipos necesarios ni la técnica se detallan en este
procedimiento.
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7.2. PRETRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Someter las muestras, cubetas de sedimentacion y equipos a usar a un periodo de aclimatacion a temperatura ambiente (en
general de 12 horas pero, puede variar segun las diferencias de temperatura y el volumen de la muestra). De este modo se
limitan las corrientes de conveccion y se favorece la distribucion al azar del fitoplancton sedimentado en la muestra.

Durante el tiempo de almacenaje, las particulas sedimentan en la botella y se forman agregados entre algas pequefas y
otras algas o colonias mas grandes o con detritus. La homogenizacién de la muestra supone la resuspensién y separacion
de las particulas. Esto puede hacerse manualmente o preferiblemente con un dispositivo de mezcla. Para estandarizar en
lo posible la homogenizacion manual se recomienda que la manipulacién la realice una sola persona, combinando giros
horizontales y verticales de la botella durante 1 a 3 minutos.

Llenar la cubeta de sedimentacion con la muestra. El volumen de muestra depende de la densidad de fitoplancton,
no obstante como la cubeta se ha de llenar en su totalidad, en algunos casos habra que afadir agua filtrada (a través
de 0,45 ym de poro).

Tapar la cubeta con una pieza cuadrada o circular de cristal, evitando la formacién de burbujas de aire.

Mantener las cubetas de sedimentacion durante 1-2 dias en un lugar sin luz solar directa, a temperatura ambiente
constante, y evitar posibles vibraciones. Durante este proceso la muestra debe situarse sobre una superficie (mesa,
poyata) bien nivelada, de modo que la sedimentacion se produzca de forma homogénea sobre toda la placa.

El tiempo de sedimentacion recomendado es de 1-4 horas por centimetro de columna de sedimentacion, para las
muestras fijadas con Lugol.

Si se observan algas con vesiculas de gas que evitan su sedimentacion, se puede provocar su rotura introduciendo la
muestra en una jeringa y aumentando la presion interior (tapando el orificio de salida y apretando el piston). En todo
caso, las cianobacterias flotantes vacuoladas pueden cuantificarse por otros métodos (por filtracion sobre membrana
y tincién con DAPI®).

La cubeta de sedimentacion se tiene que limpiar entre usos, con agua y detergente o aclararse con etanol (90%),
alcohol desnaturalizado comercial, isopropanol o acetona, y aclararse finalmente con agua destilada. Cuidar
especialmente la limpieza del fondo de la cubeta.

En aguas con densidad de algas muy baja (aguas ultra-oligotréficas), se recomienda concentrar la muestra. EI método
mas utilizado consiste en dejar sedimentar la muestra en la propia botella o en cilindros de sedimentacion graduados.
El cilindro o la botella, se mantienen a oscuras y a temperatura ambiente constante. Algunos organismos, pueden
quedar adheridos a las paredes; para evitar esto, periddicamente se gira el cilindro o la botella un cuarto de vuelta
rapidamente sobre su eje. La extraccion del agua sobrenadante se realiza, introduciendo una pipeta Pasteur unida
a una bomba de vacio. El volumen del cilindro de sedimentacion, puede variar en funcién de la cantidad de muestra
que se desee sedimentar, (para aguas muy oligotroficas pueden usarse cilindros de 1 6 2 L de capacidad.

En aguas con densidad de algas elevada (aguas eutroficas e hipereutréficas), se recomienda diluir la muestra. Para
obtener una distribucion adecuada de particulas en la cubeta de sedimentacion se recomienda extraer una pequefna
cantidad de muestra (inversamente proporcional al diametro de la cubeta) y afiadir agua destilada filtrada en la
proporcion requerida segun la densidad de algas y lugol (en una concentracion similar a la que se us6 para fijar la
muestra).

El ndmero final de algas por campo 6ptico del microscopio deberia ser 6ptimo para permitir la correcta identificacion de las
especies y facilitar el recuento. Esto depende de la densidad de algas en la submuestra, del tamafio relativo de las algas
y de las particulas que no son algas. Se recomienda realizar evaluaciones con diferentes densidades hasta optimizar el
procedimiento.

5 DAPI: 4', 6-Diamidino-2-fenilindol
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7.3. PROCESO DE RECUENTO

El analisis cuantitativo del fitoplancton, consiste en realizar un inventario de los taxones y un recuento de los individuos
presentes de cada taxon. La estrategia para el recuento dependera de los objetivos a conseguir, y especialmente del nivel
taxonomico (especie, género,...).

Se recomienda realizar una visualizacion previa de la muestra, antes de iniciar el recuento, con la finalidad de confeccionar
una lista de los taxones presentes en la muestra, y tener una vision general de la densidad de algas.

Existen dos estrategias alternativas para el recuento:

Recuento de un nimero de campos 6pticos del microscopio seleccionados al azar.
Recuento de toda la cubeta de sedimentacion.

Para contar por campos, la cuadricula del ocular debe ser un campo cuadrado o una rejilla, no obstante también se puede
contar todo el campo del microscopio y referir el resultado a la superficie del campo para el aumento utilizado.

Se procede a contar un numero determinado de campos opticos elegidos al azar. El nUmero de campos o de algas son
funcion del nivel de precision (D) requerido y del limite de deteccion.

Nivel de Precision

(D) =1+ xx[(s* + n)] = 1+ xx[J(x + n)] =1+ (nx X) =1+ /(D X)

Donde:

n = numero de campos contados;

X = numero medio de objetos por campo
s = numero total de objetos contados

Ejemplo: si se requiere una precision del 5% en la estimacion del nimero medio de objetos por campo, el
ntmero de objetos a contar sera: X x = (1/0,05)? = 400

Limite de deteccion = Concentracion minima de un taxén para la cual se puede detectar con una probabilidad
del 99%. Se calcula segun la distribucion de Poisson:

Px>0)=1-e™*

donde p es la media del estadistico de Poisson,

Para P=099 - n, =461-f  /(Vf_ )donde
n, . = numero de algas en la muestra
f...s = NUMero de campos de la cubeta de sedimentacion

f = numero de campos contados

cont

V = volumen de muestra en la cubeta

Cuando se cuenta con cuadricula, hay que aplicar criterios estandar sobre los organismos que cruzan las lineas, de forma
que por ejemplo, se cuenten los individuos que toquen arriba y a la derecha pero no abajo y a la izquierda del recuadro. En
cuanto a las colonias, se toma como criterio no tener en cuenta las células que quedan fuera de la cuadricula. En el caso de
filamentos en los que no se distingue la separacion entre células, se cuentan éstos y puede estimarse su longitud media (por
medio de una escala micrométrica).
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Una técnica para estandarizar el recuento consiste en contar campos al azar hasta completar un total de 500 algas, habiendo
contado al menos 100 campos.

Este método es apropiado cuando la densidad de algas es baja, o bien se realiza el recuento de una especie poco
representada, o que tiene un tamafo grande.

En este caso, en la rejilla de uno de los oculares, habra una cuadricula, compuesta por dos lineas paralelas horizontales
dentro del ocular, formando un transecto (también es recomendado disponer de otra linea vertical en el centro). El método
consiste en ir moviendo la camara de arriba-abajo e izquierda-derecha, y viceversa, a la vez que se cuentan los individuos
que queden entre las dos lineas de la rejilla del ocular; los objetos solo se cuentan cuando se encuentran entre las lineas.

Los numeros de algas contados (células) se convierten en una concentracion por unidad de volumen de muestra, segun lo
siguiente:

N = Xx[(axd)+(axv)]
donde:

N = numero de células en la muestra (cel/ml),

X = ndmero medio de células por campo (o numero total de células de la camara),

A = area de la camara,

v = volumen de muestra sedimentado en la camara,

a = area del campo 6ptico o de la cuadricula 'y

d = factor de dilucion o de concentracion de la muestra (en caso de que se halla diluido o concentrado segun
la densidad de algas).

Si el recuento se realiza sobre colonias o filamentos, para expresar el valor en cel/ml, debe hallarse un nimero medio de
células por colonia/filamento, y multiplicar éste por el nimero de colonias/filamentos. En el caso de que las células sean
dificiles de diferenciar dentro de la colonia (p.e. Oscillatoria) el numero de células se puede aproximar segun el tamafio de
la célula.

La abundancia de las algas expresada como biovolumen (mm?/L) permite una mejor comparacion con la concentracion de
clorofila “a” (la cual se usa habitualmente como indicador de la biomasa del fitoplancton). La relacion entre la concentracion
de clorofila “a” y los recuentos expresados en células/ml puede tener desviaciones importantes, a consecuencia del tamafio
de las células. No obstante el calculo del biovolumen de las especies también puede incorporar errores de importancia. Una
estrategia de recuento puede ser la de calcular sélo los biovolumenes de las especies que mas contribuyen al biovolumen
total. En cualquier caso, estos problemas se resuelven, en la actualidad, mediante la aplicacion de técnicas de analisis de

imagen, utilizando como base recuentos digitalizados.

Para la determinacién del biovolumen se utiliza el método de Rott que consiste en medir como minimo 20 individuos de
cada especie, la cual se asimila a una forma geométrica que responda a su forma; entonces se calcula el volumen de cada
especie, segun la férmula para la figura geométrica escogida y, finalmente, se multiplica el volumen por el nUmero de células/
ml obtenido en el recuento.

El picoplancton integrado por pequefias cianobacterias, microalgas autoétrofas y heterétrofas, pequefios flagelados (verdes
e incoloros) y el bacterioplancton (incluidas las bacterias fotosintéticas), escapan por su pequefio tamafo al recuento por
el método de Utermohl. No obstante, el picoplancton tiene gran importancia ecoldgica y funcional en los ecosistemas
acuaticos.

Para cuantificar el picoplancton hay que acudir a técnicas de filtracion sobre membranas de policarbonatos (negras) de 0,2
um de poro. Tras la filtracion de las células se procede a tefirlas con un fluorocromo apropiado (el mas utilizado es el DAPI?)
y después se observan los filtros por epifluorescencia con varias bandas de excitacion — emisién. Los resultados 6ptimos se
obtienen con fotomicroscopia de epifluorescencia o por las técnicas de microscopia confocal. Para el establecimiento del
numero y biomasa de este grupo también resulta util apoyarse en la fluorocitometria de flujo.

7 DAPI: 4', 6 ~Diamidino-2-fenilindol
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7.4. IDENTIFICACION

La identificacion de los taxones se realiza mediante el apoyo de claves y guias. En la bibliografia se presenta una relacion de
las referencias mas importantes. Es importante comprobar las descripciones escritas de las especies (no sélo comparar con
dibujos o fotos) y tener en cuenta la informacion ecoldgica (distribucion, habitat, requerimientos,...). Se recomienda realizar
dibujos y fotografias, de utilidad como coleccion de referencia.

El trabajo de identificacion y recuento soélo puede realizarlo personal especializado (con entrenamiento de varios afios). Para
la identificacion de las muestras de referencia se recomienda contar con el apoyo de expertos.

Diatomeas

Fragilaria crotonensis y Ceratium Asterionella sp Peridinium wellei Aguas con Peridinium
hirudinella (Propiedad de URS) (Propiedad de URS) (Propiedad de Matilde (Propiedad de URS)
Segura)

Fotografia 1.1.: Diatomeas y Dinoficeas

Cloroficeas

Pediastrum boryanum (Propiedad Aguas con cloroficeas (Propiedad Pandorina sp (Propiedad de URS)
de URS) de URS)

Fotografia 1.2.: Cloroficeas

Cianobacterias

Aguas con Planktothrix (Propiedad de Aguas con cianobacterias (Propiedad de URS) Detalle de aguas con
URS) cianobacterias (Propiedad
de URS)

Planktothrix rubescens (Propiedad de Aphanizomenon flosaquae Microcystis sp (Propiedad Anabaena sp. (Propiedad
URS) (Propiedad de URS) de URS) de URS)

Fotografia 1.3.: Cianobacterias
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8. ANALISIS DE PIGMENTOS (CLOROFILA *A”)

La concentracién de clorofila “a” es una medida indirecta de la biomasa del fitoplancton. El procedimiento para su analisis
incluye la concentracién del fitoplancton, la extraccion de los pigmentos con una solucién acuosa de acetona (90%) y la
determinacion de la densidad 6ptica (absorbancia) del extracto por medio de un espectrofotdémetro. El procedimiento que se
describe esta basado en Standard Methods 10200 H (APHA, 1998)8.

8.1. EQUIPOS Y REACTIVOS

Equipo de filtracién.

Bomba de vacio.

Filtros de microfibra de vidrio de 0,4-0,6 pm de poro (por ejemplo Whatman GF/F).

Solucion de carbonato magnésico saturada (se disuelve 1 g de MgCO, en polvo en 100 ml de agua destilada).
Solucion de acetona 90% (mezclar 90 partes de acetona con 10 partes de la solucidon saturada de carbonato
magneésico).

Triturador de tejidos vegetales o aparato de sonicacion.

Centrifugadora clinica y tubos de centrifuga de 15 ml (opcional).
Espectofotémetro, con banda estrecha (0,5 a 20 nm; por lo general de 2 nm).
Cubetas con recorridos de 1, 5y 10 cm.

Pipetas (0,1 y 5 ml).

8.2. EXTRACCION DE PIGMENTOS

Concentrar la muestra mediante el filtrado de un volumen suficiente de agua a través de un filtro de microfibra de vidrio
(GF/F). La adicién de una suspension acuosa de carbonato magnésico (ver apartado 8.1.1.) aumenta la eficiencia de
retencion del filtro y evita la degradacioén de la clorofila (APHA 1998). Realizar el filtrado de la muestra lo antes posible.
Si hay que conservar la muestra usar botellas opacas y mantenerla en frio (alrededor de 4°C).

Mantener el filtro congelado (-20 °C), preferentemente en el mismo tubo donde se realizara posteriormente la
extraccion, y protegido de la luz. El filtro se puede conservar asi hasta 2-3 semanas.

Afadir al tubo con el filtro de fitoplancton una cantidad aproximada de 5 ml de solucion de acetona y mantener en frio
(0 —4 °C)y en la oscuridad, al menos 12-24 horas. Acelerar la extraccion mediante la trituracion mecanica del filtro
o bien por sonicacion suave para romper las células. Si se afiade dimetilsulféxido a la solucién de acetona (1:1) se
favorece la extraccion sobre todo cuando dominan algas de paredes gruesas®. Durante la extraccion puede agitarse
el tubo un par de veces. También puede hacerse la extraccién a -20 °C durante 2-3 dias.

Finalizada la extraccion filtrar el solvente a través de otro filtro de microfibra de vidrio o bien centrifugar (5-10 minutos a
3.000 rpm). Medir el volumen del extracto (en general 5 ml)'°. Es importante trabajar rapido para evitar la evaporacion
de la acetona y la variacion del volumen del extracto. El extracto es muy sensible a la luz por lo que hay que hay que
realizar este proceso, asi como la lectura espectrofotométrica con la luz de la habitacién muy atenuada, y mantener
los tubos en una caja negra o debidamente protegidos de la luz.

8 En agua muy oligotréficas con muy bajo contenido en clorofila puede requerirse el uso de otro método mas sensibles que el fotométrico, basado por ejemplo en medidas
fluorimétricas del extracto.

9 Propuesta de Eduardo Vicente.

10 Hay que considerar el volumen del solvente afiadido mas el volumen de agua que retiene el filtro que contiene el fitoplancton (este Ultimo volumen depende del tipo y tamafio del
filtro utilizado).
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8.3. DETERMINACION DE LA CLOROFILA POR ESPECTROFOTOMETRIA

Llenar la cubeta del espectrofotémetro y medir las densidades oOpticas del extracto clarificado (éste debe ser completamente
transparente) para las longitudes de onda que requiera la formula de calculo elegida. Entre éstas una de las mas utilizadas
es la formula de Jeffrey y Humphrey (1975):

[11,85x (AB64 — A750) —1,54(A647 — A750) — 0,08 x (AB30 — A750)] x v

Chl."a"(ug +L) = v

donde:
A630, A647,A664, A750: Densidad optica medida a la longitudes de onda indicadas
(en nm), en una cubeta de paso 6ptico de 1 cm.
v: volumen en ml del extracto
V: volumen de agua filtrada (en L).

8.4. DETERMINACION DE OTROS PIGMENTOS POR ESPECTROFOTOMETRIA

De forma complementaria puede hacerse un espectro completo del extracto entre 350 y 850 nm de longitud de onda, para
evidenciar la presencia de otros pigmentos como bacterioclorofilas, carotenos, etc., asi como para calcular los indices de
Margalef (A665/A430) y de Moss (A665/A410).

La realizacidon de un espectro “in vivo” del filtrado sobre filtro GF/F aporta informacién sobre la proporcion entre clorofilas y
ficobilinas, y permite caracterizar las diferentes bacterioclorofilas.

8.5. DETERMINACION DE PIGMENTOS POR TECNICAS DE CROMATOGRAFIA

En estudios de detalle, en los que se requiera la separacién e identificacion de las clases de clorofilas y sus derivados
(feofitina y otros feopigmentos), asi como de ciertos carotenos indicadores de grupos algales o condiciones ambientales,
deberan usarse técnicas de cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC, High Performance Liquid Chromatography).

8.6. CONFIRMACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de la concentracion de la clorofila y los recuentos algales deben cruzarse entre si, y éstos con los datos de
campo disponibles (valores de las lecturas con las sondas de fluorescencia y por la espectrorradiometria) para analizar su
coherencia.

9. PROTOCOLO PARA CONTROL DE CALIDAD

La implementacion de la Directiva 2000/60/CE requiere que los métodos que se utilicen en el establecimiento del estado
ecoldgico procedan de metodologias estandarizadas (ISO, CEN, o de organismos nacionales de estandarizacion), que los
laboratorios dispongan de programas de aseguramiento de la calidad (EN ISO 17025) y participen regularmente en ejercicios
de intercalibracion (Proficiency testing programes).

La toma de muestras de fitoplancton y de pigmentos asi como los trabajos de analisis se realizaran teniendo en cuenta
procedimientos de aseguramiento de la calidad, cuyas directrices se indican en los siguientes apartados.
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9.1. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD EN LA TOMA Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Objetivo: Realizar el trabajo de campo y evaluaciones segtn los procedimientos estandar previamente
definidos.

Preparar una hoja directriz que resuma de forma clara y didactica las tareas y procedimientos
a desarrollar en el trabajo de campo.

Documentar los trabajos y usar hojas de campo previamente preparadas. Indicar la localizacién
de las estaciones de muestreo (coordenadas GPS y profundidad, tipo de muestra (discreta
Medidas o integrada) y demas datos de interés (profundidad del Disco de Secchi, y otros datos
fisicoquimicos que deben ser totalmente fiables).

Si se filtra en el campo para el analisis de pigmentos incluir un estadillo que permita anotar el
volumen filtrado y las condiciones de conservacion de los filtrados y/o extractos (temperatura,
proteccion de la luz, etc.).

Tabla 1.7.: Realizar el trabajo de campo y evaluaciones segtn los procedimientos estandar previamente definidos

Objetivo: Asegurar la correcta conservacion de las muestras para el analisis de pigmentos (o los extractos) y las
muestras de fitoplancton fijadas con Lugol.

Si se filtra en el campo para el analisis de pigmentos asegurar que los extractos se mantienen
a la temperatura adecuada.

Comprobar el grado de foto-oxidacion del Lugol de forma periédica y afiadir mas conservante
en caso necesario.

Medidas

Tabla 1.8.: Asegurar la correcta conservacion de la muestras para el andlisis de los pigmentos (o los extractos) y las muestras de fitoplancton
fijadas con lugol

9.2. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD EN EL ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Objetivo: Asegurar que se siguen rigurosamente los procedimientos de analisis de las muestras

Redactar los métodos a usar en el laboratorio de forma clara incluyendo todos los pasos a
seguir, e indicar las fuentes de error y los limites de confianza.

Realizar entrenamientos al personal en la aplicacion concreta de cada procedimiento o uso
de equipos.

Medidas

Tabla 1.9.: Asegurar que se siguen rigurosamente los procedimientos de analisis de las muestras

Objetivo: Realizar pruebas internas de control de calidad

Calibrar los equipos y los métodos de forma regular.

Analizar réplicas de los recuentos para una o varias muestras representativas (en general
5-10% de las muestras). El analisis lo realizara otro técnico cualificado. Se confrontaran los
resultados y se identificaran las diferencias en los resultados.

Incluir los resultados de los recuentos en hojas de calculo y verificar la ausencia de errores
(repaso por otro operador).

Medidas

Tabla 1.10.: Realizar pruebas internas de control de calidad

Objetivo: Realizar pruebas externas de control de calidad

Realizar auditorias externas y enviar muestras duplicadas para recuento a un laboratorio
Medidas externo, a ser posible a un experto en la taxonomia y recuento del fitoplancton.
Participar en pruebas de intercalibracion.

Tabla 1.11.: Realizar pruebas externas de control de calidad
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9.3. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE CALIDAD EN EL TRATAMIENTO DE LOS DATOS

Objetivo: Control del manejo de datos y analisis de los resultados.

Medidas

Todos los datos de un muestreo especifico se deben identificar de forma individual, en la base
de datos por medio de cédigos.

La documentacién de campo y laboratorio (muestras, estadillos, fotos) se guardara durante un
periodo no inferior a 5-6 afos.

Los datos en formato electrénico deberan incluir identificacion de su origen (autores, fechas,
etc...) y referencias para ampliar la informacion.

Todos los resultados de las medidas efectuadas en el campo (perfiles con sondas
multiparamétricas y fluorimétricas) y de los analisis de laboratorio (recuentos por la técnica
de Utermohl u otras técnicas, biovolumen, concentracion de clorofila y otros pigmentos) se
confrontaran para identificar el grado de correspondencia.

Tabla 1.12.: Control del manejo de datos y analisis de los resultados
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Capitulo 2 Parte 1. Generalidades

1. DEFINICIONES Y OBJETIVOS

El término fitobentos se refiere a los organismos autétrofos que viven asociados a cualquier sustrato del fondo en los
ecosistemas acuaticos, e incluye cianobacterias, algas microscopicas (microalgas), macroalgas y macrofitos.

El término perifiton describe a la comunidad microbidtica que vive sobre sustratos sumergidos de diferente naturaleza
(sustratos duros, vegetacion acuatica viva y muerta,...); e incluye microalgas, bacterias, hongos y protozoos. Diferentes
grupos de algas forman parte del perifiton (diatomeas, cloroficeas, etc.), asi como las cianobacterias.

Los términos epiliton, epifiton y epipelon se refieren a los sustratos que colonizan las algas, que son sustratos pétreos,
vegetacion acuatica y sedimento, respectivamente.

Este documento esta dedicado a las microalgas bentdnicas de aguas corrientes y de lagos y tiene como objetivo identificar
y proponer métricas para el establecimiento del estado ecoldgico de las aguas fluyentes y estancadas de la cuenca del
Ebro, en aplicacién de la Directiva 2000/60/CE, y especificar las directrices metodoldgicas para el muestreo y analisis de las
microalgas bentonicas.

2. VALOR INDICADOR DE LAS MICROALGAS BENTONICAS

El uso de microalgas bentdnicas para evaluar la calidad del agua es una practica habitual en muchos paises europeos, y
existe abundante bibliografia sobre su capacidad bioindicadora. No obstante la inmensa mayoria de los estudios realizados
se refieren a diatomeas, y existe mucha menos informacién sobre los restantes grupos de algas. Asimismo los rios han sido
objeto preferente de estudio, mientras que en los lagos el uso de las microalgas bentdénicas como bioindicadores es mas
reciente.

En el marco de la aplicacion de la DMA, las microalgas se consideran utiles para la deteccion y seguimiento de las presiones
debidas a:

Eutrofizacion

Incrementos de materia organica
Salinidad

Acidificacién

La mayoria de las microalgas son productores primarios y como tales
responden alas variaciones delos nutrientes (especialmente del fésforo) en
el agua; algunas pueden comportarse como organismos heterotréficos en
aguas con aumentos de materia organica. Las comunidades de microalgas
bentodnicas responden al aumento de nutrientes (principalmente Py N) en
el agua, mediante cambios en su composicién que, en algunos casos,
suponen la disminucién de la diversidad, y el aumento de la biomasa; de
forma que cuando la masa de agua se eutrofiza los sustratos aparecen
recubiertos de patinas verdes o pardas de algas.

Respecto a la acidificacion, ésta no es problema en la mayor parte de las
cuencas ibéricas cuyas aguas estan tamponadas.

Las microalgas bentonicas son poco sensibles a las presiones

hidromorfolégicas (alteraciones del régimen hidrolégico, continuidad del

rio y condiciones morfoldgicas del lecho), por lo que no se recomienda

su uso para la detecciébn de dichas presiones. Los macrofitos,

Fotografia 2.1.: Cyclotella menighiniana dentro de los vegetales, son mejores indicadores de las alteraciones
(Propiedad de Juan Alcober) hidromorfok')gicas_
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3. METRICAS BASADAS EN MICROALGAS BENTONICAS

3.1. INDICES DE DIATOMEAS

Las diatomeas son el grupo mas diverso de las microalgas benténicas; suelen constituir el 80-90% de la comunidad del
perifiton. Son cosmopolitas y sus requerimientos ecoldgicos son conocidos para muchas de sus especies, y son los mismos
en diferentes regiones geograficas. Tienen como ventaja adicional la buena manipulacion y conservacion de las muestras, lo
que se debe, en parte, al esqueleto de silice — el frustulo — de elevada resistencia y cuyas caracteristicas morfolégicas son la
base de la identificacion de las especies. Los frustulos que estan formados por dos valvas, se acumulan en los sedimentos
lacustres y pueden ser analizados en estudios paleolimnolégicos.

En los rios ibéricos los factores mas relevantes que afectan a la composicion y abundancia de las diatomeas son los
nutrientes (principalmente P y N) y la salinidad. Otros factores como la luz, la temperatura, el pH, la velocidad de la corriente
y la naturaleza del sustrato pueden también causar variaciones en las comunidades de diatomeas.

Los procedimientos de muestreo y analisis estan estandarizados por las siguientes normas y pre-normas europeas (European
Committee for Standarization, 2003, 2004):

CEN / TC 230 EN 13946:2003. Water Quality. Guidance standard for routine sampling and pre-treatment of benthic
diatoms from rivers.

PrEN 14407: February 2004. Water quality. Guidance standard for the identification, enumeration, and interpretation
of benthic diatom samples from running waters.

Estas dos normas estan ahora incluidas en la legislacion espafiola como Normas Espafiolas (AENOR 2004, 2005).

Existe una amplia variedad de indices de diatomeas (Ector & Rimet, 2005), disefiados por diferentes autores (IPS, CEMAGREF
1986; IBD, Prygiel y Coste, 1998; CEE, H. Lange-Bertalot, 1979; LMI, Leclercq y Maquet, 1987; SLA, Sladecek, 1973; EPI-D,
DellUomo, 2004; ROTT, Rott et al., 1997, 1999, 2003). Todos suelen basarse en combinaciones entre la abundancia relativa
y el grado de sensibilidad (tolerancia) de un grupo de taxones seleccionados (en general especies). Prygel et al. (1999),
Whitton y Rott (1996) y Whitton et al. (1991) describen y evalian muchos de los indices utilizados actualmente. Muchos de
estos se han desarrollado para usarlos en un area geografica concreta aunque comprobaciones posteriores han demostrado
que algunos tienen una validez mas amplia.

En Francia, las Agencias del Agua y el CEMAGREF de Burdeos han elaborado un programa informatico (OMNIDIA) que
permite el calculo de un numero elevado de indices. Este programa esta sometido a sucesivas actualizaciones que permiten
la incorporacion de nuevas especies y nuevos indices.

Antes de utilizar un indice por primera vez en un area, es necesario hacer una evaluacion previa del indice. Esta evaluacion
deberia de considerar la informacion autoecoldgica de los taxones, asi como las condiciones fisicoquimicas del lugar concreto.
Es importante que los taxones dominantes presentes en la regién estén también representados en el indice.

La correcta aplicaciéon de los indices requiere de la participacion de un técnico entrenado en la identificacion taxondmica
de las diatomeas. Entre los indices mas usados se encuentran los siguientes, los cuales se han aplicado en la cuenca del
Ebro:

indice IPS (Indice de Polusensibilidad Especifica): Se calcula sobre la base de las medias ponderadas de los valores
de sensibilidad a la contaminacion (Sj), Valor indicador de contaminacion (Vj) y Abundancia relativa de la especie j:

Y AjxSjxVj
Y AjxVj

indice IBD (Indice Biolégico de Diatomeas) (AFNOR 2000): Basado en un nimero reducido de taxones (250) para los
que se conoce su grado de tolerancia (7 grupos de calidad). Su sensibilidad es menor que el anterior en los rios cuya
composicion de diatomeas no incluya parte de las especies del indice.

indice CEE (Descy y Coste, 1990): Combina, en una tabla de doble entrada, grupos de especies con diferente
tolerancia a la contaminacion, en relaciéon con su distribucion a lo largo de los rios.

IPS =
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Los indices de diatomeas se aplican normalmente en rios, no obstante recientemente se esta analizado su posible utilizacion
en lagos (Seele et al, 2000; Kitner y Poulickova, 2003; Blanco et al. 2004, 2005) con resultados favorables. Como ejemplo
cabe citar la aplicacion de los indices IPS e IBD en muestras de perifiton tomadas sobre tallos de heléfitos sumergidos
(Scirpus lacustris y Typha latifolia) en lagos someros de la provincia de Ledn (Blanco et al. 2004). Los resultados muestran
una buena correlacion entre los resultados de los indices y el estado tréfico de los lagos.

En lagos de Cataluha se aplica un indicador basado en diatomeas (Agéncia Catalana de I'Aigua, 2003). Este indice
(InDia = Zaixdi) se obtiene de ponderar la abundancia relativa de cada especie caracteristica (d) por un valor indicador
(a). Las especies caracteristicas varian en cada tipo de lago.

3.2. METRICAS BASADAS EN OTROS GRUPOS DE ALGAS

El caracter indicador de otros grupos de algas no diatomeas se ha puesto de manifiesto en diversos estudios de investigacion.
Por esta razén, en diversos paises europeos también se utilizan las microalgas no diatomeas para evaluar la calidad del agua.
Asi tenemos el indice de los saprobios SLA (Sladecek, 1973), utilizado en la Republica Checa, el indice E-P/I (Del’'Uomo,
1991) en ltalia y mas recientemente el indice trofico Tl (Rott, 1999) en Austria, que se han construido con bases de datos muy
potentes de alrededor de 1000 entradas. Douterelo et al. (2004) analizan las variaciones que presentan las cianobacterias
en tramos fluviales sometidos a vertidos de aguas residuales organicas, en rios de la provincia de Madrid; y observan
decrementos de la diversidad, cambios de especies y de sus abundancias. Los autores del citado estudio sefalan que las
cianobacterias podrian usarse como indicadores de calidad en los seguimientos de las redes de control de rios. No obstante
el trabajo deberia ampliarse (a otras cuencas) y proceder a estandarizar su muestreo y analisis, lo cual es una tarea que
podria desarrollarse en un futuro préximo.

3.3. METRICAS BASADAS EN LA BIOMASA

La concentracion de Clorofila a /m? puede ser usada como métrica del grado de eutrofia (limite de eutrofia superior a 100
— 150 mg Chl-a/m?) (Dodds et al. 1998). No obstante existen opiniones que cuestionan el uso de medidas cuantitativas de
biomasa (Clorofila a), en el marco de seguimientos rutinarios de eutrofia. Kelly y Whitton (1998) sefialan que los valores
de biomasa algal pueden estar influidos por factores independientes a la carga de nutrientes como son avenidas, cambios
estacionales y el ramoneo de invertebrados. También existen dificultades para la estandarizacién del muestreo (estima de
la superficie de la que procede la medicion, efecto sombra, etc...). Este indicador podria tener interés en el seguimiento de
la eutrofia en tramos fluviales seleccionados (control operacional) pero no se considera adecuado para su inclusion en los
controles de vigilancia.

4. PROPUESTA DE METRICAS PARA LA CUENCA DEL EBRO

Se presenta una propuesta de métricas principales y complementarias para la determinacion del estado ecoldgico de los rios
y lagos de la cuenca del Ebro.

4.1. RiOS

Las métricas basadas en las microalgas que se han identificado para el establecimiento del estado ecolégico de los rios de
la cuenca del Ebro son las siguientes:

Microalgas benténicas

Métricas principales Métricas complementarias
indice IPS de diatomeas indices de cianobacterias (a desarrollar medio y largo plazo).
indice tréfico TI (Rott 1999) Clorofila a — Seguimientos operacionales (protocolos a estandarizar)

Tabla 2.1.: Métricas basadas en las microalgas benténicas

69
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Las diatomeas se consideran el principal indicador dentro de los productores primarios en los rios de la demarcacion del Ebro.
Existen trabajos previos y se han obtenido buenos resultados en las experiencias realizadas (Confederacion Hidrografica del
Ebro, 2004; C.H. del Duero, 2004; C.H. del Norte, 2005).

La CHE dispone de una Red de diatomeas que comprende cerca de 200 estaciones en la red fluvial, de las que una parte
pertenecen a la red provisional de referencia. En estas estaciones se han aplicado los indices IPS, IBD y CEE, y los
resultados muestran que el indice IPS es la métrica que ofrece mejores resultados en la cuenca del Ebro (CHE, 2004).

Se considera adecuado mantener el indice IPS como una de las métricas a usar en el establecimiento del estado ecoldgico
de las masas fluviales de la cuenca del Ebro. No obstante se recomienda realizar mejoras segun las siguientes directrices:

Ampliar el nimero de estaciones o redistribuir las existentes dentro de las masas de agua fluviales identificadas.
Asegurar un numero suficiente de estaciones de referencia en los tipos que dispongan de ellas. Los resultados del
estudio de presiones e impactos en fase de finalizacion permitiran testar la bondad de las estaciones de referencia
provisionales y detectar otras posibles.

Establecer los valores de referencia del IPS para cada tipo identificado en la demarcacién del rio Ebro.

Buscar otras métricas resultantes del analisis de los inventarios de microalgas que puedan ser de interés para
completar los resultados que se obtienen con los indices. Inicialmente se recomienda aplicar el indice Tl (Rott,
1999).

Preparar un Atlas iconografico de las diatomeas presentes en las distintas cuencas para facilitar las identificaciones
de las especies.

Proponer cursos de formacién a la taxonomia de las diatomeas y ejercicios de intercalibracidn entre los técnicos.
Incluir toda la informacion (inventario de especies, recuentos, resultados de los indices calculados) en una Base de
datos georreferenciada.

El protocolo que se presenta en esta memoria incluye los procedimientos de muestreo (apartado 5), tratamiento de las
muestras (apartado 6) y andlisis (apartado 7) recomendados para la obtencion de métricas basadas en las diatomeas
benténicas, que permitan establecer el estado ecoldgico de los rios de la cuenca de la demarcacién hidrografica del Ebro.

4.2. LAGOS

Existe poca informacion, no obstante se considera interesante incluir las diatomeas bentdnicas como indicadores del estado
ecoldgico de los lagos, especialmente en los lagos someros. En el protocolo de muestreo de diatomeas (apartado 5) se
presentan las directrices metodolégicas para su muestreo en lagos.

Fotografia 2.2.: Navicula gregaria (Propiedad de C. Bouillon y L.Ector)
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En las paginas siguientes se incluyen los procedimientos destinados al uso de las
microalgas bentdnicas (diatomeas) en el establecimiento del estado ecoldgico de
las aguas superficiales, los cuales se refieren a los siguientes aspectos:

Muestreo

Pre-tratamiento de muestras
Identificacién

Control de la calidad
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5. PROCEDIMIENTO PARA EL MUESTREO DE DIATOMEAS BENTONICAS

5.1. INTRODUCCION

Este procedimiento establece un método para el muestreo de las diatomeas epiliticas y epifiticas utilizadas para evaluar la
calidad del agua de rios y lagos. Los datos obtenidos mediante este método son los mas apropiados para obtener los indices
de calidad del agua basados en la abundancia relativa de los taxones.

La elaboracion del procedimiento se ha basado en los siguientes documentos: Norma CEN /TC 230 EN 13946:2003; Protocolo
de la Agencia Catalana del Agua para la evaluacién de la calidad biolégica de los rios mediante diatomeas (2003); Protocolo
para la recoleccion de muestras de diatomeas benténicas en humedales continentales (MMA, 2002).

El procedimiento incluye directrices metodoldgicas para:

Identificar el equipo de muestreo requerido.
Seleccionar los puntos de muestreo en rios y lagos.
Seleccionar el sustrato a muestrear.

Recoger la muestra en los sustratos.

Conservar la muestra.

5.2. EQUIPOS Y REACTIVOS

Proteccion personal

o Botas o vadeadores de pescador.
o Guantes de latex (especialmente en aguas sospechosas de contaminacion).

Recoleccién de muestras

o Cepillo de dientes duro (u otro instrumento similar) o cuchillo (u otra hoja adecuada).-
Azada de mango largo con una red fina adherida (por si deben muestrearse superficies duras verticales).
Caja o cubo con el fondo de vidrio (Aquascope), para encontrar, en algunas circunstancias, los sustratos
idoneos.
Botes o viales de plastico con tapdn hermético.
Boligrafo o rotulador permanente (o cualquier otro método para etiquetar las muestras). Si se usan etiquetas,
estas deben ser resistentes a la humedad.

Son necesarios para detener la division celular de las diatomeas y la descomposicion de la materia organica. No es necesario
afiadir un conservante si la muestra se procesa pocas horas después de su recogida, siempre que ésta se conserve en frio
(4 °C) y a oscuras; la muestra también se puede ultracongelar.

En caso de conservar las muestras se recomienda usar formaldehido tamponado o etanol, especialmente para periodos
de conservacién de las muestras largos; las muestras en formaldehido pueden conservarse durante meses o afios, siendo
recomendable afadir mas conservante en periodos de conservacion superiores a 6 meses — 1 afo.

Soluciéon tamponada de formaldehido (HCHO) al 4% v/v: Diluir una solucién stock de formaldehido al 4% en
una solucion tamponada de pH 7 (la solucién tampoén se requiere para prevenir la disolucién de los frastulos).
Entre los tampones mas indicados se encuentra HEPES (N-2- hidroximetilpiperazina-n-2’-acido sulfénico), borato y
hexametileno-tetramina. Se recomienda una solucion final entre el 1% y el 4% (v/v) (la cantidad necesaria dependera
de la cantidad de materia organica presente en la muestra).

13
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Dada la naturaleza toxica de esta sustancia, en caso de utilizacion se deben tomar precauciones (trabajar en un
ambiente bien ventilado, usar guantes).

Etanol 70% (C,H,OH): Puede utilizarse para este proposito.

