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La aplicacion de la Directiva 2000/60/CE de la Unién Europea (Directiva Marco del Agua,
DMA) y especialmente el desarrollo del AnexoV requiere la identificacion de los elementos
de calidad bioldgica, pardmetros y métricas que permitan establecer el estado ecoldgico.

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

* Seleccion de los elementos de calidad bioldgica, pardmetros y métricas' mas adecua-

dos para establecer el estado ecoldgico en rios y lagos.

* |dentificacién de directrices relativas a los elementos de calidad bioldgica y parame-

tros seleccionados que faciliten el disefio de las redes de control de vigilancia y control

operativoZ.

* Elaboracién 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 BIOLOGICA (AP.1.I.ANEXOV) | Rios | LAGos

Se considera prioritario que la eleccion de los pardmetros y métricas de los elementos
de calidad bioldgica y los procedimientos metodolégicos para su aplicacién surjan de los
estudios que la comunidad cientifica ha realizado o esta desarrollando en las cuencas ibé-
ricas y del resto de Europa, y reflejen las directrices de los estindares 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 histéricos.

Como punto de partida la Confederacion organizé unos Seminarios dedicados a: fito-
plancton, fitobentos (microalgas), macrofitos, invertebrados bentoénicos y peces. El objetivo
de los seminarios fue la puesta en comun de experiencias que permitieran avanzar en la
definicién de los grupos taxonémicos a considerar como parte de los elementos de calidad
bioldgica para el establecimiento del estado ecoldgico, y la determinacion de los métodos
de muestreo y andlisis mas adecuados.

Este documento esta dedicado al zoobentos constituido por los invertebrados acuati-
cos, visibles a simple vista, que habitan los sustratos sumergidos de rios y lagos. Los conte-
nidos incluyen las opiniones y datos recogidos durante la reunion de trabajo mantenida el
|2 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. Gonzilez y M. Real).

" En el documento se adoptan los siguientes términos y definiciones extraidos de la DMA y de las Guias de monitorizacién/Monitoring guides y ECOSTAT:

* Elementos de calidad biolégica: incluye fitobentos, macrdéfitos, fitoplancton, fauna de invertebrados y peces.

* Parametros: descriptores de los elementos de calidad bioldgica (composicion, abundancia, presencia de taxones sensibles, etc...).

* Métricas: resultados de las mediciones de los pardmetros (n° de taxones, diversidad de Shannon, % de taxones dominantes, diferentes indices, concentracién de clorofila,

indice de pigmentos, etc.)
2 Los controles de vigilancia y operativos son requeridos por la DMA (art. 1.3.1 y 1.3.2) para conocer el estado inicial de las masas de agua y completar la evaluacion 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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La informacion obtenida en el Seminario se ha completado con datos obtenidos de
fuentes bibliograficas cuyas referencias se indican en la memoria. La informacién se presenta
segun lo siguiente:

¢ Definiciones.

—Valor indicador del zoobentos ante las presiones fisicoquimicas e hidromorfolégicas.
— Métricas existentes.

* Propuesta de métricas para la cuenca del Ebro.

* Directrices para el control de vigilancia y control operativo relativos al zoobentos.
— Ubicacién de los puntos de control.

— Frecuencia de muestreo.

* Protocolos para rios.

— Método para la aplicacién del IBMWP.

— Método de evaluacion con multimétricos.

* Protocolos para lagos y humedales.

— Muestreo litoral con red de mano.

— Muestreo sobre tallos sumergidos (método Kornijow & Kairesalo).

* Protocolo general para la manipulaciéon de muestras de invertebrados benténicos.

* Protocolo de control de calidad.

La memoria incluye dos protocolos para el muestreo y andlisis de muestras de zooben-
tos de rios. El protocolo para rios basado en la aplicacién del IBMWP ha sido supervisado
por Javier Alba-Tercedor, y el protocolo basado en la evaluacién con multimétricos lo
ha revisado Isabel Pardo. En ambos casos los expertos han proporcionado informacion y
materiales (fotos, diagramas) para la elaboracién de los procedimientos.










El término zoobentos se refiere a la fauna de inver-
tebrados que habita los sustratos sumergidos de los
medios acuaticos. En el zoobentos se distinguen: macroin-
vertebrados y microinvertebrados.

Los macroinvertebrados® son los invertebrados de
un tamafio relativamente grande (visibles al ojo humano),
no muy inferiores de 0,5 mm pero habitualmente mayo-
res de 3 mm. Comprenden principalmente artrépodos
(insectos, ardcnidos y crusticeos) y dentro de éstos
dominan los insectos (en especial sus formas larvarias);
también se encuentran oligoquetos, hirudineos y mo-
luscos (y con menor frecuencia celentéreos, briozoos o
platelmintos). Los macroinvertebrados son el grupo do-
minante en los rios y también se encuentran en el litoral
y fondos de lagos y humedales.

Los microinvertebrados agrupan a los invertebrados
de menor tamaiio (en general inferior a | mm) y forman
parte de éstos protozoos, nematodos, rotiferos, cladoce-
ros, ostracodos, copépodos e hidracaros. Son especial-
mente importantes en lagos y humedales.

Este documento estd dedicado a los macroinverte-
brados 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 ecoldgico de las aguas fluyentes y estanca-
das de la cuenca del Ebro en aplicacion de la Directiva
2000/60, asi como establecer las directrices metodoldgi-
cas para las operaciones de muestreo y andlisis.

INVERTEBRADOS BENTONICOS

Los invertebrados benténicos (y especialmente los
macroinvertebrados) son uno de los grupos bioldgicos
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 dife-
rentes relacionados con las caracteristicas hidromorfolo-
gicas (velocidad del agua, sustrato), fisicoquimicas y bio-
l6gicas del medio acudtico. En el ambito de la aplicacion
de la DMA, los invertebrados benténicos se consideran
utiles para la deteccidn y seguimiento de los siguientes
tipos de presiones:

* Presiones fisicoquimicas relacionadas con:

— contaminacion térmica

— cambios en la mineralizacién del agua

— contaminacién orgdnica

— eutrofizacién

— contaminacién por metales u otros contaminantes

* Presiones hidromorfolégicas relacionadas con:

— alteracion del régimen de caudal / tasa de renovacién

— alteracion de la morfologia del lecho fluvial / lacustre

Una ventaja de los macroinvertebrados es que su
muestreo es relativamente sencillo al igual que su iden-
tificacién (solo se requiere identificar a nivel de familia
para algunas métricas). En el caso de los microinverte-
brados bentonicos la identificacién 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 afio. Su
valor indicador abarca un ambito temporal intermedio
que complementa el de otros elementos bioldgicos con
tiempos de respuesta mas cortos, como el fitobentos, o
mas largos, como los peces.

l I
N
N
'

Los invertebrados bentdnicos forman parte de nume-
rosos sistemas indicadores y métricas desarrollados espe-
cialmente en rios y, en menor medida, en lagos y humeda-
les. En los apartados siguientes se presentan algunos de los
métodos de mayor difusién en Europa y en Espaiia.

3.1.RiOS

El uso de los macroinvertebrados benténicos para la
vigilancia de la calidad de los rios europeos es una prac-
tica habitual desde hace décadas. Desde que se postulé
el método de los Saprobios (Kolkwitz y Marson 1902), en
el que se clasifican los organismos segln su tolerancia a
diversos grados de contaminacién 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 elaboracién 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 biolégica de los rios.
Las métricas que surgen de estas lineas de trabajo se
presentan en los apartados siguientes.

3.1.1. indices biéticos

Los indices bidticos son herramientas de valoracién
de la calidad basados en la diferente respuesta de los
organismos a las alteraciones del medio (grado de sen-

3 El término “macroinvertebrados” es una abstraccion artificial sin implicaciones taxondmicas.
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sibilidad o tolerancia). La mayoria de indices bioticos se
han elaborado para usarlos en un area geografica con-
creta y, posteriormente, se han adaptado a otras zonas
adecuando las listas de taxones y los valores de sensibi-
lidad. En general los indices bioticos precisan muestreos
cualitativos o semicuantitativos.