5.3. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO

Debe seleccionarse un segmento del rio o del litoral del lago donde puedan encontrarse los sustratos adecuados para la
toma de muestras (ver apartado 5.3.2.). Como norma general, debe tener unos 10 m de largo, aunque longitudes superiores
podrian ser apropiadas dependiendo de la uniformidad fisica del rio y de la disponibilidad de sustrato.

Tiene que hacerse una descripcion detallada del lugar de muestreo: localizacion, anchura, profundidad, tipo de sustrato,
presencia y abundancia de macrdfitos, grado de sombra, y otros datos de interés ecoldgico. También se recomienda hacer
una fotografia. Toda esta informacion es valiosa para la interpretacion de los resultados y facilita el trabajo de los siguientes
muestreos (localizacion del punto de muestreo, reconocimiento de posibles cambios, mejor reproducibilidad del protocolo de
muestreo).

La seleccion del sustrato es un paso importante ya que las diatomeas se pueden encontrar en muchas superficies
sumergidas, y la composicién de las comunidades halladas puede variar en funcion del sustrato escogido. Por esta causa
se deben establecer criterios de seleccion del sustrato a muestrear. Como criterio general, es recomendable muestrear las
comunidades (superficies parduzcas resbaladizas) que se desarrollen sobre substratos duros estables situados en zonas
sumergidas del lecho fluvial o del litoral de lagos como: rocas, piedras, y cantos rodados de un tamafio minimo de 10 x 10 cm.
En caso de no encontrarse este tipo de sustrato, se puede tomar la muestra en estructuras construidas por el hombre como
pilares de puentes o paredes de infraestructuras hidraulicas (azudes, obras de defensa), siempre y cuando no estén hechos
de madera, ya que la materia organica puede descomponerse favoreciendo la presencia de determinadas especies. También
puede muestrearse sobre otras superficies artificiales como ladrillos o tejas, si podemos garantizar su presencia en el agua
durante al menos cuatro a ocho semanas’; en general, un lapso de tiempo de dos meses se considera suficiente para que la
comunidad de diatomeas sea madura; no obstante este tiempo puede variar segun las condiciones ecoldgicas.

Si dominan la arena o limos pero existe mas de un 10% del total del sustrato que sean rocas o piedras, se escogeran
preferentemente las rocas o piedras como sustrato a muestrear. Si Unicamente existen arenas, limos o plantas acuaticas, se
recogeran las muestras de aquellos que sean caracteristicos del punto de muestreo?.

En tramos fluviales profundos y en lagos pueden muestrearse los tallos de los heléfitos o bien substratos rocosos. Para
uniformizar el muestreo se recomienda muestrear siempre las mismas especies o grupos morfolégicamente similares;
también pueden usarse sustratos artificiales introducidos en zonas seleccionadas.

En la toma de muestras tener en cuenta las siguientes indicaciones generales:
Rios

Evitar muestrear sustratos procedentes de zonas muy sombreadas, a no ser que esta sea la caracteristica distintiva
del punto a evaluar.

Evitar tomar sustratos de zonas emergidas o que presumiblemente lo hubieran estado en algin momento reciente.
Evitar tomas de sustratos en areas demasiado cercanas a las orillas, y obtenerlas principalmente del punto medio del
rio, en zona de corriente.

Evitar zonas debajo de puentes o recientemente afectadas por obras de ingenieria o de alteracién de lecho fluvial.
Evitar las pozas y los tramos de escasa corriente en las que suele haber deposicion de limos y de detritos lo que limita
la colonizacion de las diatomeas epiliticas; tampoco son recomendables las zonas de excesiva corriente (rapidos).

" No existe consenso en este dato y los expertos consultados dan un periodo minimo de 4, 7 u 8 semanas.

2 Si se muestrean diatomeas epifitas se asegurara que proceden de plantas totalmente sumergidas.
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Evitar tomar sustratos en areas presumiblemente inundadas recientemente (menos de 4-6 semanas).
Evitar tomar sustratos de zonas emergidas o que presumiblemente lo hubieran estado en algin momento reciente.

. Procedimiento para la toma de las muestras en rios

5.3.3.1.1. Superficies duras naturales moviles

Las piedras y cantos rodados son el sustrato mas idéneo. Seguir el siguiente procedimiento:

Seleccionar como minimo 5 piedras o bien hasta 10 si sélo existen piedras pequefias o guijarros. Asegurarse que
las piedras se extraen de las zonas adecuadas (inundadas permanentemente, en zonas soleadas, y con aguas
corrientes si las hay).

Para realizar el muestreo, es conveniente situarse en el punto de maxima corriente (si es posible) e ir recorriendo el
rio a contra corriente (aguas arriba), para minimizar el efecto de contaminacion de las muestras.

Eliminar cualquier tipo de contaminacion adherida a los sustratos (p.ej. detritus organicos) limpiando un poco la
superficie en la corriente de agua. Si el sustrato esta recubierto de algas filamentosas se intentaran desprender éstas,
tanto como sea posible, antes de tomar la muestra (siempre es preferible evitar los sustratros recubiertos de algas
filamentosas).

Cepillar (o raspar con navaja) la superficie superior de los sustratos, evitando asi las superficies de erosion y
sedimentacion. Limpiar una zona aproximada de cémo minimo 10 cm? por piedra (20 cm? si se toman 5 piedras). La
superficie total de muestreo sera de unos 100 cm?.

Introducir el cepillo (o la hoja de la navaja) en el bote de la muestra que previamente se habra aclarado y contendra
unos 50 ml de agua®. Agitar suavemente para permitir la transferencia de las diatomeas. El agua de la muestra se
tornara turbia y de color marrén.

Aclarar con abundante agua del rio el cepillo o instrumento usado para tomar la muestra.

Proceder a etiquetar la muestra y a su conservacion (ver apartado 5.3.4.).

5.3.3.1.2. Superficies verticales de infraestructuras artificiales

En

rios profundos y navegables pueden muestrearse las paredes verticales sumergidas de infraestructuras hidraulicas

(p-ej. azudes, defensas). El procedimiento recomendado es:

Usar un rastrillo con mango telescépico, lo que permite recoger el material que se desprende al pasar esta herramienta
sobre la superficie a muestrear. Este rastrillo puede disponer de una red que recoja el raspado; no obstante esta
técnica presenta un riesgo elevado de contaminarse con diatomeas planctonicas.

Tomar la muestra a 30 cm por debajo del nivel del agua para evitar la zona influida por la fluctuacion del nivel de agua
y del oleaje.

Limpiar, aproximadamente, una superficie de 10 cm? por zona de la superficie a muestrear. Proceder a extraer el
material retenido en la red e introducir éste en el recipiente de la muestra. Repetir el procedimiento tres veces como
minimo.

Etiquetar y conservar la muestra segun se indica en el apartado 5.3.4.

1pm — i v
-5

Fotografia 2.3.: Encyonema caespitosun (Propiedad de C. Bouillon y L. Ector)

SEl agua de la muestra puede tomarse del rio o preferiblemente ser agua embotellada (en los rios de aguas lentas en los que puede haber abundancia de diatomeas plancténicas).

5
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5.3.3.1.3. Vegetacion acuatica

En tramos leniticos de rios con abundante crecimiento de vegetacion acuatica se puede muestrear la comunidad de
diatomeas epifiticas que se encuentra en macrofitos y macroalgas sumergidas y/o las partes sumergidas de heldfitos. No
obstante algunos expertos consideran inadecuado este tipo de sustrato por ser determinante del tipo de comunidad de
diatomeas que aparece, siendo preferible limitar el muestreo del epiliton en substratos duros artificiales o naturales.

En todo caso se indican los procedimientos de muestreo:
Macréfitos y macroalgas sumergidos

Recoger la planta entera (si es pequefia) o bien cortar una parte utilizando un cuchillo o tijeras; guardar la planta (o su
parte) en una bolsa de plastico. Coger 5 réplicas. Se evitaran las partes sumergidas de las hojas flotantes (nenufares)
por no recibir luz directa.

En el laboratorio remover o agitar las plantas enérgicamente, durante 2 minutos, en un vaso de precipitados grande
que contenga agua destilada (Zimba, 1997) para extraer todas las diatomeas adheridas. Sacar los macrofitos del
vaso de precipitados, y dejar que las diatomeas sedimenten; extraer el sobrenadante y conservar la muestra de
diatomeas segun se requiera.

En el caso de algas filamentosas, es preferible evitar su muestreo ya que las diatomeas aparecen dominadas por
Cocconeis, y su valor indicador se reduce. En todo caso también es posible escurrir una pequefia cantidad de ellas y
recoger la suspension resultante (que contendra diatomeas epifiticas) en el vial de muestreo.

Macrofitos emergentes

Las muestras solo pueden tomarse sobre macréfitos emergentes que contengan porciones que permanezcan
permanentemente sumergidas, pero que no estén contaminadas por sedimentos del fondo.

Cortar los tallos por debajo del nivel del agua. Para ello, cortar el tallo al nivel del agua; poner una botella de plastico o
de vidrio boca abajo en la parte sumergida del tallo. Cortar el tallo hasta la boca de la botella, después girar la botella
con el tallo dentro y cerrar.

En el laboratorio sacar las diatomeas de los tallos agitandolos con cuidado en la botella.

5.3.3.1.4. Sustratos artificiales

Son preferibles sustratos con superficies heterogéneas (p. €j.: tejas, cuerdas de propileno deshilachadas) a las superficies
lisas (p. ej. portaobjetos de vidrio). Deben dejarse en el rio el tiempo suficiente para asegurar que la comunidad esté
madura. Como minimo se recomiendan 7-8 semanas, pero el periodo de exposicién depende de las condiciones
ambientales, asi los periodos de exposicion podrian ser mas largos bajo algunas circunstancias (p. €j.: condiciones muy
oligotroéficas, bajas temperaturas, mucha sombra).

Debe cuidarse que el disefio y la ubicacion de los sustratos introducidos no interfiera con las actividades legitimas de los
usuarios del rio y minimizar el riesgo de vandalismo. Tienen que colocarse réplicas extras, para compensar las posibles
pérdidas por crecidas o por vandalismo.

Cuando se utilicen sustratos para realizar estudios en el mismo curso de agua, es importante que todos los sustratos
estén expuestos a las mismas condiciones, asi como también es necesario que el periodo de exposicion y la fecha de
inicio de la introduccion del sustrato sea el mismo.

Para el etiquetado y el transporte al laboratorio se siguen las directrices del apartado 5.3.4.
5.3.3.2. Procedimiento para la toma de muestras en lagos y zonas humedas

Se pueden usar los mismos métodos que se describen para los rios. No obstante en el litoral de lagos y en zonas humedas
puede existir una cierta dificultad en encontrar rocas o piedras para muestrear las diatomeas. Por el contrario abundan
gravas y limos, y en la mayoria de ellos la vegetacion acuatica.

De cara a uniformizar el muestreo se recomienda el muestreo en los tallos de los heldfitos sumergidos. Para ello deben
cortarse los tallos de los heléfitos que permanecen bajo el nivel del agua y fragmentarlos en porciones de unos 10 cm de
longitud (no deben incluirse en la muestra fragmentos contaminados por los sedimentos del fondo ni que presumiblemente
hubieran estado emergidos recientemente); estas porciones se introducen en el bote de muestra y se cubren de agua.
Posteriormente se limpian los tallos agitandolos con suavidad.
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Una vez tomada cada muestra se procedera a su etiquetado. Se usara un rotulador resistente al agua, y se indicara un
cédigo identificador del muestreo, un cédigo de la estacion de muestreo, la fecha de la recoleccion, los sustratos de los que
procede y el fijador utilizado.

Se procedera a conservar la muestra segun lo indicado en el apartado 5.2.2.

Las muestras deben guardarse en un lugar oscuro y fresco durante el trayecto hasta el laboratorio.

Toma de muestras de diatomeas benténicas

Seleccionar un tramo bien . Cepillar la superficie del

S Escoger piedras y cantos L .

iluminado y en zona de . sustrato; limpiar el cepillo en
. rodados sumergidos .

corriente el recipiente con agua

Fotografia 2.4.: Toma de muestras de diatomeas bentonicas (Propiedad de Jaume Cambra)

6. PRE-TRATAMIENTO DE MUESTRAS DE DIATOMEAS BENTONICAS

6.1. INTRODUCCION

Este procedimiento establece los métodos de laboratorio para el estudio de las diatomeas epiliticas y epifiticas utilizadas
para evaluar la calidad del agua de rios y lagos. Incluye los procedimientos de tratamiento de las muestras previas a su
identificacion y recuento.

La elaboracion del procedimiento se ha basado en los siguientes documentos: Norma prEN 14407:2004; Protocolo de la
Agencia Catalana del Agua para la evaluacion de la calidad biolégica de los rios mediante diatomeas (2003).

El procedimiento incluye directrices metodoldgicas para lo siguiente:

Identificacion del equipo de laboratorio y reactivos requeridos.
Pre-tratamiento de las muestras.

6.2. MATERIAL DE LABORATORIO

Campana extractora o sistema equivalente.

Placa calefactora, bafio de arena o bafio de agua.

Vasos de precipitados o tubos de ebulliciéon (uno por muestra).
Medios para medir volumenes de 20 ml de agentes oxidantes.
Pipetas Pasteur limpias.

ks
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Centrifuga (opcional)* (algunos expertos no son partidarios de utilizar centrifuga, ya que las células grandes o poco
silificadas se rompen y se alteran los resultados)
Tubos de centrifuga (opcional). Estos tubos deberian ser resistentes al ataque de agentes oxidantes o acidos utilizados

para limpiar las diatomeas.

6.2.2.1. Reactivos para limpiar diatomeas

Para limpiar los frdstulos de las diatomeas, se debe tratar la muestra con reactivos que permitan la digestion de la materia
organica. Estos son los siguientes:

Solucion de peroxido de hidrogeno (H202) al 30% (110 volumenes).
Acido clorhidrico diluido (ex 1 M) (HCI).

Acido sulfurico concentrado (H2S04).

Permanganato potasico (KMnO4) en cristales.

Acido oxalico saturado (C,H,0,).

De los reactivos indicados el mas recomendable es la solucién de peréxido de hidréogeno, ya que el resto son sustancias
téxicas cuya manipulacion requiere condiciones de seguridad mas estrictas.

6.2.2.2. Reactivos para preparaciones permanentes

Se requiere de un medio de montaje con un indice de refraccién superior a 1,6. Se recomienda el uso de Naphrax®.

6.3. TRATAMIENTO PREVIO A LA OBSERVACION MICROSCOPICA

Las muestras deben guardarse en un lugar oscuro y fresco durante el trayecto hasta el laboratorio y mientras se mantengan
almacenadas. El pre-tratamiento incluye la concentracion de la muestra, la digestion de la materia organica y la realizacion
de las preparaciones microscopicas.

La separacion de las diatomeas del agua de la muestra puede realizarse por uno de los dos métodos siguientes:

Dejar reposar las muestras 24 horas, como minimo. Con esto se consigue que el material en suspension sedimente
y se acumule en el fondo del frasco; entonces el sobrenadante se puede retirar con una pipeta.

Centrifugar la muestra. Previamente para quitar los restos grandes de sustrato o de plantas es preferible pasar la
muestra por un colador de cocina. La velocidad y tiempo necesarios para completar la sedimentacion de todas las
diatomeas (incluyendo las especies pequefias) dependera de las caracteristicas individuales de la centrifugadora
utilizada (realizar pruebas preliminares para asegurar que no se dejan diatomeas en el sobrenadante con el tiempo
y la velocidad escogidos).

Se recomienda un examen microscépico preliminar de las muestras sin tratar, y anotar cualquier caracteristica inusual que
se observe (p. ej. gran cantidad de frastulos vacios).

Siempre debe guardarse una parte de la muestra, para evitar la pérdida en el caso que haya problemas durante el proceso
de preparacion.

Para una identificacién adecuada de las diatomeas, es necesario eliminar todo el contenido celular. Esto puede hacerse
exponiendo la muestra a agentes oxidantes fuertes. El perdxido de hidrégeno (110 vol.) es el mas comuny el mas recomendado
(ver apéndice 2).

En aguas ricas en carbonato calcico, se recomienda eliminar los carbonatos con HCI diluido. Este tratamiento también es
necesario para muestras ricas en hierro.

4 Nota: si no se dispone de centrifugadora, se puede dejar sedimentar el material sélido durante una noche, después de esto puede vaciarse con cuidado el sobrenadante.
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Conseguir la concentracion adecuada de diatomeas. Si la suspension de muestra que se obtiene después de la
digestion de la materia organica, se observa lechosa o turbia, deberia afadirse agua destilada o desmineralizada
para diluir su concentracion; también puede utilizarse etanol®. La densidad de valvas puede comprobarse rapidamente
mediante la evaporacion de una gota de la suspension en un cubreobjetos y observandola al microscopio con un
objetivo medio (x40). Si la suspension esta muy diluida, hay que volver a centrifugar la muestra. Si esto falla, se repite
el proceso de preparacion.

Secado de la submuestra de diatomeas. .Agitar el vial que contiene la suspension de diatomeas limpias. Con una
pipeta Pasteur limpia extraer una o dos gotas de liquido (que deberia ser turbio) de la parte central del tubo, y
depositarlas en un cubre-objetos redondo. Dejar evaporar el liquido, depositando el cubreobjetos en un lugar calido,
resguardado del polvo y sin vibraciones, o bien calentarlo suavemente en una placa calefactora. El resultado tendria
que ser una pelicula de color gris que cubre el cubre-objetos.

Adicion del medio de montaje. Seguir las instrucciones de los fabricantes en la utilizacion del medio de montaje.
Uno de los mas utilizados es la resina Naphrax®. Debe asegurarse que el medio de montaje se expanda hasta los
margenes del cubre-objetos. Dejar enfriar y comprobar en el microscopio. La concentracién ideal para el recuento
seria aquella que a x1000 se puedan contar de 10 a 15 valvas en un campo. Si la preparacion tiene muchas valvas
por campo, se repite el proceso con una muestra diluida de las diatomeas limpias de materia organica.

Etiquetar la preparacion. Indicar como minimo, los cédigos de identificacion de la muestra, la fecha y cualquier cédigo
necesario para permitir el acceso a la otra informacion.

Pre-tratamiento de la muestra de diatomeas benténicas

En el pre-tratamiento se incluye:

Eliminacion de la materia organica y del carbonato célcico
Montaje de preparaciones permanentes para su examen en el

microscopio optico

2T Ak

(2 o ran

Fotografia 2.5.: Pretratamiento de la muestra de diatomeas benténicas (Propiedad de Jaume Cambra)

5 Nota: El etanol ayuda a dispersar las diatomeas uniformemente en el cubre-objetos
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7. IDENTIFICACION Y RECUENTO DE DIATOMEAS BENTONICAS

7.1. INTRODUCCION

En este apartado se establece un método para la identificacion, recuento y obtencion de la frecuencia relativa de las especies
de diatomeas presentes en las preparaciones y la interpretacion de los resultados para valorar la calidad del agua de rios y
arroyos. Los datos obtenidos con estos métodos son los mas apropiados para obtener indices de calidad del agua basados
en la abundancia relativa de estos taxones

La elaboracion del protocolo se ha basado en los documentos: Norma prEN 14407:2004 y Protocolo de la Agencia Catalana
del Agua para la evaluacion de la calidad biolégica de los rios mediante diatomeas (2003).

El procedimiento incluye directrices metodoldgicas para lo siguiente:

Criterios para la identificacion taxonémica y para los recuentos.
Identificacion de las diatomeas.

Recuentos.

Registros de datos y muestras.

7.2. MATERIAL DE LABORATORIO

Microscopio 6ptico: equipado con una platina mecanica y objetivos de grandes aumentos y de inmersion. Se
recomienda el contraste de fases o el objetivo con interferencia diferencial (Nomarski). EI microscopio ha de estar
preparado para poder tomar medidas (p. ej. ocular con micrométrico) con una resolucion de 1um como minimo.
Los aparatos de captura de imagen, video o fotomicroscopia, son Utiles para registrar las especies dificiles y puede
también ayudar a medir la densidad de estrias, etc.

Portaobjetos con escala micrométrica: Es una preparacion que tiene inscrita una distancia conocida, con divisiones
y subdivisiones, para poder calibrar el ocular micrométrico, o cualquier otro aparato de medida.

Aceite de inmersion y aplicador.

Pafiuelos: para la limpieza de los lentes.

Formularios para anotar el recuento de las especies. Puede contener una lista de taxones con espacios donde
anotar el recuento; también puede usarse un programa de ordenador preparado para la entrada directa de datos.
Guias de identificacion y iconografias: adecuadas al ambito de estudio.

Medios para verificar la identificacion de las especies de dificil taxonomia: Esto puede hacerse de diversas formas:
con dibujos y micro-fotografias de alta resolucion; con imagenes de video. También es muy Uutil localizar el taxén en
la preparacion usando la escala de Vernier del microscopio.

7.3. PROTOCOLO DE IDENTIFICACION, RECUENTO E INTERPRETACION DE DIATOMEAS

Las diatomeas bentdnicas, limpias del contenido celular, se montan en un medio con un indice alto de refraccién y se
identifican y cuentan utilizando un microscopio 6ptico de alta resolucién. Los resultados se interpretan usando uno o mas
indices de calidad del agua u otros métodos de evaluacion.

7.3.1.1. Nivel taxonémico de identificacion

La mayoria de indices de calidad requieren una identificacion a nivel de especie o género. Es importante asegurar la correcta
identificacion de los taxones, y para ello hay que tener en cuenta los siguientes aspectos:

Existencia de varios sistemas paralelos de nomenclatura. La nomenclatura definitiva a usar debe establecerse antes
de empezar el trabajo. Los autores de los nombres de los taxones deben citarse en todos los casos, ya que existen
posibilidades de confusion en la nomenclatura.

Es recomendable adoptar la nomenclatura de la flora existente en el area estudiada, aunque también es posible
utilizar los inventarios de diatomeas nacionales y regionales. Cuando los convenios taxonémicos del indice y los
inventarios difieran, los del indice se han de ajustar a aquellos del inventario (checklist).

Es recomendable tener actualizada periédicamente la nomenclatura y la subdivisiéon taxonémica de las especies.
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Si la identificacion y recuento de células va a realizarse entre varias personas, deben acordarse previamente
la nomenclatura y la bibliografia taxondmica a utilizar, en especial en lo referente a sinonimias y nuevas
combinaciones.

7.3.1.2. Determinacion de la unidad de recuento

La unidad de recuento recomendada son las valvas (un frustulo entero = 2 unidades de recuento). Las diatomeas
deben identificarse tanto en vistas valvares como en vistas pleurales (conectivas).

7.3.1.3. Determinacion del tamaiio de la muestra

Para la aplicacion de los indices de diatomeas se requieren recuentos de 400 valvas (minimo). Valores mas pequefios
podrian carecer del rigor estadistico necesario para algunas aplicaciones.

7.3.1.4. Preparacion del microscopio

El ocular micrométrico, o cualquier otro aparato de medida, deben calibrarse regularmente con un portaobjetos con escala
micrométrica. Una resolucion de 1 ym es adecuada para los analisis rutinarios.

El segundo ocular puede estar equipado con una rejilla para ayudar al recuento; ésta puede ser de distintas formas pero lo
importante es que permita seguir un criterio que impida contar dos veces una misma valva.

7.3.1.5. Tratamiento de valvas rotas y diatomeas no identificadas

Para eliminar el riesgo de incluir fragmentos de valvas, debe decidirse un criterio antes de empezar el trabajo. Los criterios
posibles son:

Incluir un individuo roto solo si tiene aproximadamente % partes de la valva.
Incluir un individuo roto sélo si tiene como minimo un extremo y la parte central.
Excluir todos los individuos rotos®.

Una diatomea puede no ser identificable por distintos motivos: la diatomea esta en posicién pleural, la presencia de residuos
que impidan una vision clara, o que el taxén no sea reconocido por el identificador. Si el exceso de residuos oculta muchas
valvas, entonces debe repetirse la preparacion utilizando suspensiones mas diluidas para separar las diatomeas de los
residuos. Algunos taxones son reconocibles a pesar de encontrase en posicion pleural, porque incluso en esta posicion
tienen una visién caracteristica (p. ej. Rhoicosphenia abbreviata) o porque la vision pleural puede asignarse con seguridad a
un taxon en particular identificandolo con la correspondiente vision valvar. A pesar de ello, no siempre es posible y en caso
de duda debe hacerse un recuento de las visiones pleurales a nivel taxonédmico mas pequefio que se le pueda asignar con
seguridad (p. ej. Gomphonema sp., o diatomea pennada en vision pleural). Este mismo criterio deberia aplicarse a cualquier
otra valva encontrada en la preparacion y que no pueda ser identificada. Un gran numero de valvas no identificadas puede
ser debido a un problema con la preparacion o a falta de conocimientos del operador. La resolucion que deberia tomarse
dependera del método de evaluacion propuesto. No todos los taxones necesitan ser identificados para algunos de los indices
utilizados. Aunque, para los indices se pide que todos los taxones de la muestra tienen que identificarse, se recomienda que
los individuos que no se identifiquen a nivel especifico no sean mas del 12% del total contador.

Fotografia 2.6.: Melosira varians (Propiedad de Juan Fotografia 2.7.: Diatoma vulgare (Propiedad de Juan
Alcober) Alcober)

8 La presencia de muchos fragmentos de diatomeas puede indicar el arrastre de diatomeas de aguas arriba.
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Colocar la preparacion en la platina del microscopio y anotar la informacion mas importante en la hoja de recuentos
o en el programa de ordenador. La informacién minima recomendada es: n°® de muestra, nombre del rio, localidad y
fecha de muestreo. Otra informacion importante es la fecha del recuento y el nombre del analista.

Seleccionar una buena posicion de la preparacién para empezar’. Se recomienda el margen de la “mancha” de
muestra seca, pero debemos asegurarnos que no se produzca un “efecto margen” significativo (p.ej. que no se dé un
mayor numero de individuos en el margen que en cualquier otro punto de la preparacion).

Identificar las valvas presentes en el primer campo de vision utilizando un objetivo de 100x.

Si una valva no puede identificarse, se recomienda obtener fotografias, imagenes digitales o dibujos detallados. Debe
describirse el taxon: la forma y dimensiones de la diatomea, densidad de estrias, forma y tamafio del area central,
nombre y posicién de los estigmas y detalles de la finalizacion del rafe.

Una vez identificadas y contadas las valvas del primer campo, hay que moverse en un desplazamiento horizontal o
vertical hasta un nuevo campo de vision.

Para segun que propositos, es util continuar el estudio de la preparacién una vez contadas las 400 valvas, e incluir en
el inventario cualquier taxdn que no esté identificado en el recuento. También es util hacer un rastreo con un aumento
medio (p.ej. x400) para detectar los taxones de mayor tamafio (p.ej. Gyrosigma, Pinnularia) que pueden escapar del
analisis con grandes aumentos.

Al final del recuento se retira la preparacion de la platina y se limpia de aceite de inmersion.

Las preparaciones de diatomeas se pueden guardar indefinidamente, hecho que permite revisar los resultados en el futuro.
Por eso, es importante que las preparaciones se almacenen de forma correcta, como p.ej. en un herbario. Las preparaciones
tienen que etiquetarse con un cddigo que permita identificarlas inequivocamente en una base de datos que contenga otros
datos de la localidad: coordenadas geograficas, datos quimicos, hidrolégicos, etc.

La suspensién de valvas/frastulos limpios también debe etiquetarse y guardarse para permitir hacer mas preparaciones en el
caso de que sean necesarias. Para prevenir el crecimiento microbiano o la disolucién quimica de los fristulos debe afiadirse
un fijador como el etanol o el formaldehido. También se recomienda guardar las muestras fijadas por si fuera necesario
comprobar resultados anomalos.

Cymbella excisa

Fotografia 2.8.: Cymbella excisa (Propiedad de C. Bouillon y L. Ector)

8. CONTROL DE LA CALIDAD EN EL MUESTREO, TRATAMIENTO E IDENTIFICACION DE DIATOMEAS

8.1. INTRODUCCION

La implementacion de la Directiva 2000/60/CE requiere que los métodos que se utilicen en el establecimiento del estado
ecolégico procedan de metodologias estandarizadas (ISO, CEN, o de organismos nacionales de estandarizacion), que los
laboratorios dispongan de programas de aseguramiento de la calidad (EN ISO 17025) y participen regularmente en ejercicios
de intercalibracion (proficiency testing programmes).

7 Una variacién del método de los transectos es el recuento mediante campos aleatorios. Si se opta por este método, los campos aleatorios se han de localizar mediante la escala de
Vernier con los listados de nimeros generados aleatoriamente.
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La toma de muestras de diatomeas benténicas y el pretramiento de las muestras estan estandarizados segun la norma EN
13946: 2003. Las tareas de identificacion y recuento de diatomeas estan estandarizadas por la norma prEN 14407: 2004; no
obstante en los apartados siguientes se indican algunas medidas a tomar para asegurar la calidad de los trabajos.

La toma de muestras puede estar influida por el tipo de rio y por la pericia del muestreador. En rios de los tipos de montafia
y llanura sedimentaria es facil encontrar un nimero determinado de sustratos duros para muestrear las diatomeas, mientras
que en los tramos de los tipos de grandes rios y del eje del Ebro esto puede ser mas dificil, y por lo tanto se debe realizar un
tipo de muestreo diferente (sobre sustratos vegetales o mediante sustratos artificiales).

El tratamiento de las muestras y la identificacion de los taxones son la principal fuente de variabilidad de los resultados segun
experiencias en otros paises (Prygiel et al. 2002). Muchas diferencias se deben a errores de identificacion que en muchos
casos son debidos a inexperiencia del personal pero también a las dificultades taxonénicas que presentan algunos taxones
incluidos en los indices, a la falta de buenos manuales de identificacion y/o a la diferente potencia y calidad de los equipos
de microscopia que se usen.

Todo lo indicado hace necesario la elaboracion y aplicacion de métodos de control de calidad especificos para las actividades
relacionadas con el muestreo e identificacion de diatomeas bentonicas.

Identificacion de las diatomeas y calculos de indices

Fotografia 2.9.: Identificacién de las diatomeas y calculo de indices (Propiedad de Jaume Cambra y Juan Alcober)

Identificacion de las diatomeas y recuento de valvas
Aplicacién del programa OMNIDIA para el calculo del indice IPS
Obtencién de las clases de calidad para la red de diatomeas de la demarcacién del Ebro

8.2. DIRECTRICES PARA ASEGURAR LA CALIDAD DURANTE EL MUESTREO

Objetivo: Realizar el trabajo de campo y evaluaciones segtn los procedimientos estandar previamente definidos

Preparacion de un plan de muestreo especifico para los diferentes tipos de rios que recoja las
peculiaridades de los tipos de rios y/o lagos de la cuenca del Ebro. Elaborar hojas directrices
que resuman de forma clara y didactica las tareas y procedimientos a desarrollar.

Formar al personal a cargo del muestreo, de forma especifica para cada proyecto.

Documentar los trabajos y usar hojas de campo previamente preparadas. Indicar la localizacion
Medidas de la estacion de muestreo (coordenadas GPS y esquema del tramo), el niUmero de sustratos
muestrados y sus caracteristicas (tipo, tamafo) y demas datos de interés (grado de sombra,
velocidad del agua, andlisis fisicoquimicos, andlisis bioldgicos, etc...).

Aportar documentacion fotografica de las estaciones de muestreo y detalles de los
recubrimientos de microalgas observados. La comparacion de fotos realizadas en diferentes
afos sera de gran ayuda para la identificacion de tendencias.

Tabla 2.2.: Realizar los trabajos de campo y evaluar segtin los procedimientos estandar
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8.3. DIRECTRICES PARA ASEGURAR LA CALIDAD EN LOS TRABAJOS DE LABORATORIO

Objetivo: Asegurar que se siguen rigurosamente los procedimientos de pre-tratamiento de las muestras

Medidas

Redactar los métodos a usar en el laboratorio de forma clara incluyendo todos los pasos a
seguir, e indicar las fuentes de error y los limites de confianza.

Realizar entrenamientos al personal en la aplicacion concreta de cada procedimiento o uso
de equipos.

Tabla 2.3.: Asegurar que se siguen rigurosamente los procedimientos de pre-tratamiento de las muestras

Objetivo: Asegurar la correcta identificacién de las microalgas (diatomeas) y la fiabilidad de los recuentos

Medidas

La identificacion y recuento de las diatomeas son tareas a realizar por personal entrenado.
En Espafa, la formacion del personal se realiza, en la actualidad, en las universidades y en
el marco de los estudios de licenciatura y doctorado. No existen acreditaciones especificas.
En otros paises europeos (Francia, Luxemburgo) se organizan cursos de capacitacion para el
analisis y recuento de diatomeas. Seria deseable que la Administracion organizara cursos de
capacitacion para el personal a trabajar en las redes de seguimiento.

Favorecer la elaboracion de documentos (Atlas de diatomeas) y bases de datos que recojan
tanto aspectos taxonémicos como de distribucidn y ecologia de las especies

Aplicar medidas de control de calidad internos (recuento de una misma muestra por dos
operadores, estimas de los niveles de confianza).

Participar en ejercicios de intercalibraciéon entre laboratorios. Esto es muy importante y es
requerido por la DMA.

Tabla 2.4.: Asegurar la correcta identificacion de las microalgas (diatomeas) y la fiabilidad de los recuentos

8.4. DIRECTRICES PARA ASEGURAR LA CALIDAD EN EL TRATAMIENTO DE DATOS

Objetivo: Control del manejo de datos y analisis de los resultados

Medidas

Todos los datos de un muestreo especifico se deben identificar de forma individual, en la base
de datos por medio de cddigos.

La documentacion de campo y laboratorio (muestras, estadillos, fotos) se guardara durante un
periodo no inferior a 5-6 afios.

Los datos en formato electrénico deberan incluir identificacion de su origen (autores, fechas,
etc...) y referencias para ampliar la informacion.

Los inventarios y recuentos de laboratorio se introduciran en bases de datos y/o ficheros
electronicos y otro operario revisara que no existen errores de trascripcion.

Tabla 2.5.: Control del manejo de datos y andlisis de los resultados
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ﬁ% " HOJA DE MUESTREO DE FITOPLANCTON

N° ESTACION: RiO:
CODIGO MASA AGUA: LOCALIDAD:
TIPO: TECNICO:
UTM: FECHA:

HORA:
ANCHO APROX. (m):
PROFUNDIDAD APROX. (cm): |:|

CARACTERISTICAS HIDROMORFOLOGICAS:
VELOCIDAD DE LA CORRIENTE: TIPO CAUCE:
] MUY RAPIDA RECTO
1 RAPIDA CURVADO
] LENTA SINUOSO
] AGUA ESTANCADA MEANDRIFORME
ANASTOMOSADO
OTROS

VEGETACION ACUATICA
AUSENTE
PRESENTE:

PORCENTAJE DE SOMBRA EN EL CAUCE:
SOMBREADO CON VENTANAS
TOTALMENTE EN SOMBRA

GRANDES CLAROS O EXPUESTO

oono  obgood

1 <10%
] 10-50%
[ >50%

TIPO DE SUBSTRATO (dominancia de): ESQUEMA DEL TRAMO:
ROCAS

ROCAS CON PRESENCIA DE CANTOS RODADOS
CANTOS RODADOS CON ALGUNAS ROCAS
CANTOS RODADOS

CANTOS RODADOS Y ARENA GRUESA

CANTOS RODADOS PEQUENOS Y ARENA FINA
ARENA GRUESA

ARENA FINA

LIMOS

MACROFITOS O ALGAS FILAMENTOSAS

OTROS:

I

CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS:
TRANSPARENCIA DEL AGUA

fondo visible |:| algo turbio

L]
|:| poco visible |:| no visible
TEMPERATURA DEL AGUA (°C): [ ] OXIGENO DISUELTO: 1 mgn

pH (unidades): 1 L ] %sat
CONDUCTIVIDAD ( pS/cm): 1

USO DEL ENTORNO
|:| agricola |:| ganadero |:| industrial recreativo |:| urbano |:| servivios
O ninguno

IMPACTOS
|:| puente |:| pantano |:| azud |:| canal |:| dique
|:| aridos |:| vertidos |:| dragados

COMENTARIOS
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Capitulo 2 Apendice

Existen diferentes métodos para limpiar diatomeas, todos ellos especificados en la literatura y perfectamente adecuados
para los estudios de calidad del agua. A continuacion se detalla el método recomendado.

Aparatos:

Campana extractora o sistema equivalente.

Placa calefactora, bafio de arena o bafio de agua.

Vasos de precipitados o tubos de ebullicién (uno por muestra).

Medios para medir volimenes de 20 ml de agentes oxidantes.

Pipetas Pasteur limpias.

Centrifugadora (opcional).

Tubos de centrifuga. Estos tubos deberian ser resistentes al ataque de agentes oxidantes o acidos utilizados para
limpiar las diatomeas.

Nota. Si no se dispone de centrifugadora, las muestras se pueden dejar sedimentar, después el sobrenadante se puede eliminar con cuidado.

Reactivos:

Solucién de peroxido de hidrégeno (H,0,) al 30% (100 volumenes).
Acido clorhidrico diluido (p.ej. 1M) (HCI).

Método:

Homogenizar la muestra agitando y transferir entre 5 ml'y 10 ml de suspensioén a un vaso de precipitados o a un tubo
de ebullicion.

Afadir aproximadamente 20 ml de perdxido de hidrogeno y calentar en una placa calefactora, bafio de arena o bafio
de agua a aproximadamente 90 (+ 5)°C hasta que toda la materia organica se halla oxidado (normalmente unas 3
horas). En las muestras de macrdfitos, los restos del material de las plantas, se pueden quitar después de 30 minutos.
Se ha de ir con cuidado al afiadir el peréxido de hidrogeno en las muestras ricas de materia organica y plantas
acuaticas, y también durante el proceso de calentamiento.

Quitar el vaso de precipitados o el tubo de ebullicion del calor.

Afadir unas cuantas gotas de acido clorhidrico para eliminar el carbonato calcico.

Limpiar con agua destilada o desmineralizada.

Dejar enfriar en una campana de humos.

Nota: No es necesario afiadir acido clorhidrico si la muestra proviene de una region donde es improbable que se
encuentren carbonatos presentes.

Transferir el contenido del vaso de precipitados o del tubo de ebulliciéon a un tubo de centrifuga. Llenar hasta arriba
con agua destilada o desmineralizada y centrifugar. (Ver nota para los detalles de centrifugacion en el apartado
1.6.4.1).

Decantar el sobrenadante y resuspender el pellet con agua destilada o desmineralizada y repetir la centrifugacion.
El proceso de limpieza de deberia de repetir como minimo 3 veces, o hasta que todas las trazas de perdxido de
hidrégeno se hallan eliminado.

Cuando todas las trazas de peréxido de hidrégeno y acido se hallan eliminado, resuspender el pellet de diatomeas en
una pequefia cantidad de agua destilada o desmineralizada y lo transferimos a un vial limpio y pequefo.

Afadir unas gotas al 4% de formaldehido o etanol par prevenir el crecimiento de hongos.

La muestra, entonces, se puede almacenar de forma indefinida.
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Capitulo 3 Parte 1. Generalidades

1. DEFINICIONES

El término fitobentos se aplica a los vegetales que viven asociados a cualquier substrato sélido en los ecosistemas acuaticos.
El término macrofito se refiere a las plantas acuaticas visibles a simple vista, entre las que se encuentran plantas vasculares
(cormofitos), briofitos, macroalgas (algas caraceas y de otros grupos) y cianobacterias.

El término hidrofito describe a las plantas acuaticas en sentido estricto, es decir aquellas que completan su ciclo biolégico
cuando todas sus partes se encuentran sumergidas o flotando en la superficie (Cirujano y Medina, 2002). Por el contrario los
heléfitos son plantas anfibias con la parte inferior sumergida en el agua.

Este documento esta dedicado a los macréfitos de aguas corrientes y de lagos, especialmente a los hidréfitos, y tiene como
objetivo identificar y proponer métricas para el establecimiento del estado ecolégico de las aguas fluyentes y estancadas de
la cuenca del Ebro, en aplicacién de la Directiva 2000/60/CE, y especificar las directrices metodoldgicas para el muestreo y
andlisis de las muestras de los indicadores.

Fotografia 3.1.: Lemma sobre pies de Myriophyllum y Fotografia 3.2.: Lemma sobre pies de Myriophyllum y
Cerathofillum (Propiedad de URS) Cerathofillum (Propiedad de URS)

2. VALOR INDICADOR DE LOS MACROFITOS

Eluso de los macréfitos como indicadores del estado ecoldgico esta claramente sefialado enla DMA, y procede de experiencias
realizadas, en Europa, en el marco de la vigilancia de la calidad de las aguas en aplicacion de otras Directivas europeas:
Directiva de tratamiento de aguas urbanas residuales (91/271/EEC), Directiva de nitratos (91/676/EEC), y de normativas
de diferentes paises. En los EE.UU. los macroéfitos se usan como indicadores de forma habitual y existen procedimientos
estandarizados para el muestreo y procesado de muestras (Environmental Protection Agency).

En Espaia, las experiencias con indicadores basados en macrdfitos (especialmente en hidréfitos) se limitan en muchos
casos al ambito de la investigacion, y éstos todavia no se han incluido en las redes de control de calidad gestionadas por la
Administracion.

En el marco de la aplicacion de la DMA, los macrofitos se consideran Utiles para la deteccién y seguimiento de las presiones
fisicoquimicas que produzcan:

Reduccion de la transparencia del agua.
Variacion de la mineralizacion (conductividad y salinidad).
Eutrofia
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Los macrofitos también son sensibles a las presiones hidromorfologicas que produzcan:

Variaciones del régimen de caudal, continuidad del rio y caracteristicas morfoldgicas del lecho en rios.
Variacion del nivel del agua en lagos o cambios en la duracién del periodo de inundacién en humedales.
Variacion de las caracteristicas morfoldgicas del vaso en lagos.

En el analisis del valor indicador de los macréfitos hay que tener en cuenta los siguientes aspectos:

Hidréfitos (macroalgas, briéfitos y corméfitos)

Son sensibles a los cambios de calidad fisicoquimica (nutrientes, mineralizacion, temperatura, transparencia), al
igual que las microalgas; no obstante a diferencia de éstas tienen un tiempo de respuesta mayor, o sea que son
indicadores de cambios a medio y largo plazo (las microalgas son indicadoras a corto plazo). La comunidad de
hidrofitos presente en una estacion refleja las condiciones de calidad existentes durante los ultimos meses o incluso
afos. La desaparicion de una especie de un sistema acuatico (especialmente las de pequefo tamafio) puede ser
altamente significativo.

Reflejan las alteraciones hidromorfoldgicas relacionadas con la estabilizacién del caudal en los rios. La respuesta
suele ser el aumento de la cobertura de las especies.

No todos los hidréfitos tienen el mismo valor indicador. El nivel taxondmico de especie es esencial para poder utilizarlos
como indicadores. Su utilidad a nivel de género queda reducida al valor de presencia o ausencia.

El valor indicador de la abundancia (biomasa) esta influido por variaciones anuales e interanuales, luego su uso como
indicador del estado ecoldgico esta limitado y en todo caso debe acotarse dentro de cada tipo de masa de agua, y
analizarse para un periodo de tiempo de varios afios.

Helé6fitos

Son buenos indicadores de la estructura de las riberas fluviales y lacustres, y también son sensibles a cambios en la calidad
del agua (mineralizacion y nutrientes) aunque de forma menos acusada que los hidréfitos.
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3. SISTEMAS INDICADORES EXISTENTES

Se ha realizado una revision de los sistemas indicadores basados en macrofitos recogidos en la bibliografia. Se han
identificado algunos métodos e indices que pueden ser de utilidad para el desarrollo de una metodologia a usar en la cuenca
del Ebro. Esta informacion se presenta resumida en las tablas 3.1 (rios) y 3.2 (lagos).

indice / Método Autores Descripcion Método de evaluacién
M.L.Suarez, indice aditivo que tiene en cuenta el valor indicador
A.Mellado, de los taxones, grupos o formaciones consideradas,
indice de macrofitos M.M. la diversidad funcional-morfoldgica de los macrofitos y | Se han establecido 5 clases de calidad
(IM) de rios de Ia Sanchez- su abundancia (<5%, 5-50%, y >50%). a juicio de experto y de acuerdo con
cuenca del Segura Montoya y No requiere la determinacion de la especie sino que | los caracteristicas observadas en la
MR Vidal- incluye géneros y formaciones vegetales (musgos, | cuenca del rio Segura.
Abarca (en hepaticas, Caraceas, cloroficeas filamentosas, etc...)
prensa) Existe un protocolo de aplicacion.
La aplicaciéon del indice requiere la determinacion “in
situ” de los macrofitos en un tramo fluvial y la estima de . . .
su recubrimiento usando una escala de 1 a 5 (Ki). Los El IBMR se apllcg en Fra.nmay permite
taxones recogidos se caracterizan segun su valor indicador detgrmmar el nivel trofico del tramo
respecto a la eutrofia (Csi, varia de 1 a 20) y su grado de fluvial. . Lo
estenoicidad (sensibilidad) (Ei entre 1 y 3). Estos valores Las puntuellcm?nes del |r1d|ce seagrupan
estan determinados para las especies mas comunes. La en. las siguientes cinco clases de
; puntuacion del IBMR se obtiene a partir de la siguiente calidad:
Indice: I?iolégicg de AFNOR, féormula: ' .
macrdfitos en rios 2003 n ] ] Nivel trofico Valor IBMR
IBMR ZEIXK/XCSI Muy bajo IBMR >14
i=
IBMR = =— - Bajo 12 <IBMR < 14
;E’XK’ Medio 10 < IBMR < 12
El manual de aplicacion del IBMR presenta los Csi y Ei Elevado 8 <IBMR<10
para 207 especies de macrofitos (bacterias, algas, liquenes, | | Muy elevado IBMR <8
hepaticas, musgos, pteridéfitos y fanerégamas); la mayoria
son hidréfilos aunque también hay heldfitos..
Se ha aplicado en rios de Catalufia (Ter
y Francoli) (ACA, 2003). Se han usado
los siguientes rangos de calidad:
indice de , )
. DellUomo, | Basado en macroalgas, valora la calidad del agua de forma
eutrofizacion / 1991 general Muy buena (0 — 1)
Polucion (E/P-I) ’ Buena (1 -1,5)
Aceptable (1,5 -2)
Mala (2 — 2,5)
Muy Mala (2,5 - 4)
indices para macroalgas basados en el sistema de los | EStos indices se han aplicado en
Saprobios. Su férmula se basa en la expresion de Zelinka | 10s de Catalufia (Ter y Francoli) con
y Marvan (1961): resultados prometedores. Para estos
Slédecek y rios se han usado los siguientes rangos
- de calidad (ACA 2003):
Indice SLA Sladeckova, g Lo ..
indice SAP 1996 ndice =Y aj sj vj +aj §j Muy buena (0 - 1.39)
Wegl, 1983 Buena (1,4 —1,7)
a = abundancia relativa (1 a 5) Aceptable (1,71 -2,1)
s = valor de sensibilidad frente al grado de Mi‘i?l\(/lze;lln1(;22’551))
perturbacllon. (1a4) . Se observan desviaciones cuando el
v = valor indicador de la especie (1 a 5) numero de especies es bajo.
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indice / Método Autores Descripcion Método de evaluacion
Su caélculo se basa en la formula del indice de
Saprobios de Zelinka y Marvan (1961).
TIM = zlva Wa Qa +2Wa Qa Los valores de TIM varian entre 1y 4
IV = Valor indicador de la especie a. yse .diferefn.dan 7 categorias troficas.
S. Wa = Sensibilidad (tolerancia) de la especie a OI!QOtrOﬁCO 3 T<1’45)
Trophic Index of Schneider ® = Cantidad de | ; :) i oligo-mesotréfico (1,45 - <1,87)
Macrophytes (TIM) A Melzer Qa = antidad de la especie a en la seccion mesotrofico (1,87 - <2,25)
Phy ;’00'3 : fluvial _ _ meso-eutrofico (2,25 - <2,63)
El valor indicador de las especies respecto a la trofia eutrofico (2,63 - <3,05)
esta basado en los resultados del andlisis de fosforo eu-politréfico (3,05 - <3,5)
reactivo en el agua préxima al macréfito y del agua politréfico (3,5 —4)
del sedimento. Presentan valores indicadores para 49
especies de macrdfitos sumergidos.
Existe procedimiento de muestreo.
Se identifican todas las especies presentes dentro del
agua, en el tramo en estudio, y se determina su cobertura
segn unas clases de abundancia predefinidas. El indice S€ elaboré para su aplicacion en
Mean Trophic Rank (MTR) se calcula segln la siguiente = INglaterra con objeto de evaluar el nivel
expresion: tréfico de los rios, en aplicacion de la
Holmes, Directiva de Tratamiento de Residuos
1995; MTR =[(},SCV)+(3,CVS)]x10 urbanos.
Mean Trophic Rank, | Holmes Los valores de MTR varian entre 10 y
(MTR) 1996; Donde 100.
Newman et SCV (Species Cover Value) = Cobertura especies
al., 1997 segun tablas predefinidas. Su aplicacién en otros paises y para
CVS (Cover Value Score) = STR * SCV evaluar otras presiones que las
STR (Species Trophic Rank): valor indicador de la | 4epidas a vertidos puntuales organicos
especie (estd determinado para 129 especies que requeriria de experimentacion previa.
incluyen algas, hepaticas, pteridéfitos y fanerégamas)
Requiere seguir un procedimiento de campo especifico.
Sigue la metodologia del indice MTR. Las especies
tienen asignado una puntuacién segun su tolerancia a la
eutrofizaciéon (mayor puntuacion significa menor tolerancia)
y ademas se calcula una puntuacién media, que se pondera
segun la abundancia de las especies. Los valores varian
entre 1 (eutrofia baja) y 10 (eutrofia elevada).
G. Se calcula segun la siguiente expresion: )
Thiebault i ) . Calculan correlaciones entre los valores
The Scientific group F Guéroléi Gis (aq) presencia _ ZCS/ del indice y parametros fisicoquimicos
GIS Index y S. Muller, ausencia n |nfi|cad.oreslfje eutrofla (nutrientes) y de
mineralizacion (calcio, sulfato, cloruro).
2002 Csi = puntuacion especifica especie i
n = n° especies
Gis (aq) abundance Y AdixCSi
dominance Y Adi
Adi = porcentaje de cobertura planta i (escala 1 a 5)
Tabla 3.1.: Métricas y métodos para la determinacion del estado ecolégico de rios en base a los macrofitos

Fotografia 3.3.: Chara vulgaris (Propiedad de URS y Red Control)
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indice / Método ~ Autores Descripcion Método de evaluacién
Se evalla y registra la comunidad vegetal presente en
el 10% (aprox.) de la superficie del lago. Se identifican
los siguientes indicadores:
Tipo de comunidad (ver descripcion en Moss et al):
Alg: Biomasa baja, comunidades de sustrato rocoso,
con musgos, algas filamentosas desmidiaceas y
Zygnematales, algas rojas y a veces colonias de
cianofitos (Aphanocapsa y Nostoc). )
Iso: Lagos dominados por Isoétidos. EEOFUZ'ZZA”E ic;::;?fli(cj:z:a Ian(J)es 22
Char: Biomasa media. Dominan cardfitos. P . . 9
Sphag: Domina Sphagnum referencia de los tipos ya que cada
EIPo: Biomasa elevada, con Elodeidos y otros grupos :ﬁ?rséls;((e:gwa mc{f:ge sin al::;?;'g:
. enraizados acompafados de ninfeidos y cardfitos P . . P P
Método Moss et al invasores escenarios diferentes.
ECOFRAME 2003 CanNym: Comunidades extensas de ninfeidos y /o El metodg useldo esta b.a.sado en
(lagos someros) . . s la determinacion de condiciones de
plantas con sistema redicular débil (Ceratophyllum, . N
Lemna) referencia segun juicio de experto,
Diversidad calculada respecto a la inspeccion del 10% a partir de la seleccion y .muestreo
de la superficie del lago de lagos que presumiblemente
Abundancia segun lo siguiente: puedeq representar el buen estado
sin plantas, nada en los rastrillos ecologico.
algunas plantas en los rastrillos
plantas presentes pero escasas, algunos rastrillos
recogen plantas (hasta 70%, las plantas no
interfieren en el movimiento de la barca.
plantas abundantes (>70% de los rastrillos con
plantas); las plantas interfieren en el movimiento de
la barca.
Comparan la cobertura de la comunidad
. - . . vegetal seleccionada del tramo a evaluar
Seleccionan cardfitos, plantas acuaticas (sumergidas) con la que deberia tener en condiciones
y heldfitos. Para cada humedal se selecciona la | | . 9 N e
. . . e . 6ptimas (de referencia). Estas ultimas se
comunidad mas representativa. Los cardfitos han sido ) . )
ol elemento de calidad mas usado determinan a partir de los datos obtenidos
' en las estaciones de referencia o a través
Gobierno de otros métodos indirectos.
Elementos Vasco.
indicadores para la ' “Red de El estado de referencia se calcula
determinacion del | seguimiento ) segun los datos histéricos disponibles
30 Indice de valoraciéon de humedales (lvh) de Cirujano | en la bibliografia, la comparacién con
estado ecoldgico del estado
en humedales ecoldgico et al. (1992). humedales semejantes en otras zonas
del Pais Vasco. de los de la Peninsula Ibérica y el criterio de
Se usan tres humedales experto.
indicadores. interiores de Se adjudican los siguientes estados:
la CAPV". Muy bueno y Bueno: Ausencia de
plantas introducidas
Presencia de plantas acuaticas o marginales Moderado: Presencia puntual de
introducidas. plantas introducidas
Malo y Muy malo: Presencia
extensiva e invasora de plantas
introducidas.
Elementos Agencia Compargci(’)n con los valores de
indicadores parala| o, 1o Numero de especies de macrdfitos (excluidos musgos, referencia: )
determinacién del | 7S » e Entre 0y 3 (en los tipos de lagos
I'Aigua (ACA) cardfitos y heléfitos). de Piri
estado ecoldgico e Pirineos).
en lagos de Elci::t:t(;?s 4 en los lagos carsticos.
montafa y . . i ” . A Comparacion con los valores de
C e Avangats de Cinturén de vegetacion helofitica (sélo lagos carsticos). o
carsticos de Blanes, 2003 Se estima el porcentaje de perimetro ocupado referencia:
Cataluia ’ P J P paco. 90% del perimetro del lago.
Agencia No se evallian los macrofitos de forma individual sino
Elementos Catalana de como parte del indice ECELS (indice del estado de
indicadores para la | 'Aigua (ACA) conservacion de los ecosistemas leniticos someros).
determinacion del | — Institut En el bloque 5 de ECELS se evalia la cantidad | No existen sistemas de referencia. Se
estado ecologico d’Ecologia de vegetacion sumergida o flotante con raiz y de | considera condicion de referencia el
en zonas Aquatica vegetacion flotante en la superficie; la puntuacién | valor méximo del ECELS (280).
humedas de (Universitat final del bloque 5 se modula en funcién del tipo de
Cataluna de Girona). vegetacion (plantas vasculares, cardfitos, algas
2004 filamentosas, lenteja de agua, especies aléctonas.

Tabla 3.2.: Métricas y métodos para la determinacion del estado ecoldgico de lagos y humedales
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Fotografia 3.4.: Potamogeton (Propiedad de Red Control)

4. PROPUESTA DE METRICAS PARA LA DEMARCACION DEL EBRO

Dentro de la flora acuatica, los macrofitos hidréfitos se consideran un elemento de calidad bioldgica principal para la
determinacioén del estado ecoldgico de los lagos de la demarcacion del Ebro. Para los rios se han propuesto las microalgas
diatomeas como elemento de calidad bioldgica principal, y los macrofitos se proponen como elementos de calidad biolégica
complementarios.

Existe poca experiencia en el uso de los macréfitos como indicadores de calidad de las aguas espafiolas y en particular
en las de la cuenca del Ebro. El uso de cualquiera de las métricas existentes (ver capitulo 3) o la elaboracién de métricas
adaptadas a las condiciones especificas de los tipos de masas de agua lacustres y fluviales de la cuenca del Ebro, requerira
de un fase de experimentacion.

Procedimiento general de trabajo

Este se esquematiza en la figura adjunta, y comprende las siguientes tareas:

Muestreos iniciales y control de vigilancia

Planificacion de los trabajos con el elemento de calidad macréfitos para la demarcacion del Ebro

Recopilacion datos existentes Muestreo de lagos y embalses
Consulta de bases de datos Inventarios de hidrofitos
Citas bibliograficas Abundancia (escala 1 a 5)
Herbarios Datos fisogiimicos e hidromorfol6gicos

Bases de datos

Lagos Rios
Identificacion de condiciones Calculo / Elaboracién de
de referencia (especies) indices especificos

Figura 3.2.: Planificacion de los trabajos con el elmento de calidad macréfitos para la demarcacion del Ebro
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Recopilacion de datos existentes

Se recogera la informacion existente en bases de datos y en la bibliografia. En la actualidad existen varios proyectos en los
que se estan elaborando bases de datos con objetivos floristicos y de conservacion:

FICODAT — Base de datos de algas continentales de la Peninsula Ibérica (en el ambito del proyecto “Flora ibérica de
las algas continentales”). Se ha recogido informacién sobre diatomeas, clordéfitos y cardfitos. Persona de contacto:
Jaume Cambra. Universidad de Barcelona.

Base de datos del grupo de investigacion de Macrofitos Acuaticos del Real Jardin Botanico de Madrid, CSIC. Tiene
40.000 registros de cardfitos, plantas vasculares y una parte de heldfitos. Persona de contacto: Santos Cirujano. Real
Jardin Botanico de Madrid.

Sociedad Espafiola de Ficologia (SEF). Persona de contacto: Marina Aboal. Universidad de Murcia.

Muestreo de lagos (y rios)

Se realizaran muestreos en las masas de agua de referencia y en las sometidas a diferentes grados de alteracion
fisicoquimica e hidromorfoldgica, con objeto de conocer la composicion de los hidrofitos y su abundancia relativa.
El procedimiento de muestreo recomendado se presenta en la parte |l de este documento y esta basado en las
directrices CEN para lagos y rios; no obstante hay que tener en cuenta que la aplicacion de indices ya existentes
puede requerir procedimientos de muestreo especificos.

El numero de masas de referencia para cada tipo debera ser estadisticamente suficiente, asi como el esfuerzo de
muestreo (n° de transectos en un lago, longitud de tramo fluvial, etc.).

Se obtendran datos fisicoquimicos e hidromorfologicos de las estaciones de muestreo que permitan conocer la
ecologia de las especies de hidréfitos (propuesta en los apartados 7.3 y 8.3).

Analisis y tratamiento de resultados
Se analizaran los inventarios de las masas de referencia con objeto de identificar:
o Especies A: Especificas de las masas de agua pristina o no alterada de forma sensible (masas de referencia).
o Especies B: Aparecen tanto en masas de agua de referencia como en masas de agua con alteracion.

o Especies C: Dominan las masas de agua mas alteradas. Pueden ser especies invasoras.

En las masas de referencia el porcentaje de especies Ay su abundancia constituirdn las condiciones de referencia del tipo.
En caso de no existir masas de referencia, las condiciones se determinaran mediante juicio de experto.

Se trabajara con inventarios que posean como minimo 4 especies. Se realizaran analisis estadisticos y se contrastaran los
resultados con expertos.

Disefio de una base de datos que responda a los requerimientos de la DMA. El tipo de datos a incluir seria:

o

Nombre de la especie

o Categoria de masa en la que se encuentra: Lago, rio, aguas de transicion

Tipo de la masa (segun la tipificacion realizado segun la DMA)

Masa de referencia / No referencia

Localizacion geografica (coordenadas) (inicio y final de tramo en caso de rios)

Clasificacién en funcion de su abundancia en el tramo fluvial / lago: Se puede usar una escala del tipo 1: rara; 2:

ocasional; 3: frecuente; 4 abundante; 5 dominante

Datos fisicoquimicos: conductividad y nutrientes

o Datos hidromorfolégicos: profundidad, sustrato, rangos de velocidad del agua, grado de sombra., fluctuacion del
nivel, etc.

o Otros datos complementarios (resultados de IHF, QBR, IVF,....).

o

o

o O

o

Disefio de indices especificos. Con un numero suficiente de datos (1.000 inventarios) podria abordarse el disefio de
un indice especifico para los tipos de masas de aguas.

Dado que la elaboracién de indices es un proceso que requerira un cierto tiempo de trabajo, se recomienda que en la fase
inicial de trabajo se usen métricas sencillas como el numero de especies. Esta opcion ha sido adoptada por la Agencia
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Catalana del Agua para los lagos de montafia y carsticos de Cataluiia (“InMac = n° especies de macrofitos” excluidos los
musgos, carofitos y heldfitos) (ACA 2003). También pueden usarse indices existentes (ver tablas 3.-1 y 3.2). Entre éstos los
siguientes se podrian aplicar facilmente:

Rios
indice SLA, SAP (se han aplicado previamente en rios de Catalufia) y especialmente el indice IBMR (recomendado
por AFNOR).

indice IM para una caracterizacion rapida de los tramos fluviales.

Lagos

indice I, (Id.e valoracion de humedales): Se ha aplicado en humedales del Pais Vasco para la determinacion del
estado ecoldgico.



Parte 2:
Protocolos

En las péaginas siguientes se incluye un procedimiento destinado al uso de los
macrofitos sumergidos (hidréfitos) como elemento de calidad biolégica de lagos y
rios. El objetivo es facilitar la obtencion de inventarios comparables que permitan
la identificacion de las especies de referencia y la determinacion del estado
ecoldgico enrios y lagos de la cuenca del Ebro. No obstante debe advertirse que
la aplicacion de alguno de los indices existentes en la bibliografia puede requerir
procedimientos especificos.







Capitulo 3 Parte 2. Protocolos

5. INTRODUCCION

El procedimiento esta basado en la informacion obtenida de:

Documento de trabajo “Guidance standard for the surveying of macrophytes in lakes- Complementary element” del
Comité técnico CEN/TC 230 Water analysis (2003).

Norma CEN prEN 14184 “Guidance standard for the surveying of aquatic macrophytes in running water (2002)”.
Informacion recogida en la reunion de expertos realizada en la CHE, y de la consulta de la bibliografia adjunta.

El procedimiento abarca los siguientes temas:

Identificacién del equipo de muestreo

Muestreo en lagos

Muestreo en rios

Seleccion del periodo de muestreo

Directrices para la cuantificaciéon de los macréfitos
Conservacion y etiquetado de muestras
Identificacion de ejemplares

Control de la calidad

6. EQUIPOS Y REACTIVOS

6.1. EQUIPOS DE MUESTREO

Equipo de proteccion personal

O O O O

Botas o vadeadores de caucho.

Guantes de latex (para aguas sospechosas de contaminacién)
Gafas de sol polarizadas

Salvavidas

Equipo para la recoleccién de muestras

O O O 0O 0O 0O 0O O O O o0 O O

o O

Rastrillo con mango extensible para aguas someras

Gancho en corona con cuerda larga para aguas profundas

Draga del tipo Van Veen para aguas profundas

Caja o cubo con el fondo de vidrio (Aquascope), para facilitar la visién de los crecimientos y sus coberturas
Cinta métrica lavable con plomos para marcar transectos

Bandejas de plastico blanco

Bolsas de plastico herméticas

Recipientes de plastico y tubos pequefios de plastico o cristal (para especies pequefias)

Nevera portatil

Prensa portatil con pliegos y almohadillas para la conservacién en seco de plantas vasculares.

Aparato de localizacién geografica (GPS)

Mapas, con escalas compatibles con el muestreo de macrdfitos

Boligrafo o rotulador permanente (o cualquier otro método para etiquetar las muestras). Si se usan etiquetas,
estas deben ser resistentes a la humedad

Lupa, x10 aumentos

Claves de identificacion y guias de campo

Camara fotografica con lentes polarizadas

Instrumentos adicionales para muestreos con embarcacion y buceo:

Barca adecuada para las condiciones locales con el equipo de seguridad apropiado (salvavidas)
Equipo de buceo
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Cuerdas y boyas para fijar transectos
Profundimetro o cinta métrica lastrada para medir profundidades
Céamara fotografica sumergible

6.2. REACTIVOS FIJADORES

Alternativamente a la conservacion de los macréfitos por medio del prensado de los especimenes, pueden usarse reactivos
fijadores, lo cual es preferible para los corméfitos de pequefio tamafio y para las macroalgas. Los reactivos fijadores mas
usuales son:

Formaldehido (HCHO) al 4% vv. Dada la naturaleza tdxica de esta sustancia, en caso de utilizacion se deben tomar
precauciones (trabajar en un ambiente bien ventilado, usar guantes y recipientes herméticos.

Alcohol etilico con glicerina y agua (liquido de Kew modificado) en proporcién 65%, 5% y 30%. También puede
utilizarse este conservante de forma concentrada eliminando el agua.

7. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO EN LAGOS

7.1. SELECCION DEL PUNTO DE MUESTREO

Identificar estaciones de muestreo que sean representativos de la diversidad de habitats existentes y de los posibles
impactos humanos debidos a las actividades y/o usos existentes en el lago y en zonas circundantes. Para esto se
recomienda examinar fotos aéreas del lago y de su cuenca previamente a la visita.

La caracterizacion de los habitats debe incluir: tipo de sustrato, profundidad, condiciones de iluminacién, y tipo de
vegetacion de ribera.

En lagos grandes (> 50 ha) habra que identificar varias estaciones de muestreo, en las que realizar transectos
perpendiculares a la orilla. EI numero de transectos puede estimarse empiricamente o por aproximaciones
matematicas.

Los transectos podran ser de anchuras y largos variables pero esto debe estandarizarse lo mas posible para la
comparacion de lagos con las mismas caracteristicas hidromorfolégicas.

Una vez identificadas las estaciones de muestreo de muestreo se fijara su posicion tomando las coordenadas
geograficas con un GPS, y referencias topograficas que faciliten su localizacién posterior.

7.2. DIRECTRICES PARA LA TOMA DE MUESTRAS

Recorrer la zona a muestrear extrayendo las plantas
mediante ganchos vy rastrillos. Realizar transectos
de orilla a zona profunda, en diferentes puntos del
lago (si es extenso) o bien atravesar el lago en
dos direcciones (si no es muy extenso). El uso de
rastrillos con mango extensible permite muestrear
las zonas mas profundas.

Identificarlas plantas de “visu”y anotar suabundancia
segun el método indicado en el apartado 11 (escala
de 1ab).

Si se requiere la identificacion posterior de la
especie, introducir una muestra en una bolsa de
plastico hermética y rotular convenientemente.

El uso de un visor (aqua scope) puede facilitar la
observacion de la distribucion y cobertura de las
especies.

Anotar las coordenadas de inicio y final de cada Figura 3.3.: Transectos en lagos vadeables (profundidad < 1.5 m)
transecto.
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Lagos profundos

El muestreo de los macrofitos requiere el uso de embarcaciones o de equipos de buceo. Para el caso de usar embarcacion
se recomienda lo siguiente:

Iniciar la navegacion en un punto de la orilla (se

recomienda marcarlo de alguna forma) y navegar

despacio perpendicularmente a la orilla. Cada

cierta longitud del transecto (0,5 m o bien cada 2-5

m o >5 m segun la escala de trabajo) se tomaran

muestras del fondo con ganchos o dragas (varias

extracciones), se identificaran las especies “in

situ” o bien se conservaran muestras (en bolsas

herméticas convenientemente rotuladas) para su

determinacién en el laboratorio. En cada punto de

muestreo, anotar como minimo la profundidad y si

es posible las caracteristicas del sustrato (muestras

con draga). Estimar la abundancia segun el método ;

indicado en el apartado 10 (escala de 1 a 5). Repetir iii?-éi E‘ﬁ'ﬁﬁg{)ﬁ
este procedimiento hasta completar la longitud del e
transecto.

El uso de una camara subacuatica permitira obtener
un mayor detalle en la determinacién de la cobertura
y distribucion de las especies de hidrdfitos.

Como método complementario, cuando sea posible, se recomienda muestrear con la ayuda de un buzo que realice
la toma directa de los ejemplares anotando su cobertura.

Completar el muestreo recorriendo tramos de orilla a pie para recoger las especies que se encuentran en el limite de
las aguas (musgos,...).

Cada transecto debe identificarse mediante la toma de las coordenadas geograficas con un GPS, al menos al inicio
y final de cada uno.

Figura 3.4.: Transectos en lagos profundos

7.3. DATOS Y/0 MUESTRAS COMPLEMENTARIOS AL MUESTREO DE LOS MACROFITOS EN LAGOS

Se considera recomendable disponer de los siguientes datos tomados en los puntos de muestreo de macrofitos en lagos y
zonas humedas:

Parametros Hidromorfol6gicos Parametros Fisico-quimicos

Sustrato: Roca madre; piedras; gravas; arenas; limos

Profundidad: < 50 c¢cm; 50-1 m; >1m (lagos someros) o bien anotar la

profundidad (lagos profundos). Basicos (control de vigilancia):

Temperatura del agua

Turbidez: Conductividad, pH y alcalinidad
Determinacion cualitativa segun una escala: Transparente; algo turbia; Nutrientes: nitrato, nitrito, amonio, fosforo
turbia; muy turbia. soluble, fésforo total

Determinacion cuantitativa: Profundidad del Disco Secchi y/o
nefelémetro.

Color del agua: Sin color; azulada; verde; lechosa; marron; etc.

Complemetarios o especificos (controles

Morfologia de las orillas: Pendiente, playas, sinuosidad, etc. -
operacionales)

Tipo de recubrimiento vegetal de las orillas: Carrizal, juncal, prados, Calcio. sulfato. cloruro

estrato arbodreo, etc. Sélidos en suspension

indice de estructura y conservacién del lago: DBO, DQO

ECELS - Indice de estado de conservacion de ecosistemas leniticos someros Metales (especialmente cobre y zinc)

(opcional).
(indice de la Agéncia Catalana de I'Aigua)

Tabla 3.3.: Datos a recopilar en los puntos de muestreo de macroéfitos
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Toma de muestras de macréfitos mediante rastrillo

Fotografia 3.5.: Toma de muestras de macrofitos mediante rastrillo (Propiedad de URS)

8. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO EN Ri0OS

8.1. SELECCION DE LA ESTACION DE MUESTREO

Identificar una estacion (tramo) representativa de las condiciones de la masa fluvial. Este tramo debe tener una longitud
suficiente para reflejar de forma adecuada la composicion floristica y abundancia de las especies caracteristicas del
tipo de masa de agua. La longitud del tramo debe establecerse al inicio del muestreo y para los diferentes tipos de
rios, y mantenerlo en todos los muestreos para que los resultados sean comparables.

Las caracteristicas del tramo (sustrato, profundidad del agua, grado de sombra, rango de caudal) deberan de ser
similares a las que se encuentran en las estaciones las cuales suelen modificar la estructura del sustrato, régimen de
caudal y grado de sombra; en general estas infraestructuras suelen favorecer el crecimiento de los macrofitos.

8.2. DIRECTRICES PARA LA TOMA DE MUESTRAS

Se recomienda usar un método de muestreo semicuantitativo que permita obtener el listado de las especies mas relevantes
del tramo, y una estima aproximada de su abundancia en el tramo. De acuerdo con el objetivo del procedimiento, el objetivo
de muestreo son los hidréfitos (especies sumergidas); no obstante algunas especies de este grupo pueden encontrarse a
veces fuera del agua como es el caso de los musgos.
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Rios vadeables

La toma de muestras se realiza a partir de recorridos de la totalidad del tramo (si la longitud es pequefa - <50 m), en zigzag
desde una orilla a la otra. Se van recogiendo los diferentes macrdfitos, los cuales se identifican “in situ” o bien se recoge
muestra en una bolsa de plastico, vial o prensa para su posterior analisis (ver apartado 12). Asimismo se anota su abundancia
considerando una escala de 1 a 5 (ver apartado 10), asi como otras caracteristicas como el tipo de sustrato, profundidad y
velocidad del agua (rango), grado de sombra etc. (ver estadillo en Apéndice).

Si el tramo a analizar tiene una longitud superior a 50 m o bien
hay partes profundas, se realizaran varios transectos desde
una orilla hacia el centro volviendo otra vez hacia la orilla; en
este recorrido se recogera muestra de los macroéfitos (y datos
morfoldgicos del cauce) existentes en un radio de 2 metros por
lado del muestreador.

En las zonas profundas y pozas se pueden usar rastrillos con
mango telescopico, o ganchos atados en el extremo de una
cuerda para extraer las muestras.

Se anotaran las coordenadas geograficas de inicio y final del
tramo recorrido mediante un GPS. Se tomara nota de aspectos
que ayuden a la repeticion del muestreo en posteriores
campanias (localizacion del tramo y de los transectos realizados,
muestreo en pozas, etc...).

Fotografia 3.6.: (Propiedad de URS)

Rios profundos

El muestreo en rios profundos se realizara desde una embarcacion, y siguiendo las directrices indicadas para los lagos
profundos (ver apartado 7.2).

La navegacion puede ser en zigzag, o bien mediante el recorrido de una orilla y posteriormente de la otra. Se extraeran los
macrofitos con ganchos atados al extremo de una cuerda y/o dragas cada 1-5 m o bien cada 25-50 metros (dependiendo
de la escala de trabajo). Se fijaran los puntos de inicio y final de cada transecto mediante las coordenadas geograficas de
un GPS; también es recomendable tomar nota de particularidades de la orilla que permitan la identificacion de los puntos en
posteriores muestreos (en algunos casos se pueden realizar marcas con pintura).

Fotografia 3.7.: Potamogeton Fotografia 3.8.: Potamogeton Fotografia 3.9.: Potamogeton
crispus (Propiedad de URS) pectinatus (Propiedad de URS) pectinatus (Propiedad de URS)

115



CAPITULO 3. Protocolos de muestreo y analisis para macrofitos

8.3. DATOS Y/0 MUESTRAS COMPLEMENTARIOS AL MUESTREO DE LOS MACROFITOS EN RiOS

Se considera recomendable disponer de los siguientes datos tomados en los puntos de muestreo de macrofitos:

Parametros hidromorfolégicos Parametros fisico-quimicos
Sustrato: Roca madre; piedras; gravas; arenas; limos Basicos (control de vigilancia:
Temperatura del agua
Corriente: Alta; media; baja; nula Conductividad, pH y alcalinidad
Nutrientes: nitrato, nitrito, amonio, fésforo
Profundidad: < 50 cm; 50-1 m; >1m o bien anotar la profundidad. soluble, fosforo total

Anchura del rio: medida aproximada.

Turbidez:
Determinacion cualitativa segun una escala: Transparente;

algo turbia; turbia; muy turbia. Complemetarios o especificos (controles
Determinacion cuantitativa: Profundidad del Disco Secchi y/o  gperacionales)

nefelometro. Calcio, sulfato, cloruro
Sdlidos en suspension
Color del agua: Sin color; azulada; lechosa; marron; etc. DBO, DQO

Metales (especialmente cobre y zinc)

indices de estructura del cauce y de la ribera: En los controles de
vigilancia seria deseable la aplicacion de los siguientes indices:

IHF — Indice de habitat fluvial (Pardo et al., 2002)

IVF — indice de vegetacion fluvial (C. Gutierrez — ACA)

QBR - indice de calidad de ribera (Munné et al., 1998)

Tabla 3.4.: Datos complementarios en el muestreo de macrofitos en rios

9. SELECCION DEL PERIODO DE MUESTREO Y FRECUENCIA

9.1. PERIODO DE MUESTREO

El muestreo de los macrofitos debe realizarse durante el periodo vegetativo de las especies que suele ser entre primavera
y otofio. No obstante el periodo 6ptimo puede variar con las condiciones climaticas caracteristicas de cada tipo de masa de
agua y con la especie. La recoleccion de ejemplares inmaduros puede dar origen a errores de identificacion.

Para los lagos, los periodos inicialmente recomendados, son:

Lagos de montana Agosto - Septiembre

Lagos carsticos Julio - Agosto-Septiembre - Octubre
Lagos llanura sedimentaria permanentes Junio - Julio

Lagos llanura sedimentaria temporales Abril - Mayo - Junio

Lagunas litorales Mayo - Junio -Julio

Tabla 3.5.: Periodos recomendados para el muestreo de macroéfitos en lagos
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Los periodos recomendados para los rios son:

Rios de alta montaina

Rios de montaiia himeda calcarea Julio-Agosto-Septiembre

Rios de montaina mediterranea silicea
Rios de montaina mediterranea calcarea Junio - Julio
Rios mineralizados de baja montafia mineralizada

Grandes Ejes en ambiente mediterraneo
Ejes mediterraneo-continentales mineralizados Agosto - Septiembre
Ejes mediterraneo continentales poco mineralizados

Tabla 3.6.: Periodos recomendados para el muestreo de macréfitos en rios

Inicialmente puede realizarse un unico muestreo por periodo, no obstante si los recursos lo permiten seria recomendable
realizar dos muestreos (al inicio y final del periodo vegetativo de las plantas). Esto permitiria un mejor analisis de la comunidad,
teniendo en cuenta que las tasas de crecimiento de las diferentes especies pueden variar a lo largo del periodo vegetativo.

9.2. FRECUENCIA DE MUESTREO EN LOS CONTROLES DE VIGILANCIA Y OPERATIVOS

En los trabajos iniciales de identificacion de las condiciones de referencia y del disefio de la red de vigilancia, se recomienda
realizar muestreos cada afio (entre 2005 y 2007). Posteriormente se recomienda muestrear cada 3 afos.