Entre los indices bidticos mas utilizados cabe citar los
siguientes: TBI (Trent biotic Index; Woodiwis, 1964); EBI
(Extended Biotic Index) (VWoodiwis, 1978); BS (Biotic Score;
Chandler, 1970), BMWP (Biological Monitoring Working
Party) y ASPT (Average Score per Taxon) (National VWater
Council, 1981; Armitage et al, 1983) desarrollados para
los rios de Gran Bretafa; 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.

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 Gonzalez 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 biolégico por la mayoria
de las Confederaciones Hidrograficas y Agencias del
Agua de Espafa y Portugal. EI BMWP’ también se ha
nombrado como SBMWP vy finalmente ha tomado el
nombre de IBMWP (Iberian Biological Monitoring Working
Party) (Alba-Tercedor et al.,2004). Una versidn de este in-
dice adaptada a los rios de Catalufia, usada por la Agencia
Catalana del Agua, es el BMWPC (Benito de Santos y
Puig Garcia, 1999).

3.1.2. indices de diversidad

La diversidad de la comunidad biologica es funcién del
numero de taxones y de la abundancia proporcional de
las especies. La diversidad suele disminuir en ambientes
alterados como resultado de la disminucién del numero

DESARROLLO DE LOS iNDICES BIOTICOS MAS EXTENDIDOS EN EUROPA (basado en Meltcafe, 1989)
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Elaboracién: J. Alba-Tercedor

* El indice FBILL (Prat et al., 2000) es una modificacion del indice BILL en el que el nivel taxonémico es la familia.




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 utili-
zadas es el indice de Shannon-Weaver (1963).

H’='2 p, *Inp,
p,=n/N

n,= niimero individuos especie i

N = abundancia total

Otro indice de interés es el de Margalef (1958):
I'=S—117log N

S = n° especies
N = N° individuos muestra

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

3.1.3. Método de clasificaciéon y prediccion
RIVPACS
El método RIVPACS (River Invertebrate Prediction
and Classification System) (Wright et al, 1985; 1989) se
desarrollé en Gran Bretana, a partir del estudio de la
comunidad de macroinvertebrados existente en rios
inalterados o con ligeras alteraciones, y su correlacion

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 es-
pecies con las caracteristicas fisicoquimicas asociadas. El
siguiente paso fue usar las caracteristicas fisicoquimicas
de una estacion para predecir la composicién de la co-

munidad de macroinvertebrados y la calidad bioldgica.

Con ello se han podido desarrollar modelos que per-
miten predecir la comunidad de macroinvertebrados de
un punto de un rio, a partir de los parametros fisico-
quimicos del agua.

En Espafia se han realizado experiencias de aplica-
cién de RIVPACS en rios de Galicia (Armitage, Pardo
et al., 1990) y del levante peninsular (Pujante, Furse et
al. 1999). El método puede adaptarse a diferentes gra-
dos de prediccién, requiriendo estudios taxondmicos a
nivel de familia, género o especie segin 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
estd realizando una aproximacién predictiva denomi-
nada MEDPACS de aplicacién a las cuencas mediterra-
neas espafolas.

3.1.4. Método de la EPA (Barbour et al. 1999)
La agencia de medioambiente de los EE.UU. (EPA, En-
vironmental Protection Agency) desarrollé unos procedi-

mientos estandarizados para la evaluacién de la calidad
ecologica de rios (Rapid Bioassessment Protocols for Use
in Streams and Wadeable Rivers: Periphyton, Benthic ma-
croinvertebrates 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 mdltiples no es un concepto nuevo pero
esta descrito en el USEPA Rapid Bioassesssment Protocols
(Barbour et al. 1999). El protocolo consiste en un pro-
cedimiento de muestreo multi-hdbitat estandarizado
de tipo semicuantitativo, cuya sensibilidad y precision
han sido ampliamente contrastadas (Barbour, Stribling y
Verdonschot, en prensa).

El sistema de evaluacién se basa en la combinacién de
distintas métricas en multimétricos que varian segun la
ecoregion. El procedimiento de evaluacién multivariante
es el indicado para reducir los errores en la evaluacién, y
su uso en el ambito de la DMA es indicado puesto que se
basa en unas directrices metodologicas similares.

Este protocolo de muestreo se ha aplicado en dis-
tintos estudios realizados para las administraciones pu-
blicas en Espafia, para el desarrollo de sistemas de cla-
sificacion del estado ecoldgico, en base al componente
de invertebrados benténicos. Las experiencias se han
realizado en: rios del Norte de Espana (Confederacion
Hidrogrifica 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 (Confederacién Hidrogrifica
del Duero).

3.1.5. Método AQEM

El proyecto de la Unién Europea AQEM (Asses-
sment System for the Ecological Quality of Streams and
Rivers) desarrollado entre 2000 y 2002, tuvo como ob-
jetivo crear un instrumento de evaluacion de la calidad
de los rios europeos basado en los macroinvertebrados
bentoénicos que cumpliera con los requisitos de la Di-
rectiva 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 semicuan-
titativo. 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 degradacion
del tramo fluvial.

Como resultado se obtuvo una lista de 9.557 taxones
para los que se dispone de informacién autoecoldgica.
Un programa informatico permite calcular diferentes
tipos de métricas basadas en los invertebrados bentoni-
cos, y facilita la aplicacion del sistema de evaluacion. Este
programa se puede descargar de www.agqem.de.

El sistema de evaluacioén final comprende cinco clases
de estado ecoldgico:
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5= alto

4 = bueno

3= moderado

2= deficiente

= malo.

Y ademas, en muchos casos, se obtiene informacién
de las posibles causas de la degradacién 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. LAGOSY HUMEDALES

Los indicadores de calidad biolégica basados en los
invertebrados bentoénicos estan menos desarrollados
en lagos y humedales. En general se han usado los ma-
croinvertebrados de los fondos (oligoquetos y quirono-
midos) 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 estd 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 tro-
fico sino también las presiones hidromorfoldgicas. Las
experiencias existentes en el dmbito de implantacion
de la DMA, en cuencas préximas a la del Ebro, utilizan
meétricas sencillas, como el nimero de taxones en la
muestra (nimero 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 comu-
nidad 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 depre-
dadores, etc.).

Los microcrusticeos y especialmente las asocia-
ciones de branquidopodos (Chydoridae) (assemblages)
pueden ser muy utiles para la determinacién del estado
ecologico de los lagos, ya que ademas de ser buenos in-
dicadores dejan restos identificables en los sedimentos,
lo que permite las reconstrucciones paleolimnoldgicas
tan Utiles para el establecimiento de las condiciones de
referencia. La utilizacion de lo quidéridos como indica-
dores cuenta con una experiencia previa realizada en

lagos someros de |0 paises europeos incluida Espana
(Eyto, et al. 2003).

El indice QAELS (index de qualitat de [Paigua
d’ecosistemes lenitics soms) elaborado para la determi-
nacion del estado ecoldgico de los sistemas lagunares
someros de Cataluna (ACA, 2004) alna aspectos de
riqueza taxonomica con otros de abundancia. Este indice
se compone de dos métricas:

* ACCO basado en la abundancia de cladéceros,

copépodos y ostracodos
i

ACCO = 2 | ki x ni ni = Ni + Ntot

i = taxones indicadores

j = numero de taxones indicadores

ni = abundancia relativa del taxén i

Ni = abundancia del taxon i

N, = suma de la abundancia de los taxones indicadores

ki = valor de calidad del taxén i (se obtiene del andlisis de PCA)

* RIC basado en la riqueza de insectos y crusticeos

RIC = Ne géneros de crustdceos + N° géneros de formas
adultas de coledpteros y heteropteros + N° familias de larvas
y pupas de insectos

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

Las puntuaciones se han separado en 5 categorias de
calidad:

RANGOS DE LA CLASE
DE CALIDAD

SIGNIFICADO

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 Catalufa.

l
I

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

® 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 |5 puntos.
¢ 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, |3: 507-549




4.1.RiOS

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

* Método del indice IBMWEP, suscrito por J. Alba-

Tercedor e incluido en la propuesta metodoldgica de

GUADALMED.