Para la red de control operativo la frecuencia de muestreo podria ser anual o bianual, con dos o tres muestreos por afo
dependiendo del impacto que se esta evaluando.

Seguimiento de un impacto hidromorfolégico: muestreo en aguas altas y aguas bajas (ejemplo: ver los efectos de
puntas de caudal sobre crecimientos de macrdfitos).

Seguimiento de eutrofia: muestreo a inicio (primavera) y final (inicio otofio) del periodo vegetativo.

No se requieren frecuencias mas cortas de muestreo, teniendo en cuenta que la respuesta de los macrofitos es mas lenta
que la de otros indicadores como las microalgas.

10. DIRECTRICES PARA LA CUANTIFICACION DE LOS MACROFITOS

La cuantificacion de los hidrofitos puede realizarse mediante evaluacion visual y por medio de una escala de cinco niveles,
que describa la abundancia de cada especie en el area de muestreo. Se propone usar la siguiente escala de coberturas:

Abundancia de cada especie Porcentaje de cobertura (%)
Escala Descriptor Clase
1 Rara Individuos aislados
2 Ocasional 1-10%
3 Frecuente 10-50%
4 Abundante 50-70%
5 Muy abundante (dominante) >70%

Tabla 3.7.: Escala de abundancia de macréfitos

Se utilizara una hoja de campo en la que se anotaran las caracteristicas de distribucion y abundancia de las especies, y su
situacion en la masa de agua por medio de un esquema.
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11. CONSERVACION Y ETIQUETADO DE LAS MUESTRAS

Se recomienda obtener y conservar muestras de las diferentes especies, con la finalidad de asegurar la identificacion de las
especies y mantener una coleccion de referencia que podria depositarse en un herbario o institucion publica.

11.1. TECNICAS DE CONSERVACION

Conservacion en el campo

Se pueden conservar en fresco en bolsas de plastico y dentro de una nevera eléctrica o con hielo.
En caso de no poder conservarse las muestras en fresco se pueden usar formaldehido, o bien alcohol etilico o liquido
de Kew modificado y proceder segun una de las dos opciones siguientes:

o Empapar los ejemplares con un poco de formaldehido 4-5%vV/v e introducirlos en bolsas de plastico con cierre
hermético.

o Introducir el ejemplar en una pequefa bolsa de plastico, vial o bote de plastico y afiadir el liquido de Kew
modificado en cantidad suficiente para que la muestra quede cubierta. Si se utiliza el liquido concentrado se
debera afadir un poco de agua (aproximadamente el 30%) del punto de muestreo.

En todo caso las muestras se deben conservar a oscuras y en lugar fresco durante el traslado al laboratorio para lo cual se
utilizara una nevera portatil con hielo.

Conservacion permanente
Los métodos de conservacion recomendados son:

En seco para las especies de fanerégamas de mayor tamafio y para los musgos. Colocar el ejemplar entre hojas de
periddico o papel secante y prensar durante 3 — 5 dias, cambiando los secantes cada dos dias hasta que la planta
esté lo suficientemente seca. Una vez secas guardar las plantas convenientemente etiquetadas en pliegos de papel
blanco.

En viales herméticos o pequefios botes de plastico herméticos con una solucion de formaldehido al 4% o bien liquido
de Kew modificado para macroalgas y fanerégamas de pequefio tamafo.

En caso de realizar preparaciones microscopicas de macroalgas con glicerina, se recomienda conservar éstas
selladas con laca.

11.2. ETIQUETADO

Todas las muestras y preparaciones deben estar convenientemente etiquetadas de forma que se identifique un codigo de la
muestra, un codigo de su procedencia (localizacién), fecha de recoleccion, sustratos de los que procede, fijador utilizado y
persona o entidad a cargo de la recoleccioén e identificacion. El codigo de la muestra servira de enlace en la base de datos.
Se usara un rotulador resistente al agua.

12. IDENTIFICACION DE MUESTRAS Y TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

La identificacion de macroalgas, musgos y cormdfitos de pequefio tamafio puede requerir trabajos de laboratorio.

12.1. Equipos de laboratorio

La identificacion de los macrofitos puede requerir del siguiente equipo:

Microscopio estereoscoépico.

Microscopio éptico: equipado con una platina mecanica y objetivos de grandes aumentos y de inmersion.
Portaobjetos con escala micrométrica: Es una preparacion que tiene inscrita una distancia conocida, con divisiones y
subdivisiones, para poder calibrar el ocular micrométrico, o cualquier otro aparato de medida.
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Guias de identificacion y iconografias: adecuadas al ambito de estudio.
Medios para verificar la identificacion de las especies de dificil taxonomia: Esto puede hacerse de diversas formas:
con dibujos y micro-fotografias de alta resolucion; con imagenes de video.

Para eliminar las incrustaciones de carbonatos presentes en determinadas algas es necesario tratar las muestras con un
reactivo. Estos pueden ser los siguientes:

Acido acético (ex 1N)
Acido clorhidrico diluido (ex 1 M) (HCI)

Para visualizar las estructuras se pueden usar los siguientes colorantes:
Lugol (deteccién de la presencia de almidon)

Azul de metileno (contraste de estructuras apriétales)
Carmin acético (tefir nucleos de las células)

12.2. IDENTIFICACION DE LOS MACROFITOS

La identificacién de los macréfitos es una tarea a realizar por un experto botanico dado que se requiere alcanzar el nivel de
especie. Esto es especialmente importante para los lagos en los que la diversificacion de los macroéfitos es mayor que en las
aguas corrientes. En la bibliografia se incluyen los textos generales mas importantes que se usan para la identificacion de
las especies.

En algunos casos se recomienda confirmar la identificacion de las especies de taxonomia mas dificil mediante consulta con
expertos nacionales o internacionales.

12.3. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Los resultados de los muestreos realizados se deberian incluir en una base de datos centralizada disefiada para la cuenca
del Ebro, o de ambito nacional que recoja el marco de trabajo de la DMA (ver informacion requerida para cada especie en
el apartado 4).

Esto facilitara la aplicacion de técnicas estadisticas para la identificacion de las especies caracteristicas de los diferentes
tipos de rios y lagos, y el disefio de indices especificos.

Toma de muestras de macréfitos mediante rastrillo

Fotografia 3.11.: Nuphar
luteum (Propiedad de Red
Control)

Fotografia 3.10.: Eichornia
crasipes (Propiedad de URS)
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13. CONTROL DE LA CALIDAD EN EL MUESTREO, TRATAMIENTO E IDENTIFICACION DE
MACROFITOS

13.1. INTRODUCCION

La implementacion de la Directiva 2000/60/CE requiere que los métodos que se utilicen en el establecimiento del estado
ecologico procedan de metodologias estandarizadas (ISO, CEN, o de organismos nacionales de estandarizacion), que los
laboratorios dispongan de programas de aseguramiento de la calidad (EN ISO 17025) y participen regularmente en ejercicios
de intercalibracion (Proficiency testing programmes).

El muestreo e identificacion de los macrofitos como elementos de calidad para la determinacion de la DMA debe realizarse
siguiendo procedimientos estandarizados y con sistemas de control de la calidad.

En el caso de los macrdfitos, la correcta identificacion de las especies es un aspecto de gran importancia dado que son éstas
las que tienen el mayor grado de indicacion, ante las presiones e impactos de origen antrépico.

Todo lo indicado hace necesario la elaboracién y aplicacion de métodos de control de calidad especificos para las actividades
relacionadas con el muestreo e identificacion de macréfitos. El grupo CEN TC 230 WG 2 esta desarrollando programas para
asegurar la calidad en las tareas de implantacion de la DMA.

13.2. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD

Las medidas a seguir persiguen garantizar la correcta identificacion de las especies, asi como la documentacién de la toma
de muestras y de la evaluacion de la abundancia de las especies.

Objetivo: Asegurar la correcta identificacion de las especies

Contar con técnicos que posean formacion botanica. En la actualidad la formacién de este personal se
realiza en Universidades y centros de investigacion. Seria deseable favorecer la organizacion de cursos de

capacitacion.

Medidas Realizar colecciones de las especies recogidas en las estaciones de referencia y estaciones de la red de
vigilancia. Es aconsejable guardar al menos un duplicado de los materiales en un herbario o institucion
publica.

Aportar documentacion fotografica de las especies y recubrimientos en la masa de agua.

Tabla 3.8.: Asegurar la correcta identificacion de las especies de macrofitos

Objetivo: Realizar el trabajo de campo y evaluaciones segtn los procedimientos estandar previamente definidos.

Preparar una hoja directriz que resuma de forma clara y didactica las tareas y procedimientos a desarrollar en
el trabajo de campo.

Documentar los trabajos y usar hojas de campo previamente preparadas. Indicar la localizacion de las zonas /
transectos de trabajo (coordenadas GPS y esquema del tramo), las especies encontradas (Nombre o nimero
de muestra), su localizacion en la masa de agua (profundidad, sustrato, etc....), la abundancia asignada, y
demas datos de interés (analisis fisicoquimicos, analisis bioldgicos, etc...).

Medidas

Aportar documentacion fotografica de las masas de agua y de los recubrimientos observados. La comparacion
de fotos realizadas en diferentes afios sera de gran ayuda para la identificacion de tendencias.

Tabla 3.9.: Realizar el trabajo de campo y evaluaciones segtin los procedimientos estandar previamente definidos

Objetivo: Control del manejo de datos y analisis de los resultados.

Todos los datos de un muestreo especifico se deben identificar de forma individual, en la base de datos por
medio de codigos.

Medidas La documentacion de campo y laboratorio (muestras, estadillos, fotos) se guardard durante un periodo no
inferior a 5-6 afios.

Los datos en formato electrénico deberan incluir identificacion de su origen (autores, fechas, etc...) y referencias
para ampliar la informacion.

Tabla 3.10.: Control de manejo de datos y de los andlisis de resultados
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Apéndice:
Hojas de muestreo de macrofitos (lagos y rios)
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MINISTERIO CONFEDERACION

1 HIDROGRAFICA
DE MEDIO AMBIENTE DEL EBRO

HOJA DE CAMPO PARA MACROFITOS DE RiOS

EL inventario se debe ajustar a lo esperable en cada cuenca

Rio: Técnico:

Localidad: Fecha: |Hora:

Subcuenca Fotos (detalle ver detras):
Estacion

Anchura:

Profundidad:

Rara Ocasional Frecuente | Abundante | Dominante

Perifiton de DIATOMEAS 1 2 3 4 5

CLOROFITOS

Cladophora sp.

Chaetophorales

Chara sp.

Cloroficeas incrustantes

RODOFICEAS

Filtros de OSCILATORIAS

CONJUGADAS

HEPATICAS

MUSGOS
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PTERIDOFITOS

MONOCOTILEDONEAS

Groenlandia sp.

Potamogeton crispus

Potamogeton lucens

Potamogeton pectinatus

Potamogeton perfoliatus

Potamogeton polygonifolius

Potamogeton sp.
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Zannichelia sp.

DICOTILEDONEAS

Callitriche

Ceratophyllum demersum

Miriophylum alternifolium

Miriophylum spicatum
Miriophylum sp.

Nasturtium officinale

Ranunculus

Veronica anagallis-aquatica

Veronica beccabunga
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Veronica sp.

OTROS TAXONES
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COMENTARIOS:
Responsable de la toma de muestra:
Responsable de la identificacion:

Fotos:

Muestra/s tomadals: Si |:| No |:|
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E\-] p DE MEDIO AMBIENTE HIOROSRATICA

EBRO.

HOJA DE CAMPO PARA MACROFITOS DE RiOS

ESQUEMA:

Apuntar porcentajes de cobertura de los diferentes taxones

Detalles fotos

La foto muestra

Foto n°/ Carrete n° / Estacién n°

Aguas arriba: Orilla derecha:

1 Aguas abajo: Orilla izquierda:
Coordenadas:
Descripcion:
Foto n° / Carrete n° / Estacion n° Aguas arriba: Orilla derecha:
2 Aguas abajo: Orilla izquierda:
Coordenadas:
Descripcion:
Foto n° / Carrete n° / Estacion n° Aguas arriba: Orilla derecha:
3 Aguas abajo: Orilla izquierda:
Coordenadas:
Descripcion:
Foto n° / Carrete n° / Estacion n° Aguas arriba: Orilla derecha:
4 Aguas abajo: Orilla izquierda:

Coordenadas:

Descripcion:







‘Capl'tulo 4:
Protocolos de muestreo y analisis para invertebrados bentonicos







Parte 1:
Generalidades

La memoria incluye dos protocolos para el muestreo y analisis de muestras de
zoobentos de rios. El protocolo para rios basado en la aplicacion del IBMWP ha
sido supervisado por Javier Alba-Tercedor, y el protocolo basado en la evaluacion
con multimétricos lo ha revisado Isabel Pardo. En ambos casos los expertos han
proporcionado informacién y materiales (fotos, diagramas) para la elaboracion
de los procedimientos.
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1. DEFINICIONES Y OBJETIVOS

El término zoobentos se refiere a la fauna de invertebrados que habita los sustratos sumergidos de los medios acuaticos. En
el zoobentos se distinguen: macroinvertebrados y microinvertebrados.

Los macroinvertebrados' son los invertebrados de un tamafo relativamente grande (visibles al ojo humano), no muy inferiores
de 0,5 mm pero habitualmente mayores de 3 mm. Comprenden principalmente artrépodos (insectos, aracnidos y crustaceos)
y dentro de éstos dominan los insectos (en especial sus formas larvarias); también se encuentran oligoquetos, hirudineos y
moluscos (y con menor frecuencia celentéreos, briozoos o platelmintos). Los macroinvertebrados son el grupo dominante en
los rios y también se encuentran en el litoral y fondos de lagos y humedales.

Los microinvertebrados agrupan a los invertebrados de menor tamafio (en general inferior a 1 mm) y forman parte de éstos
protozoos, nematodos, rotiferos, claddceros, ostracodos, copépodos e hidracaros. Son especialmente importantes en lagos
y humedales.

Este documento esta dedicado a los macroinvertebrados benténicos de aguas corrientes y de lagos, y a los microinvertebrados
de lagos y humedales. Su objetivo es identificar y proponer métricas para el establecimiento del estado ecolégico de las
aguas fluyentes y estancadas de la cuenca del Ebro en aplicacion de la Directiva 2000/60/CE, asi como establecer las
directrices metodoldgicas para las operaciones de muestreo y analisis.

2. VALOR INDICADOR DE LOS INVERTEBRADOS BENTONICOS

Los invertebrados bentdnicos (y especialmente los macroinvertebrados) son uno de los grupos biolégicos mas ampliamente
usados como indicadores de calidad del agua. Esto se debe a que integran muchas de las cualidades que se esperan de
un indicador. Entre éstas, destaca su elevada diversidad y que estén representados diferentes taxones, con requerimientos
ecoldgicos diferentes relacionados con las caracteristicas hidromorfolégicas (velocidad del agua, sustrato), fisicoquimicas
y bioldgicas del medio acuatico. En el ambito de la aplicaciéon de la DMA, los invertebrados bentdnicos se consideran utiles
para la deteccion y seguimiento de los siguientes tipos de presiones:

presiones fisicoquimicas relacionadas con:

contaminacion térmica

cambios en la mineralizacion del agua
contaminacion organica

eutrofizacion

contaminacién por metales u otros contaminantes

O 0O O O O

presiones hidromorfolégicas relacionadas con:

o alteracion del régimen de caudal / tasa de renovacion
o alteracion de la morfologia del lecho fluvial / lacustre

Una ventaja de los macroinvertebrados es que su muestreo es relativamente sencillo al igual que su identificacion (sélo se
requiere identificar a nivel de familia para algunas métricas). En el caso de los microinvertebrados bentdnicos la identificacion
requiere un mayor esfuerzo (en general hay que determinar las especies).

Los invertebrados bentdnicos indican alteraciones a medio y largo plazo, ya que sus especies poseen ciclos de vida entre
menos de un mes hasta mas de un ano. Su valor indicador abarca un &mbito temporal intermedio que complementa el de
otros elementos bioldgicos con tiempos de respuesta mas cortos, como el fitobentos, o mas largos, como los peces.

3. METRICAS Y METODOS DE EVALUACION BASADOS EN LOS INVERTEBRADOS BENTONICOS

Los invertebrados benténicos forman parte de numerosos sistemas indicadores y métricas desarrollados especialmente en
rios y, en menor medida, en lagos y humedales. En los apartados siguientes se presentan algunos de los métodos de mayor
difusién en Europa y en Espana.

" El término “macroinvertebrados” es una abstraccion artificial sin implicaciones taxonémicas.
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CAPITULO 4. Protocolos de muestreo y analisis para invertebrados bentonicos

3.1. RiOS

El uso de los macroinvertebrados benténicos para la vigilancia de la calidad de los rios europeos es una practica habitual
desde hace décadas. Desde que se postulé el método de los Saprobios (Kolkwitz y Marson 1902), en el que se clasifican los
organismos segun su tolerancia a diversos grados de contaminacion organica, han surgido un buen nimero de propuestas
metodoldgicas. De éstas, algunas han sido adoptadas por las Agencias del agua de diferentes paises europeos para los
controles rutinarios de calidad (Hellawell, 1986; Ghetti y Bonazzi, 1981; De Pauw y Vanhoren, 1983; Rosenberg y Resh,
1993).

Una linea de trabajo ampliamente seguida ha sido la dirigida a la elaboracion de indices bidticos; en otros casos se han
analizado aspectos de la estructura de la comunidad de macroinvertebrados, a través de indices de diversidad, y también se
han postulado modelos predictivos basados en las relaciones entre los factores medioambientales y la comunidad bioldgica
de los rios. Las métricas que surgen de estas lineas de trabajo se presentan en los apartados siguientes.

Los indices bidticos son herramientas de valoracion de la calidad basados en la diferente respuesta de los organismos a las
alteraciones del medio (grado de sensibilidad o tolerancia). La mayoria de indices biéticos se han elaborado para usarlos en
un area geografica concreta y, posteriormente, se han adaptado a otras zonas adecuando las listas de taxones y los valores
de sensibilidad. En general los indices bidticos precisan muestreos cualitativos o semicuantitativos.

Entre los indices biodticos mas utilizados cabe citar los siguientes: TBI (Trent biotic Index; Woodiwis, 1964); EBI (Extended
Biotic Index) (Woodiwis, 1978); BS (Biotic Score; Chandler, 1970), BMWP (Biological Monitoring Working Party) y ASPT
(Average Score per Taxon) (National Water Council, 1981; Armitage et al, 1983) desarrollados para los rios de Gran Bretaia;
el indice VeT (Verneaux y Tuffery, 1967) para los rios de Francia; IBE (Indice biotico Esteso; Ghetti y Bonazzi, 1981; Ghetti,
1997) para los rios italianos; BBI (Belgian Biotic Index, De Pauw y Vanhooren, 1983) para los rios de Bélgica, etc... Un
resumen de las principales metodologias, asi como sus relaciones puede verse en la siguiente figura:

Desarrollo de los Indices Bioticos mas extendidos en Europa (Basado en Meltcafe, 1989)

Trent Biotic Index (BI)

Extended Biotic Chandler Biotic Indice Biotique (IB)
Index (EBI) Score (BS)
) ) v ) . v v Al

Biological Monitoring Belgian Biotic Besos and Llobregat Indice Biologique de
Working Index (BBI) Indices (BILL, FBILL) qualite Biol. Generale

Party Score (BMWP) (16BG)

. Spanish IBMWP Indice Biologique
Rivpacs (=BMWP) Score Global (IBG)

Elaboracién: J. Alba-Tercedor
Figura 4.1.: Desarrollo de los indices Biéticos mas extendidos en Europa
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En Espafia se han disefiado diferentes indices bidticos (Alba-Tercedor y Prat, 1992), entre los que cabe citar el BILL y
FBILL? (Prat et al., 1983, 1986, 2000) para los rios Besos y Llobregat, y otros rios catalanes, el Ib para el Duero (Garcia de
Jalon y Gonzélez del Tanago, 1986) y el IBS para el rio Segre (Palau y Palomés, 1986). En 1988, Alba-Tercedor y Sanchez
Ortega elaboran el indice BMWP’ como resultado de la adaptacion del indice britanico BMWP a la fauna ibérica. Este indice
es usado de forma extensiva en todo el territorio, y es adoptado como métrica de seguimiento bioldgico por la mayoria de
las Confederaciones Hidrograficas y Agencias del Agua de Espafa y Portugal. El BMWP’ también se ha nombrado como
SBMWP y finalmente ha tomado el nombre de IBMWP (Iberian Biological Monitoring Working Party) (Alba-Tercedor et al.,
2004). Una version de este indice adaptada a los rios de Catalufia, usada por la Agencia Catalana del Agua, es el BMWPC

(Benito de Santos y Puig Garcia, 1999).

La diversidad de la comunidad biolégica es funcién del nimero de taxones y de la abundancia proporcional de las especies.
La diversidad suele disminuir en ambientes alterados como resultado de la disminucion del nimero de taxones y la diferente
distribucién de la abundancia (unos pocos taxones muy abundantes). Existen diferentes expresiones para medir la diversidad;
una de las mas utilizadas es el indice de Shannon-Weaver (1963).

H-==Y p,xIn p,

n, = namero individuos especie |

p;=n;+n, :
N = abundancia total

!

Otro indice de interés es el de Margalef (1958):

S = n° especies
I=S-1+log, N P
N = N° individuos muestra

El uso de los indices de diversidad requiere muestreos cuantitativos y, en general, se aplican a nivel de especie.

El método RIPACS (River Invertebrate Prediction and Classification System) (Wright et al, 1985; 1989) se desarroll6 en Gran
Bretafia, a partir del estudio de la comunidad de macroinvertebrados existente en rios inalterados o con ligeras alteraciones,
y su correlacién con las caracteristicas medioambientales de la estacién. Mediante un programa informatico (TWINSPAN)
se obtuvieron agrupaciones de especies propias de los diferentes tipos de rios y mediante analisis estadistico discriminante
(MDA) se relacionaron los grupos de especies con las caracteristicas fisicoquimicas asociadas. El siguiente paso fue usar
las caracteristicas fisicoquimicas de una estacion para predecir la composicion de la comunidad de macroinvertebrados y la
calidad biolégica. Con ello se han podido desarrollar modelos que permiten predecir la comunidad de macroinvertebrados de
un punto de un rio, a partir de los parametros fisicoquimicos del agua.

En Espafa se han realizado experiencias de aplicacion de RIPACS en rios de Galicia (Armitage, Pardo et al., 1990) y del
levante peninsular (Pujante, Furse et al. 1999). El método puede adaptarse a diferentes grados de prediccion, requiriendo
estudios taxondmicos a nivel de familia, género o especie segun el caso; asi se ha aplicado el método usando el nivel de
familia en rios de Galicia con buenos resultados. Lo interesante de su posible aplicacion a las cuencas ibéricas fue puesto de
manifiesto por Alba-Tercedor y Pujante (2000), y en la actualidad, dentro del proyecto de GUADALMED-2, se esta realizando
una aproximacion predictiva denominada MEDPACS de aplicacion a las cuencas mediterraneas espafiolas.

La agencia de medioambiente de los EE.UU. (EPA, Environmental Protection Agency) desarrolld unos procedimientos
estandarizados para la evaluacion de la calidad ecoldgica de rios (Rapid Bioassessment Protocols for Use in Streams
and Wadeable Rivers: Periphyton, Benthic macroinvertebrates and Fish de Barbour et al. 1999). Entre éstos el dedicado
a los macroinvertebrados benténicos ha servido de base para el procedimiento de muestreo usado en algunos estudios.
La aproximacién al muestreo de habitats multiples no es un concepto nuevo pero esta descrito en el USEPA Rapid
Bioassesssment Protocols (Barbour et al. 1999). El protocolo consiste en un procedimiento de muestreo multi-habitat
estandarizado de tipo semicuantitativo, cuya sensibilidad y precisién ha sido ampliamente contrastado (Barbour, Stribling y
Verdonschot, en prensa).

2 El indice FBILL (Prat et al., 2000) es una modificacion del indice BILL en el que el nivel taxondmico es la familia.
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El sistema de evaluacién se basa en la combinacion de distintas métricas en multimétricos que varian segun la eco-region.
El procedimiento de evaluacion multivariante es el indicado para reducir los errores en la evaluacion, y su uso en el ambito
de la DMA es indicado puesto que se basa en unas directrices metodolégicas similares.

Este protocolo de muestreo se ha aplicado en distintos estudios realizados para las administraciones publicas en Espana,
para el desarrollo de sistemas de clasificacion del estado ecoldgico, en base al componente de invertebrados benténicos.
Las experiencias se han realizado en: rios del Norte de Espafia (Confederacion Hidrografica del Norte), rios de las cuencas
internas de la comunidad auténoma gallega (rios de Galicia-Costa), rios temporales (Gobierno de las Islas Baleares) y rios
de la cuenca del Duero (Confederacion Hidrografica del Duero).

El proyecto de la Unién Europea AQEM (Assessment System for the Ecological Quality of Streams and Rivers) desarrollado
entre 2000 y 2002, tuvo como objetivo crear un instrumento de evaluacion de la calidad de los rios europeos basado en los
macroinvertebrados benténicos que cumpliera con los requisitos de la Directiva Marco del Agua. En el proyecto se obtuvieron
y analizaron muestras de macroinvertebrados de 28 tipos de rios europeos, siguiendo un procedimiento de muestreo multi-
habitat estandarizado de tipo semicuantitativo. Se analizaron las caracteristicas ambientales de los rios (morfologia del rio y
de la cuenca, condiciones fisicoquimicas) y se evaluaron de forma independiente y para cada tipo de rio, diferentes métricas
con objeto de identificar las respuestas de éstas a la degradacioén del tramo fluvial.

Como resultado se obtuvo una lista de 9.557 taxones para los que se dispone de informacion autoecoldgica. Un programa
informatico permite calcular diferentes tipos de métricas basadas en los invertebrados benténicos, y facilita la aplicacion del
sistema de evaluacién. Este programa se puede descargar de www.agem.de.

El sistema de evaluacion final comprende cinco clases de estado ecoldgico:
5= alto, 4 = bueno, 3= moderado, 2= deficiente y 1= malo.
Y ademas, en muchos casos, se obtiene informacion de las posibles causas de la degradacion del tramo.

Esta metodologia es muy interesante, desde el punto de vista conceptual, pero puede resultar algo complicada para su uso
en las evaluaciones rutinarias del estado ecolégico.

3.2. LAGOS Y HUMEDALES

Los indicadores de calidad biolégica basados en los invertebrados bentdnicos estan menos desarrollados en lagos y
humedales. En general se han usado los macroinvertebrados de los fondos (oligoquetos y quironémidos) como indicadores
de eutrofia y en particular de las condiciones de oxigenacion del hipolimnion. Esto se ha aplicado especialmente a los
embalses en los que la comunidad litoral esta poco representada debido a la fluctuacion del nivel del agua.

En el caso de los lagos, la comunidad litoral se considera mas adecuada para la determinacién del estado ecoldgico
ya que refleja no solo las presiones relacionadas con la calidad del agua y el estado trofico sino también las presiones
hidromorfoldgicas. Las experiencias existentes en el ambito de implantacion de la DMA, en cuencas préximas a la del
Ebro, utilizan métricas sencillas, como el numero de taxones en la muestra (nUmero de familias en el Pais Vasco), nimero
de taxones® para los lagos del Pirineo (ACA, 2003), o la relacion entre las abundancias relativas de diferentes grupos

faunisticos, etc.

En el proyecto ECOFRAME?* se analiza la comunidad de macroinvertebrados del litoral de los lagos mediante la toma de
muestras en tallos sumergidos de macroéfitos emergentes y en los sedimentos finos. Los organismos se determinan hasta
familia (o grupo en el caso de los Quironémidos) y se realizan recuentos a nivel de grupo (por ejemplo abundancia de
oligoquetos y quironémidos, grupos de depredadores y no depredadores, etc.).

Los microcrustaceos y especialmente las asociaciones de branquiépodos (Chydoridae) (assemblages) pueden ser muy
utiles para la determinaciéon del estado ecoldgico de los lagos, ya que ademas de ser buenos indicadores dejan restos

3 Los taxones considerados son: Turbellaria, Nematoda, Oligochaeta, Hirudinea, Gasteropoda, Bivalvia, Amphipoda, Odonata, Ephemeroptera, Plecoptera, Heteroptera, Megaloptera,
Dytiscidae, Chironomidae y Trichoptera. La métrica usada (IndMacro) alcanza como maximo 15 puntos.

4 Moss et al. 2003. The determination of ecological status in shallow lakes — a tested system (ECOFRAME) for implementation of the European Water Framework Directive. Aquatic
Conservation. Marine and Freshwater Ecosystems, 13: 507-549.
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identificables en los sedimentos, lo que permite las reconstrucciones paleolimnoldgicas tan utiles para el establecimiento de
las condiciones de referencia. La utilizacion de los quidéridos como indicadores cuenta con una experiencia previa realizada
en lagos someros de 10 paises europeos incluida Espafia (Eyto, et al. 2003).

El indice QAELS (index de qualitat de 'aigua d’ecosistemes lenitics soms) elaborado para la determinacion del estado
ecoldgico de los sistemas lagunares someros de Catalunya (ACA, 2004) auina aspectos de riqueza taxondmica con otros de
abundancia. Este indice se compone de dos métricas:

ACCO basado en la abundancia de cladéceros, copépodos y ostracodos

J
ACCO = kixni ni = Ni + Ntot

i=1
i = taxones indicadores
j = ndmero de taxones indicadores
ni = abundancia relativa del taxén i
Ni= abundancia del taxén i

N, = suma de la abundancia de los taxones indicadores

ki = valor de calidad del taxdn i (se obtiene del analisis de PCA)
RIC basado en la riqueza de insectos y crustaceos

RIC = N° géneros de crustaceos + N° géneros de formas adultas de coledpteros y heterdpteros + N° familias
de larvas y pupas de insectos

El indice QAELS responde a la siguiente formula:
QAELS = (ACCO +1)xlog(RIC +1)

Las puntuaciones se han separado en 5 categorias de calidad:

Rangos de la clase de calidad Significado
QAELS =8 | : calidad muy buena
6 <QAELS <38 Il: calidad buena
4<QAELS <6 1I: calidad mediocre
2<QAELS <4 1V: calidad deficiente
QAELS <2 V: calidad mala

Tabla 4.1.: Categorias de calidad del indice QAELS

La aplicacion de estos indices en la cuenca del Ebro, particularmente el ACCO requiere una adaptacion ya que muchos de
los tipos de masas de agua para los que ha sido concebido son diferentes a los de Catalufia.

4. PROPUESTA DE METRICAS PARA LA DEMARCACION DEL EBRO

Se recoge una propuesta de métricas basadas en los macroinvertebrados benténicos para los rios y lagos (en parte), y de
meétricas de microinvertebrados bentonicos para los lagos.

4.1. RiOS

Se recogen dos propuestas metodoldgicas para las que existen experiencias de aplicacién en la Peninsula Ibérica. Estas
son:

Método del indice IBMWP, suscrito por J. Alba-Tercedor e incluido en la propuesta metodologica de GUADALMED.
Método de evaluacién con multimétricos, suscrito por |. Pardo.

Inicialmente no se propone el uso estricto de la metodologia AQEM por tratarse de un método para el que no existe ninguna
experiencia previa en Espafia.
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Requiere un muestreo de tipo cualitativo que incluya todas las familias de macroinvertebrados que habiten en el tramo en
estudio (ver apartado 5). El indice se obtiene de la suma de las puntuaciones asignadas a las familias que se han identificado
en la muestra (ver hoja de calculo en apéndice). La puntuacion total del IBMWP varia entre 0 y >100 (en algunos rios
peninsulares se obtienen maximos superiores a 200 e incluso de 300).

Las puntuaciones del IBMWP se agrupan en cinco clases de calidad que inicialmente se han asimilado a los siguientes
niveles del estado ecoldgico (segun GUADALMED; ver Jaimez-Cuéllar et al., 2004):

Estado Ecolégico Calidad IBMWP
Muy Bueno Buena. Aguas no contaminadas o no alteradas de modo sensible >101
Bueno Aceptable. Son evidentes algunos efectos de contaminacion 61-100
Aceptable (=Moderado) | Dudosa. Aguas contaminadas 36 - 60
Deficiente Critica. Aguas muy contaminadas 16 - 35
Malo Muy critica. Aguas fuertemente contaminadas <15

Tabla 4.2.: Categorias de calidad del indice IBMWP

En la cuenca del Ebro se aplica el indice IBMWP en estaciones de la red RCVA (Red de Control de Variables Ambientales)
desde 1993; y existe una base de datos que recoge toda la informacién generada (inventario de familias y puntuaciones
del IBMWP). Tras el estudio de regionalizacion realizado por la Oficina de Planificacion de la CHE, se reescalaron las
puntuaciones del IBMWP para los 6 tipos de rios identificados (Munné y Prat, 1999).

Reescalado y clases de calidad IBMWP

Tipos CHE, M. , L . — A.
1988 Hameda Grandes Rios Depresion Eje del Ebro M.Mediterranea montafia
Ejes Ejes Rios
Tipos M. himeda | mediterraneo med.lterraneo mlnerallzgdos Grandes. ejes M. Med. M. Alta
CEDEX- i . continentales de baja en ambiente . Med. .
calcarea continentales . ) calcarea . montana
CHE, 2004 . . poco montafia medit. silicea
mineralizados . . N
mineralizados | mediterranea

Por confirmar con resultados de condiciones de referencia

Muy buena >100 >65 >90 >110
Buena 81-100 56 - 65 71-90 86 - 110
Aceptable 61-80 41-55 55-70 66 - 85
Deficiente 31-60 20-40 25 -54 35-65
Mala <30 <20 <25 <35

Tabla 4.3.: Adaptacién de las categorias de calidad del indice IBMWP ala Confederacién Hidrografica del Ebro

Sin embargo, son necesarios estudios adicionales que confirmen los rangos del IBMWP para los 8 tipos fluviales, finalmente
identificados en la demarcacién del Ebro, como resultado de la caracterizacion efectuada, segun los criterios de la DMA.
Asimismo hay que analizar si las bajas puntuaciones del IBMWP, que se obtienen en los tramos inferiores de los rios, en
general no vadeables y dificiles de muestrear, reflejan la realidad o deficiencias del muestreo.

En la actualidad se esta calculando el IBMWP (siguiendo el procedimiento Guadalmed) en tramos fluviales identificados sin
riesgo, segun el analisis de presiones e impactos, y en otros cuyas condiciones ambientales son buenas (segun indicadores
de la estacion de muestreo), y en los que podrian existir condiciones de referencia.

El procedimiento de muestreo del IBMWP en su origen (cuando se le denominaba BMWP’) daba informacion cualitativa,
y su aplicacién no tenia en cuenta la abundancia. Como la DMA especifica la “abundancia” como parametro descriptor
de los elementos de calidad (articulo 1.1.1. del Anexo V de la DMA) se propuso realizar recuentos que permitan obtener
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la abundancia relativa de las familias en la muestra. Esta opcion es la adoptada por Guadalmed para el estudio de las
muestras procedentes de estaciones de referencia (ver Jaimez-Cuéllar, et al., 2004).

El tiempo estimado para la aplicacién del indice IBMWP esta generalmente comprendido entre 30’y 1 hora para la toma de
la muestra, y de 2-4 horas para su tratamiento. Sin embargo esto depende mucho de las condiciones del tramo a estudiar y
de la pericia de los operadores.

En el apartado 6 se presentan los procedimientos de muestreo y tratamiento de la muestra.

Este método propuesto por Isabel Pardo esta basado en los procedimientos de muestreo de Barbour et al (1999) (ver
apartado 3.1.4.) y sigue una metodologia de trabajo en laboratorio propia. Se ha usado en trabajos de aplicacion de los
criterios de la DMA, realizados para la Confederacion Hidrografica del Norte, Comunidad Auténoma de Galicia, Gobierno de
las Islas Baleares y Confederacion Hidrografica del Duero. No existen experiencias previas para los rios de la demarcacion
del Ebro.

Se basa en un muestreo multihabitat semicuantitativo (20 kicks repartidos proporcionalmente entre los tipos de habitats mas
frecuentes del tramo a analizar). La muestra se procesa en el laboratorio hasta el nivel mas bajo posible; no obstante también
se trabaja a nivel de familia, obteniéndose recuentos de la abundancia de los taxones referida al area de muestreo (20 kicks
equivalen a 2,5 m?).

El tiempo estimado para la aplicaciéon del método es de aproximadamente 30 minutos, segun la dificultad del tramo, para la
toma de la muestra, 2 horas y 30 minutos para la separacién y recuento de la muestra por un operador de laboratorio y 2
horas de especialista para la identificacién hasta familia.

20 Kicks area de muestreo 2.5 m?
Costes ejecucion material: separacion e identificacion en laboratorio

{ Total separado-identificado, 400-500 individuos J

Muestra
[ Separar todos 30 min. ]
Separar visuraros 30 min.
Separar
[ Submuestreo 1-2/8 (cuenta minima 100 indv. 1 hora ]
Identificar Submuestreo 1-3/20 (cuenta minima 100 indv. 1 hora ]
% > 1.5 hora. ldentificacién nivel familia
Especialista 2 horas [ Técnico 2 horas 30 min. ]

Figura 4.2.: Método de evaluacion con multimétricos

Con la matriz de resultados se aplican diferentes métricas usando, en algunos casos el software de AQEM. Se utilizan s6lo
aquellas métricas del AQEM que corresponden a los niveles taxondmicos utilizados, familia o inferior (ver detalles en la
descripcion de las métricas y el nivel taxondmico requerido para su calculo en el manual del software AQEM).

En el apartado 7 se presentan los procedimientos de toma de muestras y analisis en el laboratorio.
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4.2. LAGOS Y HUMEDALES

Para los ambientes lagunares de la demarcacién del Ebro, se propone analizar los invertebrados benténicos del litoral como
elemento de calidad biolégica, y para completar los diagndsticos debidos a otros elementos de calidad (flora). Las métricas
a analizar serian el numero de taxones, diversidad, abundancia relativa de grupos taxonémicos, etc.; también se propone
adaptar el indice QAELS a la demarcacion del Ebro.

El tipo de muestreo y analisis de las muestras se presentan en el apartado 8.
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Parte 2:
Protocolos

Se han preparado de forma independiente los siguientes protocolos:

Protocolo IBMWP: Incluye las directrices de muestreo, tratamiento de
muestras e identificacion de macroinvertebrados de rios para la aplicacion
del indice IBMWP.

Protocolo de evaluacién con MULTIMETRICOS: Incluye las
directrices de muestreo, tratamiento de muestras e identificacion de
macroinvertebrados de rios para el calculo de multimétricos (basado en
el procedimiento de la EPA, Barbour et al. 1999).

Propuesta de modificacion del protocolo IBMWP: Incluye directrices del
procedimiento de evaluacién con MULTIMETRICOS para el muestreo.

Protocolo en lagos: Directrices de muestreo y tratamiento de muestras
de invertebrados benténicos en lagos.

Protocolo general para invertebrados bentonicos: Incluye directrices
generales para la conservacion y manipulacion de muestras de

invertebrados bentonicos.

Protocolo de calidad: Incluye directrices para el control de la calidad.
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5. PROTOCOLO IBMWP

5.1. INTRODUCCION

Este protocolo incluye las directrices metodoldgicas a seguir para la aplicacién del indice IBMWP para los objetivos y
condiciones especificadas en el capitulo 4.1.1.

5.2. EQUIPOS Y REACTIVOS

Los equipos y reactivos a usar en las tareas especificadas en este protocolo se presentan en el apartado 9.

5.3. PROCEDIMIENTOS DE MUESTREO

La estacion de muestreo comprende un tramo fluvial representativo de la masa de agua a la que pertenece. Como norma
general, el tramo de rio a evaluar tendra una longitud aproximada de 100 m. Este valor es orientativo dado que para aplicar
el IBMWP segun el procedimiento de Alba-Tercedor, la toma de muestras finaliza cuando ya no aparecen nuevos taxones en
sucesivas redadas (ver apartado 5.3.3.1.).

Se evitara situar la estacion de muestreo inmediatamente aguas abajo de perturbaciones (hidromorfolégicas o fisicoquimicas);
para ello se evaluara el alcance de éstas.

Es de gran importancia documentar las caracteristicas de la estacion de muestreo, y para ello se describiran los accesos, se
dibujara un esquema de la situacion de la estacion de muestreo, y se indicaran las coordenadas geograficas medidas con un
GPS). También se recomienda tomar fotografias (aguas arriba y abajo del tramo fluvial, y de detalle del sustrato).

Antes de iniciar el muestreo deben identificarse todos los habitats existentes en el tramo. Estos habitats se definen en base
a diferentes combinaciones de profundidad (somero-profundo), velocidad del agua (rapida, mediana, lenta), naturaleza del
sustrato (grandes rocas y guijarros, guijarros decimétricos, gravas, arenas y limos) y presencia de vegetacion (hidréfitos o
heléfitos). Estos son los siguientes:

Sustrato duro y corriente fuerte (zonas léticas) (1)

Sustrato duro y corriente moderada-lenta (zonas leniticas) (2)
Vegetacion acuatica emergida de los margenes de los rios (3)
Macrofitos emergidos o macroalgas (4)

Arena, grava o fango (5)

Para la aplicacién del indice IBMWP es muy importante seleccionar un tramo de rio que posea todos o la mayor parte de los
tipos de habitats indicados, lo que permitira recoger la maxima diversidad de organismos.

5.3.3.1. Rios vadeables

Antes de iniciar el muestreo se deben localizar y capturar los animales esquivos que viven en la superficie como Gyrinidae,
Gerridae o Hydrometridae ya que tratan de huir rapidamente y podrian pasar desapercibidos si no se lleva a cabo el muestreo
de inmediato.

El muestreo debe empezar aguas abajo del final del tramo delimitado y proceder aguas arriba; esto es para evitar enturbiar
el agua que todavia no ha sido muestreada, y sobretodo para evitar que los macroinvertebrados se dejen arrastrar por la
corriente al detectar las vibraciones. Es recomendable vaciar periddicamente la red en bateas colocadas en las orillas, para
evitar que la red se colmate, y los macroinvertebrados escapen de ell arrastrados por la corriente.
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El muestreo es cualitativo y, se realiza removiendo los sustratos previamente seleccionados con la mano y/o botas, colocando
la red encarada a la corriente, e inmediatamente aguas abajo, realizando un movimiento oscilatorio de izquierda a derecha,
con la red de mano (o salabre) (el tamafio de la malla recomendado es de 300 6 500 um; ver apartado 9.2), con la finalidad
de que los macroinvertebrados sean arrastrados por ésta y se amontonen en el fondo de la red.

En el esquema adjunto se muestra la caracterizacion y seleccion de los habitats a muestrear en la estacion de muestreo.

Avance del muestreador

Direccion flujo

O

Figura 4.3.: Tipologia de habitats a muestrear para la aplicacién del indice IBMWP: 1: zonas léticas; 2: zonas leniticas; 3; vegetacién acuatica

emergida; 4: arena, grava o fango; 5: macréfitos o macroalgas

La metodologia de muestreo varia segun el tipo de habitat:

Sustratos duros:

Zonas redfilas (1):

En aguas someras (< 50 cm), se sitUa el salabre aguas abajo de la zona a muestrear (y de cara a la corriente) y
se procede a remover y voltear los sustratos raspandolos con la mano; de este modo todos los organismos que
se van despegando del sustrato son arrastrados por la corriente y se introducen en el salabre. Se examinan las
piedras, y se retira cualquier taxén que aparezca adherido al sustrato, afiadiéndose a la muestra. Se remueven
los depdsitos inferiores mas finos para desalojar cualquier organismo. Si las piedras tienen un diametro inferior
a unos 10 cm, remover con los pies y recoger el material con la red a contracorriente.

En aguas vadeables profundas (50 cm a 1 m) en las que no sea posible un muestreo manual se realizara la
misma operacion con los pies (kick sampling segun la terminologia britanica). El objetivo es remover al menos
los primeros 10-15 cm de profundidad del sustrato.

Se repite este proceso en varias zonas Iéticas a lo largo de la estacién de muestreo hasta que nuevas redadas
no aportan nuevas familias.

Zonas leniticas (2):

En zonas de remanso o aguas arriba de azudes la corriente no introducira los organismos en el salabre de
modo que se procedera del modo que se especifica en el apartado anterior (i) pero removiendo intensamente el
salabre para recoger todos los materiales suspendidos al remover el fondo. Si hay piedras en el sustrato, estas
se retiraran cuidadosamente y se rasparan/limpiaran con la mano dentro de la red, asegurandose que ningun
organismo haya quedado adherido a la piedra.

Vegetacion acuatica (3) y (4): Pasar el salabre entre la vegetacion, raices sumergidas y macrofitos existentes en
la estacion de muestreo, y mover el sustrato con la ayuda de las botas, recogiendo el material en suspension y los

organismos que queden adheridos a la vegetacion.

Arena, grava o fango (5): Remover el fondo con las manos o con los pies en funcion de la profundidad y recoger con

el salabre el material que se lleve la corriente o quede en suspension.
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Como ya se ha indicado, el material recogido se vaciara periédicamente en bateas blancas a las que se habra afadido
previamente agua. Esto evitara que la red de muestreo se colmate y posibles pérdidas de organismos al ser arrastrados por
la corriente (ver Alba-Tercedor, 1996).

Técnicas de muestreo de invertebrados benténicos. Método del IBMWP

Muestreo de los diferentes Conservacion de parte o de
habitats fluviales existentes en Examen de la muestra e la totalidad de la muestra

la estacion de muestreo hasta identificacion de las familias del para realizar el recuento de
que no se observan nuevos IBMWP. organismos y para finalizar el
taxones. calculo del IBMWP.

Fotografia 4.1.: Técnicas de muestreo de invertebrados benténicos. Método del IBMWP (Propiedad de Javier Alba Tercedor)

Es importante limpiar la red con abundante agua después de cada muestreo para evitar la contaminacion de las muestras
entre los diferentes puntos. Especial cuidado hay que tener en desinfectar los equipos, cuando se ha muestreado en zonas
bajas para no llevar organismos patégenos a las cabeceras (por ejemplo los tramos con presencia de Procambarus clarkii
presentan el Oomiceto Aphanomyces astaci, que llevado accidentalmente a las cabeceras puede hacer desaparecer los
relictos de las poblaciones del cangrejo autdctono (Austropotamobius pallipes). En los puntos de muestreo con presencia de
mejillon cebra la desinfeccién de los aparejos debera realizarse siguiendo las indicaciones de la CHE (ver www.chebro.es).

5.3.3.2. Rios profundos (no vadeables)

En aguas profundas, estaticas o de corriente lenta, no vadeables, se recomienda el uso de sustratos artificiales para la
determinacion de la calidad del agua, mediante la aplicacion del indice IBMWP.

Los resultados (en términos de inventario y especialmente en abundancia relativa de los taxones) pueden tener desviaciones
importantes respecto a la comunidad del tramo, derivados de la diferente apetencia de los taxones por el sustrato artificial
(puede favorecer a algunos). Es importante intentar reproducir los habitats naturales, mezclando sustratos duros de diferentes
granulometrias y afadiendo haces de lefia, fibras vegetales (estropajos), etc. (ver apartado 5.2.1.).

Se instalaran varias unidades de sustratos artificiales sumergidos en puntos del cauce, en general 4 sustratos, 2 en orillas
y 2 en zonas léticas centrales. El tiempo de colonizacion se estima entre 25-30 dias (Alba-Tercedor, 1996). La ubicacion del
sustrato artificial debe ser la apropiada para que no quede expuesto al aire, en época de sequia, ni sea manipulado en actos
de vandalismo.

Otra opcion de muestreo para los rios profundos es el uso de dragas para la recoleccién de muestras de fondo. El principal
inconveniente de este sistema es que esta disefiado para sacar muestras de sustratos finos, y la presencia de rocas y
piedras en el lecho (que se encuentran en la mayor parte de los tramos), impide su uso.

A medida que se van tomando muestras en los diferentes habitats de la estacion de muestreo, se debe proceder a la limpieza
de restos organicos e inorganicos y a la identificacion previa de los taxones, dado que el muestreo se prolonga hasta que no
se observan nuevos taxones. El procedimiento es el siguiente:

Retirar a mano las gravas, piedras y restos organicos en la misma red de mano.
Poner la muestra o porciones de ella en una o varias bateas blancas con un poco de agua:
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Retirar a mano las hojas y los restos mas gruesos (vigilar que no queden organismos adheridos)

o Sila muestra contiene mucho limo, realizar sucesivos lavados filtrando en la red el sobrenadante. Repetir varias
veces el procedimiento hasta que el sobrenadante salga suficientemente limpio. Debe tenerse cuidado de que
no queden moluscos y organismos pesados (tricépteros con estuche) entre la arena.

Anotar en la hoja de campo del IBMWP (ver Apéndice) la presencia de los diferentes taxones que por su tamafio o
caracteristicas morfologicas no ofrecen dificultades de identificacion, y conservar de 1 a 3 individuos de cada taxén.
Anotar asimismo la presencia de taxones de gran movilidad observados durante la toma de muestras como ciertos
heterdpteros (Gérridos, népidos, hidrométidos).

Tomar muestra de los taxones que por su pequeno tamarfio o dificultades taxondmicas (como algunas familias de
tricépteros, plecopteros, coledpteros, etc.) requieren su examen bajo el estereomicroscopio, en el laboratorio.

En el procedimiento inicial de IBMWP, la identificacién de las familias de invertebrados benténicos presentes en la muestra
se realiza en el campo (excepto las dudas que se resuelven en el laboratorio). No obstante la experiencia extraida de la
realizacion de campafas extensivas, como los muestreos para la explotacién de la Red de Variables Ambientales de la CHE,
demuestra que para este tipo de proyectos es mas conveniente y fiable guardar la muestra para completar la separacion e
identificacion en el laboratorio. Esto permite:

Reducir el tiempo de permanencia en la estacion de muestreo y por lo tanto los costes asociados a la realizacion del
muestreo (la identificacion en el campo requiere mas dias 0 mas equipos trabajando en paralelo para completar la
campanfa dentro de una misma época del afo).

Asegurar que todos los taxones existentes en la muestra son incluidos en el inventario y se contabilizan en el indice.
Esto es especialmente necesario en muestras con abundancia de algas filamentosas y/o restos vegetales muy
fragmentados, cuyo analisis en el campo suele ser dificultoso.

En el caso de que se vayan a realizar recuentos para la estima de la abundancia relativa de los taxones, la muestra (o parte
de ella) se conservara para su analisis posterior.

5.4. CONSERVACION Y ETIQUETADO DE LAS MUESTRAS

Las muestras a conservar podran ser de organismos previamente separados en el campo o bien de la totalidad del material
recogido con la red de mano. En el primer caso los organismos se introduciran en viales de plastico o vidrio y se conservaran
con alcohol etilico de 70°.

Para la conservacion de muestras para la realizacion de recuentos y para completar la determinacion del IBMWP en el
laboratorio, se recomienda fijar la muestra con formaldehido (10%)°. Las directrices para la conservacion y etiquetado de las
muestras se presentan en los apartados 9.3. y 9.4.

5.5. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA EN EL LABORATORIO

La muestra para recuento o para completar la determinacién del IBMWP (en caso de que no se haya efectuado en su
totalidad en el campo), se acaba de procesar en el laboratorio siguiendo el siguiente procedimiento:

Vaciar el contenido de las muestras en un salabre de 300 um 6 500 um de diametro de malla (segun se haya usado
uno u otro en el muestreo) y aclarar con abundante agua para eliminar los restos de conservantes (especialmente
si se ha usado formaldehido). Realizar esta tarea en un lugar ventilado o usando una mascarilla. Extraer los restos
vegetales y pequefias piedras que hubieran quedado después de la limpieza previa en el campo (cuidar de que no
tengan macroinvertebrados adheridos).

Homogeneizar la muestra en la bandeja

Repartir la muestra entre diferentes placas de Petri

Anotar la informacidon mas importante en la hoja de recuentos o en el programa de ordenador. La informacién minima
recomendada es: n° de muestra o submuestra, nombre del rio, localidad y fecha de muestreo (ver hoja en Apéndice).
Otras informaciones importantes es la fecha del recuento y el nombre del analista.

Separar e identificar hasta familia, o grupo taxonémico incluido en el IBMWP, todos los taxones diferentes existentes
en la muestra.

5 Debido a la toxicidad del formaldehido la muestra puede conservarse con alcohol etilico de 70° pero en este caso no hay seguridad de que las muestras se puedan conservar por
mucho tiempo.
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Proceder al recuento (n° individuos) de los primeros 200 individuos recogidos al azar (criterio Guadalmed, Bonada et
al., 2004%), o bien de la totalidad de la submuestra que corresponda al muestreo representativo de los habitats (ver
propuesta J. Alba en el apartado 7); en el segundo caso puede ser necesario contar varias fracciones de la muestra
convenientemente homogeneizada. Los resultados de los recuentos constituyen una estima de la abundancia relativa
de los macroinvertebrados en la muestra.

5.6. CALCULO DE METRICAS

Se calcularan las siguientes métricas:

IBMWP (Iberian Biological Monitoring Working Party). En la hoja de calculo adjunta se indican los taxones (familias
en su mayoria) presentes en la muestra, y se obtiene el valor del indice IBMWP que es la suma de las puntuaciones
asignadas a cada uno.

ASPT (Average Score per Taxon). Se obtiene del cociente entre la puntuacion del IBMWP y el numero de taxones
(usados para el célculo del IBMWP).

Taxones dominantes. En las muestras de recuento se identifican los grupos taxonémicos y taxones dominantes.

6. PROTOCOLO DE EVALUACION DE LOS INVERTEBRADOS BENTONICOS DE RiOS CON MULTIMETRICOS

6.1. INTRODUCCION

El método que se presenta se debe a Isabel Pardo de la Universidad de Vigo, y esta basado en el muestreo de habitats
multiples (multihabitat approach), extensivamente utilizado por la Agencia de Medio Ambiente de los EE.UU. (EPA - Barbour
et al, 1999; Barbour, Stribling y Verdonschot. en prensa). La metodologia de tratamiento de la muestra y del analisis de los
resultados son propios.

6.2. EQUIPOS Y REACTIVOS

Los equipos y reactivos a usar en las tareas especificadas en este protocolo se presentan en el apartado 9.

6.3. PROCEDIMIENTOS DE MUESTREO

Seleccion y delimitacion de las estaciones de muestreo

La estacion de muestreo es un tramo seleccionado de 100 m representativo de las caracteristicas de la masa de agua. El
tramo presentara los tipos de habitat mas frecuentes, en la masa de agua, de modo que existan duplicados de elementos
fisicos y estructurales (por ejemplo la secuencia rapido-poza, etc.)

Algunos aspectos a tener en cuenta al seleccionar la estacién de muestreo son:

La morfologia fluvial y composicion del habitat seran las caracteristicas del tramo a evaluar, por ejemplo se evitaran
zonas canalizadas si el resto del tramo no lo esta.

La cobertura de la vegetacion (densidad, sombra) seran las caracteristicas del tramo; asi se evitara muestrear una
zona de sombra, si esto no es habitual en el tramo.

La estacion de muestreo reflejara la secuencia de rapidos-lentos que domine en el tramo a analizar.

Se evitaran las zonas inmediatas a puentes, vados o0 azudes, a menos que sean caracteristicos del tramo.

Si en el tramo a evaluar existe un vertido que afecta de forma local a la calidad del agua, se evitard& muestrear en
la zona inmediata al punto de descarga, y se fijara la estacién de muestreo aguas abajo de la zona de mezcla del
vertido.

SEl procedimiento de recuento seglin Bonada et al (2004) consiste en contar 50 individuos al azar en la muestra homogeneizada; luego volver a homogeneizar la muestra y realizar
otro recuento de 50 individuos, y asi sucesivamente hasta completar 200 individuos. Este valor se ha obtenido analizando la variacién del n° de familias y puntuacién del indice
IBMWP ante diferentes tamafios del recuento (100, 200, 300, 400, 500 y 600 individuos), y al observar que a partir de 200 individuos el incremento de las métricas indicadas es
poco importante.
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Se evitara seleccionar estaciones cuyo acceso entrafie riesgos a los técnicos de campo (laderas escarpadas, paso a través
de aguas profundas o con acimulos de lodos,...).

Es importante sefalar claramente la localizacion de la estacion de muestreo (inicio y final), tomando las coordenadas con un
GPS, e indicando su posicion en la cartografia de trabajo.

Previamente al muestreo, se completaran las siguientes tareas:

Descripcion completa de la estacion de muestreo incluyendo datos sobre su localizacion (nombre del rio, cuenca,
municipio, coordenadas UTM de los puntos de inicio y final del tramo), tipo de rio (segun la tipificacion de la DMA), y
caracteristicas hidromorfologicas del cauce (forma del canal y estructuras fluviales, fijacion de los sustratos del lecho
etc.); también se indicaran los usos de la ribera (tipo de bosque, pastos, tierras cultivadas, zonas urbana, industrial,
etc.) y los principales impactos antropicos (presas o azudes, canalizaciones, vertidos, detracciones, etc.).
Caracterizacion de los habitats fluviales de la estacion de muestreo. Se sigue el protocolo de la USEPA que consiste
en identificar de visu la cobertura de todos los tipos de habitats disponibles en el tramo. En base a esta estima,
se recogeran los invertebrados bentonicos de forma sistematica en los diferentes habitats, y en proporcion a su
frecuencia en el tramo de rio. Para facilitar el procedimiento de identificacion de visu, los habitats se agrupan en los
siguientes cinco tipos:

o

Sustratos duros (Cobble)

Detritos vegetales (Snags)

COrillas vegetadas (Vegetated banks)

Macroéfitos sumergidos (Submerged macrophytes)

Arena y otros sedimentos finos (Sand and other fine sediments)

o

o

o

o

La cobertura (%) de los tipos de habitats en la estacion de muestreo permite determinar el nimero de muestras (kicks) que
corresponden a cada habitat, teniendo en cuenta que el muestreo incluye 20 kicks (ver apartado 6.3.3).

Es conveniente disponer de unas hojas de campo previamente preparadas que faciliten la toma de datos para la caracterizacién
del tramo (ver modelos adjuntos).

Para estimar el nUmero de kicks por tipo de habitat es util la siguiente tabla:

Simbolo Tipo habitat % N° kicks de 20

* Macrofitos sumergidos o emergentes

Rapidos sobre sustrato duro

Orillas vegetadas

® = |

Detritos (hojarasca, ramas, madera)

Pozas (describir substrato: limo, arena,
detritos, etc)

Q

Tabla 4.4.: Tipos de habitats

En la hoja de campo (ver modelo en Apéndice) se indicara el tipo de sustrato en las pozas: piedra, arena y limo; y el
porcentaje de detrito en ese sustrato.

Se identificaran las especies de las plantas acuaticas sumergidas y se indicara su cobertura (%) en el tramo de muestreo.
También se indicara la cobertura (%) de musgo sobre las piedras.

Las raices muertas de macrdfitos se consideran detritos; no obstante si estan todavia enraizadas y vivas aunque la parte
emergente esté senescente se sefalaran como macroéfitos. También se sefalaran como macrofitos las ramas vivas de
arboles y arbustos sumergidas en el agua.
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La toma de muestras se realiza con una red de mano estandar acc FBA de
seccion cuadrada (boca de 0,25 m de ancho y 0,5 m de largo).

El muestreo se realiza en base a 20 kicks en 100 m. Una unidad de muestreo
(kick) incluye remover con pies y manos (o agitando y resuspendiendo el
sustrato de diversas formas) (Barbour et al, 1999), el sustrato situado en los
0,5 m cercanos a la boca de la red. En total se muestrean 2,5 m? de sustrato
fluvial (20 kicks * 0,5 m * 0,25 m).

En funcién de las coberturas (%) de los cinco tipos de hébitat (ver apartado
6.3.2.), en la estacion de muestreo, se determina el niumero de kicks que hay
que tomar en cada tipo de habitat (cada 5% de la superficie ocupada por un
habitat corresponde a un kick). Véase por ejemplo la siguiente distribucion de

Figura 4.4.: Red de mano estandar accFBA

habitats:

Tipo de habitat % N° kicks de 20
Sustratos duros (rocas, piedras, gravas). 50 10
Detritos vegetales 20 4

Orillas vegetadas 5 1
Macrofitos sumergidos 10 2

Arena y otros sed. finos 15 3

Total 100 20

Tabla 4.5.: Ejemplo de distribucion de habitats

Los habitats que representan menos del 5% no se contabilizan como una unidad de muestreo. Pero a veces 2 habitats
minoritarios presentes pueden estar muy cercanos, y en la suma de porcentajes contabilizar un kick. Por ejemplo: ramas y
acumulos de detritos (3%) en pequefas pozas de limo (2%), en estos casos se hace 1 kick sobre un area de poza con detrito
encima.

El muestreo se inicia aguas abajo del tramo a estudiar y se realiza remontando el rio; de esta forma se evita que el operador

reciba materiales y organismos de zonas muestreadas previamente aguas arriba, y al caminar por el lecho fluvial, afecte a las
zonas que faltan por muestrear. Las directrices de muestreo para cada tipo de habitat se presentan en la tabla adjunta:

Directrices de muestreo para cada tipo de habitat

SUSTRATOS DUROS:

Rapidos de todo tipo, se muestrean gravas-piedras
manteniendo el borde inferior de la red contra el lecho
fluvial a la vez que se desalojan los organismos,
removiendo con pies o mano el sustrato a lo largo de
0,5 m aguas arriba de la red.

DETRITOS VEGETALES (ramas-madera-hojarasca):

Se muestrea removiendo con pies 0 manos los depdsitos de detritos,
y manteniendo la red aguas abajo (con corriente) o pasando la
red sobre ellos (aguas lentas) para recolectar los organismos en
suspension. También se muestrean en este habitat la madera
acumulada en pozas, evitando trozos grandes.

ORILLAS VEGETADAS:

Orillas fluviales con raices y plantas emergentes
asociadas a ellos. Se agitan las raices con pies o
manos, y se recogen los organismos en suspension o
arrastrados por la corriente, con la red situada aguas
abajo.

MACROFITAS SUMERGIDAS:

Su presencia es estacional y pueden no encontrarse si el muestreo
se realiza en invierno o a finales de otofio. Se muestrean pasando la
red a través de la vegetacion desde el lecho (donde enraiza) hasta
la superficie del agua (maximo de 0,5 m). En aguas someras, el
muestreo se realiza agitando con pies o manos las plantas a lo largo
de 0,5 m y recogiendo los organismos en suspension o arrastrados
por la corriente con la red. Evitar la resuspension del sedimento.

ARENAY OTROS SEDIMENTOS FINOS:

Se muestrean las zonas de deposicion de sedimentos no vegetados, agitando éstas con pies y manos, e incluyendo el material
en suspension en la red, a lo largo de 0,5 m. No es conveniente arrastrar la red a través de los sedimentos blandos ya que

entonces se recoge mucho sedimento, y se dificulta la limpieza posterior de la muestra.

Tabla 4.6.: Directrices de muestreo para cada tipo de habitat
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Técnica de muestreo con kicks para la evaluaciéon con multimétricos

[ N° Kicks /Tipo de habitat ]

La unidad de muestreo — kick —
incluye remover con pies y manos
el sustrato situado en los 0,5 m
cercanos a la boca de la red.

Se muestrea en base a 20 kicks en
100 m, repartidos proporcionalmente
en los tipos de habitat indicados:
Sustratos duros, detritos vegetales,
orillas vegetadas, macrofitas
sumergidas, arenay otros sedimentos
finos. El area final de muestreo es de
aproximadamente 2,5 m2.

Fotografia 4.2.: Técnica de muestreo con kicks para la evaluacion con multimétricos (Propiedad de URS)

Es conveniente ir vaciando la red a medida que se completan los kicks, dependiendo de su grado de colmatacion. El
contenido de la red se deposita en una bandeja y se eliminan con cuidado piedras, trozos grandes de detritos (trozos de

madera, hojas grandes...). El resto del material se introduce en un recipiente y se procede a su fijacion y etiquetado.

6.4. CONSERVACION Y ETIQUETADO DE LAS MUESTRAS

Segquir las directrices indicadas en los apartados 9.3 y 9.4.

6.5. TRATAMIENTO DE MUESTRAS EN EL LABORATORIO

El procedimiento que se indica es el utilizado por el Equipo de Isabel Pardo del Departamento de Ecologia y Biologia Animal

de la Universidad de Vigo.

El tratamiento de las muestras comprende la extraccion y recuento de los macroinvertebrados de la muestra y su identificacion.

Se realizan las siguientes tareas:

Con guantes, mascarilla y gafas de proteccion se procede a lavar el recipiente que contiene la muestra; se vierte la
muestra sobre los tamices y se recoge el agua con formol para su tratamiento posterior como residuo téxico. Luego

bajo el grifo, se lava con agua abundante la muestra, hasta que desaparezca el olor.
Se colocan los tamices de 5 mm, 1 mm y 0,5 mm en el fregadero, y segun el orden indicado.
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Se vierte una porcién de muestra en el tamiz superior (5 mm) extrayendo la etiqueta si es visible.

Se vierte el contenido de cada tamiz en las respectivas bandejas de fraccidon gruesa (>5 mm), media (entre 5y >1
mm) y fina (entre 1 y 0,5 mm). Para ello, se lava el contenido hacia un lado del tamiz antes de depositarlo en la
bandeja y después se lava, dandole la vuelta.

Se prepara el estadillo identificando la muestra segun el etiquetado.

Se separa la fraccion gruesa extrayendo todos los invertebrados que haya.

Se identifican los taxones y la abundancia absoluta.

Se guarda en alcohol al 70% lo extraido, con la referencia del punto de muestreo, fecha e indicando fraccion G x 1.
Se separa la fraccion media (entre 5 y >1 mm) extrayendo sélo los taxones nuevos durante media hora (extraer un
par de ejemplares de cada taxdén). Posteriormente se realiza el submuestreo de la fraccion media, como se indica a
continuacion.

Se separa la fraccion fina (entre 1 y 0,5 mm), la fraccion mas homogénea, y se procede a su submuestreo, como se
indica a continuacion.

Se toma otra porcion del recipiente de la muestra, y se repite el procedimiento indicado.

Submuestreo de la fraccion media:

La fraccion media se submuestrea, extrayendo una porcion de la muestra (ej. 1/8), de forma que sea suficientemente
representativa y precisa (contenga al menos 100 invertebrados, siguiendo a Wrona et al., 1982). En el caso de que el
numero no llegue a 100, hay que coger una segunda o posteriores submuestras, hasta que se alcance el nimero de 100. El
submuestreo se realiza homogeneizando y dividiendo en partes iguales la muestra de la fraccion media.

Se toma una o mas partes y se cuantifica la abundancia de cada taxon, sefialando en el estadillo el nimero de individuos por
taxdn y la fraccidon que la submuestra representa del total de la muestra.

Se conserva la fraccidn en alcohol debidamente etiquetada (fraccion M, x8). Esto corresponderia a 1 submuestra.
Submuestreo de la fraccion fina:
Se procede segun el siguiente procedimiento:

Elutriacion inicial para separar el material inorganico (piedras pequeias, gravas) del organico puesto en suspension.
Revisar si en los sustratos inorganicos queda algun macroinvertebrado. Para ello se cogen pequefias porciones con
una pipeta Pasteur, se colocan en una placa Petri y se examinan con la lupa.

Se procede alahomogeneizacion de la parte que contiene los macroinvertebrados. Para ello se utiliza el submuestreador
descrito por Wrona et al. (1982) o cualquier método comparable:

o Encender el aparato antes de echar la muestra.
o Enrasar con la muestra y agua a 1 litro, en el aparato.
o Dejar que se agite hasta conseguir una mezcla completa.

Extraer 2 6 3 subunidades de 50 ml (cada una representa el 1/20 del total), de la solucién agitada, mediante una
jeringa de 50 ml, y depositarlas en placas Petri. Debera submuestrearse un nimero aproximado de como minimo 100
individuos para que la submuestra sea representativa de la muestra (Wrona et al., 1982).

ontar e identificar los invertebrados de las subunidades.

Anotar los recuentos de cada taxén en el estadillo, sefialando la fraccion que la submuestra representa del total de
la muestra.

Guardar los invertebrados en alcohol al 70% vy etiquetar la muestra (fraccion F, x20) (esto corresponderia a 1
submuestra).

6.6. CALCULO DE METRICAS

Pueden calcularse diferentes métricas a partir del inventario de taxones y sus abundancias. En esta tarea puede ser Util el
uso del software AQEM, si bien hay limitaciones relacionadas con el nivel de identificacion de los organismos (la mayoria de
meétricas de AQEM se han disefiado a nivel de especie).
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Para un nivel de identificacién de familia son aplicables las siguientes métricas:

Abundancia total - Abundancia Plecopteros, Tricopteros etc. y restantes 6rdenes, familias...

Frecuencia (Abundancia relativa) de grupos taxonémicos, individuales y combinados, por ejemplo % EPT (Ephemeroptera,
Plecoptera, Trichoptera)

Diversidad /equitatividad

Numero total de taxones (familias, géneros, especies)

Numero de taxones EPT (Ephemeroptera, Plecoptera, Trichoptera) y restantes érdenes.

IBMWP / ASPT

Tabla 4.7.: Métricas aplicables para un nivel de identificacion de familia

Los resultados obtenidos (listado de especies, riqueza, abundancias,...) de los muestreos realizados se deberian incluir en
una base de datos centralizada disefiada para la cuenca del Ebro, o de ambito nacional que recoja el marco de trabajo de
la DMA.

7. MODIFICACION DEL PROTOCOLO IBMWP CON MUESTREO BASADO EN LA EVALUACION CON MULTIMETRI-
cos

La propuesta de Javier Alba, incluye la realizacién de las siguientes tareas, en la estaciéon de muestreo:

Distribuir el esfuerzo de muestreo proporcionalmente a la extension de los diferentes microhabitats presentes en el
tramo (Muestreo segun Barbour et al con 20 kicks).

Una vez realizado el muestreo limpiar la muestra del modo habitual y guardarla en un bote debidamente etiquetado
(ver apartado 9.4), marcado con un “1” para hacer constar que es el material resultante procede del muestreo
semicuantitativo.

Continuar el muestreo segun el protocolo IBMWP, es decir, hasta que no parezca ninguna nueva familia.

Una vez realizado el muestreo limpiar la muestra del modo habitual y guardarla en un bote debidamente etiquetado
marcado con un “2”.

Fijar las muestras con formol al 4% o bien con alcohol al 95%.

Muestreo estratificado con esfuerzo
proporcional al porcentaje de
presencia de los diferentes habitats

{ Abundancias }
[ Limpieza de la muestra, recuentos

{ Identificar familias » [Guardar el material para recuento (1)

¥ e

Continuar muestreo segun
protocolo IBMWP {

Guardar el material (2)
Clases del estado
ecoldgico

Tabla 4.8.: Modificacion del protocolo IBMWP con muestreo basado en la evaluacion con multimétricos

La muestra semicuantitativa, marcada con un “1”, permitira el calculo de las abundancias, mientras que el listado de familias
encontradas en las dos muestras servira para el calculo del indice IBMWP.
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8. PROTOCOLO PARA INVERTEBRADOS BENTONICOS DE LAGOS

8.1. INTRODUCCION

Losinvertebrados bentdnicos del litoral de los lagos se consideran el elemento bioldgico a analizar para la obtencién de métricas
que permitan la determinacion del estado ecolégico. El procedimiento de muestreo es de tipo cualitativo-semicuantitativo
(unidad de esfuerzo), y se ha elaborado a partir de la consulta de la bibliografia especializada.

8.2. EQUIPOS Y REACTIVOS

Los equipos y reactivos a usar en las tareas especificadas en este protocolo se presentan en el apartado 9.

8.3. PROCECIMIENTO DE MUESTREO

Identificar estaciones de muestreo en el litoral de los lagos, que sean representativos de la diversidad de habitats
existente y de los posibles impactos humanos debidos a las actividades y/o usos existentes en el lago y en zonas
circundantes. Para esto se recomienda examinar fotos aéreas del lago y de su cuenca previamente a la visita.

La caracterizacion de los habitats litorales debe incluir: tipo de sustrato mineral y vegetal, profundidad, tipo de
vegetacion de ribera, etc...

En el litoral de lagos grandes (>50 ha) puede ser conveniente fijar mas de una estacion de muestreo, en las que
realizar el muestreo de los invertebrados benténicos, teniendo en cuenta la diversidad de habitats existentes.

Una vez identificadas las estaciones de muestreo de muestreo se fijara su posicién tomando las coordenadas
geograficas con un GPS, y referencias topograficas que faciliten su localizacidn posterior.

Se presentan dos métodos de muestreo, el primero tiene como objeto capturar los organismos que se encuentran junto al
sustrato petricola o entre la vegetacion, mientras que con la segunda se recolectan principalmente organismos epifiticos. Si
se opta por el calculo de un indice concreto, sera necesario consultar la metodologia de muestreo adaptada a dicho indice.

8.3.2.1. Muestreo con salabre (“dipping”)
Consiste en realizar pasadas con una red de muestreo (100 um de didametro de poro) con un recorrido de bajada seguido de

un recorrido a aproximadamente 1m cerca del fondo y subiendo hasta la superficie; esto se denomina “dipping” en version
anglosajona.

Figura 4.5.: Muestreo con salabre
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Se realizara un ndmero de pasadas de red en varios puntos representativos de la variedad de habitats del litoral del lago
(piedras, gravas y arenas, vegetacion acuatica, etc.) y el contenido se guardara en un recipiente y se fijara (ver apartado 9.3);
obteniéndose de esta forma una muestra integrada del litoral.

El numero de pasadas puede determinarse previamente al inicio del muestreo (por ejemplo 20 en el estudio de los ecosistemas
leniticos someros de Catalufia; ACA 2004).

La toma de muestras se completara con la limpieza de 2-3 piedras sumergidas para recoger aquellos organismos que estén
adheridos a ellas y que, por lo tanto, no suelen encontrarse en las pasadas de red.

8.3.2.2. Muestreo en vegetacion sumergida (método de Kornijow y Kairesalo)
La aplicacion del método Kornijow y Kairesalo (1994) permite un estudio cuantitativo de las comunidades de invertebrados

epifiticos y de los que nadan en el seno de los carrizales. La metodologia consiste en la recoleccién de tallos individuales o
grupos de tallo, mediante tubos de PVC. El procedimiento se esquematiza en la siguiente figura, y consiste en:

Figura 4.6.: Muestreo en vegetacion sumergida

Seleccionar tallos de carrizo o enea que hayan permanecido sumergidos suficiente tiempo como para presentar
macroinvertebrados epifiticos; deben evitarse tallos que, por fluctuaciones del nivel del agua, hayan permanecido al
descubierto recientemente.

Cortar el/los tallos al nivel de la superficie del agua y colocar el tubo de PVC intentado perturbar el minimo posible
tanto el tallo como el agua de su alrededor.

Tapar la parte superior del tubo con un tapén de goma.

Cortar la cafia a la altura de la parte inferior del tubo de modo que podamos colocar el otro tapédn de goma. Actuando
asi no solo habremos recolectado los invertebrados epifiticos sino también aquellos que se encontraban alrededor del
tallo.

Retirar el tubo con cuidado de no perder el contenido de agua y verterlo en una bandeja.

Lavar los tallos con la misma agua contenida en el tubo cuidando de despegar todos los organismos en ellos
adheridos.

Medir la longitud y el diametro de los tallos con un pie de rey y apuntar los datos en una hoja de campo. Estos
datos serviran para poder calcular la superficie colonizable y asi, posteriormente, referir el nimero de individuos
encontrados a un area.

Es conveniente realizar una limpieza previa en el campo de las muestras, con la finalidad de extraer restos grandes de
macroéfitos y/o macroalgas; no obstante el material desechado debera ser examinado en detalle para desprender los
organismos que estén adheridos. En todo caso hay que tener en cuenta que no es conveniente eliminar todas las masas
de algas o restos vegetales ya que con ellas se perdera una buena parte de microcrustaceos y otros grupos de pequefio
tamano.

Una opcidn es ajustar a la red de 100 yum un tamiz de 1000 ym que sirva para retener las fracciones vegetales mayores.
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8.4. CONSERVACION Y ETIQUETADO DE LAS MUESTRAS

Las muestras se conservaran y etiquetaran segun lo indicado en los apartados 9.3 y 9.4.

8.5. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS EN EL LABORATORIO

Las muestras obtenidas mediante las técnicas de muestreo indicadas se limpiaran y analizardn siguiendo el siguiente
procedimiento:

Colocar la muestra bajo la lupa binocular y anotar la informacién mas importante en la hoja de recuentos o en el
programa de ordenador. La informacion minima recomendada es: codigo de la muestra, nombre del lago, localidad y
fecha de muestreo. Otra informacion importante es la fecha del recuento y el nombre del analista.

Identificar y contabilizar todos los individuos presentes en la muestra en el nivel de estudio requerido (género o
especie los microcrustaceos; género o familia los insectos y otros grupos). Para el recuento puede usarse escalas de
abundancia relativa (1= <5; 2= 5-50; 3= 50-100; 4= 100-1000; 5= >1000) o bien el total en la muestra.

Para las muestras tomadas segun el método Kornijow & Kairesalo la abundancia se referira a la superficie colonizable
(que se estimara con los datos de diametro y longitud de las cafias muestreadas).