* Método de evaluacién con multimétricos, suscrito

por |. Pardo.

No se propone el uso estricto de la metodologia
AQEM por tratarse de un método para el que no existe
ninguna experiencia previa en Espafa.

4.1.1. Método IBMWP

(protocolo Guadalmed modificado)

Requiere un muestreo de tipo cualitativo que incluya
todas las familias de macroinvertebrados que habiten en
el tramo en estudio (ver capitulo 6). El indice se obtiene

ESTADO ECOLOGICO

de la suma de las puntuaciones asignadas a la familias que
se han identificado en la muestra (ver hoja de cilculo
en apartado 6.3.7). La puntuacién 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
niveles del estado ecoldgico (segin GUADALMED; ver
Jaimez-Cuéllar et al., 2004).

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 informacion 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).

CALIDAD

REESCALADOY CLASES DE CALIDAD IBMWP

Por confirmar con resultados de condiciones de referencia
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20 KICKS AREA DE MUESTREO DE 2,5 M2,
COSTES DE EJECUCION MATERIAL: SEPARACION E
IDENTIFICACION EN LABORATORIO

pR—— ]

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 caracterizaciéon efectuada,
segln 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 estd calculando el IBMWP (si-
guiendo el procedimiento Guadalmed) en tramos fluviales
identificados sin riesgo, segun el andlisis 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 infor-
macion cualitativa, y su aplicacion no tenia en cuenta la
abundancia. Como la DMA especifica la “abundancia”
como parametro descriptor de los elementos de cali-
dad (articulo I.1.1. del AnexoV) se propuso realizar re-
cuentos que permitan obtener la abundancia relativa
de las familias en la muestra. Esta opcion es la adoptada
por Guadalmed para el estudio de las muestras proce-
dentes de estaciones de referencia (ver Jaimez-Cuéllar,
et al., 2004).

El tiempo estimado para la aplicacion del indice
IBMWP esta generalmente comprendido entre 30’ y |
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 capitulo 6 se presentan los procedimientos de
muestreo y tratamiento de la muestra.

4.1.2. Método de evaluacion con multimétricos
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 aplicacién de los criterios de la DMA, realizados para

BENTONICOS

la Confederacion Hidrografica del Norte, Comunidad
Auténoma de Galicia, Gobierno de las Islas Baleares y
Confederacién Hidrografica del Duero. No existen expe-
riencias previas para los rios de la demarcacion del Ebro.

Se basa en un muestreo multihdbitat 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 drea de muestreo (20 kicks equivalen
a 2,5 m?).

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

Con la matriz de resultados se aplican diferentes mé-
tricas usando, en algunos casos el software de AQEM. Se
utilizan sélo aquellas métricas del AQEM que correspon-
den a los niveles taxondmicos utilizados, familia o inferior
(ver detalles en la descripcion de las métricas y el nivel
taxonémico requerido para su cdlculo en el manual del
software AQEM).

En el capitulo 8 se presentan los procedimientos de
toma de muestras y andlisis en el laboratorio.

4.2. LAGOSY 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 diagnésticos debidos a otros elementos de
calidad (flora). Las métricas a analizar serian el nimero
de taxones, diversidad, abundancia relativa de grupos
taxonomicos, etc.; también se propone adaptar el indice
QAELS a la demarcacion del Ebro.

El tipo de muestreo y andlisis de las muestras se pre-
sentan en el capitulo 9.

‘ l

La DMA establece la puesta en marcha de progra-
mas de seguimiento que permitan el diagnéstico y el
seguimiento del estado ecolodgico de las masas de agua.
Estos programas se indican en el diagrama de la péagina
siguiente.

Los objetivos de las redes de control de vigilancia y
control operativo se indican en el cuadro de la pagina
siguiente (segin Anexo V apartados 1.3.1.y 1.3.2)).

En los apartados siguientes se indican las directrices a
considerar para el uso del elemento de calidad bioldgica
invertebrados benténicos en las redes de control de
vigilancia y control operativo.
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5.1. SELECCION DE LAS ESTACIONES
DE CONTROL

5.1.1. Red de referencia

Se seleccionaran estaciones de referencia en los dife-
rentes tipos de rios y lagos, de acuerdo con el andlisis de
presiones e impactos. Se identificaran estaciones de maxima
calidad bioldgica para los tipos que carezcan de estaciones
de referencia. Para los embalses (masas fuertemente modi-
ficadas) se puede adoptar como criterio del buen potencial
ecologico, el que no se supere un determinado nivel troéfico,
que variara en los diferentes tipos de embalses, o que po-
dra ser especifico para un embalse concreto.

En la demarcacién del Ebro estan en marcha trabajos
para la identificacion y validacién de estaciones de refe-
rencia en lagos y embalses.

5.1.2. Control de vigilancia

La red de control de vigilancia debera estar integrada
por suficientes masas de agua representativas de las con-
diciones de la demarcacién tanto en lo relacionado con su
tipologia como con las presiones e impactos identificados.

En la demarcacion del Ebro se han identificado 697
masas de agua fluviales y existen unas 500 estaciones en
las que ya se ha efectuado muestreo de macroinverte-

brados. El nimero de estaciones podria ser suficiente (o
bien incrementarse ligeramente); no obstante se requiere
redefinir la red en funcién de la configuraciéon de masas
fluviales. Este trabajo estd en fase de realizacion, y debera
tener en cuenta las siguientes directrices, en la ubicacién
de estaciones de muestreo:

* Procurar situar la estacion en la zona media o al

final de la masa de agua fluvial, evitando la cercania

de puntos de vertido directos y siempre fuera de la
pluma de éstos.

* Analizar la posibilidad de establecer mas de una

estacion en masas de agua muy extensas. La longitud

media de las masas de agua fluviales de la cuenca del

Ebro es de 19 km pero existen algunas masas de agua

que alcanzan hasta los 80 km (Jalén, Piedra, Manubles).

En estos casos se deberia disponer de mas de una

estacion de muestreo.

Para los lagos se han identificado 92 masas de agua.
De éstas solo un tipo (alta montafia septentrional, di-
mictico, aguas acidas) agrupa un nimero considerable
de lagos (58), mientras que el resto de tipos estin re-
presentados por | a 7 lagos. No existe ninguna red de
vigilancia de lagos en la que se analicen los invertebrados
bentodnicos; seria deseable iniciar estudios en todos los
lagos (34) que pertenecen a los diferentes tipos (excepto
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montafia) y afadir a éstos una seleccion del grupo de
lagos de montafa (5 o 6).

En el protocolo que se presenta en el capitulo 9, se
indican las directrices para seleccionar las estaciones de
muestreo y el nimero de muestras (apartado 9.3.1).

Para los embalses no se considera prioritario el ana-
lisis de los invertebrados benténicos ya que los litorales,
que serian los mejores indicadores, no se desarrollan a
causa de la fluctuacion del nivel del agua.

5.1.3. Control operativo

Las estaciones de control operativo deben cubrir
todas las masas identificadas en riesgo de no cumplir
los objetivos medioambientales. No obstante sélo se
requiere el andlisis de los parametros indicadores de los
elementos de calidad que indica la DMA, mas sensibles a
las presiones a las que esté sujeta la masa.

En los rios, los macroinvertebrados benténicos son
adecuados para evaluar impactos a corto, medio y largo
plazo derivados de la contaminacién organica, y de pre-
siones hidromorfoldgicas. En el apartado 7.3 se indican
las directrices para la seleccion de las estaciones de
muestreo.

En los lagos los microinvertebrados benténicos (crus-
taceos) son adecuados para la evaluacion de impactos a
corto y medio plazo relacionados con la eutrofia, conta-
minacién orgéanica, cambios en la salinidad de las aguas, y
tasa de renovacion. Los macroinvertebrados bentoénicos
pueden usarse para evaluar impactos relacionados con la
fluctuacion del nivel del agua.

La localizacién de los puntos de control operativo
referidos al uso de métricas basadas en los invertebrados
bentdnicos debe tener en cuenta que:

* debe permitir evaluar la magnitud e impacto de los

procesos de contaminacién organica y/o salinizacion

de origen difuso y puntual,

* 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.

5.2. FRECUENCIA DE MUESTREO

Periodo de muestreo

Seria deseable contar con muestreos estacionales
para reflejar la temporalidad, no obstante en caso de sélo
poder efectuarse un muestreo de macroinvertebrados
bentoénicos al afo, éste se realizara en periodos favora-
bles. Estos comprenden la primavera y verano, épocas en
las que la comunidad alcanza su maxima diversidad. No
obstante la programacién de los muestreos se ajustara
a las condiciones climaticas especificas de los tipos de
rios y lagos.

Los periodos recomendados para los rios son:

Para los lagos, los periodos inicialmente recomenda-
dos, son:

Frecuencia de los controles de vigilancia y
operativos

Segun la DMA se debe realizar un control de vigilan-
cia durante un periodo de un afio dentro del periodo
que abarque el plan de cuenca (6 afios). No obstante en
las primeras etapas de reconocimiento de la demarca-
cion y durante los tres primeros afos de funcionamiento
de la red de control (2006 —2008) seria deseable una
mayor frecuencia de muestreo (anual o bianual para un
numero seleccionado de estaciones). En etapas posterio-
res se recomienda realizar controles de vigilancia cada 3
afos; no obstante se pueden programar los controles en
afos sucesivos para diferentes grupos de estaciones de
muestreo.

La frecuencia de muestreo en los controles operati-
vos se determinaran de forma especifica para cada caso,
y como minimo sera de | afo.



Se han preparado de forma independiente los siguien-

tes protocolos:

* Protocolo IBMVWWP: Incluye las directrices de mues-
treo, tratamiento de muestras e identificacion de
macroinvertebrados de rios para la aplicacién 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 modificacién del protocolo IBMWP:
Incluye directrices del procedimiento de evaluacién
con MULTIMETRICOS para el muestreo.

* Protocolo lagos: Incluye directrices de muestreo y
tratamiento de muestras de invertebrados bentoni-
cos en lagos.

® Protocolo general para invertebrados benténicos:
Incluye directrices generales para la conservacion y
manipulaciéon de muestras de invertebrados bento-
nicos.

® Protocolo de calidad: Incluye directrices para el
control de la calidad.







6.1.INTRODUCCION

Este protocolo incluye las directrices metodoldgicas
a seguir para la aplicacion del indice IBMWP para los ob-
jetivos y condiciones especificadas en el capitulo 4.1.1.

6.2. EQUIPOSY REACTIVOS
Los equipos y reactivos a usar en las tareas especifica-
das en este protocolo se presentan en el apartado 0.

6.3. PROCEDIMIENTOS DE MUESTREO

6.3.1. Seleccion y caracterizacion de las
estaciones 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 tendrd
una longitud aproximada de 100 m. Este valor es orien-
tativo dado que para aplicar el IBMWP segln el proce-
dimiento de Alba-Tercedor, la toma de muestras finaliza
cuando ya no aparecen nuevos taxones en sucesivas
redadas (ver apartado 6.3.3.1.).

Se evitara situar la estaciéon de muestreo inmediata-
mente aguas abajo de perturbaciones (hidromorfologicas
o fisicoquimicas); para ello se evaluara el alcance de
éstas.

Es de gran importancia documentar las caracteristicas
de la estacién de muestreo, y para ello se describiran
los accesos, se dibujard un esquema de la situacién 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).

6.3.2. Seleccion de los habitats

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

* Sustrato duro y corriente fuerte (zonas loticas) (1)

° Sustrato duro y corriente moderada-lenta (zonas

leniticas) (2)

* Vegetacion acudtica emergida de los margenes de

los rios (3)

* Macrofitos emergidos o macroalgas (4)

* Arena, grava o fango (5)

Para la aplicacion del indice IBMWP es muy impor-
tante seleccionar un tramo de rio que posea todos o la
mayor parte de los tipos de habitats indicados, lo que
permitird recoger la maxima diversidad de organismos.

6.3.3. Directrices para la toma de muestras

6.3.3.1. 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 mues-
treada, y sobretodo para evitar que los macroinverte-
brados se dejen arrastrar por la corriente al detectar las
vibraciones. Es recomendable vaciar periédicamente 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.

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, en
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 pm; ver apartado 10.2), con la finalidad de que
los macroinvertebrados sean arrastrados por ésta y se
amontonen en el fondo de la red.

En el esquema de la pagina siguiente se muestra la
caracterizacion y selecciéon de los hébitats a muestrear
en la estacién de muestreo.

La metodologia de muestreo varia segun el tipo de
habitat:

a. Sustratos duros

— Zonas redfilas (1):

En aguas someras (< 50 cm), se sitia el salabre
aguas abajo de la zona a muestrear (y de cara a la
corriente) y se procede a remover Yy voltear los sus-
tratos 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
taxon 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 | m) en las
que no sea posible un muestreo manual se realizara la
misma operacion con los pies (kick sampling segin la
terminologia briténica). El objetivo es remover al menos
los primeros 10-15 cm de profundidad del sustrato.
Se repite este proceso en varias zonas |dticas a lo
largo de la estacién de muestreo hasta que nuevas
redadas no aportan nuevas familias.
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TIPOLOGIA DE HABITATS A MUESTREAR PARA LA APLICACION DEL iNDICE IBMWP:
I. ZONAS LOTICAS; 2. ZONAS LENITICAS; 3. VEGETACION ACUATICA EMERGIDA; 4. ARENA, GRAVA O FANGO;

5. MACROFITOS O MACROALGAS.
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— Zonas leniticas (2):
En zonas de remanso o aguas arriba de azudes la co-
rriente no introducira los organismos en el salabre de
modo que se procedera del modo que se especifica
en el apartado anterior (i) pero removiendo intensa-
mente 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 ningin organismo haya quedado
adherido a la piedra.
b. Vegetacion acuatica (3) y (4): Pasar el salabre
entre la vegetacién, raices sumergidas y macrofitos
existentes en la estacién de muestreo, y mover el
sustrato con la ayuda de las botas, recogiendo el
material en suspensién y los organismos que queden
adheridos a la vegetacion.

c. Arena, grava o fango (5): Remover el fondo

con las manos o con los pies en funcién de la profun-

didad y recoger con el salabre el material que se lleve
la corriente o quede en suspensién.

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

Es importante limpiar la red con abundante agua des-
pués de cada muestreo para evitar la contaminacién 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
patogenos 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 autéctono (Austropotamobius
pallipes). En los puntos de muestreo con presencia de
mejillon cebra la desinfeccién de los aparejos debera rea-
lizarse siguiendo las indicaciones de la CHE (ver www.
chebro.es).

6.3.3.2. Rios profundos (no vadeables)

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

Los resultados (en términos de inventario y espe-
cialmente en abundancia relativa de los taxones) pueden
tener desviaciones importantes respecto a la comunidad
del tramo, derivados de la diferente apetencia de los taxo-
nes por el sustrato artificial (puede favorecer a algunos).
Es importante intentar reproducir los habitats naturales,
mezclando sustratos duros de diferentes granulometrias
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y afiadiendo haces de lefia, fibras vegetales (estropajos),
etc. (ver apartado 6.2.1.).