8.6. CALCULO DE METRICAS

Para los invertebrados bentodnicos de lagos y zonas humedas se pueden calcular las siguientes métricas, entre otras:

Riqueza taxondmica: N° de taxones de los grupos de invertebrados presentes en la muestra o bien de grupos
previamente seleccionados.

indices de diversidad de Shannon, Margalef, etc.

indice QAELS (ver hoja adjunta) adaptado a la demarcacion del Ebro.

Presencia y abundancia relativa de especies o asociaciones de especies de microcrustaceos caracteristicos del tipo
de lagos.

Abundancia (%) de oligoquetos / quirondmidos, y de otros grupos taxonémicos.

Los resultados obtenidos (listado de especies, diversidad, abundancias, calculo de indices, etc.) de los muestreos realizados

se deberian incluir en una base de datos centralizada disefiada para la cuenca del Ebro, o para todo el territorio nacional que
recoja el ambito de trabajo de la DMA.

9. PROTOCOLO GENERAL PARA EL MUESTREO Y MANIPULACION DE INVERTEBRADOS BENTONICOS

9.1. INTRODUCCION

En este capitulo se han recogidos los aspectos referidos a los equipos de muestreo y laboratorio, técnicas de conservacion
de muestras y etiquetado de las muestras, los cuales son comunes a los procedimientos incluidos en el documento. Si algun
equipo esta indicado en un procedimiento concreto, se indica la referencia.

9.2. EQUIPOS

Equipos de proteccion personal:

Botas o vadeadores de pescador.
Guantes de latex.
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Equipos para la recoleccion de las muestras:

Redes y salabres de muestreo
Bateas blancas (minimo 20 x 30 cm)

Pinzas entomologicas

Botes de plastico con tapon hermético de %4 de litro como minimo
Viales de plastico o vidrio (recoger ejemplares aislados)

Boligrafo o rotulador permanente (o cualquier otro método para etiquetar las muestras). Si se usan etiquetas, estas

deben ser resistentes a la humedad
Lapiz, tijeras, cinta aislante

Céamara digital

Hojas de campo, cartografia

En la tabla adjunta se muestran los tipos de redes a usar para la aplicacion de los métodos indicados:

Procedimiento de

Medidas

Tamano de malla

Esquema/Dibujo

muestreo recomendado
Anchura 200-400mm
Guadalmed (IBMWP) Altura 200-300 mm 300 - 500 uym
Método con multimétricos Anchura 250 mm 500 um
(. Pardo)
Sustratos artificiales Cubos de 25 cm de lado 1cm
Red de mano de 250-300 pm

Lagos (columna de agua)

diametro: 20 cm

(macroinvertebrados) 100
um (microcrustaceos)

El tamafo de malla varia segun los objetivos del estudio. En la tabla adjunta se indican los tamafios recomendados en las

guias EN 27828: 1994 y EN 28265: 1994.

Tabla 4.9.: Tipos de redes



Tipos de estudio

Tamaino maximo de
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Comentarios

apertura
. - ) o Nula o escasa representacion en la muestra de los
Seguimientos rutinarios de la calidad biologica, . ) -
. - . 500-750 ym primeros estadios de desarrollo (principalmente
mediante el uso de indices bidticos. .
en insectos).
Seguimientos de la calidad bioldgico a partir . .
. . . Captura de un mayor nimero de insectos en los
de inventarios mas completos de los taxones 500 um . )
primeros estadios de su desarrollo.
presentes.
. . . A ra | tur rimer tadi
Estudios que requieran listas de taxones seglf a la captura de p~| eros estadios y de
250 um organismos muy pequefios que pueden ser

completos.

interesantes para determinar la calidad del agua.

Tabla 4.10.: Tamafios de redes recomendados en las guias EN 27828: 1994 y EN 28265: 1994

La malla de 500 ym para rios, y la de 100-250 um para lagos son las que se consideran adecuadas para la aplicacién de los

procedimientos indicados en este documento.

Equipos de proteccion personal:

Guantes
Mascarilla
Gafas

Equipos para la manipulacién de muestras en el laboratorio

Fregadero

3 Bateas blancas de plastico (minimo 30 x 20 cm)
Tamices de 5mm, 1Tmm y 0,5 mm (Metodologia Multimétricos)

Submuestreador (Wrona et al., 1982) (Metodologia Multimétricos)

Jeringas de 60 ml (Metodologia Multimétricos)

Placas de Petri

Pinzas entomolégicas y/o aspirador entomoldgico
Viales de plastico y otros recipientes con tapones herméticos

Contadores
Estereomicroscopio

Campana de gases o extractor
Rotulador resistente al agua
Etiquetas

Formularios previamente preparados para anotar la identificacion y recuentos. Pueden contener una lista de taxones
con espacios en los que indicar su presencia en la muestra y anotar el recuento; también puede usarse un programa

de ordenador preparado para la entrada directa de datos.
Guias de identificacion: adecuadas al ambito de estudio.

9.3. CONSERVANTES

Las muestras se deben fijar inmediatamente después de la recoleccion para evitar la accion de los carnivoros, especialmente

de plecopteros (Perlidae), odonatos, heterdpteros (népidos), coledpteros (Adephaga), tricopteros (Rhyacophylidae),

megalopteros (Sialidae), entre otros. Si la muestra se va a procesar antes de 24 horas se pueden separar las especies de

carnivoros de mayor tamano, y mantener la muestra en frio (4°C), ya que la separacion en vivo ayuda mucho.

Para conservar las muestras se pueden usar los siguientes fijadores:

Formaldehido (HCHO). Es adecuado para la conservacion de las muestras en el campo. Se afiade a la muestra hasta
conseguir una concentracion final entre 4-10%. Esta sustancia es toxica y su uso requiere la aplicacion de medidas de
seguridad e higiene (evitar derrames, trabajar al aire libre 0 en ambientes bien ventilados, usar guantes y recipientes

herméticos).
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Etanol (C2H50H). Es adecuado para la conservacion de los invertebrados una vez extraidos de la muestra. También
puede usarse como conservador de la muestra en el campo pero en este caso debera ajustarse bien la concentracion
para asegurar la correcta fijacién de los organismos. La concentracion ideal es del 70%, por ello si los organismos
se separan en el campo vivos, es mejor usar directamente alcohol de 96% (o ligeramente diluido), ya que cada vez
que se introduce un individuo en el vial, se afade una pequefa cantidad de agua que hace que el alcohol se vaya
diluyendo. En este tipo de muestras es aconsejable sustituir el alcohol de la muestra de campo por nuevo alcohol de
70%, al llegar al laboratorio (si las muestras se van a almacenar por un periodo superior a una semana).

Para las muestras conservadas con formaldehido se usaran recipientes con cierre hermético para evitar la liberacion de
vapores.

9.4. ETIQUETADO DE LAS MUESTRAS

Las muestras se identificaran mediante una etiqueta adhesiva en el exterior del recipiente y con una etiqueta de papel vegetal
colocada en el interior. En ambas se anotara la siguiente informacion:

Nombre del proyecto

Cadigo de la estacion de muestreo
Nombre del rio

Localidad

Fecha

En la etiqueta externa se anotara también:

Conservante (por ejemplo formaldehido 4-10% o alcohol 70-95%)
Si se utiliza mas de un recipiente por muestra, éstos de numeraran (p.ej. 1 de 2, 2 de 2, etc.)

En la ficha de campo se anotaran todo lo indicado anteriormente y ademas:

Nombre del recolector

Otras codificaciones de interés (tipo de rio o lago segun la clasificacion de la DMA, nimero de la masa de agua,
etc.).

Descriptor de la muestra. Esto incluye si la muestra corresponde a un tipo de habitat concreto; fraccién filtrada,
profundidad (lagos), etc...

Taxones que son dificiles de capturar, o que se han devuelto al rio (Gérridos, hidrométridos, cangrejos, etc...).

9.5. TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

Las muestras con material no fijado se transportaran refrigeradas en nevera. También es util el uso de neveras o cajas con
tapa estanca para el transporte de las muestras fijadas con formaldehido. De este modo se evita que los operadores respiren
los vapores de este producto durante su transporte en el vehiculo.

9.6. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS E IDENTIFICACION DE LOS INVERTEBRADOS BENTONICOS

Los procedimientos de tratamiento de las muestras en el laboratorio se han incluido en cada uno de los protocolos que
incluye esta memoria (ver apartados 5, 6 y 8).

La identificaciéon de los invertebrados benténicos se realiza con el apoyo de manuales de taxonomia y mediante el examen
de los ejemplares bajo un estereoscopio (a 4, 10 y 25 aumentos). En ocasiones la identificacion requiere la diseccion de los
ejemplares, su montaje en una preparacion microscépica (con diferentes medios de montaje) y su examen en el microscopio
optico (a 40, 100, 200 y hasta 1000 aumentos). En la bibliografia se recogen los textos generales mas usuales para la
identificacion de los invertebrados bentoénicos a nivel de familia o género.
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Tratamiento de muestras e identificacion de invertebrados benténicos

Tubificidae Baetidae

. . J

ﬁf.: W ] Identificacion de los
3 i"ll.'l."u""»" \ taxones hasta el nivel
___)'t”".p- ‘p" \A requerido (familia,

£ género...)

Perlidae Chironomidae

Fotografia 4.3.: Tratamiento de muestras e identificacion de invertebrados benténicos (Propiedad de URS)

10. PROTOCOLO PARA CONTROL DE CALIDAD

En los tipos de estudio cuya metodologia se presenta en este documento es obligado disponer de los mecanismos que
evallen y aseguren la calidad de la aplicacion de los procedimientos y del tratamiento de los datos (Stevenson et al. 2004).
Ademas la implementacion de la Directiva 2000/60/CE requiere que los métodos que se utilicen en el establecimiento del
estado ecoldgico procedan de metodologias estandarizadas (ISO, CEN, o de organismos nacionales de estandarizacion),
que los laboratorios dispongan de programas de aseguramiento de la calidad (EN ISO 17025) y participen regularmente en
ejercicios de intercalibracion (Proficiency testing programes).

El muestreo e identificacion de los invertebrados benténicos como elementos de calidad para la determinacion de la DMA
debe realizarse siguiendo procedimientos estandarizados y con sistemas de control de la calidad. Asimismo la correcta
identificacion de los invertebrados benténicos a nivel de familia, género o especie es un aspecto de gran importancia. Son
de aplicacion las siguientes normas:

EN 27828: 1995. Calidad del agua. Métodos de muestreo biolégico. Guia para el muestreo manual con red de
macroinvertebrados bénticos (ISO 7828:1985). (Version oficial EN 27828:1994).

EN 28265: 1995. Calidad del agua. Concepcion y utilizacion de los muestreadores de macroinvertebrados bénticos
sobre sustrato rocoso en aguas dulces poco profundas (ISO 8265: 1988). (Version oficial EN 28265:1994).
UNE-EN-ISO 9391: 1995.Calidad del agua. Muestreo de macroinvertebrados en aguas profundas. Guia de utilizacion
de aparatos de toma de muestra de colonizacion cualitativos y cuantitativos (ISO 9391:1993).
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EN ISO 8689-1: 1999. Calidad del agua. Clasificacion bioldgica de los rios. Parte1: Guia para la interpretacion de los
datos relativos a la calidad bioldgica a partir de estudios de macroinvertebrados bénticos (ISO 8689-1:2000).
EN ISO 8689-2: 1999. Calidad del agua. Clasificacion biologica de los rios. Parte 2: Guia para la presentacion de los
datos relativos a la calidad bioldgica a partir de estudios de macroinvertebrados bénticos (ISO 8689-2:2000).

El grupo CEN TC 230 WG 2 esta desarrollando otros estandares aplicables al muestreo de invertebrados (00230176 prEN
27828:1994 rev. Guidance on handnet sampling of aquatic benthic macroinvertebrates; 00230213 — Guidance on the sampling

and processing of the pupal exuviae of Chironomidae (Order Diptera) for ecological assessment)

Del mismo modo, el manual de USEPA Rapid Bioassessment Protocols incluye directrices para el control de calidad de los
trabajos de campo y de laboratorio.

En cualquier caso es muy importante la adecuada formacion del personal que participa en el muestreo, andlisis de las
muestras y tratamiento de los resultados, por lo que deberian arbitrarse los mecanismos necesarios que aseguren este

aspecto.

En el apartado siguiente se recogen algunas directrices sobre la calidad de los trabajos incluidos en el presente
documento.

10.1. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD EN LA TOMA Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Objetivo: Realizar el trabajo de campo y evaluaciones segtin los procedimientos estandar previamente definidos

Preparar una hoja directriz que resuma de forma clara y didactica las tareas y procedimientos a desarrollar
en el trabajo de campo.

Documentar los trabajos y usar hojas de campo previamente preparadas en las que se pueda incluir:
La localizacion de la estacién de muestreo (coordenadas GPS y esquema del tramo) y los cédigos
aplicables (cédigo de estacion, cdédigo de masa de agua, fecha, técnicos a cargo, etc.).
Datos para la caracterizacion hidromorfolégica, y fisicoquimica.
Caracteristicas del muestreo de invertebrados realizado (tipo de muestreo, n® muestras y submuestras;
réplicas para control de calidad).
Especies identificadas no incluidas en la muestra.
Aspectos de interés (identificacion de presiones e impactos fisicoquimicos e hidromorfolégicos).

Medidas

Aportar documentacion fotografica de las estaciones fluviales y lacustres. La comparacién de fotos
realizadas en diferentes afios sera de gran ayuda para la identificacion de tendencias.

Tabla 4.11.: Realizacion del trabajo de campo y evaluaci6 segun los procedimientos estandar

Objetivo: Asegurar la correcta identificacion de los taxones en el campo, si se aplica el método del IBMWP con
identificacion “in situ”

Contar con personal entrenado para la identificacion y manipulacion de macroinvertebrados bentonicos.

Medidas o . ) )
Conservar de 1-3 individuos por taxén en viales con alcohol convenientemente etiquetados para su

posterior comprobacion (si fuera requerida).

Tabla 4.12.: Asegurar la correcta identificacion de los taxones en el campo

Objetivo: Asegurar la correcta identificacion de las muestras en el campo

Etiquetar convenientemente el recipiente por el exterior, e incluir etiquetas con la misma informacion en
el interior del mismo. Se indicaran los cédigos del proyecto, de la estacion y de la muestra (si se toma
mas de una); el nombre del rio/lago y su localizacion; la fecha, el nombre del recolector; y el conservante

Medidas utilizado.

Completar la cadena de custodia que acompafie a las muestras al laboratorio.

Tabla 4.13.: Asegurar la correcta identificacion de las muestras en el campo
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Objetivo: Asegurar que no se contaminan las muestras ni los sistemas acuaticos muestreados

Aclarar con agua abundante y por ambas caras las redes usadas para el muestreo con la finalidad de que
no queden ejemplares adheridos a la red.

Medidas

Dejar secar la red o pasar por una solucién de alcohol para reducir el riesgo de transportar especies no
deseables de un rio a otro.

Tabla 4.14.: asegurar que no se contaminan las muestras ni los sistemas acuaticos

Objetivo: Verificar los resultados del muestreo de los equipos de trabajo

Tras tomar la muestra, tomar otra en un tramo situado aguas arriba y que tenga las mismas caracteristicas
del inicial. Esto permitira conocer el nivel de variabilidad y determinar el nivel que se considere aceptable
Medidas

Conservar al menos un ejemplar de los organismos que se identifican en el campo para comprobar que la
identificacion es la misma por parte de los diferentes equipos.

Tabla 4.15.: Verificar los resultados del muestreo de los equipos de trabajo

10.2. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD EN EL LABORATORIO

Objetivo: Asegurar la correcta identificacion de los diferentes taxones (familias, géneros o especies, segtn el caso)

Contar con técnicos que posean formacion. En la actualidad la formacion de este personal se realiza en
Universidades y centros de investigacion. Es de vital importancia favorecer la organizacion de cursos de
capacitacion que faciliten la formacion del personal.

Someter a un control de calidad los resultados obtenidos (Acreditacion)

Realizar colecciones de los diferentes taxones recogidos en las estaciones de referencia y estaciones de

Medidas la red de vigilancia.

Aportar documentacion grafica y fotografica de los taxones.

Disponer de bibliografia adecuada para el nivel de estudio requerido.

Tabla 4.16.: Asegurar la correcta identificacion de los diferentes taxones

Objetivo: Correcta manipulacion de las muestras y organismos

Evitar el deterioro de los organismos manejando la muestra de forma que se reduzca la abrasion (no lavar

Medi . . . )
edidas la muestra bajo el chorro fuerte del grifo, decantar con suavidad, no dejar secar la muestra).

Tabla 4.17.: Correcta manipulacion de las muestras y organismos

10.3. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE CALIDAD EN EL TRATAMIENTO DE LOS DATOS

Objetivo: Control del manejo de datos y analisis de los resultados

Todos los datos de un muestreo especifico se deben identificar de forma individual, en la base de datos
por medio de codigos.

La documentacién de campo y laboratorio (muestras, estadillos, fotos) se guardara durante un periodo no

Medidas inferior a 5-6 afios.

Los datos en formato electronico deberan incluir identificacion de su origen (autores, fechas, etc...) y
referencias para ampliar la informacion.

Tabla 4.18.: Control de la manejo de datos y analisis de los resultados
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MINISTERIO
DE MEDIO AMBIENTE

CONFEDERACION
HIDROGRAFICA
DEL EBRO

HOJA DE CALCULO DEL IBMWP

N° Estacién:

Rio:

Cédigo masa de agua:

Tipo:

Localidad:

Fecha/Hora:

UTM:

Técnico

ARACNIDOS

Hidracarina

Chrysomelidae
Clambidae
Curculionidae
Dryopidae
Dytiscidae
Elmidae
Gyrinidae
Haliplidae
Helophoridae
Hydraenidae
Hydrochidae
Hydrophilidae
Hygrobiidae
Noteridae
Psephenidae
Scirtidae (=Helodidae)

Asellidae
Astacidae
Atyidae
Corophiidae
Gammaridae
Ostracoda
Palaemonidae

Anthomyiidae (*)
Athericidae
Blephariceridae
Ceratopogonidae
Chironomidae
Culicidae
Dixidae
Dolichopodidae
Empididae
Ephydridae
Limoniidae
Psychodidae
Ptychopteridae
Rhagionidae
Scatophagidae (*)
Sciomyzidae
Simuliidae
Stratiomyidae
Syrphidae
Tabanidae
Thaumaleidae
Tipulidae

|7/ EFEMEROPTEROS
Baetidae
Caenidae
Ephemerellidae
Ephemeridae
Heptageniidae
Leptophlebiidae
Oligoneuriidae
Polymitarcidae
Potamanthidae
Prosopistomatidae
Siphlonuridae

Aphelocheiridae
Corixidae
Gerridae
Hydrometridae
Mesoveliidae
Naucoridae
Nepidae
Notonectidae
Pleidae

Veliidae

HIRUDINEOS |
Erpobdellidae
Glossiphoniidae

Hirudidae

Piscicolidae

WWWWWaoaoadwawoadsoaps
-
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NEUROPTEROS
Sialidae

- o
o O n

LEPIDOPTEROS
Crambidae (=Pyralidae)

Ancylidae
Bithyniidae
Ferrissidae
Hydrobiidae
Lymnaeidae
Neritidae
Physidae
Planorbidae
Sphaeriidae
Thiaridae
Unionidae
Valvatidae
Viviparidae

GONBD2BDORBDBRBREBRMBREBRARNPRADMBAENDNDD
D WOoOoOWWWOo WwWo wo

Punt.
Aeshnidae
Calopterygidae
Coenagrionidae
Cordulegasteridae
Corduliidae
Gomphidae
Lestidae
Libellulidae
Platycnemididae

OLIGOQUETOS

Todos

Capniidae
Chloroperlidae
Leuctridae
Nemouridae
Perlidae
Perlodidae
Taeniopterygidae

TRICOPTEROS

Beraeidae
Brachycentridae
Calamoceratidae
Ecnomidae
Glossosomatidae
Goeridae
Hydropsychidae
Hydroptilidae
Lepidostomatidae
Leptoceridae
Limnephilidae
Molannidae
Odontoceridae
Philopotamidae
Phryganeidae
Polycentropodidae
Psychomyiidae
Rhyacophilidae
Sericostomatidae
Uenoidae (=Thremmatidae)

TURBELARIOS

Dendrocoelidae
Dugesiidae
Planariidae

(*) Anthomyiidae y Scatophagidae se agrupaban antes como Muscidae

Punt.

O 00 0 0 0 W O o 0o

PUNTUACION IBMWP (Alba-Tercedor y Sanchez-Ortega, 1988; Alba-Tercedor, 1996; Alba-Tercedor y Pujante, 2000; Jaimez-Cuéllar et al., 2004 ):

Estado Ecolégico

IBMWP

Significado (*)

Color

Muy Bueno

Bueno

Aceptable (=Moderado)
Deficiente

Malo

>100
61-100
36-60
16-35
<15

Curso de agua no contaminado o no alterado de modo sensible

Curso de agua con leves signos de contaminacion o alteracion

Curso de agua contaminado o alterado, en situacién dudosa (sistema alterado)

Curso de agua muy contaminado en situacion critica (sistema muy alterado)

Curso de agua fuertemente contaminado, en situacién muy critica (sistema fuertemente alterado)

Azul
Verde
Amarillo
Naranja
Rojo
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Capitulo 5 Parte 1. Generalidades

1. OBJETIVOS

Este documento esta dedicado a la ictiofauna, y tiene como objetivo identificar y proponer métricas para establecer el estado
ecoldgico de los rios, lagos y embalses de la demarcacion del Ebro, en aplicacion de la Directiva 2000/60/CE especificar las
directrices metodoldgicas para el muestreo y andlisis de la ictiofauna.

2. VALOR INDICADOR DE LOS PECES

La ictiofauna es uno de los elementos de calidad biolégica cuyo estudio es requerido por la DMA. Existen como antecedente,
las experiencias realizadas en Europa, EE.UU y otros paises, que sefalan a los peces como buenos indicadores de la calidad
medioambiental. En Europa se comenz6 a utilizar la ictiofauna para la vigilancia de la calidad de las aguas en el ambito de
aplicacion de diferentes Directivas europeas: Directiva de tratamiento de aguas urbanas residuales (91/271/CEE), Directiva
de nitratos (91/676/CEE), y de las normativas de diferentes paises. En los EE.UU. la ictiofauna se usa para la vigilancia de la
calidad de las aguas de forma habitual y se han desarrollado procedimientos estandarizados para el muestreo y procesado
de muestras (IBI).

Las comunidades de peces incluyen diferentes niveles tréficos: omnivoro, insectivoro, planctivoro, piscivoro; y se situan en
los niveles proximos al vértice de la piramide trofica. De este modo la composicion y estructura de la comunidad integran la
informacion de los niveles tréficos inferiores (especialmente de algas e invertebrados), y reflejan el estado de calidad de todo
el ecosistema acuatico.

En los cursos fluviales las comunidades de peces (fish assemblage) varian desde la cabecera a la desembocadura, siguiendo
las variaciones de la profundidad del agua, velocidad de la corriente y sustrato. En los sistemas I6ticos inalterados o con
alteracion minima, la densidad de los peces y la biomasa aumenta, de una manera general, desde la cabecera hacia la
desembocadura.

Desde el punto de vista indicador, los peces tienen caracteristicas propias que les diferencian de otros elementos bioldgicos
(fitobentos, plancton, macroinvertebrados, macrofitas) y les hacen complementarios ineludibles. Su mayor longevidad (hasta
20 y 30 afos) permite a los peces ser testigos e indicadores de afecciones e impactos a las masas de aguas, histdricas
cuyas causas ya han desaparecido. Ademas, su mayor tamafio y movilidad les permite jugar un papel preponderante en los
ecosistemas, al influir en el flujo de energia y transporte de sustancias y elementos. Por todo ello, su valor indicador peculiar
reside en ser los indicadores con una escala espacio-temporal mayor. Ademas a diferencia del fitobentos, macroinvertebrados
y macrdfitas cuyo valor indicador reside en la escala del ‘microhabitat’, en el caso de los peces su valor indicador se refiere
a la escala del meso-habitat, es decir del tramo o del segmento fluvial.

En el marco de la aplicacion de la DMA los peces se consideran Utiles para la deteccion y seguimiento de las presiones
hidromorfolégicas que produzcan:

Alteracion del habitat con produccién de cambios en:

profundidad y anchura del rio
velocidad del agua
composicion granulométrica
morfologia del lecho
vegetacion de ribera

Continuidad del rio
La ictiofauna también es sensible a las presiones fisicoquimicas que produzcan:
Contaminacién del agua
Eutrofia y aparicion de toxicidad por algas
Desoxigenacion del agua
En Espafia, las experiencias con indicadores basados en peces son escasas Y, existen pocos casos en los que éstos se

hayan incluido en las redes de control de calidad gestionadas por las Confederaciones y los servicios de Medio Ambiente de
las Comunidades Auténomas.
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CAPITULO 5. Protocolos de muestreo y anélisis para ictiofauna

Fotografia 5.1.: Salmo trutta* (Propiedad de URS)

* Todas las fotografias son de ejemplares vivos durante la toma de medidas biométricas o de individuos destinados a andlisis toxicolégicos

3. SISTEMAS INDICADORES EXISTENTES

3.1. ANTECEDENTES EN LA CUENCA DEL EBRO

La ictiofauna de la demarcacion del Ebro se conoce relativamente bien y cuenta con 15 especies autoctonas, 15 especies
introducidas y 1 especie migradora considerada continental (Anguila anguilla), segun los trabajos de Doadrio (2001) y Doadrio
y Madeira (2004). Este ultimo estudio presenta los resultados del analisis de secuenciaciéon del ADN para las poblaciones
ibéricas de Gobio y se demuestra que éstas pertenecen a una especie endémica de las aguas peninsulares ibéricas y del
suroeste francés (Gobio lozanoi).

En las tablas adjuntas se presenta el listado de las especies citadas en la cuenca del Ebro, excluidas las del Delta del

Ebro.
Familia Especies Autor Nombre comuin
Salmonidae Salmo trutta Linnaeus, 1758 Trucha comun
Blenniidae Salaria fluviatilis (Asso, 1801) Fraile, blenio de rio
Balitoridae Barbatula barbatula (Linnaeus, 1758) Lobo de rio
Cobitis calderoni Bacescu, 1962 Lamprehuela
Cobitidae
Cobitis paludica (de Buen, 1930) Colmilleja
Barbus graellsii Steindachner, 1866 Barbo de Graells
Barbus haasi Mertens, 1925 Barbo colirrojo
Chondrostoma arcasii (Steindachner, 1866) Bermejuela
Chondrostoma miegii Steindachner, 1866 Madrilla
Cyprinidae Gobio lozanoi Doadrio y Madeira, 2004 Gobio
Squalius cephalus (Linnaeus, 17589 Bagre
Squalius pyrenaicus Glnther, 1868 Cacho
Phoxinus phoxinus (Linnaeus, 1758) Piscardo
Tinca tinca (Linnaeus, 1758) Tenca
Cottidae Cottus gobio(a) Linnaeus, 1758 Cavilat
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(a).El cavilat esta presente en el rio Garona.

Tabla 5.1.: Listado de especies de peces autéctonos presentes en la demarcacién del Ebro
(seglin Doadrio, 2001 y Doadrio y Madeira, 2004; Caiola y Sostoa com.per.) (no se incluye el Delta del Ebro).



Familia

Especies

Autor

Capitulo 5 Parte 1. Generalidades

Nombre comin

Centrarchidae

Lepomis gibbosus

(Linnaeus, 1758)

Pez sol

Micropterus salmoides

(Lacepéde, 1802)

Perca americana

Abramis bjoerkna

Linnaeus,1758

Brema blanca

Alburnus alburnus Linnaeus, 1758 Alburno

Carassius auratus (Linnaeus, 1758) Pez rojo
Cyprinidae -

Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758) Carpa

Rutilus rutilus (Linnaeus, 1758) Rutilo

Scardinius erythropthalmus (Linnaeus, 1758) Escardinio
Esocidae Esox lucius (Linnaeus, 1758) Lucio
Ictaluridae Ameiurus melas (Rafinesque, 1820) Pez gato
Percidae Sander lucioperca (Linnaeus, 1758) Lucioperca
Poecilidae Gambusia holbrooki (Girard, 1859) Gambusia

Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792) Trucha arco-iris
Salmonidae

Salvelinus fontinalis (Mitchell, 1815) Salvelino
Siluridae Silurus glanis Linnaeus, 1758 Siluro

Tabla 5.2.: Listado de especies de peces exoéticos presentes en la demarcacion del Ebro
(segtin Doadrio, 2001 y Carol et al. 2003) (no se incluye el Delta del Ebro).
Familia Especies Autor Nombre comin

Anguillidae Anguilla anguilla (Linnaeus, 1758) Anguila

Tabla 5.3.: Listado de especies migradoras consideradas continentales presentes en la cuenca del Ebro

Los datos disponibles sobre ictiofauna del Ebro proceden de:

(segun Doadrio, 2001) (no se incluye el Delta del Ebro).

Fotografia 5.2.: Salaria fluviatilis (Propiedad de URS)

Estudio ictiologico realizado por la CHE en tramos fluviales de la Red de Control de Variables Ambientales (RCVA)

en 1996.

Pescas realizadas en las estaciones de la Red de Sustancias Peligrosas (desde 1999 hasta la fecha).
Estudios realizados por las CCAA, empresas del sector eléctrico y por la Universidad (U. de Barcelona, U de Girona,
etc.) y centros de investigacion.

La informacion existente procede, en su mayoria de rios, e incluye datos sobre la composicion ictica, la abundancia en el
tramo vy, en algunos casos, sobre la estructura de la poblacion (distribuciéon de clases de edad). También existen estudios
genéticos sobre las poblaciones de algunas especies (por ejemplo para la trucha). En otros casos los estudios de ictiofauna
son parte de experiencias para la determinacién del caudal ecolégico (en aplicacién de diferentes metodologias como IFIM-

PHABSIM)
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Préximamente la CHE va a realizar un estudio extensivo de peces para desarrollar un indice de integridad bidtica que permita
determinar el estado ecoldgico de los rios de la cuenca del Ebro. El desarrollo, validacién e implementacion de dicho indice
presupone la realizacion de las siguientes tareas:

Clasificar las especies piscicolas segun sus requerimientos ecoldgicos (tipo de alimentacion, habitat de reproduccion,
etc.).

Desarrollar una tipologia biolégica de los rios de la cuenca del Ebro basada en las comunidades de peces
originales (datos histéricos) y de su respectiva correspondencia con las variables abioticas que caracterizan esas
comunidades.

Realizar un muestreo cuantitativo de la ictiofauna y de otras variables bidticas y abidticas asociadas a cada estacion
de muestreo.

Identificar y valorar las presiones e impactos antropicos.

Proponer una lista de métricas candidatas para verificar.

Desarrollar un indice para cada tipo de rio verificando la respuesta a las presiones e impactos de las métricas
candidatas.

Aplicar el indice a un conjunto de datos independiente para su calibracion y validacion.

3.2. METRICAS E INDICES EXISTENTES

3.2.1.1. Métricas basadas en la composicion

Se identifica el inventario de especies y de forma adicional pueden clasificarse éstas segun diferentes requerimientos
ecolégicos relativos a su ciclo bioldgico, alimentacion, reproduccion, tolerancia a la contaminacion, etc... Algunas de las
métricas mas usuales son:

Numero de especies autéctonas e introducidas

Numero de especies bentdnicas y plancténicas

Numero de especies omnivoras, insectivoras, herbivoras, piscivoras, etc.

Numero de especies tolerantes e intolerantes

Numero de especies que requieren sustratos de grava, piedras o vegetacion acuatica para la puesta.

3.2.1.2. Métricas basadas en la abundancia

Los recuentos de las pescas referidos a términos absolutos o relativos ofrecen una estima de la abundancia total de la
ictiofauna, y de la abundancia de las diferentes especies. Las posibles métricas son:

Numero total de individuos. En general se expresa por unidad de esfuerzo (CPU, captura por unidad de esfuerzo)
Numero de individuos (o porcentaje) de los diferentes tipos de especies indicadas en el apartado 3.2.1.1.
Biomasa total o por especies

3.2.1.3. Métricas basadas en aspectos biométricos
En general se calculan:

Distribucion de tamafios de los ejemplares de cada especie

Distribucion de edades. A partir de la distribucion de tamanos se calculan las clases modales, y se considera que
cada una corresponde a una clase de edad. En algunos casos las clases de edad podran confirmarse mediante el
estudio de las zonas de crecimiento que aparecen marcadas en algunas estructuras como escamas, otolitos, huesos
operculares, etc...

Determinacion del crecimiento a través de relaciones longitud/peso (ecuacion de Ricker, 1973) o de la longitud y el
radio de la escama (ecuacion de Frasser, 1916 y Lee, 1920).

Determinacion del indice de condicién. Este indice compara la forma real del pez con la que le corresponderia a su
crecimiento isométrico.

Peso medio individual (en gramos) de la comunidad ictica (indicador de los efectos de grandes embalses a medio y
largo plazo).
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3.2.1.4. Métricas basadas en el estado sanitario

Proporcion de individuos con deformidades
Proporcion de individuos con un alto grado de infectacion (parasitos)

Fotografia 5.3.: Cobitis paludica (Propiedad de URS)

3.2.2.1. indices de similaridad

Son de gran utilidad para comparar las caracteristicas de la comunidad ictica de una masa de agua, respecto a las condiciones
de referencia del tipo al que pertenece (Garcia de Jalon y Gonzalez del Tanago, en prensa). Se propone el uso de los
siguientes indices:

indices cualitativos: Permiten obtener la similaridad de la composicion ictica (presencia — ausencia) de una masa
de agua respecto a sus condiciones de referencia. Se calculan mediante relaciones entre el nimero de especies de
la masa de agua (p), de la referencia (r) y de las comunes a ambos (c). Los indices mas usados son:

Jaccard (1912) Sorensen (1948)
I=c+p+r-c I=2c+p+r

p = Numero de especies en la masa de agua
r = Numero de especies correspondiente a las condiciones de referencia

¢ = Numero de especies comunes —masa de agua y referencia

indices cuantitativos: Permiten obtener la similaridad entre las abundancias de las especies en la masa de agua
respecto a las de referencia para el tipo. El siguiente indice se basa en abundancias relativas.

Raabe (1952)

i=5 . . .
1= 21 min(hiP, hiR) hiR = niR + BR

hP, h,R = Abundancia relativa de la especie i en la masa de agua (p) y en la referencia (r)
nP, nR = Abundancia de la especie i en la masa de agua (p) y en la referencia (r)
NP, NR = Abundancia total de peces en la masa de agua (p) y en la referencia (r)

3.2.2.2. indices de integridad biética

La integridad bidtica se define como la capacidad de soportar y mantener una comunidad de organismos equilibrada, integrada
y adaptativa, con una composicion especifica, diversidad y organizacion funcional comparable a la del habitat natural de la
region (Karr et al., 1986). De este modo los sistemas con una elevada integridad biotica pueden soportar y/o recuperarse
rapidamente de la mayor parte de las perturbaciones, tanto naturales, como de origen antrépico. Por el contrario, los medios
con escasa integridad bidtica estdn a menudo degradados y cuando son perturbados, bien por procesos naturales, bien
por el hombre, es muy probable que cambien rapidamente a estados incluso mas degradados. En resumen la integridad
bidtica es una cualidad de los medios naturales en los que su composicion, estructura y funcién no han sido alteradas por
las actividades humanas. En la actualidad el uso de este tipo de indices es generalizado en los EE.UU., si bien en Europa
han sido poco utilizados.
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3.2.2.2.1. IBI (Index of Biotic Integrity)

Fotografia 5.4.: Phoxinus phoxinus (Propiedad de URS)

El indice de integridad bidtica basado en los peces,
desarrollado por Karr (1981) constituye una herramienta
metodoldgica muy valiosa para establecer el estado
ecolégico de los sistemas acuaticos. Esto ha sido el punto
de partida de diferentes iniciativas para disefiar IBls
adaptados a diferentes regiones geograficas (Fausch et
al., 1984; Harris y Silveira, 1999; Belpaire et al., 2000).

El grupo de investigacién de Peces de la Universidad de
Barcelona (A. Sostoa, N. Caiola, D. Vinyoles y F. Casals),
en un proyecto de colaboracién con la Agencia Catalana
del Agua, ha desarrollado un IBI para los rios de Catalunya
(IBICAT) cuyo resumen se expone a continuacion, como
ejemplo de desarrollo de un IBl en cuencas ibéricas.

El IBICAT procede del muestreo de 158 rios pequefios mediterraneos pertenecientes a 15 cuencas. Se caracterizaron
333 estaciones de muestreo con las comunidades originales de peces, y con 18 variables abidticas (ambientales,

fisiogeograficas e hidromorfoldgicas).

El desarrollo del IBICAT ha requerido la recopilacion y analisis de:

Datos histéricos de la presencia de las especies autéctonas en los rios de Catalufia (consultas bibliograficas y series
temporales), y clasificacion de las especies en grupos, segun sus requerimientos ecoldgicos (relacionados con los
habitos de reproduccion, longevidad, alimentacion, habitat, migracién y capacidad de tolerancia). La aplicacion de un
analisis de cluster permite la obtencion de los grupos de especies.
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Figura 5.1.: Esquema simplificado del dendrograma (distancia Euclidea al cuadrado y método de vinculacién de Ward) representando grupos de
estaciones de muestreo, en base a la presencia histérica de los peces

Datos geomorfoldgicos y climaticos de las cuencas fluviales (analisis a partir del GIS de la Agencia Catalana del
Agua y de la Confederacion Hidrografica del Ebro). Entre las variables utilizadas, las mas relevantes que explican
la tipologia bioldgica con un 79% de estaciones bien clasificadas, son: altitud, temperatura media anual del aire,
temperatura media de enero del aire, temperatura media de julio del aire, temperatura maxima en julio, pendiente,
orden del rio, distancia al nacimiento, distancia a la desembocadura, precipitaciéon caida en julio y déficit hidrico.