Se instalardn varias unidades de sustratos artificiales
sumergidos en puntos del cauce, en general 4 sustratos,
2 en orillas y 2 en zonas loticas centrales. El tiempo de
colonizacién 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 opcién 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 encuen-
tran en la mayor parte de los tramos), impide su uso.

6.3.4. Limpieza de las muestras en el campo

A medida que se van tomando muestras en los di-
ferentes hdbitats 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 organi-

cos en la misma red de mano.

* Poner la muestra o porciones de ella en una o va-

rias bateas blancas con un poco de agua:

— Retirar a mano las hojas y los restos mas gruesos

(vigilar que no queden organismos adheridos).

— Si la muestra contiene mucho limo, realizar su-
cesivos lavados filtrando en la red el sobrenadante.
Repetir varias veces el procedimiento hasta que
el sobrenadante sale suficientemente limpio. Debe
tenerse cuidado que no queden moluscos y orga-
nismos pesados (tricopteros con estuche) entre la
arena.
* Anotar en la hoja de campo del IBMWP (ver Apén-
dice) la presencia de los diferentes taxones que por
su tamafio o caracteristicas morfoldgicas no ofrecen
dificultades de identificacién, y conservar de | a 3 in-
dividuos de cada taxén. Anotar asimismo la presencia
de taxones de gran movilidad observados durante la
toma de muestras como ciertos heterépteros (Gérri-
dos, népidos, hidrométidos).

* Tomar muestra de los taxones que por su pequefio

tamafo o dificultades taxondmicas (como algunas

familias de tricopteros, plecopteros, coledpteros, etc.)
requieren su examen bajo el estereomicroscopio, en
el laboratorio.

En el procedimiento inicial de IBMWVP, la identifica-
cion de las familias de invertebrados benténicos presen-
tes 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, 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:
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* Reducir el tiempo de permanencia en la estacién

de muestreo y por lo tanto los costes asociados a

la realizacién del muestreo (la identificacion en el

campo requiere mas dias o mas equipos trabajando
en paralelo para completar la campafa dentro de una
misma época del afio).

* Asegurar que todos los taxones existentes en la

muestra son incluidos en el inventario y se contabili-

zan 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.

6.4. CONSERVACIONY 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 conservacién de muestras para la realizacién
de recuentos y para completar la determinacion del
IBMWP en el laboratorio, se recomienda fijar la muestra
con formaldehido (10%)’. Las directrices para la conser-
vacién y etiquetado de las muestras se presenta en los
apartados 10.3.y 10.4.

6.5. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA
EN EL LABORATORIO
La muestra para recuento o para completar la de-
terminacién 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 pro-
cedimiento:
[ .Vaciar el contenido de las muestras en un salabre
de 300 pm 6 500 pm de diametro de malla (segln se
haya usado uno u otro en el muestreo) y aclarar con
abundante agua para eliminar los restos de conser-
vantes (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 macroin-
vertebrados adheridos).
2. Homogeneizar la muestra en la bandeja.
3. Repartir la muestra entre diferentes placas de
Petri.

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

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

6. Proceder al recuento (n° individuos) de los pri-
meros 200 individuos recogidos al azar (criterio
Guadalmed, Bonada et al., 2004%), o bien de la totali-
dad de la submuestra que corresponda al muestreo
representativo de los hdbitats (ver propuesta J. Alba
en el capitulo 8); en el segundo caso puede ser ne-
cesario contar varias fracciones de la muestra conve-
nientemente homogeneizada. Los resultados de los
recuentos constituyen una estima de la abundancia
relativa de los macroinvertebrados en la muestra.

6.6. CALCULO DE METRICAS
Se calcularan las siguientes métricas:
* IBMWP (Iberian Biological Monitoring Working Party).
En la hoja de célculo 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 co-
ciente entre la puntuacién del IBMWP y el nimero de
taxones (usados para el calculo del IBMWP).
* Taxones dominantes. En las muestras de recuento
se identifican los grupos taxonémicos y taxones do-
minantes.
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7.1.INTRODUCCION

El método que se presenta se debe a |. 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 Ver-
donschot. en prensa). La metodologia de tratamiento de
la muestra y de andlisis de los resultados son propios.

7.2. EQUIPOSY REACTIVOS
Los equipos y reactivos a usar en las tareas especifica-
das en este protocolo se presentan en el apartado 10.

7 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.

8 El procedimiento de recuento segln 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 variacion del n°® de familias y pun-
tuacion 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.




7.3. PROCEDIMIENTOS DE MUESTREO

7.3.1. 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 fre-
cuentes, en la masa de agua, de modo que existan dupli-
cados de elementos fisicos y estructurales (por ejemplo
la secuencia rapido-poza, etc.).

Algunos aspectos a tener en cuenta al seleccionar la
estacion 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 reflejard la secuencia de

rapidos-lentos que domine en el tramo a analizar.

* Se evitaran las zonas inmediatas a puentes, vados o

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 fijard la estacién de muestreo aguas abajo de la

zona de mezcla del vertido.

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.

7.3.2. Caracterizacion de la estacion de
muestreo

Previamente al muestreo, se completaran las siguien-
tes tareas:

¢ Descripcion completa de la estacion de muestreo
incluyendo datos sobre su localizacién (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 hidromorfoldgicas 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 es-
taciéon 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 benténicos
de forma sistematica en los diferentes habitats, y en pro-
porcion 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:

— Sustratos duros (Cobble).

Detritos vegetales (Snags).

Orillas vegetadas (Vegetated banks).

Macrofitos sumergidos (Submerged macrophytes).
Arena y otros sedimentos finos (Sand and other fine
sediments).

La cobertura (%) de los tipos de habitats en la es-
tacion de muestreo permite determinar el nimero de
muestras (kicks) que corresponden a cada hdbitat, te-
niendo en cuenta que el muestreo incluye 20 kicks (ver
apartado 7.3.3).

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 nimero de kicks por tipo de habitat es
atil la siguiente tabla:

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 macrofitos se consideran
detritos; no obstante si estdn todavia enraizadas y vivas
aunque la parte emergente esté senescente se sefialaran
como macréfitos. También se sefialardn como macrofitos
las ramas vivas de arboles y arbustos sumergidas en el
agua.

7.3.3. Directrices para la toma de muestras

La toma de muestras se realiza con una red de mano
estindar acc FBA de seccién 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
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pies y manos (o agitando y resuspendiendo el sustrato
de diversas formas) (Barbour et al, 1999), el sustrato si-
tuado 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
habitat (ver apartado 7.3.2.), en la estacién de muestreo,
se determina el nimero 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 distribucién de habitats:

TIPO HABIT.

Los habitats que representan menos del 5% no se
contabilizan como una unidad de muestreo. Pero a ve-
ces 2 habitats minoritarios presentes pueden estar muy
cercanos, y en la suma de porcentajes contabilizar un
kick. Por ejemplo: ramas y acimulos de detritos (3%) en
pequenas pozas de limo (2%), en estos casos se hace |
kick sobre un drea 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.

Red de mano estandar accFBA.

Las directrices de muestreo para cada tipo de habitat se
presentan en la tabla adjunta.

7.3.4. Limpieza de las muestras en el campo

Es conveniente ir vaciando la red a medida que se
completan los kicks, dependiendo de su grado de colma-
tacion. 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
fijacién y etiquetado.

7.4. CONSERVACIONY ETIQUETADO DE LAS
MUESTRAS
Seguir las directrices indicadas en los apartados 10.3
y 10.4.

DIRECTRICES DE MUESTREO PARA CADA TIPO DE HABITAT

SUSTRATOS DUROS

DETRITOS VEGETALES (RAMAS-MADERA-HOJARASCA)




TECNICAS DE MUESTREO CON KICKS PARA LA EVALUACION CON MULTIMETRICOS

o Ll ;
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7.5. 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 extrac-
cién 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, | mm y 0,5 mm

en el fregadero, y segun el orden indicado.

¢ Se vierte una porciéon de muestra en el tamiz supe-

rior (5 mm) extrayendo la etiqueta si es visible.

¢ Se vierte el contenido de cada tamiz en las res-

pectivas bandejas de fraccién gruesa (>5 mm), media

(entre 5y >1 mm) y fina (entre | 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

seglin 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 I.

* Se separa la fracciéon media (entre 5 y >1 mm)

extrayendo soélo los taxones nuevos durante media

hora (extraer un par de ejemplares de cada taxon).

Posteriormente se realiza el submuestreo de la frac-

cidén media, como se indica a continuacion.

* Se separa la fraccion fina (entre | y 0,5 mm), la

fraccion mas homogénea, y se procede a su submues-

treo, como se indica a continuacion.

* Se toma otra porcién del recipiente de la muestra,

y se repite el procedimiento indicado.

Submuestreo de la fraccion media:

La fraccion media se submuestrea, extrayendo una
porcién de la muestra (ej. 1/8), de forma que sea sufi-
cientemente representativa y precisa (contenga al menos
100 invertebrados, siguiendo a Wrona et al., 1982). En el
caso de que el nimero no llegue a 100, hay que coger
una segunda o posteriores submuestras, hasta que se
alcance el nimero de 100. El submuestreo se realiza ho-
mogeneizando y dividiendo en partes iguales la muestra
de la fraccion media.

Se toma una o mas partes y se cuantifica la abundan-
cia de cada taxén, sefalando en el estadillo el nimero
de individuos por taxén y la fraccion que la submuestra
representa del total de la muestra.

Se conserva la fraccidon en alcohol debidamente
etiquetada (fraccion M, x 8). Esto corresponderia a |
submuestra.

Submuestreo de la fraccién fina:
Se procede segun el siguiente procedimiento:
¢ Elutriacion inicial para separar el material inorga-
nico (piedras pequefas, gravas) del organico puesto
en suspension.
* Revisar si en los sustratos inorganicos queda algln
macroinvertebrado. Para ello se cogen pequefas por-
ciones con una pipeta Pasteur, se colocan en una placa
Petri y se examinan con la lupa.
¢ Se procede a la homogeneizacién de la parte que
contiene los macroinvertebrados. Para ello se utiliza
el submuestreador descrito por Wrona et al. (1982) o
cualquier método comparable:
— Encender el aparato antes de echar la muestra.
— Enrasar con la muestra y agua a | litro, en el aparato.
— Dejar que se agite hasta conseguir una mezcla
completa.
* Extraer 2 6 3 subunidades de 50 ml (cada una
representa el /20 del total), de la solucién agitada,
mediante una jeringa de 50 ml, y depositarlas en pla-
cas Petri. Debera submuestrearse un nimero aproxi-
mado de como minimo 100 individuos para que la
submuestra sea representativa de la muestra (VWrona
et al.,, 1982).
¢ Contar e identificar los invertebrados de las subu-
nidades.
* Anotar los recuentos de cada taxdn en el estadillo,
sefalando la fraccién que la submuestra representa
del total de la muestra.
* Guardar los invertebrados en alcohol al 70% vy
etiquetar la muestra (fraccion F, x 20) (esto corres-
ponderia a | submuestra).

7.6. 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 identificacién de
los organismos (la mayoria de métricas de AQEM se han
disefiado a nivel de especie).

Para un nivel de identificacion de familia son aplica-
bles las siguientes métricas:



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.
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La propuesta de J. Alba, incluye la realizacién de las
siguientes tareas, en la estacion de muestreo:
|. Distribuir el esfuerzo de muestreo proporcional-
mente a la extension de los diferentes microhabitats
presentes en el tramo (Muestreo segtn Barbour et al
con 20 kicks).
2. Una vez realizado el muestreo limpiar la muestra
del modo habitual y guardarla en un bote debida-
mente etiquetado (ver apartado 10.4), marcado con
un “1” para hacer constar que es el material resul-
tante procede del muestreo semicuantitativo.
3. Continuar el muestreo segun el protocolo IBMWP,
es decir, hasta que no parezca ninguna nueva familia.
4. Una vez realizado el muestreo limpiar la muestra
del modo habitual y guardarla en un bote debida-
mente etiquetado marcado con un “2”.
5. Fijar las muestras con formol al 4% o bien con
alcohol al 95%.

La muestra semicuantitativa, marcada con un “I”,
permitira el célculo de las abundancias, mientras que el
listado de familias encontradas en las dos muestras ser-

viran para el célculo del indice IBMWVP.

BENTONICOS DE LAGOS

9.1.INTRODUCCION

Los invertebrados benténicos del litoral de los lagos se
consideran el elemento bioldgico a analizar para la obten-
cion de métricas que permitan la determinacion del estado
ecologico. El procedimiento de muestreo es de tipo cuali-
tativo-semicuantitativo (unidad de esfuerzo), y se ha elabo-
rado a partir de la consulta de la bibliografia especializada.

9.2. EQUIPOSY REACTIVOS
Los equipos y reactivos a usar en las tareas especifica-
das en este protocolo se presentan en el apartado 10.

9.3. PROCECIMIENTO DE MUESTREO

9.3.1. Seleccion y caracterizacion de las
estaciones de muestreo
¢ |dentificar estaciones de muestreo en el litoral de
los lagos, que sean representativos de la diversidad
de habitats existente y de los posibles impactos hu-
manos debidos a las actividades y/o usos existentes

MODIFICACION DEL PROTOCOLO IBMWP CON MUESTREO BASADO EN LA EVALUACION CON MULTIMETRICOS

Muestreo estratificmbs  con
esluerzo proporcional al porcenlage
de presencin de los diferentes

Iudibatais

{p.ej. 20 kicks — Método AQEM)

Limpieza de la
muestra, recuentos

=== | Abundancias

Identificar familias

1

Guardar el material
para recuento (1)

> [IBMWP

Guardar el material (2) |+

Continuar mugstreo
segun protocolo
IBMWEP (hasta que no | ===
aparezca ninguna
nueva familia)
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MUESTREO CON SALABRE

en el lago y en zonas circundantes. Para esto se reco-
mienda examinar fotos aéreas del lago y de su cuenca
previamente a la visita.

° La caracterizacién de los hébitats litorales debe in-
cluir: tipo de sustrato mineral y vegetal, profundidad,
tipo de vegetacién de ribera, etc..

* En el litoral de lagos grandes (>50 ha) puede ser
conveniente fijar mas de una estacién de muestreo,
en las que realizar el muestreo de los invertebrados
bentonicos, teniendo en cuenta la diversidad de habi-
tats existentes.

* Una vez identificadas las estaciones de muestreo de
muestreo se fijara su posicién tomando las coordena-
das geogrificas con un GPS,y referencias topograficas
que faciliten su localizacién posterior.

9.3.2. Directrices para la toma de muestras

Se presentan dos métodos de muestreo, el primero
tiene como objeto capturar los organismos que se en-
cuentran junto al sustrato petricola o entre la vegetacion,
mientras que con la segunda se recolectan principal-
mente organismos epifiticos. Si se opta por el célculo de
un indice concreto, serd necesario consultar la metodo-
logia de muestreo adaptada a dicho indice.

9.3.2.1. Muestreo con salabre (“dipping”)

Consiste en realizar pasadas con una red de mues-
treo (100 pm de didametro de poro) con un recorrido de
bajada seguido de un recorrido a aproximadamente Im
cerca del fondo y subiendo hasta la superficie; esto se
denomina “dipping” en versién anglosajona.
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Se realizara un nimero de pasadas de red en varios
puntos representativos de la variedad de habitats del
litoral del lago (piedras, gravas y arenas, vegetacion acua-
tica, etc.) y el contenido se guardara en un recipiente y
se fijara (ver apartado 10.3); obteniéndose de esta forma
una muestra integrada del litoral.