Se han establecido 5 tipos fluviales basados en la presencia histérica de peces pero con la respectiva correspondencia
con las referidas variables abidticas. Estos son: 1) Montafia baja mediterranea, 2) Montafia humeda mediterranea, 3)
Zona Baja mediterranea, 4) Cursos principales de la cuenca del Ebro; y 5) Alta montafa. Para cada tipo fluvial se han
formulado las condiciones de referencia para la comunidad ictica, y la desviacion de estas condiciones constituye una

medida del estado ecoldgico.
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Finalmente las métricas significativas del IBICAT (seleccionadas a partir de correlaciones de Spearman) para los cinco
tipos de rios, y las puntuaciones obtenidas para los casos impacto bajo o sin impacto, impacto moderado e impacto
elevado se muestran en la siguiente tabla:

Puntuaciones
Tipo de rio Métrica Sin impacto Impacto Impacto
/impacto bajo moderado elevado
Mont. Baja. Medit. Densidad total (ind./ha) >1.200 400 -1.200 <400
N° especies nativas >1 1 0
Mont. Hum. Medit. N° esp. Nativas insectivoras >1 1 0
Densidad nativas intolerantes (ind./ha) >1.500 <1.500 0
% especies nativas >80 20-80 <20
Zona Baja Medit.
% especies intolerantes >80 50-80 <50
% especies nativas >80 40-80 <40
Rios prales. Ebro % especies insectivoras >80 40-80 <40
N° nativas/N° nativas distrib.original >0,6 0,3-0,6 <0,3
N° nativas tolerantes >1 1 0
Alta Montafa Densidad nativas longevas (ind./ha) >3.000 1.000-3.000 <1.000
N° especies litofilicas >1 1 0

Tabla 5.4.: Métricas significativas del IBICAT y las puntuaciones obtenidas

Una metodologia semejante se aplicara a la cuenca del Ebro para desarrollar un indice de Integridad Biética de
caracteristicas similares al IBICAT.

3.2.2.2.2. Reservoir Fish Assemblage Index (RFAI)

Los indices de peces en embalses estan mucho menos desarrollados que en rios y consisten basicamente en el indice
RFAI (Hickman et al. 1994; Jennings et al. 1995; Hickman y McDonough, 1996; McDounough y Hickman, 1999) que esta
basado en el IBI, y se utiliza en los embalses de los EE.UU para evaluar la calidad de la comunidad de peces. El método
de aplicacion del indice se basa en el muestreo combinado con pesca eléctrica desde embarcacion y con redes, y en la
determinacion de las siguientes métricas:

Composicion especifica y riqueza

N° especies

N° especies piscivoras

N° de sunfish species (Lepomidos). (a)
N° de sucker species (Catastomidos). (b)
N° especies intolerantes

% Individuos tolerantes

% Dominancia de una sola especie

Composicion tréfica

% Individuos omnivoros
% Individuos insectivoros

Composicion reproductora

N° especies con freza en sustratos rocosos

Abundancia

Captura por unidad de esfuerzo (n° individuos)

Estado sanitario

% Individuos con anomalias (lesiones, parasitos externos,
deformidades, etc.).

(a) y (b). En Europa estas métricas se sustituyen por N° de especies invertivoras.

Tabla 5.5.: Métricas a determinar en el RFAI
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La aplicacion del método del RFAI en embalses de Cataluiia (Armengol et al., 2003; Carol et al, en prensa), muestra
que la mayoria de las métricas originales del indice no son muy sensibles al estado tréfico; por el contrario tienen mejor
respuesta las siguientes:

% individuos con anomalias

CPUE de carpas litorales

CPUE de carpas limnéticas

% de CPUE litorales que son carpas
% de CPUE limnéticas que son carpas

Para cada métrica se calculan los rangos para las tres categorias del indice (malo, aceptable y éptimo), al igual que se
hace en el IBI. No obstante los valores pueden reagruparse en las cuatro categorias del potencial ecoldgico establecidas
en la DMA (Bueno y superior, Moderado, Deficiente y Malo).

3.2.2.3. European Fish Index (EFI) y proyecto FAME

El proyecto FAME (Fish-based Assessment Method for Ecological Status of European Rivers) es un proyecto europeo que
tiene como objetivo desarrollar, evaluar e implementar un método estandarizado para establecer el estado ecolégico, basado
en los peces, que garantice la obtencion de resultados comparables en toda Europa.

Forman parte del proyecto FAME, 25 grupos de investigacion pertenecientes a 12 paises europeos, entre los que se encuentra
Espafa.

Como punto de partida se ha recogido la informacién existente de muestreos de peces en una base de datos, FIDES (Fish
Database of European Streams). La informacién procede de los 12 paises integrantes del proyecto y comprende datos de
muestreo de mas de 15.000 muestras de 8.000 estaciones de muestreo localizadas en unos 2.700 rios. Estan representados
16 ecoregiones de las 25 ecoregiones europeas (sensu lllies).

FIDES incluye informacion sobre diferentes tipos de rios, estaciones de referencia especificas de los tipos de rios y diferentes
niveles de impacto.

En el ambito del proyecto se ha desarrollado el indice EFl (European Fish Index) basado en la metodologia de los IBI. La
aplicacion de este indice esta facilitada a través de la aplicacion informatica existente (http://fame.boku.ac.at).

4. PROPUESTA DE METRICAS PARA LA DEMARCACION DEL EBRO

Laictiofauna, a través del andlisis de la composicién, abundancia y estructura de edades, es uno de los elementos de calidad
biolégica considerados por la DMA para el establecimiento del estado ecoldgico en rios y lagos. En la demarcacion del Ebro
se propone considerar la ictiofauna como:

un elemento de calidad bioldgica principal para la determinacion del estado ecolégico de los rios (red de vigilancia y
en los puntos de la red operativa para los que sea el elemento mas sensible).

un elemento de calidad biolégica complementario en los lagos, entendido esto por un uso especifico (en lagos
concretos) como elemento de calidad mas sensible para el seguimiento de alguna presion. El uso de la ictiofauna en
todos los lagos no se considera util dada la importancia cuantitativa de las especies introducidas, en su mayoria.

En el caso de los embalses, la ictiofauna también puede ser util para la determinacién del potencial ecoldgico.
Procedimiento general de trabajo
Se propone:
Recopilar informacién existente sobre la composicion ictica y caracteristicas ecoldgicas (alimentacion, reproduccion,
tolerancia, etc.) de las especies de los rios de la demarcacion del Ebro.

Disefiar un plan de trabajo (recopilacion de datos y muestreos) que permita elaborar un indice de integridad bidtica
adaptado a la cuenca del Ebro. Se muestrearan inicialmente 300 estaciones.



Seleccionar las métricas a usar. Esto se realizara mediante la eleccion, en una lista de aproximadamente 500 métricas
potenciales, de aquellas métricas que tengan una respuesta significativa a los impactos y presiones antropicos y
que no sean redundantes entre si. Estas métricas potenciales, utilizadas en el desarrollo del IBICAT, proceden de
recopilaciones bibliograficas de los trabajos mas relevantes de IBIs, y de la propuesta de métricas del grupo de
investigacion de Peces de la Universidad de Barcelona.

Analizar el posible uso de indices de similaridad para las métricas seleccionadas, los cuales podrian utilizarse

Capitulo 5 Parte 1. Generalidades

directamente como EQR (“ecological quality ratio”) (propuesta de D. Garcia de Jaldn).

Preparar una base de datos a nivel estatal tomando FIDES como punto de partida, para recoger toda la informacion
obtenida en las campafas de muestreo. Sera una base de datos abierta que podra incluir tanto los datos existentes

como los futuros, siempre que éstos se adapten a su estructura.

Plan de trabajo

Planificacion de los trabajos con el elemento de calidad ictiofauna para los rios de la

demarcacion del Ebro

Recopilacion datos existentes

Composicion ictica

Caracteristicas ecologicas de
las especies

Muestreo de rios (300 estaciones)

Inventarios de especies
Abundancia (CPUE)

Estructura de tamano y edad

IBI-Ebro

Métricas significativas para los tipos de rios

Bases de datos
FIDES

Figura 5.2.: Planificacion de los trabajos con el elemento de calidad ictiofauna para los rios de la demarcacion del Ebro

Fotografia 5.5.: Barbus graellsii (Propiedad de URS)
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5. INTRODUCCION

Fotografia 5.6.: Caruassius auratus (Propiedad de URS)

Abarca los siguientes temas:

Identificacion del equipo de muestreo y de reactivos
Muestreo con pesca eléctrica
Muestreo con redes y artes de pesca

Capitulo 5 Parte 2. Protocolos

El procedimiento estd basado en las directrices técnicas
contenidas en la norma EN ISO 14011:2003. Calidad del agua.
Muestreo de peces con electricidad, y en la informacion recogida
en la reunién de expertos realizada en la CHE, y de los datos
obtenidos de la consulta de la bibliografia que se indica en la
memoria.

El procedimiento tiene como objetivo dar las directrices
metodoldgicas que permitan obtener datos de composicion,
abundancia y estructura de la poblacion (edad y tamafio) de las
especies icticas de las masas de agua fluviales y lacustres de la
demarcacion del Ebro.

Manipulacion de los peces. Obtencion de medidas biométricas

Conservacion y etiquetado de muestras
Calculos y estimas de las métricas

Control de la calidad

6. EQUIPOS Y REACTIVOS

6.1. EQUIPOS DE MUESTREO

Equipo de proteccién personal y ambiental

O O O o o©°

Equipos para la pesca eléctrica.

Equipos para la pesca con redes

@]

o

Vadeadores y botas de caucho (materiales no conductores de la electricidad).

Guantes de latex y neopreno.
Gafas de sol polarizadas.

Salvavidas (uso en embarcacion y en aguas vadeables profundas).
Extintor (para pesca eléctrica en zonas con riesgo de incendio o para el uso del generador eléctrico en una

embarcacion).

Equipo de primeros auxilios con guias para realizar una respiracion asistida y masaje cardiaco.

Generador eléctrico y convertidor de corriente (ver caracteristicas en apartado 7.2).
Pértiga (anodo). Mango de material aislante y con un aro de diametro variable al final, hecho de material

conductor.

Reja (catodo) de material conductor.

Redes estaticas (nasas, trasmallos, agalladeras).

Redes de arrastre.
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Equipos para la manipulacion de los peces

e}

O O O O

Sacaderas y salabres para capturar los peces.

Cubos de goma o plastico (10-12 L) para trasladar los peces hasta los contenedores.

Contenedores para peces de diferentes tamarios (adecuados para el nimero y tamafio de peces); en general
capacidad entre 40 y 50 L. En éstos se depositan los peces que van a ser pesados y medidos.

Contenedores de rejilla de plastico o goma que permitan una vez introducidos y anclados (con piedras en su
interior) en el cauce fluvial, el paso del agua a su través. Estos se situan fuera del area del campo eléctrico y
permiten mantener a los peces en buenas condiciones hasta que son devueltos al rio.

Recipientes para muestras de peces.

Balanza o dinamdmetros para pesar los peces.

Ictiometro o regla de campo para medir los peces.

Bandejas blancas para depositar los ejemplares que se vayan a fotografiar.

Oxigenador. Puede ser necesario cuando no es posible mantener a los peces en contenedores de rejilla, en el
propio rio, o si la densidad de peces en los contenedores es alta.

Otros equipos complementarios

O O O O

O O O O

Camara fotografica (preferible con lentes polarizadas).

Aparato de localizacion geografica (GPS).

Conductivimetro para medir la conductividad del agua y ajustar la intensidad del convertidor de corriente.
Hojas de campo preparadas para el registro de datos de la estacion y de los peces capturados.

Boligrafo o rotulador permanente (o cualquier otro método para etiquetar las muestras si las hubiere).
Pinzas para extraer escamas del pez (para el estudio en detalle de la edad).

Nevera.

Claves de identificacion.

Instrumentos adicionales para muestreos con embarcacion y buceo:

Barca adecuada para las condiciones locales con el equipo de seguridad apropiado (salvavidas).
Equipo de buceo para la observacion de las pautas de comportamiento.

Cuerdas y boyas para fijar transectos.

Profundimetro o cinta métrica lastrada para medir profundidades.

Camara fotografica sumergible.

Fotografia 5.7.: Scardinius erythropthalmus (Propiedad de URS)

6.2. PRODUCTOS PARA ANESTESIA, CONSERVACION Y DESINFECCION

Para facilitar el trabajo y evitar que los ejemplares se autolesionen durante la manipulacion puede ser necesario el uso
de un anestésico. Los anestésicos de peces mas utilizados con resultados satisfactorios son: Tricaina-metano-sulfonato
(denominado MD-222) o bien el aceite esencial de clavo de olor (euglenol).

Para la conservacion de ejemplares necesarios para verificar la determinacion taxondémica o para otros andlisis se puede

usar:
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Formaldehido (HCHO) al 4-10% vv. Para conservar ejemplares de pequefio tamafio. Este producto es ligeramente
acido por lo que se pueden descalcificar algunas estructuras (espinas, otolitos, etc.). Para evitar eso se puede preparar
una solucion tamponada (afiadir 3 ml de borax por cada litro de solucién al 10%).

Dada la naturaleza téxica del formaldehido, su manipulacion se debe realizar siguiendo medidas precautorias (trabajar en un
ambiente bien ventilado, usar guantes y recipientes herméticos).

Alcohol etilico (70%) para la conservacion de ejemplares pequefios y estructuras (otolitos). Es menos eficaz para
conservar los tejidos blandos.

Hielo normal, seco o nitrégeno liquido. Dependiendo del tiempo desde la toma de la muestra hasta su traslado al
laboratorio, donde se puede proceder a la congelacién de los ejemplares.

Los equipos de pesca se lavaran y desinfectaran al acabar el trabajo en una masa de agua, especialmente si existe riesgo
de transferir, parasitos, agentes patdgenos o especies invasoras.

Fotografia 5.8.: Alburnus alburnus (Propiedad de URS)

7. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO MEDIANTE PESCA ELECTRICA

En general el muestreo de la ictiofauna de rios y zonas lacustres vadeables se realiza mediante pesca eléctrica a cargo de un
operador que penetra a pie en la masa de agua. En rios no vadeables, zonas litorales de lagos y embalses se realiza pesca
eléctrica desde embarcacion.

7.1. BASE METODOLOGICA DE LA PESCA ELECTRICA

La pesca eléctrica es la técnica de muestreo de peces mas utilizada en rios y aguas estancadas vadeables. Es efectiva y
relativamente inocua. EI método se basa en la creacién de un campo eléctrico en una zona del medio acuatico, que modifica
el comportamiento del pez existente y facilita su captura. La corriente eléctrica puede causar electrotaxis (natacion obligada),
electrotétano (contraccion muscular) y electronarcosis (relajacion muscular).

La creacién del campo eléctrico requiere:
Un generador eléctrico. Este puede ser:

o Un grupo electrégeno de gasolina cuando se requiere trabajar durante horas o en rios con conductividad del
agua muy baja (< 100 uS/cm) o muy elevada (entre 900 y 2000 uyS/cm). En general son equipos pesados que se
depositan en la orilla del rio. Estos usan grupos de tipo monofasico con una potencia entre 2.200 y 3.000 W (600
V de voltaje y hasta 2,5 A de amperaje). Estos equipos generan corriente a 220 V y, en general, alterna.

o Unequipodotadode bateriarecargable, de tipo “mochila” 0 “martin pescador”. Permiten muy buena maniobrabilidad
en el rio y el muestreo en tramos de dificil acceso. Estan limitados por la capacidad de carga de la bateria.

Un convertidor que permite rectificar el tipo de corriente (regular el voltaje y el amperaje). La mas utilizada es la
Corriente Continua Pulsatil (CCP), la cual es una corriente unidireccional con interrupciones periddicas (pulsos de
voltaje).
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Un anodo y catodo unidos por cable eléctrico al generador eléctrico y convertidor. El anodo esta conectado mediante un
cable eléctrico de longitud variable al convertidor y a una pértiga que es el elemento movil que conduce la electricidad
a los diferentes puntos del rio. El catodo también esta conectado mediante un cable eléctrico, de menor longitud, al
convertidor y a una reja metalica que se deposita en el rio y actia de “masa” para crear el campo eléctrico.

7.2. SELECCION DE LA ESTACION DE MUESTREO Y DEL AREA DE CAPTURA

Como primer paso al muestreo de peces se requiere:

Identificar estaciones de muestreo (tramos en rios y transectos en lagos o embalses) representativas de las condiciones
de las masas de agua. Para ello se caracterizaran los habitats segun su complejidad, la velocidad del agua, el tipo
de sustrato, profundidad, condiciones de iluminacidn, y tipo de vegetacion de ribera, etc... En los rios la aplicacion de
indices como el IHF (Pardo et al., 2004) o el protocolo de la EPA Rapid Bioassessment modificado por el Grupo de
investigacion de Peces de la Universidad de Barcelona, pueden ser de gran utilidad.

En los rios se escogera un tramo lo mas natural posible, con vegetacion de ribera y variedad de habitats. La vegetacion
de ribera y la morfologia de la orilla son importantes porque aportan heterogeneidad de habitat, constituyen refugios
y proporcionan sombra a los peces. Es favorable que el tramo a pescar esté delimitado por dos rapidos, los cuales
actuan de barrera natural para los peces de mayor tamafo.

El area de muestreo tendra una longitud de 10 veces la anchura media del rio, con un minimo de 100 m? (segun
recomendacion de la norma CEN EN 14011).

Una vez identificada la estacion de muestreo se fijara su posicion tomando las coordenadas geograficas con un
GPS, y mediante referencias topograficas que faciliten su localizacion posterior. También se redactara una breve
descripcion de como llegar a la estacion de muestreo (y se adjuntara un croquis de localizacion).

7.3. PROCEDIMIENTOS DE PESCA ELECTRICA

Los procedimientos de pesca y los equipos especificos a usar dependen de la profundidad del agua, tamafio de la masa de
agua, velocidad del agua, de las especies a capturar y de la conductividad del agua. En los apartados siguientes se describen
los procedimientos para la pesca eléctrica en aguas vadeables y desde embarcacion.

El muestreo se debe efectuar durante el dia y preferiblemente al final de la estacion de crecimiento (final de verano, inicio de
otofo), lo que permitira capturar los juveniles. No se debe pescar con temperaturas inferiores a 5°C (la actividad es minima
y la eficiencia de pesca muy baja) (EN 14011:2003).

La realizacion de pesca eléctrica requiere tener en cuenta aspectos de seguridad en la manipulacién de los equipos y en los
procedimientos de pesca. Estos se describen en el apartado 7.4.

Preparacion del equipo y organizacion de la pesca

Inicialmente se mediran los parametros fisicoquimicos basicos del agua (temperatura, conductividad, pH y oxigeno
disuelto). La medida de la conductividad es necesaria para graduar la intensidad del convertidor de corriente. Para
las aguas dulces la intensidad de la corriente necesaria para la pesca eléctrica disminuye a medida que aumenta la
conductividad (en aguas de baja conductividad es necesaria mayor intensidad de corriente). En las aguas salobres
no es posible realizar pesca eléctrica ya que los peces no se ven afectados por el campo eléctrico (el agua es mas
conductora que el propio pez).

La temperatura del agua influye en la conductividad (ésta aumenta con la T°C) y en el porcentaje de saturacion del
oxigeno (el %02 disminuye al aumentar la T°C).

Se situara el generador y el convertidor de corriente cerca de la orilla del rio, en una localizacién adecuada que
permita pescar desde aguas abajo del tramo hacia aguas arriba. Se conectara el catodo (reja) al convertidor y se
introducira en el agua (en un punto intermedio del tramo para limitar la fluctuacién de la intensidad de la corriente).
Se conectara la pértiga (anodo) al convertidor de corriente con un cable suficientemente largo para cubrir toda la
longitud del tramo.

Se situaran los depdsitos contenedores de los peces y el material necesario para tomar las medidas biométricas en
un sitio llano y sombreado.

En caso de muestreos que tengan como objeto la estima de la abundancia absoluta del tramo se instalaran redes
acotando el tramo, y se realizaran sucesivas pasadas aplicando posteriormente un método estadistico de calculo.
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Procedimientos de pesca

El equipo humano de pesca estara integrado por 2 a 4 personas. El técnico mas experimentado conduce la pesca, es
decir lleva la pértiga y va accionando ésta remontando el rio (de arriba abajo); de este modo la turbidez provocada por
el movimiento no afecta a la eficiencia de la pesca. Es conveniente moverse suavemente e ir barriendo con el anodo
todos los habitats del ancho fluvial. Otro técnico o dos se situan detras del portador de la pértiga con sacaderas, y
recogen los peces que aturdidos por la electricidad son arrastrados por la corriente fluvial.

En rios pequefios y de dificil acceso puede usarse el equipo de mochila que portara uno de los técnicos, avanzando
por el rio seguido de un ayudante.

Los peces capturados se depositan en cubos de plastico llenos de agua y se trasladan a los contenedores o viveros
instalados en la orilla, a la espera de que se tomen las medidas biométricas.

Hay que controlar que la densidad de peces en los contenedores no sea excesiva y que los peces se encuentren en
buenas condiciones (renovar el agua, mantener el contenedor a la sombra, oxigenar el agua, etc.). No obstante lo
mas practico y que reduce al minimo la mortandad es la utilizacion de viveros sumergidos en el rio (convenientemente
alejados de la zona de pesca).

Muestreo de peces con pesca eléctrica en aguas vadeables

Fotografia 5.9.: Muestreo de peces con pesca eléctrica en aguas vadeables (Propiedad de URS)

Identificacién, recuento y toma de medidas biométricas
Seguir las directrices que se indican en al apartado 9.

Para manipular los peces (identificar, pesar y medir) es conveniente usar un producto anestésico que los relaje y
facilite el trabajo (especialmente para los peces mas activos como la trucha). Se recomienda usar MS-222 o eugenol.
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Es importante controlar el tiempo de exposicion al anestésico, dado que una exposicion excesiva puede conducir a
la muerte del ejemplar.

Cada uno de los ejemplares capturados se identificara, contabilizara y se tomara nota de: peso, longitud furcal o total
(dependiendo del tipo de aleta caudal) y estado sanitario (ver apartado 9).

Se realizara un reportaje fotografico representativo de los ejemplares capturados.

Si existen dudas en la identificacion de alguna especie, se conservara algun ejemplar (en hielo o fijado con formaldehido
al 10%) para su examen en el laboratorio.

Para confirmar la edad pueden tomarse muestras de estructuras que permitan determinar este parametro (p.ej.
escamas).

Recuperacion y suelta de los peces

Los ejemplares ya medidos y pesados se introduciran en otro contenedor con agua fresca; hay que evitar una
densidad excesiva de peces que conduciria a la desoxigenacion rapida del agua. Lo mas favorable es colocar estos
peces en contenedores de rejilla de plastico o viveros sumergidos y depositados en el cauce fluvial, de modo que la
corriente de agua circule a su través. Esta practica ayuda a la recuperacion de los peces, en caso de haberse usado
algun anestésico, y en todo caso mejora el confinamiento. Este contenedor debe situarse fuera de la zona de pesca
para evitar que los peces sean afectados nuevamente por la corriente eléctrica.

Una vez finalizada la pesca en el tramo, se procedera a devolver los peces al rio, asegurandose que estan recuperados
de la anestesia; para ello se elegira una zona de corriente moderada cerca de la orilla (evitar la suelta en tramos de
fuerte corriente).

Se realizara una estima de la mortandad debida al muestreo (% peces muertos).

En caso de necesitar la conservacion de algun ejemplar para estudios posteriores se usaran los ejemplares que
hayan podido resultar muertos. No se introducira ningun ejemplar vivo en el producto conservante, sino que se sedara
en exceso hasta asegurar la muerte del ejemplar.

En las masas de agua no vadeables puede usarse la pesca eléctrica combinada con otras técnicas de pesca. Se usara una
embarcacién preparada para la realizacion de pesca eléctrica. Esta debera ser lo suficiente amplia para contener los equipos
de pesca eléctrica (generador, bateria, convertidor de corriente, cables del anodo y catodo) y el personal y otros equipos
(incluidos los de seguridad). En EE.UU. y Canada se venden embarcaciones especificas para la pesca eléctrica; éstas
suelen ser de casco de aluminio y disponen de una plataforma en la proa de la que cuelgan dos brazos correspondientes al
anodo y céatodo.

La embarcacion recorrera el tramo de rio no vadeable o la zona del litoral cubriendo los diferentes habitats. En aguas lentas
el movimiento de la barca puede controlarse, si es necesario, mediante cuerdas desde el litoral. En aguas con corriente
es importante que la barca se mueva a la misma velocidad que la corriente, usando el motor o los remos Unicamente para
maniobrar.

Los peces serecogen con sacaderasy se van depositando en depdsitos con agua de la propia masa de agua, convenientemente
oxigenada. Se procede al recuento y a la tomas de las medidas necesarias segun lo especificado en el apartado 7.3.1.

Fotografia 5.10.: Ameiurus melas (Propiedad de URS)
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7.4. MEDIDAS DE SEGURIDAD ESPECIFICAS DE LOS PROCEDIMIENTOS DE PESCA ELECTRICA

Se preparara un plan de seguridad que identifique y cubra los riesgos de shock eléctrico, incendio, o inhalacién de gases
durante la realizacion de la pesca. Las siguientes medidas de seguridad pueden ser aplicables:

Pesca

Evitar realizar pesca eléctrica con caudales elevados y/o en tramos de fuerte corriente.

No se puede practicar la pesca eléctrica cuando llueve.

La pesca siempre se realizara por dos personas (minimo).

Los equipos eléctricos de pesca (generador, convertidor, cables, anodo y catodo) se almacenaran desconectados,
secos y limpios. Se identificaran desperfectos (cables pelados, interruptores rotos) y se repararan antes del inicio de
la pesca. Durante la pesca, el generador se mantendra en un espacio libre de vegetaciéon y a la sombra, evitando
cualquier posibilidad de que éste caiga al agua. No se movera estando en marcha. Se tendra disponible un extintor
cerca del mismo.

El generador se pondra en marcha cuando el catodo se encuentre en el agua listo para empezar la pesca y todo el
personal haya sido avisado.

El personal a cargo de la pesca vestira vadeadores y botas altas de goma o neopreno. Se evitara introducir las manos
dentro del agua y tocar las partes metalicas de los electrodos, a menos que el equipo esté desconectado.

Todos los recipientes y contenedores usados para depositar los peces seran de plastico o goma.

Los técnicos a cargo de la pesca deberan conocer las técnicas de reanimacion después de un shock eléctrico
(respiracion boca a boca, masaje cardiaco). Se dispondra de un equipo de primeros auxilios y un teléfono mévil para
pedir ayuda médica en caso necesario.

Como medida de seguridad se pueden utilizar pértigas con pulsadores de seguridad que interrumpen el campo
eléctrico cuando deja de accionarse el pulsador.

eléctrica desde embarcaciéon

La embarcacion debe ser adecuada para la pesca eléctrica, todas las superficies metalicas (tanques de fuel,
cajas de herramientas, estructura que sostiene el generador) deben estar conectadas eléctricamente entre ellas,
independientemente de que el casco sea de metal o de material no conductivo. En embarcaciones no metalicas, el
generador deberd estar protegido convenientemente de contactos indirectos.

El generador se fijara en la embarcacion de forma que se evite su movimiento en el balanceo. Se dispondra de un
extintor a bordo.

El personal vestira chalecos salvavidas todo el tiempo.

8. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO CON REDES Y OTRAS ARTES DE PESCA

El muestreo con redes y artes de pesca de diferentes tipos permite estudiar la ictiofauna de rios profundos, lagos y
embalses.

8.1. TIPOS DE REDES Y ARTES DE PESCA

La pesca con redes estaticas o activas se seleccionara en funcion de las caracteristicas de la masa de agua a muestrear.
Existen los siguientes tipos de redes:

Redes

estaticas

Nasas y redes trampa: Estas redes permiten la entrada de los peces pero no su salida. Suelen usarse en profundidades
inferiores a 3 m y se mantienen sujetas al fondo. Son propias de orilla y de fondo. Son eficaces para peces grandes
y en captura viva.

Agalladeras o redes de enmalle: Son redes de un solo pafio con hilo muy delgado. Se situan suspendidas a diferente
nivel en la columna de agua y capturan los peces que intentan nadar a su través (éstos se enganchan en los hilos de
la red por las agallas u otras partes del cuerpo como espinas, aletas, etc.). Existen modelos con diferentes tamafio
de luz (permite seleccionar las capturas en funcion del tamafio); y otros que combinan diferentes tamafios de luz de
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malla dentro del mismo pafio. Estas artes son poco eficientes para capturar peces de pequefio tamafio (juveniles de
menor de 50-60 mm), bentodnicos y sin escamas.
Trasmallos: Son redes formadas por tres pafios de red superpuestas montadas sobre la misma relinga; las dos
exteriores son iguales entre si, y la malla interior es mas tupida y mas fina. Los trasmallos se usan tanto en orilla como
en el centro de la masa de agua, y a diferentes profundidades.

Redes activas

Requieren su arrastre en la masa de agua para efectuar las capturas. Este se realiza desde una embarcacién o a mano (en
zonas someras). Entre éstas se encuentran redes de arrastre y los chinchorros.

Figura 5.11.: Sander lucioperca (Propiedad de URS)

8.2. SELECCION DE LAS ESTACIONES DE MUESTREO

En lagos y embalses se seleccionaran diferentes estaciones de muestreo (entendidas éstas como la localizacion de una
red de captura), segun las caracteristicas hidromorfoldgicas y de habitat (profundidad, presencia de vegetacion sumergida
y litoral, etc.). Se identificaran estaciones en zonas préximas al litoral y en aguas abiertas, y en diferentes profundidades.
En cada caso se usaran las redes adecuadas para las caracteristicas de la estacién y el tipo de ictiofauna (benténica o

pelagica).

El nimero de estaciones de muestreo (=redes a instalar) en la masa de agua depende del area, profundidad, heterogeneidad
del habitat, y de los objetivos del estudio. En estudios efectuados en lagos de Suecia' se dan los siguientes rangos (para
permitir un nivel de deteccion del 50% de los cambios de la abundancia relativa de las especies en seguimientos de la masa

de agua):
Area del lago (ha)
Prof. (m) <20 21-50 51-100 101 - 250 251 -1000 1001 - 5000
0-59 8 8 16 16 24 24
6-11,9 8 16 24 24 32 32
12-19,9 16 16 24 32 40 40
20 - 34,9 16 24 32 40 48 56
35-49,9 16 32 32 40 48 56
50 -74,9 40 40 56 64
>75 56 64

En la cuenca del Ebro, existen pocos lagos que superen las 50 ha. En el caso de los embalses los mas extensos alcanzan
hasta 6.000 - 7.000 ha (Ebro, Mequinenza).

" Swedish standard methods for sampling freshwater fish with multi-mesh gillnets. Fiskerivertket 2000:1
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8.3. DIRECTRICES PARA LA PESCA CON REDES

En general, en embalses y lagos es mas usual el uso de redes estaticas. Las redes se instalan al atardecer y se revisan a
primera hora de la mafana, con tiempos de captura de unas 12 horas. No obstante para determinados estudios se mantienen
durante 24 horas (Garcia-Berthou, 2001).

Las redes se instalan en lugares inicialmente elegidos, usando pesos y boyas.
El modo de instalacion de las redes depende de las caracteristicas de la red:

Nasas y redes trampa: Se escogen puntos someros del litoral y se sitdan las redes junto al fondo, entre la vegetacion
o en la profundidad elegida. Las nasas pueden cebarse o no. Los cebos pueden ser muy variados (pescado, higado,
maiz, queso, etc...). Este tipo de red suele mantenerse unas 24 horas, en caso de mantenerlas durante un mayor
periodo se deben revisar periédicamente para extraer las capturas.

Agalladeras y trasmallos: Se instalan en las areas elegidas en diferentes posiciones para aumentar la eficiencia de
pesca. En general, se pueden situar algunas unidades perpendiculares al litoral, otras paralelas y otras en la masa
libre de agua a diferentes profundidades.

Se usan boyas y anclajes para mantener la posicién de las redes.
Transcurrido el tiempo de captura se procede a extraer los peces de las redes y a su identificacion, recuento y a la toma de
medidas biométricas y al examen de su estado sanitario (en caso requerido). Los peces se devuelven al agua inmediatamente.

El procedimiento de manipulacion de los peces es el mismo que se ha descrito para la pesca eléctrica (capitulo 7).

Se tienen que contabilizar los peces muertos; ademas éstos se pueden conservar para trabajos en el laboratorio.

Muestreo de peces en lagos y embalses

Pesca

Embarcacion para pesca eléctrica (foto de E. Garcia Berthou)

Redes

Fotografia 5.12.: Muestreo de peces en lagos y embalses (Propiedad de URS y E. Gracia Berthou)
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9. IDENTIFICACION, RECUENTO Y MEDIDAS BIOMETRICAS

9.1. IDENTIFICACION

La identificacion de los peces se realizara a nivel de especie mediante la observacion de caracteres morfoldgicos externos,
durante la pesca. En el caso de especies con caracteristicas externas poco claras (hibridos, especies cercanas, juveniles)
se conservaran algunos ejemplares para su posterior analisis en el laboratorio.

En la bibliografia se han incluido los textos mas usuales para el estudio taxonémico.

9.2. RECUENTO Y MEDIDAS BIOMETRICAS

Para cada ejemplar capturado mediante pesca eléctrica o con redes, e identificado a nivel de especie, se tomaran las
siguientes medidas biométricas:

Peso (mediante una balanza electronica de precision o con un dinamoémetro). Se indica en gramos.

Longitud furcal (distancia entre el extremo de la cabeza y la hendidura de la cola que se mide con la ayuda de una
regla o ictiometro). Se indica en milimetros.

Estado sanitario. Se indican ulceraciones, parasitos y su ubicacion (agallas, ojos, etc.).

Los datos indicados se anotan en hojas de campo previamente preparadas (ver apéndice). Si el numero de individuos de
una especie supera los 30 ejemplares, se pesara y medira una muestra representativa para determinar la estructura de las
clases de edad (EN 14011:2003). En este caso la biomasa total capturada se estimaria a partir de la biomasa medida y el
numero de individuos capturados.

9.3. DETERMINACION DE LA EDAD DE LOS EJEMPLARES

La edad de los ejemplares puede determinarse de forma indirecta a partir del analisis de la frecuencia de las clases de
tamafio (segun la longitud furcal). No obstante para obtener estimas directas de la edad pueden analizase los patrones de
crecimiento de algunas estructuras calcificadas, como por ejemplo otolitos y escamas.

Escamas

En el caso de las escamas, el dafio al ejemplar es minimo ya que sélo hay que recoger unas pocas escamas (5), las
cuales se guardan en un sobre, 0 en una preparacion microscépica. Se recomienda tomar las escamas de lugares
especificos del cuerpo (por ejemplo entre la linea lateral y el extremo final de la aleta dorsal para los salmonidos).

Otolitos

Son unas pequefias estructuras calcareas que se encuentran en el oido medio. Su extraccién requiere la diseccion
del pez. Se usan para determinar la edad para las especies que carecen de escamas o para los ejemplares de
mas edad de las especies con escamas (en estos casos las lineas de crecimiento en las escamas aparecen muy
comprimidas y no se pueden contar).

La determinacion de la edad mediante escamas y sobre todo con otolitos requiere un proceso de preparacion de las muestras,
y su lectura presenta una cierta complejidad, precisandose un experto en dataciéon de peces. Para mas detalles sobre la
estimacion de edad y crecimiento se puede consultar Bagenal y Tesch (1978).
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Fotografia 5.13.: Lepomis gibbosus (Propiedad de
URS)

Fotografia 5.15.: Gambusia holbrooki (Propiedad de URS)

10. CONSERVACION Y ETIQUETADO DE LAS MUESTRAS

10.1. TECNICAS DE CONSERVACION

Para conservar ejemplares para el estudio taxonédmico se usara alguno de los conservantes indicados en el apartado 6.2.2.,
teniendo en cuenta las caracteristicas de cada uno en cuanto a su especificidad y toxicidad.

Silos peces se requieren para realizar analisis toxicoldgicos de sus érganos, se envolveran en papel aluminio y se conservaran
en hielo durante el transporte al laboratorio. Si las muestras no se pueden procesar en un tiempo corto, se procedera a
congelar los ejemplares. El procedimiento de manipulacion y conservacion dependera del tipo de analisis a efectuar:

Para andlisis de compuestos organicos en cualquier tejido del pez, se enjuagaran los ejemplares con agua limpia, se
envolveran en papel de aluminio y se procedera a su inmediata congelacion (-20° C).

Para la determinacion de metales u otros compuestos inorganicos se introduciran los ejemplares en bolsas de
polietileno de un solo uso y se procedera a su inmediata congelacion (-20° C).

La obtencion de muestras de tejidos de cerebro, branquias o sangre para la determinacion de parametros especificos
debera ser realizada in situ. Estas muestras se mantendran congeladas (-20° C) en viales de vidrio.

Los ejemplares para analisis histolégicos o de agentes infecciosos deberan mantenerse vivos hasta su llegada al
laboratorio o, como minimo, conservados en hielo entre 2° y 5° C (nunca congelados). Para mantenerlos vivos se
transportaran en recipientes llenos de agua hasta la mitad, con inyeccién de aire o de oxigeno puro.

10.2. ETIQUETADO

Todas las muestras deben estar convenientemente etiquetadas de forma que se identifique un cédigo de la muestra, un
codigo de su procedencia (localizacion), fecha de recoleccion, persona o entidad a cargo de la recoleccion e identificacion
etc.... Es conveniente que cada ejemplar disponga de una etiqueta fijada al cuerpo (inserta en la boca o en la zona opercular)
y otra etiqueta plastificada adherida al envoltorio de la muestra. Se usara un rotulador resistente al agua para escribir en las
etiquetas.
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11. SELECCION DEL PERIODO DE MUESTREO Y FRECUENCIA

11.1. PERIODO DE MUESTREO

Los periodos recomendados para los rios son:

Rios de alta montafia

Rios de montafia humeda calcarea Julio-Agosto-Septiembre

Rios de montafia mediterranea silicea
Rios de montafia mediterranea calcarea Mayo - Junio - Julio
Rios mineralizados de baja montafia mineralizada

Grandes Ejes en ambiente mediterraneo
Ejes mediterraneo-continentales mineralizados Agosto - Septiembre - Octubre
Ejes mediterraneo continentales poco mineralizados

Tabla 5.6.: Periodos recomendados para el muestreo de peces en rios

Para los lagos los periodos recomendados son:

Lagos de montafia Agosto - Septiembre
Lagos carsticos Mayo y Octubre
Lagos llanura sedimentaria permanentes Junio - Julio
Lagos llanura sedimentaria temporales Abril - Mayo - Junio
Lagunas litorales Mayo - Junio - Julio

Tabla 5.7.: Periodos recomendados para el muestreo de peces en lagos

Inicialmente puede realizarse un Unico muestreo por periodo, entre verano e inicio del otofio, no obstante si los recursos lo
permiten seria recomendable realizar dos muestreos (en primavera y otofio).

11.2. FRECUENCIA DE MUESTREO EN LOS CONTROLES DE VIGILANCIA Y OPERATIVOS

En los trabajos iniciales de identificacion de las condiciones de referencia y del disefio de la red de vigilancia, se recomienda
realizar un muestreo de un ndmero elevado de estaciones (a realizar entre 2005 y 2007). Posteriormente se recomienda
muestrear cada 3 afios.

Para la red de control operativo la frecuencia de muestreo podria ser anual o bianual, con uno o dos muestreos por afo
dependiendo del impacto que se esta evaluando.