El nimero de pasadas puede determinarse previa-
mente al inicio del muestreo (por ejemplo 20 en el es-
tudio 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 organis-
mos que estén adheridos a ellas y que, por lo tanto, no
suelen encontrarse en las pasadas de red.

9.3.2.2. Muestreo en vegetacién 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 recoleccion
de tallos individuales o grupos de tallo, mediante tubos
de PVC. El procedimiento se esquematiza en la siguiente
figura, y consiste en:

I. Seleccionar tallos de carrizo o enea que hayan per-

manecido sumergidos suficiente tiempo como para

presentar macroinvertebrados epifiticos; deben evi-
tarse tallos que, por fluctuaciones del nivel del agua,
hayan permanecido al descubierto recientemente.

2. Cortar el/los tallos al nivel de la superficie del

agua y colocar el tubo de PVC intentado perturbar
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el minimo posible tanto el tallo como el agua de su
alrededor.

3. Tapar la parte superior del tubo con un tapén de
goma.

4. Cortar la cafa a la altura de la parte inferior del
tubo de modo que podamos colocar el otro tapdn de
goma.Actuando asi no sélo habremos recolectado los
invertebrados epifiticos sino también aquellos que se
encontraban alrededor del tallo.

5. Retirar el tubo con cuidado de no perder el con-
tenido de agua y verterlo en una bandeja.

6. Lavar los tallos con la misma agua contenida en el
tubo cuidando de despegar todos los organismos en
ellos adheridos.

7. 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.

9.3.3. Limpieza de las muestras en el campo

Es conveniente realizar una limpieza previa en el
campo de las muestras, con la finalidad de extraer restos
grandes de macrofitos y/o macroalgas; no obstante el
material desechado debera ser examinado en detalle para
desprender lo organismos que estén adheridos. En todo
caso hay que tener en cuenta que no es conveniente eli-
minar todas las masas de algas o restos vegetales ya que
con ellas se perdera una buena parte de microcrustdceos
y otros grupos de pequefio tamafio.
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Una opcidn es ajustar a la red de 100 pm un tamiz de
1000 pm que sirva para retener las fracciones vegetales
mayores.

9.4. CONSERVACIONY ETIQUETADO

DE LAS MUESTRAS

Las muestras se conservaran y etiquetaran segun lo
indicado en los apartados 10.3 y 10.4.

9.5.TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS
EN EL LABORATORIO
Las muestras obtenidas mediante las técnicas de
muestreo indicadas se limpiaran y analizaran siguiendo el
siguiente procedimiento:
a) Colocar la muestra bajo la lupa binocular y anotar
la informacién mas importante en la hoja de recuen-
tos o en el programa de ordenador. La informacién
minima recomendada es: cédigo de la muestra, nom-
bre del lago, localidad y fecha de muestreo. Otra
informacion importante es la fecha del recuento y el
nombre del analista.
b) Identificar y contabilizar todos los individuos pre-
sentes en la muestra en el nivel de estudio requerido
(género o especie los microcrusticeos; 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.
c) Para las muestras tomadas segiin el método Kor-
nijow & Kairesalo la abundancia se referira a la su-
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perficie colonizable (que se estimara con los datos de
didmetro y longitud de las cafias muestreadas).

9.6. CALCULO DE METRICAS

Para los invertebrados benténicos de lagos y zonas
humedas se pueden calcular las siguientes métricas, entre
otras:

* Riqueza taxondomica: N° de taxones de los grupos

de invertebrados presentes en la muestra o bien de

grupos previamente seleccionados.

* ndices de diversidad de Shannon, Margalef, etc.

* indice QAELS (ver hoja adjunta) adaptado a la de-

marcacién del Ebro.

* Presencia y abundancia relativa de especies o aso-

ciaciones de especies de microcrustaceos caracteris-

ticos del tipo de lagos.

* Abundancia (%) de oligoquetos / quironémidos, y de

otros grupos taxonoémicos.

Los resultados obtenidos (listado de especies, di-
versidad, 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.

‘ !
N

10.1.INTRODUCCION

En este capitulo se han recogidos los aspectos referi-
dos 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 alglin equipo esta indicado en un
procedimiento concreto, se indica la referencia.

10.2. EQUIPOS

10.2.1. Equipos de muestreo de invertebrados en
rios y lagos

Equipos de proteccion personal
* Botas o vadeadores de pescador.
* Guantes de latex.

Equipos para la recoleccion de muestras
* Redes y salabres de muestreo.
* Bateas blancas (minimo 20 x 30 cm).
* Pinzas entomologicas.
° Botes de plastico con tapén hermético de Y4 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 eti-
quetas, estas deben ser resistentes a la humedad.

* Lapiz, tijeras, cinta aislante.

* Camara digital.

* Hojas de campo, cartografia.

En la tabla adjunta se muestran los tipos de redes a
usar para la aplicacién de los métodos indicados:

El tamafo de malla varia segin los objetivos del
estudio. En la tabla adjunta se indican los tamafos re-
comendados en las guias EN 27828: 1994 y EN 28265:
1994.

La malla de 500 pm para rios, y la de 100-250 ym
para lagos son las que se consideran adecuadas para
la aplicaciéon de los procedimientos indicados en este
documento.

10.2.2. Equipos para el tratamiento de muestras
en el laboratorio

Equipos de proteccién 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, Imm y 0,5 mm (Metodologia
Multimétricos).
* Submuestreador (Wrona et al., |982) (Metodologia
Multimétricos).
¢ Jeringas de 60 ml (Metodologia Multimétricos).
¢ Placas de Petri.
* Pinzas entomoldgicas y/o aspirador entomologico.
*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
identificaciéon y recuentos. Pueden contener una lista
de taxones con espacios en los que indicar su presen-
cia 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.

10.3. CONSERVANTES

Las muestras se deben fijar inmediatamente después
de la recoleccién para evitar la accion de los carnivoros,
especialmente de plecopteros (Perlidae), odonatos, hete-
ropteros (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 tamafo, y
mantener la muestra en frio (4°C), ya que la separacion
en vivo ayuda mucho.
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Para conservar las muestras se pueden usar los si-
guientes fijadores:

Etanol (C2H50H). Es adecuado para la conserva-
cion 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 concentracién para asegurar la co-
rrecta fijacion de los organismos. La concentracién
ideal es del 70%, por ello si los organismos se separan
en el campo vivos, es mejor usar directamente alco-
hol de 96% (o ligeramente diluido), ya que cada vez
que se introduce un individuo en el vial, se afiade una
pequefa cantidad de agua que hace que el alcohol se
vaya diluyendo. En este tipo de muestras es aconse-
jable 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
liberacién de vapores.

10.4. 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.

Cédigo 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.j. | de 2,2 de 2, etc.).

En la ficha de campo se anotaran todo lo indicado ante-
riormente 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; fraccion
filtrada, profundidad (lagos), etc...

Taxones que son dificiles de capturar, o que se han
devuelto al rio (Gérridos, hidrométridos, cangrejos,
etc...).

10.5. 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 mues-
tras fijadas con formaldehido. De este modo se evita que
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los operadores respiren los vapores de este producto
durante su transporte en el vehiculo.

10.6. 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 capitulos 6, 7
y 9).

La identificacion de los invertebrados benténicos se
realiza con el apoyo de manuales de taxonomia y me-
diante el examen de los ejemplares bajo un estereosco-
pio (a 4, 10 y 25 aumentos). En ocasiones la identificacion
requiere la diseccién de los ejemplares, su montaje en
una preparacion microscopica (con diferentes medios
de montaje) y su examen en el microscopio 6ptico (a
40, 100, 200 y hasta 1000 aumentos). En la bibliografia se
recogen los textos generales mas usuales para la identifi-
cacion de los invertebrados benténicos a nivel de familia
o género.