Fotografia 5.16.: Exos lucius (Propiedad de URS)
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12. TRATAMIENTO DE LOS RESULTADOS

Los resultados que se obtienen de los tipos de muestreo de peces especificados en el procedimiento son los siguientes:

Composicion especifica: Es el listado de las especies capturadas.

Abundancia de peces que suele expresarse mediante el numero de individuos (capturas) por unidad de esfuerzo
(CPUE). La unidad de esfuerzo puede referirse a area muestreada (individuos/ha — pesca eléctrica) o area muestreada
y unidad de tiempo (pesca con redes: individuos/ha hora).

Estructura de tamafio y de edad: La estructura de edad se identificara para cada especie por medio del analisis de
las frecuencias de las longitudes de los individuos que permitan identificar clases modales. Estas clases se asumen,
entonces, como clases de edad.

Ademas se obtienen otros datos adicionales:
Recuento de peces de cada especie
Peso individual de cada ejemplar
Estado sanitario (anomalias, lesiones, parasitos)
Es de interés el calculo de los siguientes indices biométricos:

Ecuacion de Ricker: relacion longitud (L) — peso (P, )

P, =axL’

indice de condicion

K= axebeT

Toda la informacién que se obtenga deberia recogerse en una base de datos de ambito nacional o de cuenca y disefiada para
dar cabida a los aspectos especificos de la DMA. Asimismo la informacién se georreferenciara e integrara en un SIG.

Fotografia 5.17.: Rutilus rutilus (Propiedad de URS)

13. CONTROL DE LA CALIDAD EN EL MUESTREOQ, TRATAMIENTO E IDENTIFICACION DE ICTIOFAUNA

13.1. INTRODUCCION

La implementacion de la Directiva 2000/60/CE requiere que los métodos que se utilicen en el establecimiento del estado
ecolégico procedan de metodologias estandarizadas (ISO, CEN, o de organismos nacionales de estandarizacion), que los
laboratorios dispongan de programas de aseguramiento de la calidad (EN ISO 17025) y participen regularmente en ejercicios
de intercalibracion (Proficiency testing programmes).

El muestreo y manipulacion de muestras de ictiofauna, como elemento de calidad para el establecimiento del estado
ecoldgico, debe realizarse siguiendo procedimientos estandarizados y con sistemas de control de la calidad.
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Todo lo indicado hace necesario la elaboracion y aplicacion de métodos de control de calidad especificos para las actividades
relacionadas con el muestreo y manipulacion de ictiofauna. El grupo CEN TC 230 WG 2 esta desarrollando programas para

asegurar la calidad en las tareas de implantacion de la DMA.

13.2. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD

Las medidas a seguir persiguen garantizar la correcta identificacion de las especies, asi como la documentacién de la toma

de muestras y de la evaluacion de la abundancia de las especies.

Objetivo: Asegurar la comparacion de los resultados de la pesca eléctrica, en sucesivos muestreos

Medidas

Identificar y georreferenciar las estaciones de muestreo (anotar las coordenadas geograficas con un GPS,
identificar puntos de referencia y accesos). Realizar fotografias de la estacién de muestreo que puedan
ser repetibles.

Usar el mismo protocolo de pesca (tipo de equipos, procedimientos) en los sucesivos muestreos. Si éste
se cambia se deberan obtener resultados comparativos entre el equipo/procedimiento antiguo y el nuevo
para que los resultados sean comparables.

Tabla 5.8.: Asegurar la comparacién de los resultados de la pesca eléctrica, en sucesivos muestreos

Objetivo: Realizar el trabajo de campo y evaluaciones segtin los procedimientos estandar previamente definidos

Medidas

Preparar un plan de trabajo con directrices claras que describan de forma didactica las tareas y
procedimientos a desarrollar en el trabajo de campo.

Contar con un equipo humano entrenado en las técnicas de pesca y un esquema organizativo adecuado.
El jefe del equipo definira las tareas a desarrollar por cada uno de miembros del equipo, e indicara a
éstos las medidas preventivas para reducir los riesgos de shock eléctrico durante la pesca; asi como las
medidas para prevenir incendios y evitar la contaminacion del medioambiente (derrame de gasoil, aceite,
etc.)..

Tabla 5.9.: Realizar el trabajo de campo y evaluaciones segun los procedimientos estandar previamente definidos

Objetivo: Control del manejo de datos y analisis de los resultados

Medidas

Todos los datos de un muestreo especifico se deben identificar de forma individual, en la base de datos
por medio de codigos.

La documentacién de campo y laboratorio (muestras, estadillos, fotos) se guardara durante un periodo no
inferior a 5-6 arios.

Los datos en formato electrénico deberan incluir identificacién de su origen (autores, fechas, etc...) y
referencias para ampliar la informacion.

Tabla 5.10.: Control del manejo de datos y analisis de los resultados
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MINISTERIO CONFEDERACION
DE MEDIO AMBIENTE HIDROSRARICA

Rio:
Localidad / Municipio:
Estacion:

Cédigo estacién:

HOJA DE CAMPO PARA PESCA
ELECTRICA EN RiOS

Técnicos muestreo:

Localizacion con GPS:

Huso: Coordenadas X (UTM):
Coordenadas Y (UTM):

Parametros fisicoquimicos:

Temperatura agua (°C):
Conductividad (+S/cm):
pH (unidades):

Oxigeno disuelto (mg/L):

Esfuerzo de pesca eléctrica:

Ajustes de pesca eléctrica:

Tipo de generador eléctrico:
Potencia generador (W):

Voltaje salida convertidor (V):
Amperaje salida convertidor (A):

Tiempo de pesca:
Superficie de muestreo:

Hora inicio:

Longitud (m):

Hora fin:
Anchura (m):

D ripcion

Detalles fotos:

La foto muestra

Foto n° / Carrete n° / Estacién n®
1

Aguas arriba:

Orilla derecha:

Aguas abajo:

Orilla izquierda:

Coordenadas:

Descripcion:

Foto n°/ Carrete n° / Estacién n®
2

Aguas arriba:

Orilla derecha:

Aguas abajo:

Orilla izquierda:

Coordenadas:

Descripcion:

Foto n° / Carrete n° / Estacion n®
3

Aguas arriba:

Orilla derecha:

Aguas abajo:

Orilla izquierda:

Coordenadas:

Descripcion:

Foto n° / Carrete n° / Estacién n®
4

Aguas arriba:

Orilla derecha:

Aguas abajo:

Orilla izquierda:

Coordenadas:

Descripcion:




1 MINISTERIO CONFEDERACION
i HIDROGRAFICA
DE MEDIO AMBIENTE DEL 2RO

Embalse:

Rio:

Localidad / Municipio:
Estacion:

Caédigo estacion:

Localizacion (GPS) UTM_X:
Huso: UTM Y:

Tipo de red:
Profundidad (m):
Posicion y/o orientacion:

HOJA DE CAMPO PARA PESCA

CON REDES
Hoja n°
Técnicos muestreo:
Fecha:
Meteorologia:
Calado Fecha:
Hora:
Recogida Fecha:
Hora:
Tiempo total:

Croquis localizaciéon y observaciones:

Especie Long (mm)

Peso (q) Estado sanitario (ulceraciones, parasitos)

O N |~ |W|IN|=~

©

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

Estima mortandad (% peces muertos):



MINISTERIO
DE MEDIO AMBIENTE

CONFEDERACION
HIDROGRAFICA
DEL EBRO

Rio:
Localidad / Municipio:
Estacion:

Caodigo estacion:

HOJA DE CAMPO PARA MEDIDAS

BIOMETRICAS

Hoja n°

Técnicos muestreo:

Fecha:
Hora inicio:

Especie

Long (mm)

Peso (9)

Estado sanitario (ulceraciones, parasitos)

OONOOR|WN =

Estima mortandad (% peces muertos):
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Capitulo 6

1. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE VIGILANCIA'Y CONTROL OPERATIVO EN LO REFERIDO
A LOS INDICADORES DE CALIDAD

La DMA establece la puesta en marcha de programas de seguimiento que permitan el diagndstico y el seguimiento del
estado ecologico de las masas de agua. Estos programas se indican en el diagrama adjunto:

Control de
vigilancia

Si

Control operativo
(clasificacion del
estado)

Programa

Estad
oo beot de medidas

que bueno

Control de
investigacion

Figura 6.1.: Programas de seguimiento de la Directiva 2000/60/CE

Los objetivos de las redes de control de vigilancia y control operativo se indican en el siguiente cuadro (segun Anexo V
apartados 1.3.1.y 1.3.2. de la DMA):

Control de vigilancia Control operativo

Establecer el estado de las masas identificadas
en riesgo de no cumplimiento de los objetivos
medioambientales.

Completary aprobar el procedimiento de evaluacion de impacto
(andlisis de presiones e impactos).

Contribuir al disefio eficaz de los futuros programas de )
Evaluar los cambios que se produzcan en las aguas

vigilancia. o

- — indicadas, como resultado de los programas de
Evaluar los cambios a largo plazo en las condiciones medidas.
naturales.

Evaluar los cambios a largo plazo resultantes de actividad
antropogénica muy extendida

Tabla 6.1.: Objetivos de las redes de control de vigilancia y control operativo

En los apartados siguientes se indican las directrices a considerar para el uso de los elementos de calidad bioldgica en las
redes de control de vigilancia y control operativo.

1.1. SELECCION DE LAS ESTACIONES DE CONTROL

Navicuta anionii - T Se seleccionaran estaciones de referencia en los diferentes tipos de rios y

. e lagos, teniendo en cuenta los datos sobre las presiones e impactos. Se
identificaran estaciones de maxima calidad bioldgica para los tipos que
carezcan de estaciones de referencia. Para los embalses (masas fuertemente
modificadas) se puede adoptar, como criterio del potencial ecoldgico, que no
supere un determinado nivel de estado tréfico, que variara en los diferentes
tipos de embalses, o que podra ser especifico para un determinado tipo de
embalse

Fotografia 6.1.: Navicula antonii
(Propiedad de URS)

En la Confederaciéon Hidrografica del Ebro estan en marcha trabajos para la identificacion y validacion de estaciones de
referencia en lagos y embalses.
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CAPITULO 6. Directrices para el control de vigilancia y control operativo en lo referido al los indicadores de calidad

La red de referencia de rios cuenta actualmente con datos de macroinvertebrados y diatomeas, y estan en marcha estudios
de peces en algunas estaciones.

Los estudios para determinar la red de referencia de lagos estdn menos avanzados que los de los rios y no se han realizados
estudios sobre la ictiofauna por el momento. Sin embargo los peces se deberan analizar en todas las estaciones que integren
la red de referencia, y en estas no deberian encontrarse especies introducidas.

Para los macrdfitos se realizaran seguimientos en lagos seleccionados dentro de los diferentes tipos, con la finalidad
de recabar informaciéon que permita perfilar las condiciones de referencia. En el caso de los rios, se sugiere analizar los
macrofitos en las estaciones de la red de referencia existente.

La red de control de vigilancia debera estar integrada por suficientes masas de agua representativas de las condiciones de
la demarcacion tanto en términos naturales como de las presiones e impactos identificados.

En la Demarcacion del Ebro se han identificado 697 masas de aguas fluviales y existe unas 200 estaciones de muestreo de
diatomeas y unas 500 estaciones de macroinvertebrados. Respecto a las diatomeas seria deseable ampliar el numero de
puntos hasta 400; esto es importante en las etapas iniciales de disefio y explotacion preliminar de la red de vigilancia para
ajustar el numero de puntos final de forma estadistica.

El nimero de puntos para los macroinvertebrados podria ser suficiente (o bien incrementarse ligeramente); no obstante se
requiere redefinir la red en funcién de la configuracion de masas fluviales.

En 2005-2006 se planea realizar estudios de peces en 300 estaciones de muestreo y se recomienda introducir el estudio de
macrdfitos en la totalidad de las estaciones de la red de control de vigilancia, cuando esta se defina.

Para los lagos se han identificado 92 masas de agua. De estas solo un tipo (alta montafia septentrional, dimictico, aguas
acidas) agrupa un numero considerable de lagos (58), mientras que el resto de tipos estan representados por 1 a 7 lagos.

Dado que en lagos se carece de datos de diatomeas bentdnicas en la mayoria de las masas de agua, seria deseable
muestrearlas todas si se adopta este indicador para la determinacion del estado ecoldgico.

Se recomienda estudiar las diatomeas, fitoplancton, invertebrados bentdnicos y, macréfitos de todos lo lagos (34) que
pertenecen a los diferentes tipos (excepto al de montafia) y afiadir a éstos una seleccion del grupo de lagos de montana (5
6 6).

El estudio de los peces no se plantea inicialmente para los lagos, por no existir comunidades caracteristicas en muchos y por
la dominancia de las especies introducidas.

Para la seleccion de los puntos de muestreo hay que tener en cuenta que:

Estén representados tramos de referencia para los tipos que dispongan de ellos (segun el estudio de presiones e
impacto)

Existan tramos representativos de los diferentes grados de calidad (segun los estudios de presiones e impactos)
Coincida en el punto de la red al menos, diatomeas, macroinvertebrados, macréfitos, peces y la calidad fisico-quimica
siempre que sea posible.

Fotografia 6.2.: Chondrostoma arcasii Fotografia 6.3.: Chondrostoma miegii
(Propiedad de URS) (Propiedad de URS)
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En los apartados correspondientes de los capitulos se presenta el procedimiento que sefiala las directrices para la seleccion
del punto de muestreo. No obstante en términos generales se recomienda:

Evitar situar la estacion de muestreo de la red de vigilancia muy cerca de vertidos directos, siendo mas adecuado
situar la estacion donde el agua vertida se ha mezclado totalmente con la del medio receptor.

Analizar la posibilidad de muestrear en mas de un punto en masas de agua muy extensas. La longitud media de
las masas de agua fluviales de la cuenca de Ebro es de 19 km pero existen algunas masas de agua que superan
los 40 km y hasta los 80 km (Jalén, Piedra, Manubles). En estos casos se deberia disponer de mas de un punto de
muestreo.

Siempre que sea posible las estaciones de muestreo tienen que ser vadeables en su totalidad.

Deben estar representados, en la estacion de muestreo, los mesohabitats presentes en le tramo fluvial (rapidos,
tablas y, pozas)

Evitar los tramos con azudes, ya sea embalsados o bajo presas o infraestructuras hidraulicas que puedan favorecer
a los macrdfitos

Bk aoilltiuse—i-

Fotografia 6.4.: Barbus haasi (Propiedad de URS) Fotografia 6.5: Tinca tinca (Propiedad de URS)

Los puntos de control operativo deben cubrir todas las masas identificadas en riesgo de no cumplir los objetivos
medioambientales. No obstante, no se han de analizar todos los parametros indicadores de los elementos de calidad que
indica la DMA, sino aquellos mas sensibles a las presiones a las que esta sujeta la masa.

Las diatomeas epiliticas son especialmente adecuadas para evaluar impactos derivados de la eutrofizacion e incrementos de
materia organica en la cuenca del Ebro. También son indicadas para evaluar impactos que ocasionen cambios de salinidad
y del pH.

Los indicadores fitoplancton y macroinvertebrados en los rios, se consideran especialmente adecuado para evaluar impactos
a corto plazo derivados de la eutrofizacion y de la contaminacién organica, asi como de las presiones hidromorfoldgicas que
produzcan variaciones de la tasa de renovacion del agua.

En los lagos los microinvertebrados bentonicos (crustaceos) son adecuados para la evaluacion de impactos a corto y medio
plazo relacionados con la eutrofia, contaminacién organica, cambios en la salinidad de las aguas, y tasa de renovacion. Los
macroinvertebrados benténicos pueden usarse para evaluar impactos relacionados con la fluctuacion del nivel del agua.

La localizacion de los puntos de control operativo referidos al uso de métricas basadas en los indicadores debe tener en
cuenta que:

debe permitir evaluar la magnitud e impacto de los procesos de contaminacién organica y/o salinizacién de origen
difuso y puntual,

y en caso de existir varios puntos de contaminacién puntual, los puntos de control se situaran de modo que sean
representativos de la magnitud y el impacto del conjunto

1.2. FRECUENCIA DE MUESTREO

En general, la frecuencia de muestreo en microalgas en los estudios de seguimiento de la calidad del agua varian entre una
vez por afio (en época de aguas bajas y estables) a cuatro ves al afio (coincidiendo con las estaciones del afio). No obstante
los recientes estudios realizados en rios europeas demuestran que las comunidades de diatomeas integran los cambios de
calidad del agua durante un periodo de unos 60 dias (Ritmo el al., 2005) y entonces indican la calidad de los dos meses
anteriores a la fecha del muestreo.
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Segun la DMA se debe realizar un control de vigilancia durante un periodo de un afio dentro del periodo que abarque el plan
de cuenca (6 afnos). No obstante en las primeras etapas de reconocimiento de la demarcacion y durante los tres primeros

Fotografia 6.6.: Cerathophyllum demersum
(Propiedad de URS)

afios de funcionamiento de la red de control (2006—2008) seria deseable una mayor frecuencia de muestreo

Periodo de muestreo

Frecuencia de de los controles de vigilancia y
operativo

Fitobentos

Algunas directrices a tener en cuenta en la
seleccion de la época de muestreo son:
Las microalgas responden mas rapido a los
cambios de la calidad del agua con temperaturas
célidas que frias, luego las épocas favorables
son primavera y verano.
Evitar el muestreo después de periodos de
lluvias fuertes; se recomienda esperar hasta 4
semanas después de una tormenta fuerte.
En los controles de vigilancia a realizar en rios se
recomienda muestrear las diatomeas epiliticas, 2
veces al afio en primavera (periodo de aguas altas)
y verano (periodo de aguas bajas); ajustandose los
periodos de muestreo en cada tipo fluvial segun sus
condiciones climaticas. En general los muestreos se
realizaran entre mayo y octubre.
En caso de que sélo se programe un muestreo
éste se realizara en verano.

Se recomienda un frecuencia anual en las primeras
etapas, y en etapas posteriores se recomienda
realizar controles de vigilancia cada 3 afios.

La frecuencia de muestreo de microalgas benténicas
en los controles operativos y de investigacion se
determinara de forma especifica.

Fitoplancton

La variabilidad temporal del fitoplancton es acusada,
y su composicion y abundancia responde a los
patrones de variacion de la iluminacion (intensidad
y fotoperiodo), turbulencia del agua, tasa de
renovacion del agua, temperatura, mineralizacion,
pH y concentracion de nutrientes a lo largo del afio.
En estudios de investigacion, los seguimientos con
periodicidad mensual permiten alcanzar un nivel de
descripcion bastante adecuado, si bien la frecuencia
correcta seria quincenal o incluso semanal (Reynolds,
1984, 1990). Esta frecuencia de muestreo esta fuera
de alcance en el ambito de la implementacion de
la DMA. En la guia “Monitoring”(a) se recomienda
muestrear el fitoplancton al menos dos veces al
afo; no obstante una buena caracterizacion del
fitoplancton requeriria 4-6 muestreos al afio, con una
reparticion temporal que refleje la estacionalidad(b).

Se recomienda una frecuencia bianual dadas las
variaciones debidas a la climatologia mediterranea

La frecuencia de muestreo en el control operativo
podra ser mas corta (4 veces al afio con algun
muestreo adicional en el periodo de primavera a
otofio), pero esto se ajustara a cada caso especifico.

(a) Guidance on monitoring for the Water Framework Directive. Working Group 2.7. Final Version 23 January 2003.
(b)Indicacién de Eduardo Vicente

Tabla 6.2.: Periodos y frecuencia de muestreo en los controles de vigilancia y operativo
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. Frecuencia de de los controles de vigilancia y
Periodo de muestreo .
operativo
Seriadeseablecontarconmuestreosestacionalespara | Se recomienda una frecuencia anual o bianual
reflejar la temporalidad, no obstante en caso de s6lo | para un numero seleccionado de estaciones. En
poder efectuarse un muestreo de macroinvertebrados | etapas posteriores se recomienda realizar controles
Vertebrados benténicos ?I afo, éste se realiz.aré en periodos | de vigilancia cada 3 afios; no ?bstante sg pueden
benténicos favorables. Estos comprenden la primavera y verano, | programar los controles en afios sucesivos para
épocas en las que la comunidad alcanza su maxima | diferentes grupos de estaciones de muestreo.
diversidad. No obstante la programacién de los @ Lafrecuencia de muestreo en los controles operativos
muestreos se ajustara a las condiciones climaticas | se determinaran de forma especifica para cada caso,
especificas de los tipos de rios y lagos. y como minimo sera de 1 afio.
Este abarca entre primavera y otofio que es cuando
la temperatura del agua es adecuada para la pesca
eléctrica. No obstante, en general la mejor época de
muestreo se sitla entre mitad de verano y principio
de otofio, cuando se dan caudales bajos y poco | Recomendable mayor frecuencia de muestreo que la
Ictiofauna flugtgantes. En este periodo los alevines ya tienen | que d.etermina la DMA .
suficiente tamafio para ser capturados; ademas en | También seria deseable realizar dos camparias al
esta época los peces tienden a permanecer en la | afio de estudio (primavera y otofio).
misma area.
No es recomendable comparar datos recogidos
durante diferentes periodos del afio, y los recogidos
después de fuertes avenidas.
Los macréfitos se tienen que muestrear dentro de
su periodo vegetativo que comprende el periodo . .
e . ~ . Se recomienda una frecuencia de muestreo anual o
Macrofitos primavera-otofio. En el apartado 10 se recomiendan bianual
los periodos de muestreo para los diferentes tipos de '
lagos y rios.

Tabla 6.3.: Periodos y frecuencia de muestreo en los controles de vigilancia y operativo (continuacion)

En concreto para invertebrados bentonicos los periodos de muestreo recomendados para los rios son:

Rios de alta montafa
Rios de montafia humeda calcarea

Julio y Agosto

Rios de montafia mediterranea silicea
Rios de montafia mediterranea calcarea
Rios mineralizados de baja montafia mineralizada

Junio y Julio

Grandes Ejes en ambiente mediterraneo
Ejes mediterraneo-continentales mineralizados
Ejes mediterraneo continentales poco mineralizados

Julio, Agosto y Septiembre

Tabla 6.4.: Periodos de muestreo recomendados para invertebrados bent6nicos en rios

Para los lagos, los periodos inicialmente recomendados, son:

Lagos de montafia

Agosto y Septiembre

Lagos carsticos

Julio y Agosto

Lagos llanura sedimentaria permanentes

Junio y Julio

Lagos llanura sedimentaria temporales

Noviembre y Mayo

Tabla 6.5.: Periodos de muestreo recomendados para invertebrados benténicos en rios
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GLOSARIO

Glosario

Tipo de red estatica de un solo pafio, confeccionada con hilo muy delgado o poco
visible. Los peces se enganchan por las agallas u otras partes del cuerpo como
espinas, aletas, etc.

Denominacion que se da al pez en la etapa comprendida entre la eclosion y los
primeros estadios de desarrollo.

En el equipo de pesca eléctrica esta conectado mediante cable eléctrico al convertidor
de corriente y a una pértiga, que es el elemento mévil que conduce la electricidad a
los diferentes puntos de pesca.

Es la diferencia entre el indice de refraccion del medio entre el objetivo y objeto
multiplicado por el seno de la mitad del angulo de la luz incidente. Indica la medida
de la resolucion de un objetivo de microscopio o de un sistema 6ptico.

Asociaciones de cianobacterias y algas del plancton que tienden a repetirse en un
tipo de masa de agua, en determinadas épocas del afio o condiciones ambientales.

Asociaciones de organismos que tienden a repetirse en un tipo de masa de agua, en
determinadas épocas del afio o condiciones ambientales. En la memoria se aplica a
los microcrustaceos de lagos.

Bandeja en la que se deposita la muestra de zoobentos para su limpieza.
Relativo al fondo de la masa de agua.
Comunidad animal y vegetal que habita asociada a los sustratos sumergidos.

Expresion del volumen total que ocupa la biomasa algal, obtenido como el sumatorio
de los volumenes de todas las células que aparecen en el recuento, asimiladas a
formas geométricas de facil cubicacion, o bien obtenido por técnicas de analisis de
imagen, citometria u otras similares.

Dispositivo que permite tomar muestras de agua a la profundidad deseada.

Area delimitada (cuadricula o rejilla) en el campo de visién del microscopio que se
usa para el recuento. Puede ser también todo el campo 6ptico del microscopio (sin
utilizar cuadricula).

Masa de agua comprendida entre la superficie y la profundidad a la que llega el 1%
de la radiacion incidente. Esta capa es equivalente a la zona trofogénica.

Pigmentos fotosintéticos que reunen los carotenos y las xantofilas. Consisten en
cadenas alifaticas que presentan los maximos de absorcién de la luz en la banda de
400 a 550 nm.

En el equipo de pesca eléctrica esta conectado al convertidor de corriente y a una
reja metalica que se deposita en un punto del rio y actia como “masa” para crear el
campo eléctrico.

Bacterias que llevan a cabo la fotosintesis oxigénica (aparato fotosintético
organizado en los fotosistemas PSI y PIS), gracias a que poseen pigmentos
fotosintéticos (clorofila a, beta caroteno y ficobilinas). Se las conoce también como
cianoprocariotas y anteriormente como cianoficeas.

Bacterias que llevan a cabo la fotosintesis oxigénica gracias a que poseen pigmentos
fotosintéticos (clorofila a, beta caroteno y ficobilinas).

Moléculas complejas derivados de la porfina y que contienen magnesio; tienen
dos maximos de absorcién de la luz hacia 430 y 665 nm. Existen diferentes tipos,
de los que la clorofila a se encuentra en todos los organismos fotosintetizadores,
excepto en las bacterias fotosintéticas. Estas tienen un pigmento equivalente, las
bacterioclorofilas de las que también hay varios tipos.
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Glosario

Para cualquier masa de agua las condiciones de referencia del tipo al que pertenece
son un estado ecoldgico, en el presente o en el pasado, donde los valores de los
elementos hidromorfolégicos, fisicoquimicos y bioldgicos corresponden a los que
existen en ausencia de alteraciones antropogénicas o de muy escasa importancia
(segun Guia REFCOND, 2003).

Sustancia que se afiade a la muestra con el objetivo de impedir o retrasar la alteracion
de las caracteristicas originales.

En el equipo de pesca eléctrica, recibe la alimentacién eléctrica del generador y la
transforma al voltaje (V) e intensidades (A) deseadas. Su conexién con el anodo y
catodo permiten aplicar un potencial eléctrico en la masa de agua fluvial.

Captura por unidad de esfuerzo. Unidad que expresa los resultados de las capturas
con pesca eléctrica o redes referidos a un area muestreada (ha) o unidad de tiempo
(hora).

Técnica analitica que permite separar los componentes de una mezcla quimica
segun su tiempo de retencion en la columna cromatografica del sistema.

Algas diatomeas que viven asociadas a los sustratos naturales o artificiales
sumergidos (no suspendidas en el seno del agua).

Balanza de muelle, originalmente utilizada para medir fuerzas, que se utiliza para
pesar peces. Las hay de rangos muy variados.

Es una técnica de muestreo de aguas leniticas someras consistente en realizar
pasadas con un salabre (o red de muestreo) en el seno de agua.

Es un disco de 25 cm de diametro, con cuatro sectores blancos y negros (disefio
original) que se utiliza para medir la transparencia del agua, y a partir de este
dato calcular el coeficiente de extincion y la penetracion de la luz en las masas de
agua. El disco se sumerge verticalmente en el agua hasta que se deja de ver. La
distancia recorrida por el disco de denomina profundidad del Disco de Secchi (D).
Se considera que este valor multiplicado por 2,5 es el espesor de la capa fética (1%
de la intensidad de la luz incidente), si bien este coeficiente puede variar segun
las caracteristicas del agua (es recomendable calibrar este valor con ayuda de un
medidor de luz).

Directiva Marco del Agua, Directiva 2000/60/CE. Establece un marco comunitario de
actuacioén en el ambito de la politica de aguas.

indice del estado de conservacion de los ecosistemas leniticos someros. Herramienta
para el establecimiento del estado ecoldgico de las zonas humedas de Catalufia
(Ver bibliografia).

Propuesta metodolégica para la determinacion del estado ecoldgico en lagos
someros. Ver Moss et al (2003).

European Fish Index

En este documento se aplica a la técnica de liberar los organismos y restos organicos
del sustrato que los contiene (piedras, arenas,...), mediante el lavado con agua y la
resuspension de la fraccion fina de la muestra.

Comunidad bioldgica que vive sobre la vegetacion acuatica sumergida.
Comunidad bioldgica que vive sobre un sustrato pétreo (piedras, rocas, etc.).
Comunidad biolégica que vive sobre sedimento.

Aparato de medida asociado a la platina mecanica del microscopio que permite
anotar la posicion relativa transversal y longitudinal de la preparacion, con una
precision de 0,1 mm.

Método de analisis dptico basado en la medida de las densidades dpticas de una
sustancia para diferentes longitudes de onda.
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Estaciones de muestreo en las masas de agua de rios, lagos y aguas de transicion
en las que se encuentran condiciones de referencia.

En el marco de aplicacién de la DMA, se define como una expresion de la calidad
de la estructura y el funcionamiento de los ecosistemas acuaticos asociados a las
aguas superficiales.

Lupa binocular.

Aumento de nutrientes en el agua, especialemente de los compuestos de nitrégeno
y o fésforo, que provocan un crecimiento acelerado de algas, y especies vegetales
superiores, con el resultado de transtornos no deseados en el equilibrio entre
organismos presentes en el agua y en la calidad del agua a la que afecta.

Fish-based Assessment Method for Ecological Status of European Rivers

Es un producto de degradacion de la clorofila tras perder ésta el atomo de
magnesio.

Pigmentos fotosintéticos accesorios. Constituidas por proteinas solubles en agua;
tienen maximos de absorcion de la luz en la banda de 500 a 660 nm. Las principales
son: ficocianina, ficoeritrina y aloficocianina.

Fish Database of European Streams

Asociaciones de peces que tienden a repetirse en un tipo de masa de agua, en
determinadas épocas del afio o condiciones ambientales.

Organismos fototroficos que viven asociados a cualquier sustrato del fondo de los
ecosistemas acuaticos. Incluye cianobacterias, algas microscépicas (microalgas),
macroalgas y macrofitos.

Comunidad de microorganismos fotosintéticos (microalgas eucariotas vy
cianobacterias) que vive suspendida en la masa de agua.

Crecimiento masivo de las poblaciones de algas y cianobacterias que aumentan
considerablemente la turbidez del agua y confieren a ésta coloraciones muy
llamativas (verde, verde-azulada, rojiza, dorada, marroén).

Referido al analisis de pigmentos de las algas, es una técnica que permite su
identificacion, a partir de su fluorescencia.

Sustancia que tiene la propiedad de emitir un fotdon de una longitud de onda
determinada cuando es excitada por un foton incidente de una longitud de onda mas
energética que la que emite.

Todo aquello relacionado con el desove de los peces.

Cubierta celular silicica de las diatomeas, formada por dos valvas unidas por dos o
mas bandas pleurales.

Motor de combustion de gasolina que contiene un alternador y permite la obtencion
de corriente eléctrica alterna de forma totalmente auténoma.

Lugar donde habita un organismo (planta o animal) y que esta caracterizado por
unos factores ambientales determinados (velocidad del agua, tipo de sustrato,
temperatura, etc.).

Plantas anfibias con la parte inferior sumergida en el agua, pero con hojas, la mayor
parte del tallo y las flores aéreas.

Plantas acuaticas en sentido estricto, es decir aquellas que completan su ciclo
bioldgico cuando todas sus partes se encuentran sumergidas o flotando en la
superficie del agua.

En un lago estratificado térmicamente se refiere al volumen de agua que queda por
debajo de la termoclina.
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Index of Biotic Integrity.

indice de integridad bidtica desarrollado para los rios de Catalufia (Sostoa et al.,
2004).

Fauna de peces de los ambientes acuaticos.

Instream Flow Incremental Methodology / Physical Habitat Simulation. Metodologia
para el establecimiento de caudales minimos idoneos teniendo en cuenta la
optimizacion del habitat fluvial por parte de los peces con diferentes situaciones de
caudal.

indice de habitat fluvial (Pardo et al. 2002).

Expresion matematica que traduce la informacién contenida en una lista faunistica o
vegetal en valores de una escala establecida. Permite realizar estudios comparativos
y comprobar cambios en la estructura de las comunidades bioldgicas.

Expresion matematica que relaciona el nimero de taxones y su abundancia.

Término usado en el protocolo para referirse o bien a valvas o a frastulos intactos
de las diatomeas.

Con una alimentacion basada en insectos.
indice de vegetacion fluvial (ACA -C.Gutiérrez, 2001).

Es una unidad de muestreo de los invertebrados benténicos consistente en remover
con pies y/o manos el sustrato existente en el area frente a la red de muestro, con la
finalidad de que los organismos puestos en suspensién en el agua sean arrastrados
hasta el fondo de la red.

En este documento se aplica al nUmero minimo de un taxén o grupo de organismos
en la muestra cuya presencia puede detectarse con una probabilidad del 99%.

Relativo a las aguas corrientes. Se refiere a todos aquellos sistemas acuaticos
donde la masa de agua se encuentra en movimiento.

Plantas acuaticas visibles a simple vista, entre las que se encuentran plantas
vasculares (cormofitos), briofitos y macroalgas (algas caraceas y de otros grupos).

Vegetales acuaticos visibles a simple vista, entre las que se encuentran plantas
vasculares (cormdfitos), briéfitos y macroalgas (algas caraceas y de otros grupos).

Este término se aplica a los invertebrados bentdnicos, en general, visibles al ojo
humano.

Este término se aplica a los invertebrados bentdnicos, en general, visibles al ojo
humano.

Son los resultados de las mediciones de diferentes parametros (por ejemplo n° de
taxones, indices bidticos, indices de diversidad, abundancia de taxones o grupos
taxonoémicos, etc...).

Agrupa a los invertebrados benténicos de pequefio tamafio (en general inferior a 1
mm)

Es un microscopio 6ptico en el que la muestra se ilumina por barrido con uno o
mas laceres monocromaticos (generalmente azul, verde y rojo) y un diafragma de
objetivo que selecciona Unicamente la luz procedente del plano focal (o sea la luz
enfocada). La imagen de cada punto se incorpora a un registro digital a partir del
que se obtiene la imagen del campo del microscopio. De esta manera, la imagen
de la muestra desglosada en planos focales de grosor predeterminado, se va
incorporando al registro digital, del que puede construirse una imagen tridimensional.
Este microscopio permite obtener imagenes por reflexién y también el estudio de
muestras con marcaje fluorescente, haciendo secciones opticas de las mismas y
obteniéndose una imagen tridimensional computerizada.
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Es un microscopio 6ptico modificado con un condensador y objetivo especial que
controlan la iluminacion de forma que se ven contrastadas las sustancias de
diferente grosor o densidad.

Microscopio optico que presenta los objetivos situados bajo la platina, y la fuente
de iluminacion en posicidon superior; se usa para la determinacion y recuento del
fitoplancton.

En el documento se aplica a muestras de agua obtenidas de mezclar volumenes
equivalentes de agua procedente de diferentes puntos de la superficie o del perfil
batimétrico de la masa de agua.

Arte de pesca que captura peces e invertebrados por el principio de la ratonera. Se
trata de una estructura rigida o semirigida con un unico orificio de entrada.

Objetivo de contraste interferencial que permite la observacion de los objetos de la
preparacion microscoépica con un cierto relieve.

Ocular del microscopio dotado de una escala métrica, que permite obtener medidas
absolutas de los objetos de la preparaciéon. La relacion entre cada division del
micrométrico y el tamano real del objeto dependera del aumento del microscopio,
por lo que es necesario calcular previamente a su uso, el coeficiente micrométrico
del conjunto microscopio-ocular micrométrico para cada combinacion de aumento.

Que come de todo, alimentos de origen animal y vegetal.

Pequefias estructuras calcareas existentes en el oido medio del pez. Se usan para
determinar la edad.

Comunidad microbidtica que vive sobre sustratos sumergidos de diferente naturaleza
(sustratos duros, vegetacion viva o muerta, etc.).

Método de pesca que consiste en la creacion de un campo eléctrico en el medio
acuatico que modifica el comportamiento del pez y favorece su captura en vivo.

Fraccion del fitoplancton constituida por organismos de tamafo inferiora 2 m.
Que se alimenta de peces.

Recipiente redondo, de cristal o plastico, de diferentes diametros (en general de 5
y 10 cm), de fondo bajo, y con una cubierta de la misma forma que la placa pero de
diametro superior, o que permite su colocaciéon encima a modo de cierre.

Que se alimenta de plancton, o sea de todo aquello que vive suspendido en la masa
de agua.

Referente al plancton (comunidad biética formada por todos aquellos organismos
que se encuentran en suspension en el seno de la masa de agua).

Similar a la distribucién normal pero truncada en la izquierda cerca de la media.
Describe la probabilidad de hechos al azar en espacio tiempo; en este protocolo se
aplica a la distribucion de células algales en la muestra.

Charca o concavidad en la que queda estancada agua del rio.
Porta-objetos y cubre-objetos entre los que se monta la muestra de diatomeas.

Porta-objetos y cubre-objetos entre los que se monta todo o parte de un invertebrado
para su observacién en el microscopio.

indice de calidad de ribera (Munné et al 1998).

Proceso mediante el cual diferentes organismos vuelven a ocupar un habitat que ha
sido afectado por una perturbacion fisica o quimica.

Zona del rio donde la velocidad del agua es elevada.

Reservoir Fish Assemblage Index.
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Ver salabre.

Instrumento utilizado para recoger los peces durante la realizacion de la pesca
eléctrica, consistente en un bolso de red sujeto a una armadura con mango.

Fraccién de la muestra que queda en suspensién en el agua al efectuar movimientos
sucesivos del recipiente (bandeja) en el que se limpia una muestra.

Sustrato introducido en el rio por un operador especialmente para la colonizacion de
las diatomeas y de invertebrados bentonicos.

Cedazo tupido (diferentes diametros de poro) que se utiliza para separar las
diferentes fracciones de tamafo en las muestras de macroinvertebrados.

Unidad taxonémica, por ejemplo familia, género o especie.

Capacidad méaxima que tiene un organismo de soportar una variacion del habitat sin
que ello perjudique a su ciclo vital.

Recorrido que realiza el muestreador para llevar a cabo la toma de medidas o de
muestras.

Tipo de red estatica de pafo multiple formada por tres redes superpuestas, dos
exteriores de malla clara y una central montada mas floja. Los peces se enredan en
la red interior, de malla mas tupida, después de atravesar las paredes exteriores.

Peto confeccionado con neopreno que lleva incorporado unas botas de agua.
Permite acceder al rio en zonas vadeables para tomar medidas y/o muestras.

Componente estructural del frustulo de las diatomeas.

Recipientes de vidrio o plastico de diferente tamafo que se usan para conservar los
invertebrados bentdnicos una vez separados de la muestra.

Fauna de invertebrados que habita los sustratos sumergidos de los medios
acuaticos.