11.PROTOCOLO PARA CONTROL
DE CALIDAD

En los tipos de estudio cuya metodologia se presenta
en este documento es obligado disponer de los meca-
nismos que evalten y aseguren la calidad de la aplicacion
de los procedimientos y del tratamiento de los datos
(Stevenson et al. 2004). Ademas la implementacién 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 intercalibracién (Proficiency testing pro-
grames).

El muestreo e identificacion de los invertebrados
benténicos como elementos de calidad para la deter-
minacion de la DMA debe realizarse siguiendo procedi-
mientos estandarizados y con sistemas de control de la
calidad. Asimismo la correcta identificacién de los inver-
tebrados benténicos a nivel de familia, género o especie
es un aspecto de gran importancia. Son de aplicacién las
siguientes normas:

EN 27828:1995. Calidad del agua. Métodos de mues-
treo 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. Concepcién y
utilizacion de los muestreadores de macroinvertebra-
dos 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. Mues-
treo de macroinvertebrados en aguas profundas.
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Guia de utilizacién de aparatos de toma de mues-
tra de colonizacién cualitativos y cuantitativos (ISO
9391:1993).
* ENISO 8689-1: 1999. Calidad del agua. Clasificacién
bioldgica de los rios. Partel: Guia para la interpre-
tacion 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
bioldgica de los rios. Parte 2: Guia para la presenta-
ciéon 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

para INVERTEBRADOS BENTONICOS

sampling of aquatic benthic macroinvertebrates; 00230213
— Guidance on the sampling and processing of the pupal
exuviae of Chironomidae (Order Diptera) for ecological as-
sessment)

Del mismo modo, el manual de USEPA Rapid Bioassess-
ment Protocols incluye directrices para el control de cali-
dad de los trabajos de campo y de laboratorio.

En cualquier caso es muy importante la adecuada for-
macion 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 direc-
trices sobre la calidad de los trabajos incluidos en el
presente documento.

11.1. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD EN LATOMAY CONSERVACION DE

LAS MUESTRAS




11.2. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE LA CALIDAD EN EL LABORATORIO

11.3. DIRECTRICES PARA EL CONTROL DE CALIDAD EN EL TRATAMIENTO DE LOS DATOS













Assemblages: Asociaciones de organismos que tienden a
repetirse en un tipo de masa de agua, en determina-
das épocas del aflo o condiciones ambientales. En la
memoria se aplica a los microcrustaceos de lagos.

Batea: Bandeja en la que se deposita la muestra de zoo-
bentos para su limpieza.

Bentos: Comunidad animal y vegetal que habita asociada
a los sustratos sumergidos.

Condiciones de referencia: 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 hi-
dromorfolégicos, fisicoquimicos y bioldgicos corres-
ponden a los que existen en ausencia de alteraciones
antropogénicas o de muy escasa importancia (segin
Guia REFCOND, 2003).

Conservante: Sustancia que se afade a la muestra con
el objetivo de impedir o retrasar la alteracién de las
caracteristicas originales.

DMA: Directiva Marco del Agua, Directiva 2000/60/CE.

Establece un marco comunitario de actuacién en el
ambito de la politica de aguas.

Dipping: Es una técnica de muestreo de aguas leniticas
someras consistente en realizar pasadas con un sa-
labre (o red de muestreo) en el seno de agua (ver
apartado 9.3.2.1.).

ECOFRAME: Propuesta metodoldgica para la deter-
minacién del estado ecolégico en lagos someros. Ver
Moss et al (2003).

Elutriacion: En este documento se aplica a la técnica
de liberar los organismos y restos organicos del sus-
trato que los contiene (piedras, arenas,...), mediante el
lavado con agua y la resuspension de la fraccion fina
de la muestra.

Estado ecoldgico: En el marco de aplicacion 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.

Estereomicroscopio: Lupa binocular.

Eutrofizaciéon: Aumento del nimero de algas y otros
productores primarios como resultado del enriqueci-
miento de las masas de agua por nutrientes, de origen
natural o antropogénico.

Fitobentos: Organismos fototréficos que viven asocia-
dos a cualquier sustrato del fondo de los ecosistemas
acuaticos. Incluye cianobacterias, algas microscépicas
(microalgas), macroalgas y macrofitos.

Habitat: 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.).

Hipolimnion: En un lago estratificado térmicamente se
refiere al volumen de agua que queda por debajo de
la termoclina.

indice bi6tico: Expresion matematica que traduce la
informacion 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 biolégicas.

indice de diversidad: Expresién matemitica que rela-
ciona el niUmero de taxones y su abundancia.

Kick: Es una unidad de muestreo de los invertebrados
benténicos consistente en remover con pies y/o
manos el sustrato existente en el drea frente a la red
de muestro, con la finalidad de que los organismos
puestos en suspension en el agua sean arrastrados
hasta el fondo de la red (ver apartado 7.3.3.).

Macrofitos: Plantas acudticas visibles a simple vista,
entre las que se encuentran plantas vasculares (cor-
mofitos), briéfitos y macroalgas (algas cariceas y de
otros grupos).

Macroinvertebrados: Este término se aplica a los
invertebrados bentoénicos, en general, visibles al ojo
humano (ver capitulo I).

Métricas: Son los resultados de las mediciones de
diferentes parametros (por ejemplo n° de taxones,
indices bidticos, indices de diversidad, abundancia de
taxones o grupos taxonémicos, etc...).

Microinvertebrados: Agrupa a los invertebrados ben-
ténicos de pequefio tamafio (en general inferior a |
mm) (ver capitulo 1).

Placa de Petri: Recipiente redondo, de cristal o plastico,
de diferentes diametros (en general de 5y 10 cm), de
fondo bajo,y con una cubierta de la misma forma que
la placa pero de didmetro superior, lo que permite su
colocacion encima a modo de cierre.

Preparacion microscopica: Porta-objetos y cubre-
objetos entre los que se monta todo o parte de un
invertebrado para su observacién en el microscopio.

Poza: Charca o concavidad en la que queda estancada
agua del rio.

Recolonizacién: Proceso mediante el cual diferentes
organismos vuelven a ocupar un habitat que ha sido
afectado por una perturbacion fisica o quimica.

Reéfilo: Zona del rio donde la velocidad del agua es
elevada.

Salabre:Artilugio construido con un aro al que se fija una
red. El aro puede tener mango de diferente longitud.

Sobrenadante: Fracciéon de la muestra que queda en
suspension en el agua al efectuar movimientos suce-
sivos del recipiente (bandeja) en el que se limpia una
muestra.

Sustrato artificial: Sustrato introducido en el rio por
un operador especialmente para la colonizacién de
los invertebrados benténicos.

Tamiz: Cedazo tupido (diferentes didmetros de poro)
que se utiliza para separar las diferentes fracciones de
tamafio en las muestras de macroinvertebrados.
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Taxoén: Unidad taxondmica, por ejemplo familia, género
o especie.

Tolerancia: Capacidad maxima que tiene un organismo
de soportar una variaciéon del habitat sin que ello
perjudique a su ciclo vital.

Transecto: Recorrido que realiza el muestreador para
llevar a cabo la toma de medidas o de muestras.
Vadeador: Peto confeccionado con neopreno que lleva

incorporado unas botas de agua. Permite acceder

al rio en zonas vadeables para tomar medidas y/o
muestras.

Viales: Recipientes de vidrio o plastico de diferente ta-
mafio que se usan para conservar los invertebrados
bentdnicos una vez separados de la muestra.

Zoobentos: Fauna de invertebrados que habita los sus-
tratos sumergidos de los medios acudticos
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